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Introduction 

Les su sta es opioïdes asse le t l e se le des su sta es atu elles, h i-

synthétiques ou synthétiques se liant aux récepteurs opioïdes (Hemmings and Egan, 2013). 

Leur principal intérêt pharmacologique réside dans leurs actions analgésiques et 

anesthésiques en faisant des piliers de la pharmacopée. Elles sont également utilisées de 

manière illicite (usage détourné [à savoir mésusage de médicaments opioïdes], 

consommation de substances illicites opioïdes), à des fins récréatives ou dans un contexte de 

t ou le de l usage des opioïdes, pour leurs effets psychoactifs notamment euphorisants 

(Volkow and McLellan, 2016).  

Les opioïdes exposent néanmoins à deux complications majeures qui sont intrinsèquement 

liées (Volkow and McLellan, 2016). La première est que leur consommation répétée, même 

dans un contexte thérapeutique, peut entrainer des troubles de leur usage (O'Brien, 2011). La 

seconde est le risque de su e ue de su dosage à l o igi e d i to i atio s e t ai a t des 

troubles de la conscience et une dépression respiratoire dose-dépendante souvent mortelle 

(Boyer, 2012). Ce risque est augmenté chez les personnes exposées chroniquement aux 

opioïdes et qui développent une tolérance pharmacologique les obligeant à augmenter la 

dose d opioïde consommée pou  o te i  l effet a talgi ue ou ps hoa tif es o pt  (Volkow 

and McLellan, 2016). Ces deu  o pli atio s ep se te t aujou d hui u  p o l e ajeu  

de sa t  pu li  da s les pa s o ide tau . A tit e d e e ple, au  ́tats-Unis où la situation est 

la plus préoccupante, les intoxications par opioïdes sont la première cause de décès toxiques, 

loin devant les décès par arme à feu (en 2015, 33091 décès par intoxication par opioïdes 

versus 12979 décès par arme à feu) (Rudd et al, 2016). 

La e he he d alte ati es th apeuti ues au  opioïdes ai si ue le d eloppe e t de 

nouvelles substances opioïdes dénuées de tels effets secondaires so t aujou d hui des e jeu  

majeurs (Skolnick, 2018). En attendant de telles découvertes, la meilleure compréhension des 

mécanismes de toxicité neurologique et respiratoire des opioïdes pourrait permettre de 

prévenir et de mieux prendre en charge les patients intoxiqués par ces substances. 
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P e i e pa tie : “e tio  i liog aphi ue  

I - Histoire de la consommation des opioïdes  

I.A - Usage et susage : de l a ti uit  au  a es  

Le rapport des Hommes aux opioïdes a toujours été complexe oscillant dans un équilibre 

précaire entre utilisation de leurs propriétés analgésiques et recherche de leurs effets 

ps hoa tifs. L opiu  est consommé depuis des millénaires et son utilisation est rapportée 

dès le IVème siècle avant Jésus-Christ. En Mésopotamie inférieure, il était initialement employé 

par les Sumériens dans les rites religieux pour ses effets euphorisants (Kritikos and Papadaki, 

1967). Il était alors appelé « gil » (joie) (Brownstein, 1993). 

Les p op i t s a alg si ues de l opiu  ont été d ites à pa ti  de l A ti uit . Utilis  pou  des 

a tes hi u gi au  i eu s ou pou  di i ue  les pleu s d e fa t, l usage de l opiu  a 

cependant été li it  pa  la su e ue d effets se o dai es pa fois o tels (Brownstein, 1993). 

Au cours du Moyen-Âge, Paracelse (1493-1541) concoctait une préparatio  à ase d opiu  

u il o ait Laudanum. Bien que modifiée, la formulation la plus connue restant celle de 

Thomas Sydenham (1624-1689) (Figure 1), le Laudanum constitua l un des principaux moyens 

thérapeutiques de la pharmacopée des siècles suivants. Il était commercialisé en France 

jus u e   et este e o e disponible aux États-Unis sur prescription (Rhodin, 2006).  

Figure 1 - Différentes publicités et formulations de laudanum 

Elément sous droit, diffusion non autorisée
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En 1805, Friedrich W.A Sertürner (1783-1841) isola le premier al aloïde de l opiu  u il 

nomma « morphium » de e u aujou d hui o phi e  e  ho age à Morpheus le dieu Grec 

des rêves. Cette découverte fut rapidement suivie par celle de la codéine en 1832 et de la 

papavérine en 1848. Au XIXème siècle, ces alcaloïdes purs ou le Laudanum, étaient couramment 

utilisés pou  t aite  di e s au  dia h e, tou , douleu s, t ou les de l hu eu  … . 

L i e tio  de la se i gue h pode i ue  pe ettait l ad i ist atio  de o phi e à 

visée antalgique ou comme adjuvant pour les anesthésies générales (Brownstein, 1993). La 

morphine a ainsi été largement prescrite dans ces indications au cours de la guerre de 

Sécession (1861-1865) (Quinones, 2009). 

Parallèlement à son utilisation médicale, des effets toxiques et des t ou les de l usage de 

l opiu  ont été rapportés dès le XVIème siècle en Europe et au Moyen-Orient (Brownstein, 

1993). 

Le te e t ou le de l usage d u e su sta e e pla e aujou d hui les te es d a us ou de 

dépendance précédemment utilisés, dans le manuel diagnostique et statistique des troubles 

mentaux (Figure 2). Il désigne également le terme général « addiction » ui a pas t  ete u 

dans cette dernière classification compte tenu de son caractère péjoratif (O'Brien, 2011). Le 

t ou le de l usage d u e su sta e est d fi i a tuellement comme une situation pathologique 

li e à la o so atio  d u e su sta e su  u e p iode sup ieu e ou gale à u  a  

entraînant une perte de contrôle de soi, une interférence sur les activités scolaires ou 

professionnelles, ou encore la poursuite de la consommation malgré la prise de conscience 

des t ou les u elle e ge d e (American Psychiatric Association, 2013). 

Figure 2 - Critères diagnostiques d'un trouble de l'usage des opioïdes selon la cinquième édition du manuel 
diagnostique et statistique des troubles mentaux (DSM-5). (Source : American Psychiatric Association, 2013) 
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 VODOVAR Dominique – Thèse de doctorat - 2018 

19 

C est à la fi  du XVIIIème siècle en Chine, où l opiu  était fumé (mélangé avec du tabac) dans 

u  ut atif, ue de tels t ou les li s à la o so atio  d opiu  ont été considérés pour 

la première fois comme problème de santé publique. Une première « crise des opioïdes » 

survint également aux États-Unis après la guerre de Sécession avec le développement, chez 

bon nombre de vétérans traités par morphine pour des blessures de guerre, de troubles de 

l usage des opioïdes appel e alo s « maladie du soldat » ou « soldie s disease » (Quinones, 

2009). En Europe, on assista aussi à u e o so atio  oissa te d opiu . E  A glete e, où 

le Laudanum était largement détourné dans un but récréatif, sa consommation affecta 

l e se le de la so i t  et, en particulier, la classe ouvrière (Berridge, 1978). En France, ou 

l a s au Laudanum était plus gle e t , l opiu  était régulièrement fumé sous forme de 

« chandou » ou opiu  affi  et pa ti uli e e t p is  pa  les a tistes, l a isto atie ou la 

haute-bourgeoisie (Chossegros, 2007). 

Le d eloppe e t de t ou les de l usage de l opiu  et de la o phi e, o t i it  à e he he  

des alternatives thérapeutiques. En 1898, la société pharmaceutique Bayer synthétisa la 3,6-

diacétylmorphine obtenue par di-acétylation de la morphine. Ce nouveau composé dit hémi-

synthétique, réputé plus actif et moins addictif, a été commercialisé sous la marque déposée 

« Héroïne » (Figure 3).  

Figure 3 - Différentes publicités pour l'héroïne commercialisée par le laboratoire Bayer 

L'héroïne était alors utilisée comme antitussif chez les patients atteints de tuberculose et 

comme traitement pour lutter contre la dépendance à la o phi e. N a oi s, l h oï e a 

rapidement été reconnue pour avoir des propriétés narcotiques et addictives supérieures à 

celles de la morphine (Brownstein, 1993). Da s le e o je tif de e he he d u  

« analgésique peu addictif », la mépiridine (1929) et la méthadone (1946) ont notamment été 

synthétisées (Michaelis et al, 2007; Scott and Chen, 1946). 
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Le début du XXème siècle a constitué un premier tournant dans la consommation des opioïdes. 

C est e  effet la p iode à pa ti  de la uelle sont apparues les premières mesures législatives 

nationales et internationales contrôlant la fa i atio  et l usage des opioïdes ; la première 

Convention internationale de l'opium se tint en 1912. Ces législations ont eu pour effet de 

diminuer la consommation des opioïdes illicites. Parallèlement, la communauté médicale a 

pris conscience des conséquences sociales et médicales de la consommation abusive et de 

l usage d tou  susage  des opioïdes utilis s o e di a e t, et e  a restreint 

drastiquement la prescription. Ce courant médical était connu sous le terme « opiophobie » 

(Rhodin, 2006). A partir des années soixante jus u au  a es , o  assista à une résurgence 

de la o so atio  d h oï e da s les pa s o ide tau  fa o is e pa  le ou e e t hippie 

et sa consommation fréquente par des musiciens iconiques (Chossegros, 2007). 

I.B - Évolution de la consommation des opioïdes licites à partir des années 80 

Les années 80 ont représenté u  ou eau tou a t pou  l utilisatio  di ale des opioïdes. 

E  , l O ga isatio  Mo diale de la Santé (OMS) abandonna le postulat selon lequel 

l utilisatio  de o phi e o duit i lu ta le e t à u  t ou le de l usage des opioïdes. Pa  

ailleu s, sous l i pulsio  de l a i ai  Joh  Bo i a -1994), fondateur en 1973 de 

l International Association for the Study of Pain, les recherches sur les mécanismes nociceptifs 

s i te sifi ent. La douleu , jus u alo s gligée, devint progressivement une préoccupation 

centrale pour le corps médical (Vargas-Schaffer, 2010). Ces changements de paradigme 

aboutirent à la réhabilitation des opioïdes comme antalgique. Dans les « Recommandations 

pour la prise en charge la douleur cancéreuse » pu li es e   pa  l OM“, les opioïdes 

étaient considérés comme des antalgiques incontournables (Ferrari et al, 2012). Ces 

recommandations, dans lesquelles apparaissait pour la première fois « l helle d e ploi des 

a alg si ues selo  l i te sit  de la douleu  alu e » (ou « E helle de la douleu  de l OM“ »), 

préconisaie t l utilisatio  d opioïdes dits « faibles » pour les douleurs modérées à sévères 

palie   et d opioïdes dits « forts » pour les douleurs sévères (palier 3) (Figure 4). Cette 

échelle a par la suite été généralisée à tous les types de douleur (Vargas-Schaffer, 2010). 
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Figure 4 - Échelle de la douleur de l'OMS telle qu’elle a été publiée 
en 1986 par l’OMS 

Indépendamment, on assista au développement des politiques publiques de substitution des 

opioïdes afi  ota e t, de o t e  l pid ie de “IDA s d o e d i u od fi ie e 

acquise) chez les héroïnomanes utilisateurs de seringues usagées (Hoffman, 2000). Cette 

approche dite « substitutive » a été développée par Vincent Dole (1913-2006) et Marie 

Nyswander (1919-1986) aux États-Unis à la fin des années soixante (Figure 5).  

Figure 5 - Théorie du trouble de l’usage de l’héroïne selon Vincent Dole et Marie Nyswander 
(Source : Dole et Nyswander, 1967) 
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e 

–
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Elle préconisa la p es iptio  d opioïdes pou  t aite  les t ou les de l usage d h oï e, ceux-ci 

ta t plus o sid s comme une maladie psychologique mais comme un désordre 

métabolique liée à la dérégulation des systèmes de neurotransmission opioïdergiques (Figure 

5) (Dole and Nyswander, 1967). La méthadone était initialement utilisée et fut suivie plusieurs

décennies plus tard par la buprénorphine (Kreek and Vocci, 2002). 

Ces changements de paradigmes vis-à-vis des opioïdes dans leur usage médical ont entraîné 

une augmentation globale de la consommation licite des opioïdes à partir des années 80. 

I.C - La crise des opioïdes aux États-Unis 

I.C.1 - Définition et origine 

La « Crise des opioïdes » est d fi ie pa  l aug e tatio  assi e du o e d o e doses pa  

opioïdes rapportée aux États-Unis depuis le début des années 2000. Ces overdoses ont pour 

pa ti ula it  d t e se o dai es, da s u e g a de ajo it  des as, au susage d opioïdes 

licites, initialement prescrits à visée thérapeutique. La genèse de cette crise repose sur trois 

évènements indépendants (Skolnick, 2018). 

Le premier évènement est au départ anodin. En 1980, une lettre de huit lignes dans le New 

England Journal of Medicine d i ait l e p ie e de la p es iptio  d opioïdes à is e 

antalgique au Boston University Medical Center (Figure 6). Dans cette lettre, les auteurs 

rapportaient un nombre très faible de patie ts p se ta t u  t ou le de l usage des opioïdes 

après en avoir reçu comme traitement antalgique (4 patients sur les 11 882 patients traités 

par opioïdes au cours de la période étudiée). Leur conclusion était que malgré une large 

p es iptio  d opioïdes au sei  de leu  hôpital, le d eloppe e t d u e d pe da e au  

opioïdes estait a e doti ue e  l a se e d a t de ts d addi tio  (Porter and Jick, 1980). 

Cette lettre a été citée depuis sa pu li atio   fois jus u à /  ; à titre de 

comparaison le taux médian de citation des 11 autres lettres publiés dans le même numéro 

est de 11. La justification de la large prescription sans précaution particulière des opioïdes a 

reposé, pour la plupart des études publiées depuis les années 80, sur les données purement 

descriptives et peu documentées de cette lettre (439 articles sur les 608 citant cette lettre) 

(Figure 6 . Ce se ait, pou  e tai s auteu s, l u  des poi ts de d pa t de la ise des opioïdes 
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américaines (Leung et al, 2017). 

Figure 6 – Reproduction de la lettre publiée en 1980 dans le New England Journal of Medicine suspectée d’être l’une des 
origines de la crise des opioïdes aux Etats-Unis (à gauche). Le tableau de droite montre le nombre de citation au cours du 
temps de la lettre de Porter et Jick (vert foncé citations affirmatives, vert plus claire citations négatives) (Source : Leung et al, 
2017) 

Le deuxième évènement a t  le la e e t d u e a pag e de se si ilisatio  des 

professionnels de santé à la prise en charge de la douleur aux États-Unis. Cette campagne, 

baptisée « pain as the 5th vital sign » a t  e e pa  l American Pain Society à partir de 1996 

(Figure 7). Elle a été ensuite soutenue par de nombreuses sociétés médicales nationales et 

internationales (Campbell, 1996). Son objectif était de reconnaître la douleur comme un 

cinquième paramètre vital au même titre que les quatre paramètres vitaux habituellement 

utilisés en médecine (fréquence cardiaque, pression artérielle, fréquence respiratoire et 

température corporelle). De nombreu  outils si ples d auto-évaluation de la douleur ont 

alors été développés helle isuelle a alogi ue, l helle u i ue ou l helle e ale 

simple) et la prise en charge de la douleur est rapidement devenue une priorité nationale en 

entrant dans les référentiels de qualité des soins des hôpitaux américains (Skolnick, 2018). Il 

est aujou d hui sugg  ue ette a pag e, asso i e au ha ge e t de pa adig e da s le 

t aite e t de la douleu  au ou s des a es  la gisse e t des p es iptio s d opioïdes 

aux douleurs non cancéreuses) et à la sous-évaluation du potentiel addictif des opioïdes, a 

largement encouragé la sur-prescription des opioïdes (Mandell, 2016; Porter and Jick, 1980). 

Sans être totalement abandonné, le concept de « pain as the 5th vital sign » est aujou d hui 

en net recul (Levy et al, 2018). 

Elément sous droit, diffusion non autorisée
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Figure 7 - Campagne de promotion pour reconnaître la douleur comme le cinquième 
paramètre vital (Source : www.painpathways.org) 

Le troisième évènement a t  l auto isatio  de ise su  le a h  d u e fo e à li atio  

p olo g e de l o odo e - OxyContin® - par le laboratoire américain Purdue Pharma. Ce 

médicament a rapidement connu un succès grandissant et son chiffre de vente a été multiplié 

par 65 entre 1996 et 2010 (3,1 milliards de dollars en 2010 soit 30% du marché total des 

analgésiques aux Etats-Unis) (Skolnick, 2018). Ce succès étonnant, dans un marché américain 

des opioïdes g i ues à li atio  p olo g e d jà satu , est ue t s pa tielle e t 

expliqué par la campagne « pain as the 5th vital sign ». Celle-ci a en effet entrainé 

l aug e tatio  des e tes de l e se le des opioïdes fe ta l et o phi e ota e t  

mais dans des proportions bien inférieures (Van Zee, 2009). La forte consommation 

d o odo e s e pli ue pa  la a pag e assi e et i gal e e e pa  le la o atoi e Pu due 

Pha a pou  p o ou oi  l O Co ti ® Figure 8).  

Figure 8 - Campagne de promotion menée par le laboratoire Purdue pour promouvoir l'oxycodone à libération prolongée 
OxyContin® 
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Cette promotion était destinée tant aux professio els de sa t  u au g a d public. 

L O Co ti ®  tait p se t  e  o pa aiso  à la forme à libération immédiate de 

l o odo e  o e assu a t u e a alg sie plus effi a e, o e ta t oi s addi tif et plus 

difficile à mésuser que les autres opioïdes (Skolnick, 2018). Ces trois arguments se sont ensuite 

l s fau . Plusieu s tudes o t pas o t  de fi e li i ue o pa a t l O Co ti ® 

à l o odo e à li atio  i diate moins chère car déjà disponible en générique (Hale et 

al, 1999; Stambaugh et al, 2001). Par ailleurs, plusieurs travaux sur le traitement de la douleur 

h o i ue o t o t  des a a t isti ues addi ti es si ilai es e t e l O Co ti ® et les 

autres opioïdes (Davis et al, 2003). E fi , les o p i s d O Co ti ® o t t  apide e t 

détournés en étant pilés. La poudre était consommée par voie inhalée (« sniffée» ou fumée) 

ou par voie intraveineuse. En 2010 une formulation « dissuasive » a été commercialisée 

(Figure 9). 

Figure 9 - Différence entre les deux formulations d’OxyContin® après 
pilage des comprimés (Source : www.opiateaddictionresource.com) 

Cette nouvelle formulation est en effet plus difficile à piler et à solubiliser que la précédente. 

Cette modification, associée à la restriction des prescriptions d opioïdes, a entrainé une baisse 
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de la o so atio  d O Co ti ® et u  epo t des o so atio s e s des p oduits illi ites 

tels ue l h oï e ou le fe ta l o  pha a euti ue do t l usage a o sid a le e t 

augmenté depuis 2010 (Cicero et al, 2012). E fi , et da s u e oi d e esu e, l app o atio  

et la o e ialisatio  de l O Co ti ®  g e sus  g i itiale e t  pou  les patients 

dits tolérants aux opioïdes en 2000 a permis de mettre à disposition des utilisateurs de fortes 

doses d opioïde, e ui a o t i u  à e fo e  l att ait des pe so es ayant un trouble de 

l usage des opioïdes pou  l O Co ti ® (Skolnick, 2018). 

I.C.2 - Conséquences de la crise des opioïdes aux États-Unis 

Les derniers chiffres disponibles aux États-Unis datent de 2015 et montrent une situation 

alarmante. Depuis 2000, on assiste à une augmentation massive du nombre de décès par 

overdose aux opioïdes (Figure 10). Le tau  de o talit  ajust  à l âge a aug e t  de  % 

entre 2000 et 2014 (taux de mortalité par overdose ajusté à l'âge, 6.2 pour 100 000 en 2000, 

16.3 pour 100 000 en 2015) (Rudd et al, 2016). Cette augmentation est à intégrer dans une 

te da e glo ale d aug e tatio  du tau  de d s pa  o e dose, toutes substances 

confondues, de 136 % parmi lesquelles les opioïdes sont surreprésentés (Rudd et al, 2016; 

Seth, 2018). Les d s li s à l usage d opioïdes so t e  t s g a d ajo it  o  intentionnels. 

Figure 10 - Évolution de la mortalité par overdose de substance aux États-Unis entre 1999 et 2015. Les 
opioïdes sont impliqués dans la très grande majorité de ces décès. Les overdoses d’opioïdes responsables de 
décès sont le plus souvent non intentionnelles (Source : Seth P, 2018) 

En 2015, 33  a i ai s so t d d s d u e o e dose pa  opioïde, ce qui représentait 63,1 

% des décès par overdose toutes su sta es o fo dues. O  esti e u aujou d hui plus de  

américains meure t ha ue heu e d u e o e dose pa  opioïde. Qua a te pour cent de ces 

o e doses so t se o dai es à la p ise d u  opioïde p es it di ale e t. E i o   

ear — Unit , 1999–2015 

involving any opioid (p<0.05). 

Source: National Vital Statistics System, Mortality File, CDC WONDER.  
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personnes présentant une overdose par opioïde sont pris en charge chaque jour dans les 

urgences des hôpitaux américains (www.cdc.gov) 

Comme pour la mortalité, on observe également depuis les années 2000 une augmentation 

du o e de patie ts p se ta t u  t ou le de l usage des opioïdes. E  , e i o  ,  

millions d a i ai s , % des pe so es âgées de plus de 12 ans) étaient dépendants aux 

opioïdes. Parmi ces personnes, 1,8 million avaient une dépendance aux opioïdes licites, 

626  à l h oï e et  000 aux deux types de substances. Ces chiffres auraient progressé 

de 500% depuis 2010 pour les addictions aux opioïdes licites et de 50 % pour les addictions à 

l h oï e Figu e  (Substance Abuse and Mental Health Services Administration, 2017).  

Figure 11 - Nombre d'américains présentant un trouble de l'usage des opioïdes (OUD : opioid use disorder) 

Enfin, le coût sociétal et humain de la crise des opioïdes est considérable, la mortalité 

affectant, en majorité, la lasse d âge a ti e e t e  et  a s (Birnbaum et al, 2011) (Figure 

12). Le coût économique est lui aussi vertigineux. Ces coûts intègrent le recours au système 

de soin et la perte de productivité des consom ateu s d opioïdes ai si ue les oûts elatifs 

au  p o du es judi iai es i pli ua t les h oï o a es et les o so ateu s d opioïdes 

illicites. Ainsi, la crise des opioïdes aurait couté 504 milliards de dollars en 2015 (Florence et 

al, 2016; The Council of Economic Advisers, 2017). 
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Figure 12 - Répartition des décès par opioïdes aux États-Unis en fonction de l’âge en 2015 

I.D - La situation européenne 

Le contexte européen est plus délicat à étudier e  l a se e d i st u e ts de su eilla e 

aussi d elopp s u au  ́tats-Unis. 

Comme aux États-Unis à la fin des années 90, le traitement de la douleur (notamment non 

cancéreuse) est devenu une priorité en Eu ope. La o so atio  d a alg si ues opioïdes a 

alo s aug e t  ais da s u e oi d e esu e u au  ́tats-Unis. Cette différence est en 

g a de pa tie li e au  odalit s d a s et de p es iptio  des opioïdes ui so t plus 

est ei tes e  Eu ope u au  Etats-Unis ou au Canada (Nilsen, 2017). On peut néanmoins 

noter que la co so atio  d opioïdes et so  olutio  au ou s du te ps so t t s 

hétérogènes entre les pays européens (Figure 13) (INCB, 2015). 
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Figure 13 - A : Consommation d’opioïdes analgésiques au cours du temps aux États-Unis et en Europe en S-DDD. B : 
Consommation d’opioïdes analgésiques au cours du temps dans les différents pays européens. (Source : www.incb.org et 
www.who.int) 

Les do es glo ales eu op e es do t o  dispose o e a t le susage d opioïdes li ites 

ou l usage d opioïdes illi ites p o ie e t du Ce t e Eu op e  de Co t ôle des D ogues et des 

Addictions (EMCDDA). Ce centre collecte les données des filières de soin en addictologie des 

différents pays européens. Ces données sous-estiment très probablement le mésusage des 

opioïdes li ites. N a oi s, à pa ti  des appo ts de l EMCDDA, o  peut alue  le o e de 

personnes présentant une dépendance aux opioïdes dans l u io  eu op e e à ,  million 

(0.34% de la population) en 2015 (Figure 14). 

Figure 14 - Caractéristiques de la consommation d'opioide 
et des décès qui lui sont rapportés en Europe en 2017 
(Source : EMCDDA, 2017) 

Ce chiffre est sta le depuis , date des p e ie s appo ts e ploita les. L h oï e este 

l opioïde illi ite le plus o so  ; mais plusieurs sources indiquent que les opioïdes de 

synthèse sont de plus en plus consommés en mésusage (notamment les analgésiques 

opioïdes  et u il e iste p o a le e t u e ise des opioïdes à i i a e  Eu ope (Casati et 

al, 2012; EMCDDA, 2017; van Amsterdam and van den Brink, 2015). 
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Co e a t la o talit , il e iste pas de do es oluti es e tes o e a t les 

opioïdes. Le nombre de décès en 2017 par overdose en Europe serait de 7109 (soit un taux de 

21,3 par million d ha ita ts . Les opioïdes se aie t ai si i pli u s da s p s de 80% des décès 

(EMCDDA, 2017) (Figure 14). N a oi s e o e d s, ie  ue oi s i po ta t u au  

États-Unis, est probablement assez largement sous-estimé. 

I.E - La situation française 

La situation française est à premi e ue plus assu a te. La p ale e de l usage des 

antalgiques opioïdes a diminué de 11 % en France entre 2006 et 2015. Cette diminution est 

e  g a de pa tie li e à la di i utio  de la o so atio  des opioïdes de palie   de l OM“ -

53%) suite au retrait de l auto isatio  de ise su  le a h  du de t op opo ph e e   

(Figure 15) (Hider-Mlynarz et al, 2018). Par ailleurs, le nombre de patients dépendants aux 

opioïdes est stable à 200 000 personnes depuis plusieurs années (EMCDDA, 2017). 

Figure 15 - Evolution de la consommation des antalgiques opioïdes dits moyens en France 
entre 2006 et 2015 (Source : Hider-Mlynarz et al, 2018) 

N a oi s, es do es o t aste t a e  d aut es l e ts eau oup plus i ui ta ts. 

Si la consommation des opioïdes de palier 2 a baissé, celle des opioïdes de palier 3 a 

o sid a le e t aug e t  e t e  et  +  % . Cette aug e tatio  s est 

p i ipale e t faite au p ofit de l o odo e +  %  et du fe ta l pat h, +  % ; 

transmuqueux buccal ou nasal, +72%) (Hider-Mlynarz et al, 2018) (Figure 16).  
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Figure 16 - Evolution de la consommation des antalgiques opioïdes dits forts en France 

entre 2006 et 2015 (Source : Hider-Mlynarz et al, 2018) 

De plus, le susage et l a us des opioïdes li ites sont peu évalués et probablement sous-

estimés. Dans une étude réalisée dans 2263 pharmacies françaises, les patients achetant de 

la codéine (sans ordonnance en France) avouaient un mésusage dans 6,8 % des cas, un abus 

dans 0,85 % et une dépendance dans 17,8 % (Roussin et al, 2013). Une autre étude réalisée à 

partir des données de l assu a e aladie du “ud-Est de la France, montrait que les opioïdes 

de palier 3 étaient les psychotropes les plus fréquemment obtenus par chevauchement de 

prescription auprès des pharmacies (i.e dispensation à partir de deux ou plusieurs 

ordonnances de deux ou plusieurs prescripteurs pour une même période) (Ponté et al, 2018). 

E fi , les hospitalisatio s asso i es à la p es iptio  d opioïdes o t aug e t  de  % e t e 

 et  de  à  pou   illio  d ha ita ts . Les d s pa  su dosage i olo tai e 

impliquant un opioïde ont augmenté de 161 % entre 2000 et 2014. Ces décès représentaient 

9 % des décès involontaires en 2000, contre 15 % en 2014 (Barreau et al, 2017) (Figure 17). Si 

ous so es loi  de la situatio  a i ai e  d s pa  opioïde pou   illio  d ha ita ts 

aux États-U is o t e ,  pou   illio  d ha ita ts e  F a e , la situatio  este 

p o upa te, à l i age de l e se le du o ti e t eu op e  ui it a tuellement une crise 

des opioïdes à minima. 
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Figure 17 - ́volution de la prévalence (par million d’habitants) des hospitalisations pour overdose d’opioïdes (hors héroïne 
et méthadone) [PMSI]  de 2000 ̀ 2015 et des décès liés aux opioïdes (CépiDC) de 2000 ̀ 2014 (Source : Barreau et al. 2018) 
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II - Pharmacologie des opioïdes  

Le système opioïdergique a été caractérisé à partir de la seconde moitié du XXème siècle. La 

p e i e d o st atio  de l e iste e de « récepteurs opiacés » date de 1973 (Pert and 

Snyder, 1973) En 1975, les endorphines ont été les premiers peptides opioïdes endogènes mis 

en évidence (Hughes et al, 1975). 

II.A - Les récepteurs opioïdes

Les récepteurs opioïdes sont exprimés aussi bien par les neurones du système nerveux central 

que périphérique. Ils sont également présents sur les cellules neuroendocrines 

(hypophysaires, surrénales), immunitaires et ectodermiques (Zöllner and Stein, 2007) 

On définit actuellement trois types de récepteurs opioïdes au niveau du système nerveux 

central :  ou MOP,  ou KOP,  ou DOP. Un autre type de récepteur très proche a été décrit, 

le récepteur NOP (Trescot et al, 2008). N a oi s e epteu  est pas o sid  o e 

un récepteur opioïde à part entière (Alexander et al, 2017). Des sous-catégories de récepteurs 

,  et  ont également été décrites ; mais seuls trois gènes - OPRM1, OPRK1, OPRD1 (Figure 

18) - correspondant à chacun des trois types de récepteur opioïde ont été identifiés (Improta

and Broccardo, 1994; Law et al, 2013; Zukin et al, 1988). 

Figure 18 - Dendogramme des récepteurs couplés aux protéines G 
(GPCR)  humains. Les récepteurs opioïdes sont nommés par leurs 
gènes : OPRM1, OPRK1, OPRD1 (Source : Katritch et al, 2013) 

Elément sous droit, diffusion non autorisée



 VODOVAR Dominique – Thèse de doctorat - 2018 

34 

Les sous-types pharmacologiques décrits résultent probablement d'un épissage alternatif, de 

modifications post-traductionnelles et/ou d'une oligomérisation des récepteurs (Stein, 2016). 

Les récepteurs opioïdes appartiennent au sous-groupe  de la classe A des récepteurs couplés 

aux protéines G (GPCR) (Figure 18). Ces récepteurs possèdent sept domaines 

t a s e a ai es, l e t it  N-te i ale ta t e t a ellulai e et l e t it  C-terminale 

intracellulaire. Les trois types de récepteurs opioïdes présentent une homologie de 50 à 70% 

entre leurs gènes (Katritch et al, 2013). 

L a ti atio  de ha ue t pe de epteu  est asso i e à u  ou plusieu s effets 

pharmacologiques qui sont résumés dans la Figure 19 (Stein, 2016).  

Figure 19 - Effets pharmacodynamiques centraux et périphériques 
observés après activation des différents récepteurs opioïdes par un 
agoniste 

Les epteu s opioïdes peu e t s o ga ise  e  oligo es o stitu s soit de epteu s de 

même type (homo-oligomère) soit de récepteurs de types différents (hétéro-oligomères). 

L e a t sig ifi atio  pha a ologi ue de es oligo es este aujou d hui al connue (Levac 

et al, 2002). 

II.B - Ligands des récepteurs opioïdes

II.B.1 - Endogènes
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O  disti gue aujou d hui  uat e g a des lasses d opioïdes e dog es (Trescot et al, 2008). 

 Les enképhalines, qui sont dérivées de la pro-e k phali e et so t des liga ds  elati e e t 

sélectifs. 

 Les endorphines, qui sont dérivées de la pro-opio la o o ti e et se lie t au epteu  μ. 

 Les dynorphines, qui sont dérivées des pro-dynorphines et sont hautement sélectives au 

i eau du epteu  μ. 

 Enfin, les nociceptines, identifiées plus récemment, qui peuvent avoir des effets 

hyperalgésiques puissants. Elles interagissent avec le récepteur Opioid-Like-Receptor-1 et ont 

peu d'affi it  pou  les epteu s μ,  ou κ. 

II.B.2 - Exogènes 

Les substances opioïdes exogènes peuvent être classées en fonction de leur origine (naturelle, 

semi-synthétique ou synthétique), de leur structure chimique ou de leur activité 

pharmacologique. 

II.B.2.a - Classifi atio  selo  l o igi e

Le latex du pavot (Papaverum somniferum  à l o igi e de l opiu  o tie t p i ipale e t 

quatre alcaloïdes : la morphine, la codéine, la papavérine et la thébaine. Ces alcaloïdes sont 

appelés « opioïdes naturels ». Au ou s du te ps d aut es opioïdes o t t  s th tis s à pa ti  

de ces alcaloïdes, ils sont appelés « opioïdes hémi-synthétiques ou semi-synthétiques ».  A 

pa ti  de , date de la p e i e s th se de la pi idi e, d aut es su sta es opioïdes 

ne dérivant pas des alcaloïdes naturels du pavot ont été directement synthétisées et appelées 

« opioïdes synthétiques » (Tableau 1) (Michaelis et al, 2007). 

Opioïdes naturels Opioïdes hémi-synthétiques Opioïdes synthétiques 

Morphine, codéine Héroïne, Pholcodine Méthadone, buprénorphine, 

fe ta l, t a adol  …. 
Tableau 1 - Classification des opioïdes selon leur origine naturelle, hémi-synthétique ou synthétique. 

Historiquement les opioïdes naturels et les opioïdes hémi-synthétiques étaient appelées 

opia s et les aut es ol ules de s th se, opioïdes. Pou  d aut es auteu s, les opia s e 
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comprennent que les opioïdes ayant une structure similaire à celle de la morphine 

(Brownstein, 1993). D u  poi t de ue pha a ologi ue, o  e te d pa  « opioïde » toute 

substance se liant spécifiquement aux récepteurs opioïdes (Hemmings and Egan, 2013). De 

manière intéressante, le tramadol, opioïde de synthèse, a t  et ou  à l tat atu el e   

au Cameroun dans une plante servant dans la médecine traditionnelle (Boumendjel et al, 

2013). Néanmoins cette découverte a été par la suite réfutée ; il pourrait s agi , e  alit , de 

la contamination de la terre par du tramadol pharmaceutique utilisé pour traiter les douleurs 

des animaux dans les élevages (Kusari et al, 2014).  

II.B.2.b - Classification selon la structure chimique

Les opioïdes peuvent être classés selon leur structure chimique en quatre classes (Atkinson 

and Fudin, 2017) (Figure 20). 

Figure 20 - Classification des opioïdes selon leur structure chimique (Source : Atkinson et Fudin, 2017) 

Les phénanthrènes so t l a h t pe des opioïdes puis u ils eg oupe t ota e t les 

opioïdes dits naturels et semi-synthétiques.  La présence d'un groupe hydroxyle (-OH) en 

position 6 serait associé à une incidence plus élevée de nausées et d'hallucinations (Trescot 

et al, 2008). En effet, les patients présentant des nausées avec des phénanthrènes possédant 

un groupe hydroxyle en position 6 (morphine, codéine), voient ces effets secondaires digestifs 

diminué avec les phénantrènes dé-hydroxylées (hydromorphone, oxycodone) (Wirz et al, 

2008). 
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Les benzomorphanes e o pte t plus aujou d hui u u  seul ep se ta t, la pe tazo i e. 

Cette classe a été développée par simplification des relations structures-activités du squelette 

hi i ue de la o phi e. D aut es ol ules telles ue la phe azo i e, la dezo i e, et 

l eptazo i e o t t  o e ialis es puis eti es du a h  (Trescot et al, 2008; Turnaturi 

et al, 2018). Le p i ipal effet se o dai e appo t  da s ette lasse d opioïde est la f ue te 

su e ue d hallu i atio s (Stacher et al, 1983). 

Les phénylpipéridines incluent notamment le fentanyl et ses dérivés (alfentanil, sufentanil) 

ai si ue la p idi e. Cette lasse o po te aujou d hui la ajo it  des « Nouveaux 

Produits de Synthèses (NPS) » : le fentanyl non pharmaceutique et ses dérivés, la 

desméth lp odi e ou MPPP  … (Zawilska, 2017).  

Les diphénylheptanes e o po te t aujou d hui ue la thado e depuis le et ait du 

dextropropoxyphène du marché européen et américain au début des années 2000 

(www.ema.europa.eu, https://www.fda.gov).  

Enfin, le tramadol représente une classe à lui seul ; est u  a alogue -phényl-pipéridine de 

la codéine (Trescot et al, 2008).  

II.B.2.c - Classification selon leur activité pharmacologique

Les opioïdes peuvent également être classés en fonction de leurs effets sur les récepteurs 

opioïdes (Figure 21).  

Figure 21 - Classification des opioïdes selon leur activité 
pharmacologique (www. samhsa.gov) 
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Les opioïdes peuvent ainsi être considérés comme des agonistes, des agonistes partiels et/ou 

des antagonistes (Pathan and Williams, 2012). Les agonistes interagissent avec un récepteur 

opioïde et vont induire une réponse fonctionnelle maximale médiée par ce récepteur 

(exemple : analgésie après administration de morphine). 

Inversement, les antagonistes se lient aux récepteurs mais ne produisent aucune réponse 

pharmacodynamique, tout en empêchant un agoniste de se lier à ce récepteur (exemple : 

naloxone). Les agonistes partiels se lient aux récepteurs mais ne suscitent qu'une réponse 

fo tio elle pa tielle plafo e, uelle ue soit la ua tit  d opioïde ad i ist e e e ple : 

buprénorphine). Certains opioïdes sont appelés agonistes-antagonistes car ils sont agonistes 

de e tai s t pes epteu s opioïdes et a tago istes pou  d aut es (la buprénorphine, par 

exemple, est un agoniste partiel des récepteurs  et antagoniste des récepteurs ) 

II.C - Interaction ligand récepteur

I.C.1 - Activation

La fixation d'un ligand agoniste sur les récepteurs opioïdes, entraine des changements de 

conformation du récepteur qui vont permettre le couplage intracellulaire du complexe 

protéique trimérique Gi/o avec l'extrémité C terminale du récepteur. Cette interaction 

provoque la dissociation du complexe Gi/o en deux sous-u it s Gα et Gβ . La sous-u it  Gα 

i hi e alo s l ad late lase et do  la p odu tio  d ad osi e o ophosphate li ue 

(AMPc) (Tedford and Zamponi, 2006).  La sous-u it  Gβ  i te agit di e te e t a e  diff e ts 

canaux ioniques de la membrane neuronale (Lüscher and Slesinger, 2010) (Figure 22). 

Figure 22  - Changements intracellulaires survenant après la liaison d'un agoniste 
opioïde à un récepteur opioïde couplé à la protéine G (Source : Pathan et Williams, 
2012) 
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L i te a tio  de la sous-unité Gβ  avec les canaux ioniques va entraîner : 

 La odulatio  oi e la supp essio  de l i flu  de al iu  au t a e s des a au  al i ues 

pré- et post-s apti ues p o o ua t l att uatio  de l'e ita ilit  des eu o es et/ou la 

réduction de la quantité de neurotransmetteurs nociceptifs libérés (Wang et al, 2010).  

 L'ouverture des courants potassiques rectifiants activés par les protéines G (GIRK) 

empêchant ainsi l'excitation neuronale et/ou la propagation des potentiels d'action 

(Tedford and Zamponi, 2006). 

 L i hi itio  de diff e ts a au  do t les a au  sodi ues (Gold and Levine, 1996), les 

canaux HCN (Hyperpolarisation-activated Cyclic-Nucleotid modulated Cation Non-

selective Channel) de type Ih (Ingram and Williams, 1994), les canaux TRPV1 (Transient 

Receptor Potential Vanilloide 1) (Endres-Becker et al, 2006; Spahn et al, 2013), les canaux 

ioniques à déte tio  d a ides A“IC  da s les eu o es des ga glio s spi au  et les 

ou a ts posts apti ues e itateu s g s pa  l a ti atio  des epteu s du 

glutamate situés dans la moelle épinière (Cai et al, 2014). 

L e se le de es ph o es e t ai e : 

 Une diminution de la transmission des stimuli nociceptifs à tous les niveaux de l'axe neural 

(Zöllner and Stein, 2007) ; 

 Une réduction de la libération présynaptique de neuromédiateurs excitateurs tels que le 

glutamate, le peptide relié à la calcitonine (CGRP) et la substance P (Trescot et al, 2008) ; 

 En conséquence, une perception profondément réduite de la douleur (Stein, 2016). 

II.C.2 - Régulation (Stein, 2016)

Cette activation est finement régulée par la phosphorylation de domaines intracellulaires du 

récepteur opioïde par des kinases couplées aux GPCR.  Ces kinases vont favoriser la liaison des 

ol ules d a esti e au epteu  opioïde. La fo atio  d u  tel o ple e a e t aî e  la 

désensibilisation du récepteur opioïde en empêchant le couplage de la protéine G et son 

internalisation via des voies dépendantes de la clathrine.  Il existe alors deux options : soit le 

récepteur opioïde déphosphorylé est recyclé et réintégré dans la membrane plasmatique 

rétablissant ainsi la transduction du signal, soit son ciblage par les lysosomes conduit à sa 
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dégradation. Ce sont les protéines de tri associées au GPCR qui modulent le tri lysosomal, et 

donc la régulation négative (downregulation) fonctionnelle des récepteurs opioïdes. 

II.C.3 - Interactio  du s st e opioïde gi ue a e  d aut es s t es de eu ot a s issio

Les opioïdes sont connus pour interagir a e  d aut es oies de eu ot a s issio . Ces oies 

incluent de manière non exhaustive : 

 Les systèmes dopaminergique, GABAergique et glutamatergique : L i te a tio  a e  le

s st e dopa i e gi ue joue ait u  ôle i po ta t da s les a is es à l o igi e des

t ou les de l usage des opioïdes. Chez le rongeur, les opioïdes entrainent au niveau de la

ueue de l ai e teg e tale e t ale tVTA  l i hi ition des neurones p oduisa t de l acide

-aminobutyrique (GABA) inhibant les neurones dopaminergiques de la VTA. De plus ils

ont une action directe de stimulation des neurones glutamatergiques, eux même

stimulateurs du système dopaminergique (Kaufling et al, 2016). Ce dernier mécanisme

se ait gale e t i pli u  da s les ph o es d h pe alg sie observés au cours des

traitements par antalgiques opioïdes (Lee et al, 2011). Chez l Ho e plusieu s t a au

(utilisant l i age ie pa  la tomographie par émission de positons (TEP) couplée à des

radiotraceurs se liant aux récepteurs opioïdes ou de la dopamine) ont également montré

le ôle ajeu  de l i teraction entre les systèmes opioïdergiques et dopaminergiques dans

les a is es i pli u s da s les t ou les de l usage d al ool ou de o aï e (Volkow,

2010). 

 Le système sérotoninergique : Cette interaction a connu un intérêt grandissant au cours

de es de i es a es. Elle sulte soit de l i hi itio  du t a spo teu  de la s oto i e

(SERT - tramadol, meperidine, methadone, tapentadol et dextromethorphan) aboutissant

à l aug e tatio  des tau  de s oto i e s apti ue ais aussi possi le e t pa  u e

interaction directe avec le récepteur de la sérotonine 5-HT2A (fentanyl) (Baldo, 2018).

 Le système histaminergique : Les opioïdes entrainent de manière variable un relargage

d hista i e. Celui-ci pourrait être en partie médié par les récepteurs opioïdes puis u il est

bloqué par de fortes doses de naloxone (Baldo and Pham, 2012).

Enfin, les récepteurs de ces neurotransmetteurs sont fréquemment exprimés sur les mêmes 

neurones que les  récepteurs opioïdes (Stein, 2016). 
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II.D - Effets respiratoires des opioïdes

II.D.1 - Rappels physiologiques et principaux déterminants anatomiques de la respiration 

La respiration est un phénomène physiologique complexe, encore imparfaitement élucidé. 

Pendant l'inspiration, la descente du diaphragme (secondaire à sa contraction) et l as e sio  

de la age tho a i ue pa  les us les i te ostau  e te es pe ette t l e pa sio  des 

pou o s et l aspi atio  de l ai  (Figure 23) (Del Negro et al, 2018).

L e pi atio  est passi e au epos ais de ie t a ti e da s di e ses situatio s ph siologi ues 

(effort, parole) ou pathologiques. Elle implique alors la contraction des muscles abdominaux 

obliques et transverses et des muscles intercostaux internes. Ces deux phases ne sont 

possi les u e  as de pe a ilit  des oies a ie es sup ieu es. Celle-ci est assurée par 

la modulation de la contraction des muscles squelettiques de la langue (génioglosse, 

hypoglosse, styloglosse et stylo-hyoïdiens), de la glotte, du larynx et du pharynx, ainsi que par 

les muscles lisses des bronches. Les muscles sternocléidomastoïdiens et scalènes sont des 

muscles accessoires permettant de stabiliser la cage thoracique (Del Negro et al, 2018). 
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Figure 23 - Anatomie et physiologie de la respiration - pF : région para faciale, préBötC : complexe preBötzinger (Source : 
De Negro, 2018)  

D u  poi t de ue le t oph siologi ue, le cycle respiratoire peut être décomposé en trois 

phases distinctes : l i spi atio , la post-i spi atio  et l e pi atio . La phase post i spi atoi e 

est u e phase a ti e ui o espo d à la phase toute i itiale de l e pi atio . Elle est a u e 

pa   l allo ge e t du te ps de o t a tio  des us les du diaph ag e u al et 2) 

l aug e tatio  du a ou isse e t des us les o st i teu s du la  e t ai a t u e 

majoration des résistances des voies aériennes supérieures). Ces deux phénomènes vont 

eta de  la d flatio  pul o ai e pe etta t d aug e te  la du e des ha ges gazeux 

al olai es et d ite  le ollapsus des oies a ie es sup ieu es. La odulatio  de la 
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résistance des voies aériennes supérieures pendant la post-inspiration contribue également 

aux réflexes expulsifs et aux comportements non-respiratoires, tels que la déglutition ou la 

vocalisation (Dutschmann et al, 2014).  

Trois régions intracérébrales sont particulièrement impliquées dans la régulation de ces 

phases : le complexe préBötzinger (préBötC - inspiration) (Smith et al, 1991), le complexe post-

inspiratoire (PiCo - post-inspiration) (Anderson et al, 2016) et le noyau para facial latéral (PFL - 

expiration active) (Pagliardini et al, 2011) (Figure 24). 

Figure 24 - Vue para sagittale du tronc cérébral contenant les centres respiratoires (Source : De Negro, 2018) 

D aut es st u tu es ales so t également impliquées dans : 

 La rythmicité de la respiration : formation réticulée intermédiaire ventrale liée au mouvement

(vIRT), noyau sensoriel masticatoire principal du trijumeau (NVsnpr) ;

 Le contrôle des muscles modulant la résistance des voies aériennes supérieures : noyau

moteur hypoglosse (XII), noyau ambigu (NA), noyau moteur facial (VII) et noyau moteur

trijumeau (V) ;

 Le o t ôle de la ot i it  des us les espi atoi es et da s l i t g atio  des sti uli

sensitivomoteurs (barorécepteurs) : groupe respiratoire ventrale rostral (rVRG) composé

essentiellement de neurones pré-moteurs destinés aux muscles phréniques et intercostaux

externes (inspiratoire), groupe respiratoire caudal ventrale (cVRG) composé essentiellement

de neurones pré-moteurs destinés aux muscles expiratoires ;

 L intégration des stimuli chimiques (chémorécepteurs) : noyau para-facial ventral (PFV).

D aut es st u tu es, dont les fonctions exactes restent mal connues, ont été décrites comme 

jouant un rôle dans la régulation du cycle respiratoire: le noyau Kölliker-Fuse (KF), le noyau 
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parabrachial (PB), le noyau du tractus solitaire (NTS), le complexe Bötzinger (BötC) expiratoire, 

le locus coeruleus (LC), le cervelet et le noyau réticulé latéral (LRN) (Del Negro et al, 2018).  

II.D.2 - Effets centraux des opioïdes sur la respiration

Les intoxications par opioïdes induisent une dépression respiratoire dont la sévérité dépend 

de la oie d ad i ist atio , de la dose et de la nature de l opioïde i pli u  (Dahan, 2007). 

Chaque opioïde semble avoir un profil de dépression respiratoire unique résultant de son 

profil pharmacologique (agoniste, agoniste partiel ou antagoniste) et/ou de sa capacité à 

interagir simultanément ou non avec les différents types de récepteurs (Imam et al, 2018; Kuo 

et al, 2015). A ce titre la buprénorphine a un profil particulier. Contrairement aux autres 

opioïdes qui induisent une dépression respiratoire dose-dépendante, la buprénorphine induit 

une dépression respiratoire plafonnée (Figure 25). Cette particularité est souvent attribuée à 

son effet agoniste partiel  (Dahan et al, 2005). 

Figure 25 - Effet du fentanyl et de la buprenorphine chez des volontaires sains sur la ventilation minute en fonction de 
la dose administrée (Source : Dahan et al, 2005) 

La dépression respiratoire induite par les opioïdes associe deux composantes : la diminution 

de la fréquence respiratoire (f) et la diminution du volume courtant (VT). Ces deux 

composantes, et donc la dépression respiratoire induite par les opioïdes, sont attribuées à 

l a ti atio  des epteu s  centraux qui exercent une action inhibitrice sur les centres 

respiratoires (Imam et al, 2018). 
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La diminution de la fréquence respiratoire semble principalement liée aux effets inhibiteurs 

des opioïdes sur le préBötC (Gray et al, 1999; Manzke et al, 2003; Mellen et al, 2003; 

Montandon et al, 2011). Cette inhibition impliquerait des mécanismes présynaptiques (via la 

modulation de la fonction des canaux potassiques KCNQ) (Ballanyi et al, 2010; Wei and 

Ramirez, 2016) et postsynaptiques (via les récepteurs de la neurokinine-1) (Lalley, 2008; 

Montandon et al, 2011). L inhibition des noyaux PB et KF jouerait également un rôle. 

L appli atio  de [D-Ala2, N-MePhe4, Gly-ol]-enkephalin (DAMGO - agoniste très sélectif des 

epteu s opioïdes µ  su  le o au KF e t ai e ota e t l a olitio  de la phase post 

inspiratoire (Dutschmann and Herbert, 2006; Miller et al, 2017; Prkic et al, 2012). La 

di i utio  de la f ue e espi atoi e est se o dai e à l allo ge e t des temps inspiratoire 

et expiratoire (Chevillard et al, 2009). 

La diminution du volume courant est liée en partie à la diminution de la perméabilité des voies 

a ie es sup ieu es se o dai e à l a tio  i hi it i e des opioïdes su  les o au  oteu  

hypoglosse (XII) et le KF (Dutschmann and Herbert, 2006; Hajiha et al, 2009; Levitt et al, 2015; 

Lorier et al, 2010). Il existe également une action inhibitrice des opioïdes sur la contractilité 

diaphragmatique (Ehsan et al, 2015; Stucke et al, 2015). 

A es deu  o posa tes s ajoute u e a tio  i hi it i e su  les h o epteu s et 

a o epteu s. L a olitio  de la po se o pe sat i e e  as d h pe ap ie et/ou 

d h po ie se le li e à l a tio  i hi it i e des opioïdes su  la gio  du aph  dullai e 

caudal (MRR) et du noyau du tractus solitaire (NTS) (Zhang et al, 2007; 2009; 2011). Le groupe 

respiratoire ventral rostral (rVRG) serait la région au niveau de laquelle les opioïdes 

inhiberaient les barorécepteurs (Miyawaki et al, 2002). 

Certains travaux o t sugg  l i pli atio  des epteu s  dans la survenue de la dépression 

respiratoire induite par les opioïdes ; mais cette hypothèse est actuellement infirmée (Dahan, 

2007; Ling et al, 1985). Pa  ailleu s, l a ti atio  des epteu s  semble être protectrice. 

L'agoniste sélectif des récepteurs ,  U-50-488H, i duit pas de d p essio  espi atoi e 

(Castillo et al, 1986) ; administré avec un agoniste sélectif des récepteurs µ, il provoque la 

réversion de la dépression respiratoire (Dosaka-Akita et al, 1993). 

D aut es oies de neurotransmission pourraient également jouer un rôle dans la modulation 

de la dépression respiratoire induite par les opioïdes : 
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 L'activation des récepteurs 5-HT4(a), 5-HT7 (sérotoninergiques) et D1 (dopaminergique)

prévient et réverse la dépression respiratoire induite par le fentanyl (Lalley, 2005; Manzke

et al, 2003; Richter et al, 2003) ;

 L ad i ist atio  d u  a tago iste des epteu s α2-ad e gi ue ou d i hi iteu s des

cholinestérases atténue la dépression respiratoire induite par les opioïdes (Tsujita et al,

2007; Vonhof and Sirén, 1991) ;

 La co-administration d'un antagoniste des récepteurs NMDA avec des opioïdes exacerbe

la dépression respiratoire liée aux opioïdes (Hoffmann et al, 2003) ;

 E  e a he, l a ti atio  de la i oglie ou des epteu s GABA-A ne semble pas être

directement impliquée (Takita et al, 2000; Zwicker et al, 2014).

II.D.3 - Effets périphériques des opioïdes sur la respiration

Les effets périphériques des opioïdes sur la respiration proviennent majoritairement de leur 

action centrale sur les muscles des voies aériennes supérieures (Ehsan et al, 2015; Imam et al, 

2018). Certains opioïdes, notamment le fentanyl, peuvent induire « un syndrome du thorax 

de bois » caractérisé par une rigidité de la paroi thoracique secondaire à la contraction des 

muscles abdominaux et intercostaux. Dans sa forme extrême, ce syndrome entraine une 

rigidité complète du thorax empêchant toute ampliation thoracique et conduisant au décès. 

Le mécanisme de ce syndrome est imparfaitement o u ais se ait gale e t d o igi e 

central et impliquerait le système dopaminergique  (Çoruh et al, 2013). 

Les récepteurs opioïdes sont présents en grande quantité sur les parois alvéolaires 

pulmonaires et les muscles lisses trachéaux et bronchiques. Cependant, leur rôle 

physiologique exact n'est pas clairement défini (Zebraski et al, 2000). Leur implication dans la 

survenue de la dépression respiratoire induite par les opioïdes reste à ce jour inconnue (Imam 

et al, 2018). 
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III - Aspects cliniques de l i to i atio  pa  opioïdes 

III.A - Substances opioïdes incriminées

A tuelle e t, deu  te da es so t o se es o e a t l pid iologie des opioïdes 

consommés lors des intoxications. La première, est l aug e tatio  da s les pa s o ide tau  

des as d i to i atio  pa  le tramadol (Gummin et al, 2017; Substance Abuse and Mental 

Health Services Administration, 2013), se o dai e à l aug e tatio  de la o so atio  

mondiale de tramadol (Mendy, 2014). Ce phénomène est lié principalement au report des 

prescriptions/consommations vers le tramadol suite au retrait du dextropropoxyphène en 

Europe, à partir de 2009, et aux États-Unis, à partir de 2010. (Figure 26). 

Figure 26 - Evolution de la consommation mondiale de tramadol entre 2000 et 
2012 (Source : The Wall-Stree journal) 

La seconde, est l a i e su  le marché de « Nouveaux Produits de Synthèse (NPS) » opioïdes. 

Les NP“ so t d fi is pa  l Offi e des Natio s u ies o t e la d ogue et le i e UNDOC  

comme "substances d'abus, sous une forme pure ou une préparation, qui ne sont pas 

contrôlées par la convention de 1961 sur les stupéfiants ou la convention de 1971 sur les 
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substances psychotropes, mais qui peut constituer une menace pour la santé publique " 

(www.unodc.org). Le terme « Nouveaux » e se f e pas à l i e tion de nouvelles 

molécules ; certains NPS ont été synthétisés pour la première fois il y a 40 ans. Il regroupe les 

substances stupéfiantes ou psychotropes non contrôlées par les conventions de 1961 et 1971. 

Parmi les 800 NPS recensés en 2017, 4% étaient des opioïdes (UNODC, 2018) (Figure 27). Les 

principaux NPS opioïdes sont le fentanyl dit « non pharmaceutique », les dérivés du fentanyl 

beaucoup plus puissants que la morphine ou que le fentanyl (Suzuki and El-Haddad, 2017). 

Trois molécules structurellement différentes du fentanyl (AH-7921, MT-45, et U-47700) ont 

récemment été décrites (Zawilska, 2017). 

Figure 27 - Répartition des NPS consommés dans le monde en 2017 (Source : United Nations Office 
on Drugs and Crime, Early Warning Advisory on NPS, 2017) 

Aux États-Unis en 2016, les opioïdes les plus fréquemment incriminés dans les 

expositions/intoxications rapportés aux Centres Anti-Poison étaient par ordre de fréquence 

(Figure 28  : le t a adol sui i pa  l o odo e, l h oï e, la up o phi e, la o phi e et la 

méthadone (Gummin et al, 2017). A la même date, les opioïdes les plus fréquemment 

identifiés dans les décès par overdose étaient par ordre de fréquence (Figure 28) : l h oï e, 

les opioïdes naturels (morphine et codéine) et semi-synthétiques (majoritairement 

oxycodone, hydrocodone, hydromorphone, et oxymorphone), les opioïdes de synthèse autre 

que la méthadone (majoritairement le tramadol et le fentanyl), et la méthadone (Seth, 2018). 

Elément sous droit, diffusion non autorisée
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Figure 28 - Substances les plus souvent impliquées en 2016 dans les intoxications/expositions (tableau gauche) et décès par 
opioïdes (figure de droite) (Source : Gummin et al, 2017; Seth, 2018) 

E  Eu ope e  , o e u plus haut, l h oï e se le t e l opioïde le plus sou e t 

consommé da s u  o te te d a us. C est gale e t l opioïde espo sa le du plus g a d 

o e de d s. N a oi s, l aug e tatio  o se e du susage des opioïdes licites se 

t aduit gale e t pa  l aug e tatio  du o e de d s ui leu s so t appo t s, 

notamment par overdose de tramadol (EMCDDA, 2017; Giraudon et al, 2016; UNODC, 2018). 

En France, on peut noter que : 

- Le o e d hospitalisatio s li es à des overdoses par opioïdes licites est supérieur au 

o e d hospitalisatio s li es à des o e doses pa  h oï e ou di a e t de su stitutio  

des opiacés (Barreau et al, 2017) ; 

- Le nombre de décès liés aux opioïdes licites est équivalent voire supérieur au décès par 

opioïde illicites (ANSM, 2018a; 2018b; Barreau et al, 2017) ; 

- Le t a adol est aujou d hui le di a e t le plus f ue e t i pliqué dans les décès liés 

aux antalgiques (ANSM, 2018a) ; son implication dans les intoxications/expositions a 

augmenté entre 2007 et 2013 (Cassier, 2014). 

Enfin, les overdoses par opioïdes sont rarement isolées. Les poly-intoxications sont fréquentes 

a e  d aut es ps hot opes agg a a t la d p essio  espi atoi e White et I i e, . Les 

psychotropes les plus souvent retrouvés au cours des intoxications par opioïdes sont les 

e zodiaz pi es ota e t pa e u elles pote tialise aie t les effets eupho isa ts des 

opioïdes (Jones et al, 2012) 
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III.B - Clinique

Le ta leau li i ue de l i to i atio  pa  opioïde ou « overdose par opioïde » peut être défini 

par une entité clinique syndromique appelée « toxidrome opioïde ».  

Ce toxidrome associe dans sa forme complète, un myosis punctiforme non réactif, un trouble 

de la igila e ui s te d de la stupeu  au o a  et u e d p essio  espi atoi e d fi ie pa  

une bradypnée inférieure ou égale à 12 cycles par minutes (voire une apnée) (Boyer, 2012) 

(Figure 29). L asso iatio  de es t ois sig es pou  le diag osti  d u e i to i atio  par opioïde 

a une sensibilité et une spécificité respectivement de 92% et 76%, (Hoffman et al, 1991). 

N a oi s l e se le de es sig es liniques sont rarement présents (Hoffman and 

Goldfrank, 1995). 

Figure 29 - Clinique de l’intoxication par les opioïdes (Boyer, 2012) 

La présence du seul myosis est insuffisante pour porter le diagnostic. Certains autres 

ps hot opes eu olepti ues, a ti pilepti ues, tha ol …  peu e t p o o ue  u  osis 

avec coma mais ne sont pas associés à une dépression respiratoire (Alberto et al, 1989; 
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Mitchell et al, 1976; O'Malley et al, 1999; Schep et al, 2012) Le toxidrome cholinergique peut 

comporter un myosis (syndrome muscarinique) et une apnée (syndrome central) mais est 

asso i  à d autres symptômes neurologiques et cardiovasculaires au premier plan (Giyanwani 

et al, 2017). Inversement certains opioïdes (propoxyphène, tramadol, mépiridine) peuvent 

provoquer une mydriase associée à une dépression respiratoire (Clark et al, 1995; Zacny, 

2005) .  

C est e  fi  de o pte la p se e d u e d p ession respiratoire clinique qui fait suspecter le 

diag osti  d i to i atio  pa  opioïdes (Boyer, 2012). La dépression respiratoire peut être 

confirmée par la mesure des gaz du sang artériels montrant une hypoxémie associée à une 

h pe ap ie espo sa le d u e a idose (O'Driscoll et al, 2017). L h po ie peut t e 

aggra e pa  u  œd e pul o ai e o -cardiogénique (dont les causes restent 

i pa faite e t o ues  ou pa  u e p eu opathie d i halatio  se o dai e au o a (Sporer 

and Dorn, 2001). Au stade ultime, la dépression respiratoire entraine un arrêt cardiaque 

hypoxique qui est la cause principale des décès au cours des intoxications par opioïdes. 

Out e la d p essio  espi atoi e, la su e ue d u e h pothe ie et/ou d u e ha do ol se 

est f ue te. Elle est se o dai e à l i o ilisatio  p olo g e li e au o a. Beau oup plus 

rarement, une insuffisance hépatique peut être rencontrée. Elle est alors secondaire à la 

toxicité du paracétamol fréquemment associée aux opioïdes dans les formulations 

commerciales antalgiques (Boyer, 2012). D aut es o pli atio s so t sp ifi ue e t 

associées à certains opioïdes :  

- Le t a adol, la pi idi e et le de t op opo ph e peu e t t e à l o igi e de o ulsio s 

(Barkin et al, 2006; Clark et al, 1995; Sansone and Sansone, 2009) ; 

- Le tramadol peut également entrainer un syndrome sérotoninergique dans 5% des cas 

(Spiller 1997) et les intoxications au dextropropoxyphène un effet stabilisant de membrane 

(Barkin et al, 2006) ; 

- Enfin la méthadone est fréquemment associée à un allongement du QT dont le caractère 

dose-dépendant reste à démontrer (Alinejad et al, 2015). 
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III.C - Prise en charge

La prise en charge en urgence des intoxications symptomatiques par opïoide (avec dépression 

espi atoi e li i ue e t sig ifi ati e et/ou o a  epose e  p e ie  lieu su  l ad i ist atio  

de alo o e afi  d ite  le e ou s à l i tu atio  o ot achéale (traitement de deuxième ligne) 

(Boyer, 2012). Dans les deux cas, naloxone ou ventilation mécanique, les buts recherchés sont 

de o ige  l h po ie et l h pe ap ie se o dai es à la d p essio  espi atoi e et d assu e  la 

protection des voies aériennes supérieures. 

La naloxone répond à la défi itio  d a tidote selo  l OM“, à sa oi  « une substance 

administrée spéciale e t da s le ut de o t e a e  les effets toxi ues d’u  poiso  » 

(http://www.who.int). La naloxone est un antagoniste compétitif des trois types de récepteur 

opioïde. Son administration au cours des intoxications par opioïde entraîne la réversion de 

l e se le des s ptômes (myosis, dépression respiratoire et coma). Outre son effet 

th apeuti ue, l effi a it  de la alo o e de a t u  s d o e opioïde pe et d e  affi e  

le diagnostic (test diagnostique pharmacodynamique) (Boyer, 2012). 

La alo o e est ad i ist e p f e tielle e t pa  oie i t a ei euse. La oie o ale est pas 

préconisée du fait de la faible biodisponibilité de la naloxone après ingestion compte tenu 

d u  p e ie  passage h pati ue i po ta t (Pond and Tozer, 1984). Il e iste pas de dose à 

administrer à priori. La dose efficace est empirique et dépend de plusieurs 

paramètres (Berkowitz, 1976; Fishman et al, 1973; Tenenbein, 1984) : de la quantité 

d'analgésique opioïde prise ou reçue par le patient, de l'affinité relative de la naloxone pour 

le récepteur opioïde  pa  appo t à l'opioïde i pli u  loi d a tio  de asse , du poids du 

patie t, du deg  de p t atio  de l opioïde da s le e eau et de l e iste e d u  t ou le 

de l usage des opioïdes (chez les patients présentant un tel trouble, la dose de naloxone à 

ad i ist e  est sou e t plus i po ta te du fait d u  olu e de distribution plus élevé et 

d u e de i-vie d'élimination plus longue comparée au  patie ts sa s t ou le de l usage . Pa  

o s ue t, la alo o e doit t e tit e p og essi e e t ,  g /  i utes  jus u à e ue 

la f ue e espi atoi e soit sup ieu e à  les pa  i utes. Le ut e he h  est pas 

la normalisation du myosis ou de l tat de o s ie e ui e pose aie t à u  is ue de 

su dosage. U  su dosage da s e o te te est d fi i pa  l appa itio  d u  s d o e de 

se age au  opioïdes a a t is  pa  u  tat d agitatio  e t e (Rzasa Lynn and Galinkin, 

http://www.who.int/
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2018). Compte-tenu de la demi-vie courte de la naloxone (entre 20 et 90 min) comparée à 

celle des principaux opioïdes impliqués dans les intoxications, un relai par voie intraveineuse 

à la seringue électrique est souvent nécessaire pour éviter la réapparition des effets toxiques 

des opioïdes (Rzasa Lynn and Galinkin, 2018). La dose à administrer est alors la dose ayant 

permis la réversion de la dépression respiratoire convertie en dose horaire.  

L he  de ersion est défini par des e o a datio s atio ales. E  F a e, l he  de 

e sio  est d fi i pa  la pe sista e d u e d p essio  espi atoi e ap s l ad i ist atio  de 

2 mg de naloxone (Hantson and Bedry, 2006). Aux États-Unis, la dose retenue est de 15 mg 

(Boyer, 2012). Un échec de réversion doit faire discuter une intubation orotrachéale et faire 

évoquer un diagnostic différentiel (cause structurelle, autre psychotrope). Elle peut 

également faire évoquer une intoxication par buprénorphine dont les effets respiratoires sont 

mal ou non reversés par la naloxone (Megarbane et al, 2010). Cette particularité serait liée à 

la forte affinité et à la très lente dissociation de la buprénorphine du récepteur  (Yassen et 

al, 2007). 

Outre la voie veineuse, les administrations intramusculaires, sous-cutanée et inhalées de 

naloxone so t possi les. Les tudes pha a o i ti ues, ie  u inhomogènes, montrent 

que chez le volontaire sain, la voie intramusculaires et intranasales sont peut différentes. 

Néanmoins le pic plasmatique de naloxone semble être obtenu plus précocement pour la 

naloxone intramusculaire (McDonald et al, 2017). Ces modalit s d ad i ist atio  so t do  à 

se e  pou  les as où l ad i ist atio  i t a ei euse est i possi le. E  effet, elles e 

pe ette t i d assu e  u e tit atio  fi e de la dose de alo o e e posa t au is ue de 

se age  i d ad i ist e  u e dose d e t etie  pou  e p he  la appa itio  d u e 

dépression respiratoire). La oie i hal e, de pa t sa fa ilit  d utilisatio , a de fait t  hoisie 

pour le développement de la naloxone « take home » (Nalscue© en France), mis à disposition 

de l e tou age d u  patie t usage  d opioïdes, pou  e se  u e o e dose e tuelle e  

duisa t la d p essio  espi atoi e le te ps de l a i e des se ou s. Cette politi ue 

préventive semble avoir porté des résultats très satisfaisants aux Etas-Unis, en ayant permis 

d ite  des illie s d o e doses au  opioïdes. 



 VODOVAR Dominique – Thèse de doctorat - 2018 

54 



 VODOVAR Dominique – Thèse de doctorat - 2018 

55 

Pa tie  : P o l ati ues et o je tifs  

I - Contexte 

Les intoxications par opioïdes sont un problème de santé publique majeur dans les pays 

occidentaux responsables de décès accidentels et précoces (Seth, 2018; The Council of 

Economic Advisers, 2017). Les mécanismes pharmacologiques à l o igi e de la dépression 

respiratoire fatale observée au cours des intoxications par opioïdes sont globalement connus. 

Ceux-ci impliquent principalement une interaction de type « agoniste complet » des opioïdes 

avec le récepteur  (White and Irvine, 1999). 

Néanmoins, deux molécules, la buprénorphine et le tramadol, présentent des profils de 

toxicité particuliers dont les mécanismes ne sont pas clairement élucidés. Leur meilleure 

caractérisation est d auta t plus i po ta te ue la o so atio  de es deu  ol ules est 

en pleine croissance. La buprénorphine est de plus en plus utilisée en alternative à la 

méthadone dans le traitement de substitution aux opioïdes de par le monde (Wakeman and 

Barnett, 2018). La consommation de tramadol est quant à elle, en très forte augmentation 

depuis le retrait du dextropropoxyphène (Mendy, 2014). 
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II - Problématiques : cas particuliers de la buprénorphine et 

du tramadol 

I.A - Buprénorphine 

La buprénorphine haut dosage a reçu une autorisation de mise sur le marché en 1995 en 

France comme « médicament de substitution aux opiacés ». Dès le départ, sa prescription 

était possible par tout médecin de ville et sa dispensation autorisée dans toute officine de 

ville (contrairement à la méthadone dont la prescription initiale est réservée aux m decins 

exeŗant en centres sp cialis s ou en tablissements de sant  ) (Gatignol, 2009). Ces 

odalit s d a s à la up o phi e o t lo gte ps représentés une spécificité française et 

ont été progressivement implémentées dans plusieurs pa s d Eu ope. Les États-Unis sont 

aujou d hui e  passe d appliquer ce même modèle de prescription de la buprénorphine en 

réponse à la crise des opioïdes (Wakeman and Barnett, 2018). 

Le choix de fa o ise  l a s à la up o phi e plutôt u à la thado e a principalement 

été justifié par les effets respiratoires plafonnés (agoniste partiel µ) de la buprénorphine, qui 

lui confére t u e s u it  d e ploi théorique (Dahan et al, 2005). Cependant, dès les 

premières années de commercialisation, des décès ou des intoxications avec dépression 

respiratoire impliquant la buprénorphine ont été rapportés et liés à deux circonstances 

principales : le mésusage de la buprénorphine (comprimés pilés injectés) et surtout sa co-

administration a e  d aut es ps hot opes, au premier rang desquels les benzodiazépines 

(Pirnay et al, 2004). La co-consommation fréquente de benzodiazépines chez les usagers 

d opioïdes (estimée entre 50 et 70 %) peut être expliquée par leurs effets « positifs » sur les 

effets psychoactifs des opioïdes (Jones et al, 2012). La naloxone est peu ou pas efficace pour 

réverser le effets respiratoires de la buprénorphine (Megarbane et al, 2010), du fait de sa forte 

affinité et de sa très lente dissociation du récepteur  (Yassen et al, 2007). 

Les études précliniques ont démontré la réalité de cette interaction entre buprénorphine et 

benzodiazépines sur la fonction respiratoire. L ad i ist atio  de 90 mg/kg de buprénorphine 

par voie intra-péritonéale chez le rat (soit 80% de sa dose léthale 50 - LD50  i duisait pas 

d a idose h pe ap i ue significative par rapport aux contrôles (Gueye et al, 2001). De même 
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l administration de diazépam (20 mg/kg sous cutané) (Chevillard et al, 2009; Cohier et al, 

2014; McCormick et al, 1984; Nielsen and Taylor, 2005), de midazolam (160 mg/kg 

intrapéritonéal) (Gueye et al, 2002), de flunitrazepam (40 mg/kg intraveineux) (Pirnay et al, 

2008a), de clonazépam (5 mg/kg intraveineux), d oxazepam (12 mg/kg intraveineux) ou de 

bromazepam (1 mg/kg) (Pirnay et al, 2008b) seuls e t ai aie t pas de dépression 

respiratoire cliniquement significative. En revanche, l ad i ist atio  o i e d u e de es 

benzodiazépines avec la buprénorphine était espo sa le d u e acidose hypercapnique 

significative et prolongée dans le temps (Gueye et al, 2002; Nielsen and Taylor, 2005; Pirnay 

et al, 2008a; 2008b). De manière intéressante, l'administration de flunitrazepam chez le rat 

divisait par 10 la LD  de la up o phi e alo s u elle e di isait ue pa  3 celle de la 

thado e et a ait pas d effet su  elle de la o phi e, suggérant un mécanisme 

d i te a tio  possiblement différent entre ces différents opioïdes avec les benzodiazépines 

(Borron et al, 2002). De e, l ad i ist atio  de diff e tes e zodiaz pi es a e  la 

buprénorphine chez le rat entrainait des profils de dépression respiratoire différents (Pirnay 

et al, 2008b). 

U e tude li i ue sugg e gale e t fo te e t l i pli atio  des e zodiaz pi es da s la 

su e ue d u e d p essio  espi atoi e après intoxication par buprénorphine. Ce travail, 

réalisé en réanimation, comparait la réponse à la naloxone de patients intoxiqués par héroïne, 

méthadone ou up o phi e. La d p essio  espi atoi e o se e tait e s e ue da s 

les deu  p e ie s t pes d i to i atio . Celle o se e hez les patie ts i to i u s pa  la 

buprénorphine, était en revanche réversée par le flumazénil antagoniste compétitif des 

benzodiazépines (Figure 30) (Megarbane et al, 2010). 

Figure 30 - Réponse à la naloxone et/ou au flumazénil en fonction de l'opioide détecté dans les urines à l'admission 

Les mécanismes exacts impliqués dans cette interaction restent cependant inconnus (Jones 

et al, 2012) ; les hypothèses émises sont résumées dans la figure 31. 

Elément sous droit, diffusion non autorisée
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L h poth se d u e i te a tio  neuro-pharmacocinétique (distribution cérébrale) entre 

buprénorphine et les benzodiazépines a également été étudiée. La distribution dans le 

striatum, mesurée in vivo chez le rat par microdialyse, tait pas diff e te, que la 

buprénorphine ait été administrée seule ou en combinaison avec une benzodiazépine 

(Megarbane et al, 2005). Néanmoins cette étude in vivo tait li it e u à u e seule gio  

cérébrale. 

Deux études chez le rat, utilisa t u e thode d autoradiographie ex vivo, ont mesuré la 

densité (Bmax) et l affi it  (KD) des récepteurs opioïdes  da s l a gdale, le o te , 

l hippo a pe, l h pothala us et le thala us après administration aigue de buprénorphine 

avec différentes benzodiazépines (clorazépate dipotassique, alprazolam, clonazepam, 

flunitrazepam, loprazolam et zolpidem) (Debruyne et al, 2005; Poisnel et al, 2009). La co-

administration de ces benzodiazépines en combinaison avec la buprénorphine entrainait une 

différence significative régionale du Bmax et du KD des récepteurs  par rapport aux rats 

témoins a a t ȩu ue la buprénorphine. L h poth se d u e i te action réceptologique 

entre systèmes opioïdergique et GABAergique est plausible puisque les deux types de 

récepteurs sont exprimés au niveau cérébral (notamment dans les centres respiratoires) et 

jouent un rôle dans le contrôle du rythme respiratoire (Kalyuzhny et al, 2000). Néanmoins, 

l auto adiog aphie tait alis e  h après administration des substances, ne permettant pas 

de conclure si ce mécanisme était responsable de la dépression respiratoire observée 

uel ues i utes ap s l ad i ist atio . Pa  ailleu s, es données obtenues ex vivo o t pas 

été étudiées in vivo rendant toute conclusion définitive difficile. 

Enfin, certains auteurs ont suggéré que l'interaction buprénorphine/benzodiazépine 

résulterait de l'addition des effets pharmacodynamiques centraux et périphériques de chaque 

substance sur la respiration (Jones et al, 2012; Megarbane et al, 2006b). Les benzodiazépines 

entrainent, pour leur part, une obstruction des voies aériennes supérieures secondaire à la 

dilatation des muscles pharyngés et une dysfonction diaphragmatique. La buprénorphine, 

pou  sa pa t, e t ai e ait u e di i utio  de la po se ph siologi ue à l h po ie, 

l h pe ap ie et à l o st u tio  des oies a ie es (Megarbane et al, 2006a). Cependant, les 

preuves concernant cette hypothèse font encore défaut (Jones et al, 2012). 
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I.B - Tramadol 

Le tramadol est un agoniste faible des récepteurs  utilisé comme antalgique de palier 2. 

Comme autre propriété pharmacologique, il inhibe la recapture de la noradrénaline et de la 

sérotonine (Hassamal et al, 2018). Les i to i atio s pa  t a adol so t aujou d hui les plus 

fréquentes des intoxications par opioïdes de synthèse aux États-Unis (Gummin et al, 2017). 

En Europe, comme en France, leur fréquence exacte reste peu connue ; mais on observe une 

augmentation des décès impliquant le tramadol (ANSM, 2018a; EMCDDA, 2017). 

La su e ue d u  to id o e opioïde a e  d p essio  respiratoire est possible mais semble 

oi s f ue te e  as d i to i atio  pa  t a adol e  o pa aiso  aux intoxications par 

opioïdes fo ts p o a le e t du fait de l a ti it  agoniste faible du tramadol sur le récepteur 

). Dans les études rétrospectives, les intoxications par tramadol sont associées à une 

dépression respiratoire dans 0,5 à 4,8% des cas (Marquardt et al, 2005; Spiller et al, 1997; 

Tsutaoka et al, 2015). Une étude prospective rapportait un chiffre plus élevé de 14,8% 

(Hassanian-Moghaddam and Rashidi, 2008). 

Les deu  pa ti ula it s li i ues de l i to i atio  pa  t a adol side t da s la su e ue 

possible de convulsions (très fréquemment) et/ou d u  s d o e s oto i e gi ue 

(beaucoup plus rarement). L e a te i ide e du s d o e s oto i e gi ue a a t is  pa  

une mydriase, une hyperthermie, des troubles de la vigilances, une rigidité musculaire, des 

myoclonies, des troubles digestifs et parfois des convulsions) est inconnue et semble favorisée 

par la co-consommation de médicaments sérotoninergiques (Boyer and Shannon, 2005; 

Hassamal et al, 2018). La survenue de convulsions est mieux documentée et surviendrait dans 

15% des intoxications par tramadol (Spiller et al, 1997). Les convulsions se présentent 

typiquement comme des crises convulsives tonico-cloniques généralisées survenant dans les 

4-  heu es sui a t l i to i atio  Jo a o ić-Cupić et al, 2006) ; la survenue de crises 

u e tes ou d tat de al pilepti ue est possible (Shadnia et al, 2012; Taghaddosinejad 

et al, 2011; Talaie et al, 2009). Le tramadol était en 2007 le quatrième médicament le plus 

fréquemment impliqué dans les convulsions rapportées par les centres anti-poison américains 

(Thundiyil et al, 2007). La survenue de convulsions semble être dose-dépendante 

(Ahmadimanesh et al, 2018). 
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Ces données cliniques ont été complétées par des études précliniques chez le rongeur 

o fi a t la su e ue de o ulsio s suite à l ad i ist atio  d u e dose to i ue de 

tramadol (75% de la LD50) mais aussi à la dose de 45 mg/kg (40% de la LD50), considérée 

comme une dose antalgique forte chez le rat (Lagard et al, 2016). En revanche, la dose de 30 

mg/kg, considérée comme une dose antalgique modérée chez le rongeur, ne provoquait pas 

de convulsions (Potschka et al, 2000). 

Les convulsions observées au cours des intoxications par tramadol ont longtemps été 

attribuées au syndrome sérotoninergique qui peut entrainer à lui seule des convulsions 

(Boyer and Shannon, 2005). Selon cette hypothèse, elles seraient secondaires à 

l aug e tatio  des o e t atio s de s oto i e ota e t au i eau des sous-types de 

récepteurs A1 et A2 (Boyer and Shannon, 2005; Sternbach, 1991). Néanmoins des études 

animales récentes ont remis en question ce mécanisme. En effet, le prétraitement par la 

cyproheptadine (antidote du syndrome sérotoninergique) ou par la combinaison de 5-

hydroxytryptophane/benserazide (augmentant la concentration cérébrale de sérotonine et 

potentialisant théoriquement la survenue de convulsions) étaient sans effet sur la survenue 

de convulsions (Fujimoto et al, 2015; Lagard et al, 2016).  

Des i te a tio s a e  d aut es oies de eu ot a s issio s o t e  e a he t  o u es à 

partir de données in vitro et in vivo résumées dans la figure 32.  

Figure 32- Hypothèses concernant les voies de neurotransmission impliquées dans la survenue des convulsions liées au 
tramadol (en orange hypothèses peu probables, en vert hypothèses possibles) 
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Ces interactions concerneraient le : 

 Système GABAergique : In vitro, l i u atio  d œufs de xénope exprimant des récepteurs

GABA-A humains avec de fortes concentrations de tramadol entrainait une inhibition des

récepteurs GABA-A (Hara et al, 2005). In vivo, chez des rats traités par une dose

convulsivante de tramadol (75 mg/kg intrapéritonéal), le prétraitement ou

l ad i ist atio   i  ap s de diaz pa , p e ait la su e ue des convulsions sans

aggraver la dépression respiratoire observée avec le tramadol seul (Lagard et al, 2016;

2018). L i pli atio  du s st e GABAe gi ue tait gale e t sugg e da s u e tude

humaine montrant une diminution de la survenue de convulsions lorsque le tramadol était

i g  a e  d aut es ps hot opes do t des e zodiaz pi es (Ahmadimanesh et al, 2018).

Néanmoins, les benzodiazépines étant des agonistes des récepteurs GABA-A, ont une

activité antiépileptique propre empêchant toute conclusion définitive à partir des études

in vivo publiées. Par ailleurs les données ex vivo su  les œufs de opes doi e t t e

confirmées par des études in vivo.

 Système opioïdergique : Les données sur le système opioïdergique sont contradictoires.

Une étude in vivo a montré que le prétraitement par naloxone permettait de diminuer

l o u e e et la s it  des ises i duites par le tramadol chez des souris ayant un seuil

épileptogène abaissé par un traitement par pentylènetétrazole (Rehni et al, 2008). Une

seconde étude in vivo cette fois-ci chez le rat a, en revanche, o t  ue l ad i ist atio

de naloxone 15 min après une dose convulsivante de tramadol (75 mg/kg

intrapéritonéale) ne permettait pas de faire cesser les convulsions induites par le tramadol

voire même les aggravait (Lagard et al, 2018). Dans les études cliniques, cette même

discordance était o se e. Les tudes t ospe ti es o t o t  ue l ad i ist atio  de

naloxone entrainait une augmentation (Shadnia et al, 2012), une diminution (Eizadi-Mood

et al, 2014) ou i fluait pas (Tashakori and Afshari, 2010) sur le risque de convulsions

i duites pa  le t a adol. Les tudes p ospe ti es o t o t  ue l ad i ist atio  d u e

forte dose unique de naloxone (0,8 mg) entrainait une augmentation des convulsions chez

les patients intoxiqués par tramadol (Farzaneh et al, 2012) alo s u u e dose tit e plus

faible (0,05 mg toutes les 3 à 5 minutes) était protectrice (Saidi et al, 2010).

 Système histaminergique : Cette hypothèse repose sur une étude in vivo réalisée sur des

souris ayant un seuil épileptogène abaissé par un traitement par pentylènetétrazole
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(Rehni et al, 2010). Cette tude a o t  u u  p t aite e t pa  a tihista i i ue 

ti izi e, fe ofe adi e  pe ettait de di i ue  l o u e e et la s it  des ises 

convulsives induites par le tramadol. Le prétraitement par acide cromoglicique (qui inhibe 

la li atio  asto tai e d hista i e  a a t u  effet ide ti ue da s la p e tio  des 

crises convulsives induites par le tramadol, les auteurs ont conclu au probable rôle du 

système histaminergique dans la survenue des crises convulsives induites par le tramadol. 

Néanmoins, le modèle choisi (identique à celui utilisé par la même équipe pour la 

naloxone) est sujet à caution du fait de la sensibilisation des animaux par 

pentylènetétrazole. 

 Système dopaminergique : Cette dernière hypothèse est la plus récente. Dans une étude

in vivo chez la souris, il a été montré que le prétraitement par halopéridol (antagoniste

des récepteurs dopaminergiques) ou par cabergoline (agoniste des récepteurs

dopaminergique) augmentait ou diminuait respectivement la survenue des convulsions

induites par le tramadol (Bameri et al, 2018). Néanmoins, les systèmes dopaminergiques

jouant un rôle crucial dans la survenue de convulsions, il est difficile de conclure sur ces

résultats, chaque molécule jouant possiblement par elle-même un rôle pro- ou anti-

convulsivant.

Une hypothèse pharmacocinétique a également été évoquée. Le tramadol est métabolisé par 

O et N-déméthylation et par des réactions de conjugaison permettant la formation de 

conjugués principalement de type glucuronides, éliminés principalement, comme le tramadol, 

par voie rénale (Figure 33) (Gong et al, 2014).  

L'O-déméthylation du tramadol en son principal métabolite l'O-desméthyltramadol (M1), est 

catalysée par le cytochrome P450 (CYP) 2D6. La N-déméthylation en N-desméthyltramadol 

(M2) est catalysée par le CYP2B6 et le CYP3A4 (Paar et al, 1992; 1997; Subrahmanyam et al, 

2001). M1 et M2 sont ensuite métabolisés en métabolites secondaires : le N,N-

didésthméthyltramadol (M3) et le N,O-didésméthyltramadol (M5), puis en N,N, O-

tridésméthyltramadol (M3) (Subrahmanyam et al, 2001). Parmi tous ces métabolites, seuls 

M1 et M5 sont pharmacologiquement actifs. M1 a une affinité significativement plus élevée 

pour les récepteurs opioïdes µ (Ki = , μM  ue le tramadol (Ki = , μM  p oduisa t u  

effet analgésique plus important (Gillen et al, 2000). M5 est également agoniste des 

récepteurs µ mais ne franchit pas la barrière hémato-encéphalique (Grond and Sablotzki, 
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2004; Reeves and Burke, 2008). A e jou  il  a au u e do e da s la litt atu e o t a t 

u u  de ces métabolites pour ait t e à l o igi e des o ulsio s observées au cours des 

intoxications par tramadol, notamment chez les patients présentant une induction des 

différents cytochromes impliqués. Les cinétiques du tramadol et de ses métabolites sur un 

modèle de convulsions au tramadol tendent même à contredire cette hypothèse (Lagard et 

al, 2016). 

Figure 33- Métabolisme du tramadol (d'après Gong et al. 2014) 

Elément sous droit, diffusion non autorisée
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III - Objectifs du travail de thèse 

Les objectifs de ce travail de thèse étaient de formuler et de tester les hypothèses permettant 

d e pli ue  les mécanismes de toxicité impliqués dans les effets cliniques décrits 

spécifiquement au cours des intoxications par buprénorphine et tramadol.  

Pour la buprénorphine, il s agissait d tudie  les h poth ses eu opha a o i ti ues, 

receptologiques et pharmacodynamiques à l o igi e de la d p essio  espi atoi e o se e 

au ou s de l i te a tio  e zodiaz pi e/ up o phi e. Pou  le t a adol, il s agissait 

d tudie  les différentes voies de neurotransmision possiblement impliquées dans les 

convulsions observées au cours des intoxications. 

Nous avons, pour cela, choisi de développer une approche multimodale privilégiant au 

maximum une approche in vivo mimant au mieux la réalité clinique et incluant des éléments 

pharmacodynamiques (pléthysmographie, électromyogramme, gaz du sang, analyse 

comportementale) et neuro-pharmacocinétiques (imagerie par tomographie à émission de 

positons (TEP), dosages des monoamines cérébrales).  

La mise au point des procédures d a uisitio  et d a al se des données TEP ont fait l o jet 

d u  p e ie  t a ail thodologi ue pe etta t d i t odui e l utilisatio  et la pe ti e e de 

ette odalit  d i age ie t a slatio elle à des fi s d tudes eu opha a ologi ues et 

neurotoxicologiques en parrallèle de la mesure de paramètres pharmacodynamiques (Projet 

1, en collaboration avec Adeline Duchêne). Cette méthodologie a ensuite été utilisée, en 

asso iatio  a e  la esu e de pa a t es to i od a i ues, pou  l tude des a is es 

de la toxicité respiratoire de la buprénorphine (Projet 2), et des mécanismes de la 

neurotoxicité du tramadol (Projet 3 en collaboration avec Camille Lagard).  
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Pa tie  : “e tio  e p i e tale  

I - Conditions générales 

I.A - La o atoi es d a ueil 

Les travaux expérimentaux présentés dans cette thèse ont été conduits au sein des 

laboratoires 

- « Variabilité de Réponse aux Psychotropes » (INSERM UMR-S 1144, Faculté de Pharmacie, 

Paris) dirigé par Monsieur le Professeur Jean-Luc LAPLANCHE. Ils ont plus précisément été 

o duits au sei  de l uipe  di ig e pa  Monsieur le Professeur Bruno MEGARBANE. 

- « Imagerie Moléculaire In Vivo » (UMR 1023 Inserm, CEA, Université Paris Sud, ERL 9218 

CNRS, Service Hospitalier Fréderic Joliot, Orsay) dirigé par Madame Irène BUVAT. Ils ont plus 

p is e t t  o duits au sei  de l uipe Investigations Cliniques dirigée par Monsieur le 

Docteur Nicolas TOURNIER. 

I.B - Financement 

Ce doctorat a t  fi a  pe da t  a s pa  u  poste d a ueil i-temps APHP-CEA en 

pa all le d u e a ti it  li i ue de a i atio  à l hôpital He i Mo do  à C teil. Le travail 

d i age ie a été principalement financé grâce à un contrat de recherche réalisé avec la société 

Theranexus (Projet 1). La finalisation de ce travail de thèse a notamment été rendue 

possible grace à un contrat INSERM de 4 mois à plein temps à l UMR 1023 (financement ANR-

16-CE17-0011-01). 

I.C - Aspects réglementaires 

Les procédures expérimentales présentées dans cette thèse ont été réalisées conformément 

au ad e gle e tai e f a ̧ais et eu op e  elatif à l e p i e tatio  a i ale. Ces 
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procédures o t fi i  d u  a o d fa o a le du o it  d thi ue a i al de l U i e sit  

Paris-Des a tes N° P .BM. .  et du Mi ist e de l E seig e e t “up ieu  et de la 

Recherche (N°-APAFlS#5285-2017031714499381v2 et N°-APAFlS#7466-

2016110417049220v2). 
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II - Matériel 

II.A - Animaux

Les procédures expérimentales ont été réalisées chez des rats sains de type Sprague-Dawley 

(éleveur Janvier, France) de 250-  g a es le jou  de l e p i e tatio . Nous a o s hoisi 

cette espèce compte tenu des modèles de toxicité respiratoire et neurologique des opioïdes 

déjà développés au sein du laboratoire « Variabilité de Réponse aux Psychotropes » (Chevillard 

et al, 2009; Lagard et al, 2016).  

Les ats taie t li s au  la o atoi es au oi s  jou s a a t l e p i e tatio . Ils taie t 

hébergés par cage de 2 ou 3 animaux dans une animalerie aux conditions thermométriques 

(21- °C , h g o t i ues et d lai age le de lu i e/o s u it  de h/ h  st i te e t 

gul es. L a s à l eau et à la ou itu e tait pas est ei t. U  sui i li i ue des ats tait 

réalisé par la mesure régulière de leur poids corporel et de leurs ingestats (alimentation et 

eau  et la e he he de sig es de st ess tels ue l appa itio  d u e h o oda o h e et de 

stéréotypies. 

II.B - Produits

II.B.1 - Anesthésie

La kétamine (Clorkétam® 1000) était utilisée en solution injectable à 50 mg/ml (Vétoquinol). 

La xylazine (Rompun®) était utilisée en solution injectable à 20 mg/ml (Bayer). 

L isoflu a e était utilisé à des concentrations de 2% (Forene®) ou 4% (Vetflurane®) da s l ai  

inspiré et administré par s st e d ad i ist atio  Minerve (Abb vie, Virbac). 

II.B.2 - Euthanasie

Le pentobarbital sodique était utilisé en solution injectable à 50 mg/mL (CEVA sant ). 

II.B.3 - Traitements
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Le modafinil en poudre (Orchid Pharma) était solubilisé dans du diméthylsufoxyde (Sigma-

Aldrich) puis dilué dans du sérum physiologique pour obtenir une solution injectable à la 

concentration de 10 mg/ml. 

Le flécaïnide en poudre (Sigma-Aldrich) était solubilisé dans du diméthylsufoxyde (Sigma-

Aldrich) puis dilué dans du sérum physiologique pour obtenir pour obtenir une solution 

injectable à la concentration de 1 mg/ml. 

Le diazépam en poudre (Sigma-Aldrich) était solubilisé dans du Tween 10% ou du Tween 4% 

(respectivement obtenus par dilution du Tween 20% (Sigma-Aldrich) avec du sérum 

physiologique) pour obtenir une suspension à la concentration de 2 ou 20 mg/ml. Le diazépam 

(Valium®) était également utilisé en solution injectable à la concentration de 5mg/ml(Roche). 

La poud e d h d o hlo ide de up o phi e “ig a-Aldrich) était solubilisée dans du Tween 

10% (obtenu par dilution du Tween 20% (Sigma-Aldrich) avec du sérum physiologique) pour 

obtenir une suspension à la concentration de 30 mg/ml. La buprénorphine était également 

utilisée sous sa forme pharmaceutique injectable (Temgesic®) concentrée à 0,3 mg/ml (Rb 

pharma ltd). 

Le chlorydrate de tramadol (Contramal®) tait dilu  da s de l eau pou  p pa atio  i je ta le 

pour obtenir une solution à la concentration de 44 mg/ml (Gr̈nenthal GmbH). 

II.B.4 - Prétraitements

La poudre de dihydrochloride de naloxonazine (Sigma-Ald i h  tait solu ilis e da s de l eau 

distillée pour obtenir une solution de naloxonazine concentrée à 10 mg/kg. 

La poudre de dihydrochloride de nor-binaltorphimine (Sigma-Aldrich) était solubilisée dans de 

l eau distill e pou  o te i  u e solutio  de o -binaltrophine concentrée à 5 mg/kg. 

La poudre de dihydrochloride de naltrindole (Sigma-Ald i h  tait solu ilis e da s de l eau 

distillée pour obtenir une solution de naltrindole concentrée à 3 mg/kg. 

La poudre de dihydrochloride de flumazénil (Sigma-Aldrich) était solubilisée dans du Tween 

10% (obtenu par dilution du Tween 20% (Sigma-Aldrich) avec du sérum physiologique) pour 

obtenir une suspension de flumazénil concentrée à 10 mg/kg. 
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La poudre de saclofène (Sigma-Aldrich) était solubilisée dans du sérum physiologique pour 

obtenir une solution de saclofène concentrée à 11,2 mg/kg. 

Les comprimés de cyproheptadine (P riactine®), étaient pilés puis dissouts dans du sérum 

physiologique afi  d o te i  une solution de cyproheptatdine concentrée à 8 mg/ml 

(Teofarma S.r.l). 

La naloxone a été utilisée pure en solution injectable concentrée 0,4 mg/ml (Aguettant). 

Les comprimés de fexofénadine (Telfast®), étaient pilés puis dissouts dans du sérum 

ph siologi ue afi  d o te i  u e solutio  de fe ofénadine concentrée à 15 mg/ml (Sanofi-

Aventis).  

II.C - Radiotraceurs

Au cours de ces travaux, trois radiotraceurs ont été utilisés : le [18F]-2-fluoro-2-deoxy-D-

glucose (18F-FDG). Le 18F-FDG a été obtenu commercialement (Cyclopharma, France). La 

production de la 11C-buprénorphine et du [11C]-flu az il a t  alis e pa  l uipe de 

radiochimie du Service Hospitalier Frédéric Joliot. Ces radiotraceurs correspondent aux 

analogues chimiques strictes de la buprénorphine et du flumazénil utilisés comme 

médicaments. Compte tenu de la période très courte du carbone 11 (20 minutes), les traceurs 

marqués au carbone 11 (11C-buprénorphine et 11C-flumazénil) étaient produits 

extemporanément, selon une méthode déjà validée (Jewett, 1992; Luthra et al, 1987).  

La qualité des produit radiomarqués au SHFJ, était systématiquement contrôlée par la 

e he he d i pu et s et pa  la mesure de la radioactivité spécifique (rapport entre la 

radioactivité mesurée à un temps t sur la asse olai e totale de la ol ule d i t t 

contenue dans le radiotraceur). 
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III - P o du es d a esth sie  et d eutha asie 

III.A - Anesthésie

Pour toutes les procédures chirurgicales invasives (cathétérisme artériel fémoral, 

cathétérisme veineux jugulaire, implantation péritonéale du boitier de télémétrie, 

i pla tatio  des le t odes d le t oe phalog aphie et d le t o og aphie , les animaux 

taie t a esth si s pa  l ad i ist atio  i t a-péritonéale (i.p.) de 50 mg/kg de kétamine 

(Ketalar®) et 10 mg/kg de xylazine (Rompun®). 

Pour prélever les cerveaux, les a i au  taie t a esth si s pa  u  la ge d o g e et 

d isoflu a e à %. 

Pou  l i age ie TEP, u  la ge d o g e et d isoflu a e à % était utilisé (cathétérisme de 

la veine caudale, acquisition dynamique). 

Dans tous les cas, le rat était positionné sur un tapis chauffant afin de maintenir sa 

te p atu e o po elle. La p ofo deu  de l a esth sie tait alu e pa  u e i o ilit  

complète de l a i al, u  o a p ofo d et l a se e de po se à u e sti ulatio  

douloureuse de la patte. Après chirurgie invasive, les rats étaient isolés dans une cage 

individuelle afin de leur assurer une récupération optimale avant expérimentation. 

III.B - Euthanasie

Les animaux étaient euthanasiés en fin de procédure (sauf lorsque les cerveaux étaient 

récupérés) pa  l i je tio  d u e dose l tale de pe to a ital sodi ue i.p. ou par décapitation 

sous anesthésie. 
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IV - Procédures de pose des cathéters artériels ou veineux, 

d i pla tatio  des sondes de télémétrie et 

d le t o og aphie  

IV.A - Pose des cathéter artériels et veineux tunnelisés

Les cathéters utilisés étaient des cathéters en Silastic® (diamètre interne 0,51 mm, diamètre 

externe 0,94 mm - Dow Corning Co). Pour pouvoir prélever un échantillon de sang artériel, un 

cathéter de 30 cm de long était implanté dans l a t e f o ale gau he, 3 jours avant 

l e p i e tatio  sous anesthésie générale par kétamine/xylazine i.p. Pour pouvoir injecter 

les traitements par voie intraveineuse (i.v), un cathéter en silastic de 60 cm de long était 

i pla t  da s la ei e jugulai e  jou s a a t l e p i e tation sous anesthésie générale par 

kétamine/xylazine i.p. Les cathéters étaient tunnelisés sous la peau et fix s à la nuque pour 

éviter leur a a he e t pa  l a i al. ̀ la fin de la chirurgie, de l héparine (Choay®, Sanofi) 

diluée dans du sérum physiologique, était injectée dans le cathéter pour en éviter l o lusio . 

Pou  l i je tio  du adiot a eu , u  autre type de cathéter veineux (Jelco®, Smiths Medical 

International Ltd, 24 gauges) était inséré dans une veine caudale quelques minutes avant 

l i je tio  sous a esth sie g ale pa  isoflu a e %. 

IV.B - Implantation des sondes de télémétrie

Pour mesurer la te p atu e o po elle de l a i al, u e so de de t l t ie D“I) était 

i pla t e  heu es a a t l e p i e tatio  da s le p itoi e de l a i al sous anesthésie 

générale par kétamine/xylazine i.p. 

IV.C - I pla tatio  des le t odes d le t o og aphie

Pour mesurer la différence de potentiel entre deux sites du diaphragme, des sondes 

constituées de deux fils multibrins en acier inoxydable et raccordés à un boitier de télémétrie 

(DSI) étaient implantées sous anesthésie générale par kétamine/xylazine i.p. Une procédure 
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chirurgicale longue (30 min, ouverture de la cavité abdominale puis exposition du 

diaphragme) était nécessaire pour fixer les sondes (colle biologique 3M®) sur deux sites du 

diaph ag e ostal, de pa t est d aut e de l œsophage (Fat-Chun Tony Chang and Harper, 

1989). Co pte te u de la lou deu  de l i te e tio , les a i au  étaient implantés au moins 

 jou s a a t l e p i e tatio . 
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V - Analyse in vivo de la fonction respiratoire  

V.A - Pléthysmographie corps entier sur animal vigil 

V.A.1 - Principe 

La pléthysmographie corps entier est une technique non-invasive sur animal vigil, permettant 

l e plo atio  de la fo tio  espi atoi e pa  l esti atio  des olu es et des te ps 

espi atoi es. “o  p i ipe est as  su  l appli atio  de la th o ie des gaz parfaits et repose 

su  la esu e de la a iatio  de p essio  ΔP  e t e l ai  i spi  et e pi  pa  l a i al au sei  

d u e e ei te lose. Le hauffe e t et la satu atio  e  apeu  d eau de l ai  i spi  lo s de 

so  passage da s les pou o s de l a i al engendrent une augmentation de pression. A 

l i e se, le ef oidisse e t et la d satu atio  e  eau de l ai  e pi  entrainent un retour à la 

p essio  de ase de l e ei te (Bartlett and Tenney, 1970).  

V.A.2 - Description du pléthysmographe 

Le pléthysmographe est o stitu  de deu  e ei tes e  ple iglas d u e apa it  de  lit es 

chacune (volume adapté pour des rats de 250 à 350g) (Figure 34). 

Une des enceintes est desti e à a ueilli  l a i al A . L aut e se t de chambre de référence 

B . L e ei te desti e à e e oi  l a i al est munie d o ifi es d e t e (air comprimé 

humidifié 5-10 l/min) et de sortie (C) d ai  et d u  o ifi e plus petit D  pou a t a ueilli  u e 

seringue de 1 ml nécessaire à la calibration. Les deux boites sont reliées entre-elles de deux 

a i es. D u e pa t, u  tu au p se ta t u  trécissement serré (E) permet une 

équilibration lente des températures et des pressions entre les deux enceintes sans interférer 

a e  le sig al lo s de l e egist e e t. D aut e pa t, un capteur différentiel (F) de pression 

(Validyne MP, 45 +/- 3 cm H2O, Northridge, CA) permet de mesurer la variation de pression 

ΔP  e t e les deu  e ei tes. Cette a iatio  de p essio  est ensuite transformée en un signal 

électrique modulé via un intégrateur (PCI-DAS1000, DSI, Chatillon, France). Ce signal est 

isualis  su  l a  sous fo e d u  t a  olua t entre + 6 000 et - 6 000 mV (G). 
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p essio  at osph i ue et la te p atu e à l i t ieu  et à l e t ieu  de l e ei te sont 

mesurées par des sondes de télémétrie infrarouge. 

V.A.3 - Validation de la méthode 

Pour que les mesures effectuées soient reproductibles et valides, un certain nombre de 

conditions doivent être vérifiées avant la procédure expérimentale. Ces conditions sont 

détaillées dans le tableau ci-dessous (Tableau 2) : 

Test de fuite 

La présence d’une fuite correspondait à la diminution de 

l’amplitude du signal de plus de 33% en 5 s. Les tests 

d’étanchéité (10 mesures répétées pendant 3 jours) ont été 

satisfaisants. Un test de fuite était réalisé quotidiennement 

avant chaque expérience.  

Seuils de 

détection et de 

quantification 

Pour obtenir un déflection 3 fois supérieure au bruit de fond (limite de détection), le volume 

minimum d’air à injecter était de 15,5 µl. Pour obtenir une déflection 10 fois supérieure au 

bruit de fond (limite de quantification), le volume était de 70 µl. 

Etude de 

linéarité 

Dans l’éventail des volumes testés (de 50 à 2500 µl), la 

mesure était linéaire. Un volume de calibration était 

réalisé quotidiennement avant chaque expérience à l’aide 

d’une seringue d’un ml. Dix mesures étaient effectuées et 

la moyenne des variations du signal était utilisée lors de 

l’analyse des tracés. 

Etude de la 

reproductibilité 

(variabilité inter-

jour) 

Sept séries de dix mesures sur des 

volumes de 50 à 2500 µl ont été 

effectuées à 3 jours différents. Le 

coefficient de variation moyen était 

de 0,91 +/-0,19. 

Etude de la 

répétabilité 

(variabilité 

intra-jour) 

Quatre séries de cinq mesures ont été 

effectuées le même jour. Le 

coefficient de variation moyen était 

de 0,185 +/- 0,04 %. 

Etude de ré-

inhalation du 

CO2 : 

L’étude de ré-inhalation a pour but de mesurer, lors des périodes de clampage, la teneur 

moyenne en CO2 dans la chambre qui, par définition, ne doit pas dépasser 0,6% de l’air 

contenu de la chambre. La période optimale de clampage obtenue était de 60 s pour un débit 

d’air de 8 l/min. 

Tableau 2 - Composantes de la validation de la méthode pléthysmographique 
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V.A.4 - Modalit s d e egist e e t des t a s 

Pou  ha ue esu e, l e t e et la so tie d ai  étaient la p es pou  u e du e d u e i ute 

et un enregistrement des différences de pression entre les deux enceintes était effectué.  

Le T0 était d fi i o e le o e t de l i je tio  des t aite e ts. L a imal vigil était d a o d 

pla  da s l e ei te pe da t  i  pou  l a li ate  au  o ditio s e p i e tales. T ois 

enregistrements étaient ensuite réalisés avant toute intervention (valeurs de base ; T-30, T-

15, T-5). Ces valeurs étaient moyennées en une valeur dite de référence. Pour les injections 

(T0), l a i al était so ti a e  p autio  de l e ei te ap s les t ois p e i es esu es a a t 

d  t e epla . Les e egist e e ts étaient ensuite effectués sur une durée totale de 240 

min aux temps définis par le protocole expérimental (T5, T10, T15, T30, T60, T120, T180, 

T240). 

V.A.5 - Paramètres mesurés 

Les tracés du cycle respiratoire étaient analysés avec le logiciel ELPHY (ElectroPhysiological 

“oft a e Ve sio  .  d tude de la ph siologie de la o a de espi atoi e. Cha ue 

enregistrement était a al s  su  u e du e i i ale de  s. L a al se des t a s permettait 

de déterminer les paramètres suivants : le volume courant (VT), les temps inspiratoires (TI) et 

expiratoires (TE), le temps total (TTOT), la fréquence respiratoire (f) et le volume minute (VE).  

Les relations entre ces différents paramètres sont résumées ci-dessous :  

�� =  �� × �  → � =  ��� � = ���+��
VE = volume minute 

f = fréquence respiratoire 

TTOT = temps total 

TI = temps inspiratoire, TE = temps expiratoire 

V.B - Mesure des gaz du sang artériel sur animal vigil

V.B.1 - Principe 

Il s agit d une méthode invasive in vivo de la pression partielle des gaz dissous dans le sang 

artériel. Elle essite le p l e e t d u  ha tillo  de sa g a t iel. Cette thode est 

définie comme la plus sensible et spécifique pour identifier une dépression respiratoire 

(Whiteside et al, 2016). 
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V.B.2 - Des iptio  de l auto ate 

Les échantillons artériels ont été a al s s su  l auto ate Ba e  ‘apidla ®  Ba e , 

Allemagne) préalablement étalonné. Cet automate est un dispositif médical utilisé en pratique 

li i ue ou a te. L ha tillo  de sa g a t iel était pla  da s u  epta le u i d u  

embout adapté à la seringue par lequel il était aspi  da s l auto ate. La esu e des 

différents paramètres était rendue possible par des électrodes spécifiques permettant la 

mesure du pH, de la pression partielle en oxygène (PaO2) et de la pression partielle en dioxyde 

de carbone (PaCO2) ; les autres paramètres étant calculés. Ces mesures nécessitaient au 

préalable de renseigner la fraction inspirée en oxygène (21%) et la température corporelle de 

l a i al. Les sultats de l a al se ont ensuite été imprimés et colligés. 

V.B.3 - Modalités de mesure des gaz du sang 

Le jou  de l e p i e tatio , le at igil était placé dans une boite de contention munie de 

plusieurs trous au niveau de la tête pour éviter le phénomène de ré-inhalation de CO2. Le 

cathéter artériel était alors extériorisé puis purg  pour vérifier sa perméabilité. Un 

p l e e t de  μl était effectué, pour chaque mesure, dans des tubes capillaires (Blood 

Gas Colle tio , Ba e , Alle ag e  ap s a oi  esu  la te p atu e a ale de l a i al. Le T  

était d fi i o e le o e t de l i je tio  des t aite e ts. A a t l i je tio  de toute 

drogue, un premier prélèvement de référence était réalisé et analys  (T-5). Les traitements 

étaient e suite i je t s T  e  so ta t l a i al a e  p autio  de la oite a a t de l  

replacer. Les prélèvements étaient effectués sur une période de 240 minutes aux temps 

définis par le protocole expérimental (T5, T10, T15, T30, T60, T120, T180, T240). Le volume 

total des p l e e ts e da t pas % du olu e sa gui , au u e compensation des 

pe tes sa gui es était effe tu e au ou s de l i te e tio . 

V.B.4 - Paramètres colligés 

Les paramètres colligés pour chaque mesure étaient le pH, la PaO2, la PaCO2 et la 

o e t atio  de i a o ate. L i te p tatio  des gaz du sa g était réalisée selon les 

données physiologiques déjà publiées chez le rat (Brun-Pascaud et al, 1982). 
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V.C - Électromyographie diaphragmatique sur animal vigil

V.C.1 - Principe 

L tude électromyographique a consisté à tudie  l a ti it  le t i ue d u  us le au ou s 

d u  le de o t a tio  us ulai e e  esu ant la différence de potentiel électrique 

spo ta  e t e deu  sites d u  e us le. Le sig al obtenu ou électromyogramme 

correspondait à l'expression électrique de la contraction musculaire (Basmajian and De Luca, 

1985; Daube and Rubin, 2009) . 

V.B.2 - Analyse des tracés 

Le signal électrique brut enregistré devait t e da s u  p e ie  te ps odul  a a t d t e 

analysé. La modulation du signal comprenait quatre étapes (Dataquest ART 4.3 DSI, France) : 

a) la filtration du sig al au t a e s d u e a de-passantes à haute fréquence (100 Hz) pour

éliminer le signal électrique généré par les battements cardiaques, b) la rectification du signal 

pour ne prendre en considération que les valeurs positives moyennées, c) la filtration du signal 

e tifi  au t a e s d u e a de passa te à asse f ue e  Hz) pour obtenir une enveloppe 

li ai e du sig al et la o e sio  de l e eloppe li ai e e  do es u i ues pou  

permettre l a al se des sultats. 

V.C.3 - Modalit s d e egist e e t des t a s 

L e egist e e t des t a s s effe tuait selon les mêmes modalités que pour la 

pléthysmographie. 

V.C.4 - Paramètres mesurés 

Des segments de six secondes étaient extraits à chaque temps défini, comme pour le protocole 

de la pléthysmographie ; les premières mesures moyennées servant de valeur de référence. 

Après normalisation des tracés par rapport au tracé de référence, les paramètres analysés, 

étaient l a plitude de o t a tio , correspondant pour chaque cycle respiratoire à la 

différence entre le minimum (valeur minimale avant inflexion de la courbe vers le haut) et le 

maximum (valeur maximale avant inflexion de la courbe vers le bas), et le travail 
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diaphragmatique, correspondant à l ai e sous la ou e de ha ue seg e t de six secondes 

extrait. 
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VI - Analyses comportementales 

VI.A - Activité locomotrice

Après administration des traitements, les rats ont été placés dans une cage en plexiglas et 

filmés pendant 120 minutes. La mesure cumulative du nombre de pas par tranche de 5 

minutes a été déterminée grâce au logiciel Videotrack® (ViewPoint). Cette partie 

expérimentale a été réalisée par Adeline Duchêne. 

VI.B - Échelle de sédation, ataxie et tonus

Après administration des drogues étudiées, le niveau de sédation des rats a été mesur , à 

chacun des temps définis par les protocoles, à l aide d une échelle numérique allant de 0 à 3 

(Pirnay et al, 2008b) :  

 Le niveau 0 correspond à un rat complètement éveill , avec une démarche normale et des 

réflexes de redressement intacts, 

 Le niveau 1 correspond à un rat avec une activit ́ réduite, une légère altération de la 

démarche, des réflexes de redressement intacts et un tonus musculaire diminués ; 

 Le niveau 2 correspond à un rat endormi ou immobile, avec des réflexes de redressement 

diminués ; 

 Le niveau 3 correspond à un rat comateux, sans aucun réflexe de redressement. 

VI.C - Convulsions

Ap s ad i ist atio  des d ogues tudi es, l i te sité des convulsions a été mesurée, à 

chacun des temps définis par les protocoles, à l aide d une échelle numérique allant de 1 à 5 

(Racine, 1972) :  

 Au niveau 1, le rat est immobile, les yeux fermés, avec des contractions des vibrisses et un 

clonus de la face ; 

 Au niveau 2, le rat présente des hochements de tête avec clonus de la face plus important ; 
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 Au niveau 3, le rat présente u  lo us d u  e e antérieur ;  

 Au niveau 4, le rat se redresse avec un clonus bilatéral des membres antérieurs ; 

 Au niveau 5, le rat se redresse a e  pe te d équilibre et chute accompagnées par des crises 

cloniques généralisées.  

Le recueil de ces données cliniques a été réalisée par Camille Lagard. 
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VII - Dosages cérébraux 

VII.A - Recueil des cerveaux

Pour tous les dosages cérébraux, les animaux ont été anesthésiés dans une chambre 

d i du tio  pa  isoflu a e %. Ils ont ensuite été exsanguinés puis décapités et leur cerveau 

extrait de la boîte crânienne. Une microdissection des vaisseaux sanguins cérébraux restants 

était alors réalisée. Par la suite, chaque cerveau était sectionn  selon les besoins de chacun 

des protocoles, afin de récupérer : le cortex frontal, le cervelet et le tronc cérébral. Les 

échantillons étaient ensuite conservés au congélateur à -80°C (projet 1) et -20 °C (projet 3) 

jus u au jou  du dosage. Le recueil des cerveaux a été réalisé par Adeline Duchêne (Projet 1) 

et Camille Lagard (Projet 3). 

VII.B - Dosage de l hista i e

Après homogénéisation des prélèvements cérébraux, le dosage de l hista i e a été réalisé 

par méthode radio-enzymatique par compétition entre un traceur acylhistamine radiomarqué 

à l iode 125 et l acylhistamine présente dans l échantillon après acylation. Ce dosage a été 

effectué par Camille Lagard en collaboration avec le Pr Jacques Callebert du Laboratoire de 

Biochimie et de Biologie Moléculaire de l Hôpital Lariboisière. 

VII.C - Monoamines

Après homogénéisation des prélèvements cérébraux les monoamines cérébrales ont été 

dosées par une méthode de chromatographie en phase liquide haute performance couplée à 

de la fluorimétrie (Kema et al, 1993). Ce dosage a été effectué par Camille Lagard en 

collaboration avec le Pr Jacques Callebert du Laboratoire de Biochimie et de Biologie 

Mol ulai e de l Hôpital La i oisi e. 
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VII.D - Modafinil et flécaïnide

Après homogénéisation des prélèvements cérébraux, le modafinil et le flécaïnide étaient 

dosés en utilisant une méthode de chromatographie en phase inversée couplée à une 

spectrométrie de masse. Les analyses ont été réalisées par le laboratoire Eurofins ADME 

Bioanalyses).  
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Les évènements détectés sont intégrés par des algorithmes mathématiques permettant de 

lo alise  l a ihilation et de reconstituer la distribution spatiale de la radioactivité de manière 

quantitative. La résolution des caméras TEP utilisée dans ces travaux (caméra Inveon®, 

Siemens dédiée pour le petit animal) était de 1,2 mm.   

Les caméras TEP sont souvent oupl es à d aut es odalit s d i age ie o e le s a e  X 

(CT) permettant la localisation anatomique du signal TEP et la correction de l att nuation du 

signal par les tissus. Aujou d hui, des fa i ua ts ette t à dispositio  des appa eils asso ia t 

l i age ie TEP à d autres modalités d i age ie o ple e tai es o e l I‘M fo tio elle. 

(Figure 35) 

VIII.B - Modalités d a uisitio  des i ages TEP

Les animaux étaient anesthésiés par u  la ge d o g e et d isoflurane 2% afin de 

permettre la pose d u  ath te  ei eu  audal et la alisatio  de l a uisitio  TEP. E  

fonction du protocole expérimental les animaux recevait le traitement soit avant soit après 

l i je tio  du t a eu  adioa tif. 

L a uisitio  d utait e  e te ps ue l i je tion du radiotraceur par voie i.v. Ce type 

d a uisitio , dites dynamiques, permettait de mesurer la cinétique de la radioactivité 

associée au adiot a eu  da s le tissu d i t t. La du e d a uisitio  totale d pe dait de la 

cinétique tissulaire du radiotraceur, de la demi- ie adioa ti e de l isotope et du protocole. 

VIII.C - Analyse des données TEP

VIII.C.1 - Recalage des images sur un modèle anatomique

Une fois les images TEP dynamiques a uises, la p e i e tape de l a al se o po tait u  

recalage des images sur un modèle anatomique afin de rendre les images comparables entres 

elles et d ide tifie  les st u tu es d i t t. Les images TEP étaient recalées par Rigid Matching 

su  l I‘M de référence disponible dans le logiciel Pmod® 3.6 (PMOD Technologies LLC) (Figure 

36) (Schiffer et al, 2006).
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Figure 36 - Recalage de l’image TEP sur le modèle anatomique (Pmod 3.6) 

VIII.C.2 - Analyse de la radioactivité au sein des tissues en fonction du temps

A partir des données TEP dynamiques, on peut déterminer l olutio  de la radioactivité au 

ou s du te ps au sei  du tissue d i t t. Cette adioa ti it  pou ait t e o alis e e  

fonction de la dose injectée (%ID) ou de la dose injectée et du poids de l a i al (SUV pour 

standard uptake value). Grâces aux régions anatomiques déjà dessinées sur le modèle 

anatomique, on pouvait ainsi comparer les courbes de radioactivités au cours du temps en 

fonction des traitements et des régions Pmod® 3.6 (PMOD Technologies LLC) (Figure 37). 

Figure 37 - Analyse régionale de la radioactivité au cours du temps (KBq/cc =  kilo-bécquerel par ml; %ID =  pourcentage de 
la dose injectée, SUV  =  standard uptake value) (Pmod 3.6) 

Images brutes en KBq/cc

Normalisation par la dose inject e (%ID) : %ID = (KBq/cc)/(ID)*100

Normalisation par la dose inject e et le poids (SUV): SUV = 

(KBq/cc)/(ID)*Poids 
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VIII.C.3 - Modélisation pharmacocinétique

VIII.C.3.a - Estimation du MRGLU

Le FDG (fluorodésoxyglucose) est un analogue du glucose dans lequel le groupe hydroxyle du 

carbone en position 2 a été remplacé par un fluor 18 (Figure 38-A). 

Figure 38 - Structure et métabolisme du 18F-FDG. (A) Structure chimique du FDG : le 18F-FDG est un analogue du glucose dont 
le groupe hydroxyle en position 2 a été changé par un fluor 18. (B) Transport et métabolisme du 18F-FDG : le mécanisme 
d'absorption du 18F-FDG est similaire à celui du glucose, le 18F-FDG est transporté dans le compartiment intracellulaire par le 
transporteur GLUT1 et est métabolisé par l'hexokinase et la glucose-6-phosphatase. Par la suite il est piégé dans la cellule, 
car il ne peut pas subir de glycolyse. (Source : Speirs et al, 2015) 

Le 18F-FDG pénètre dans la cellule selon les mêmes modalités que le glucose. Glucose et 18F-

FDG sont alors métabolisés respectivement en glucose-6-phosphate et 18FDG-6-phosphate par 

l he oki ase. Les oies ta oliques du glucose et du 18F-FDG divergent alors : le glucose 

poursuit son métabolisme (glycolyse) alors que 18F-FDG est pas ta olis  la pe te du 

groupe hydroxyle empêchant sa transformation en fructose-6-phosphate) (Figure 36-B).  

Compte tenu de cette impasse métabolique tissulaire, le 18FDG et son métabolite le 18FDG -6-

phosphate s a u ule t da s la ellule. Cette particularité cinétique permet d estimer le 

métabolisme du glucose (MRGlu exprimé en mol/min/100ml) en utilisant un modèle 

pharmacocinétique non compartimentale appelé analyse graphique de Patlak. Cette méthode 

permet de déterminer, à partir de la radioactivité tissulaire et de la radioactivité sanguine 

émise par le 18F-FDG, le taux de captation tissulaire (Ki*) du 18F-FDG (Patlak et al, 1983). Ce 

modèle nécessite donc l utilisatio  d u e fo tio  d e t e. Co pte te u des diffi ult s 

thodologi ues pou  o te i  u e fo tio  d e t e de a i e o o ita te à l a uisitio  

TEP, la fo tio  d e t e a t  d te i e pou  ha ue a i al à pa ti  d u  olu e d i t t 

(VOI) au i eau de la ei e a e i f ieu e fo tio  d e t e d i e de l i age  (Lanz et al, 

2014). 

Elément sous droit, diffusion non autorisée
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Le M‘Glu pou ait alo s t e esti  pa  l e p essio  ci-dessous. 

MRGlu = 
[���]�� ∗ Ki*

La concentration plasmatique de glucose [Glu] correspondait à la glycémie capillaire avant 

l a uisitio . La « lumped constant (LC) » correspondait à une constante, déterminée pour 

ha ue esp e, pe etta t d esti e  le MRGlu à partir de celui du 18F-FDG compte tenu des 

différences métaboliques décrites plus hautes (Tokugawa et al, 2007). La modélisation était 

effectuée par le logiciel PKIN® 3.6 (PMOD Technologies LLC) 

VII.C.3.b - Modèle pharmacocinétique utilisant une région de référence

L i age ie TEP pe et d tudie  e tai es p op i t s des eu o epteu s in vivo, grace à 

l utilisatio  de adiot a eu s spécifiques d u e i le pha a ologi ue d i t t. La sp ifi it  

du signal TEP associé à l i te a tio  d u  adiot a eu  a e  sa i le est déterminée par une 

analyse pharmacocinétique des données. La méthode classique est une approche 

o pa ti e tale, ui essite sou e t la esu e i asi e d u e fo tio  d e t e a t ielle. 

Cependant, il existe des approches non-invasives basées sur l utilisatio  d u e gio  de 

f e e, ui est u e gio  ale ui e p i e pas la i le tudi e. Le od le “‘TM 

(Simplified reference tissue compartmental model) a été utilisé pour tudie  l i te a tio  

spécifique de la 11C-buprénorphine et du 11C-flumazénil avec leurs cibles cérébrales dans nos 

conditions expérimentales (Lammertsma and Hume, 1996). Le modèle SRTM permet d ta li  

une relation mathématique entre les courbes de radioactivité au cours du temps dans les 

tissus d i t t et la ou e de adioa ti it  au ou s du te ps da s u e gio  dite de 

f e e où, pa  d fi itio , il e iste pas de fi atio  sp ifi ue du adiot a eu  

(Lammertsma and Hume, 1996). Cette app o he pe et d esti e  le pote tiel de liaiso  

(BPND) qui reflète le rapport entre la densité totale de récepteur (Bmax) sur la constante de 

dissociation du radiotraceur pour ce récepteur (Kd).  

L utilisatio  du modèle SRTM nécessitait do  d un tissu de référence. Cette région était bien 

identifiée chez le rat pour le 11C-flumazénil ; il s agit du po t (Parente et al, 2017). Pour la 11C-

buprénorphine, u e telle gio  tait pas o ue chez le rongeur. Elle a nécessité de mettre 

en évidence une liaison réversible de la 11C-buprénorphine pa  l i je tio  d u e dose 

pharmacologique de buprénorphine afi  d ide tifie  une région dépourvue de fixation 

spécifique. La modélisation a été effectuée par le logiciel PKIN® 3.6 (PMOD Technologies LLC) 
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VIII.C.3.c - Analyse des données modélisées

Les do es od lis es pou aie t fai e l o jet d u e a al se gio ale o e pou  les 

courbes de radioactivité au cours du temps. La aleu  de ha ue pa a t e d i t t od lis  

da s u e gio  d fi ie da s l atlas de “ hiffe  (Schiffer et al, 2006) pouvait ainsi être 

comparée entre les groupes. 

Cette analyse gio ale sulta t de l tude de gio s ales d fi ie a priori, les données 

pouvaient également être analysées selon une méthode dite paramétrique. Dans cette 

odalit  d a al se, le pa a t e od lis  tait pas al ul  pou  u  g oupe de o el, ais 

d te i  pou  ha ue o el de l i age PXMOD, PMOD Te h ologies LLC . O  o te ait alo s 

une image paramétrique ou chaque voxel correspondait à la valeur du paramètre normalisé 

au sei  du o el de l i age i itial. Les images de chaque groupe étaient comparées ensuite 

voxel à voxel par le logiciel SPM8® (University College London). Un modèle général linéaire 

était appliqué pour décrire la variabilité des données (effets expérimentaux, effets 

confondants, variabilité résiduelle). Compte tenu du fait ue l a al se po tait su  l e se le 

des o els et u u  test statistique était réalisé pour chaque voxel des corrections statistiques 

étaient effectuées pour limiter le nombre de faux positifs. 
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Pa tie  : A ti les 

I - Projet 1 : I t g atio  de do es d i age ie à des do es 

pharmacodynamiques pou  l tude de la eu opha a ologie 

de molécules psychoactives chez le rat : application à 

l asso iatio  flecainide/modafinil  

I.A - Contexte 

Ce projet a t  alis  da s le ad e d u  o t at de e he he et d une collaboration avec la 

société Theranexus, start-up initialement incubée au CEA, qui développe des médicaments en 

partenariat avec la recherche académique. Leur innovation pharmacologique repose sur la 

odifi atio  des p op i t s pha a ologi ues d u  di a e t e ista t (comme le 

modafinil), déjà développé dans le traitement de maladies neurologiques (ici la narcolepsie), 

en y associant des modulateurs des connexines (comme le flécaïnide).  

Le modafinil est un psychostimulant non amphétaminique recommandé comme traitement 

symptomatique de première intention de la narcolepsie par les agences européenne et 

américaine du médicament. La narcolepsie est un trouble neurologique rare caractérisé par 

une somnolence diurne excessive associée (narcolepsie type 1, NT1) ou non (narcolepsie type 

2, NT2) à la cataplexie. Le modafinil favorise l'éveil et améliore les performances cognitives 

chez les sujets sains privés ou non de sommeil. Chez les patients narcoleptiques, le modafinil 

induit une diminution significative de la somnolence diurne excessive. Cependant, ses effets 

sur la cataplexie sont limités (Scammell, 2015). 

Les mécanismes impliqués dans l'action du modafinil sur le système nerveux central sont 

complexes et restent incomplètement connus (Minzenberg and Carter, 2008). Néanmoins il a 

été montré que le modafinil modulait l a ti it  ellulai e des ast o tes e  aug e ta t la 

communication inter-astrocytaire via les connexines (protéines transmembranaires de 

jonctions communicantes) (Clasadonte et al, 2017; Franco-Pérez and Paz, 2009; Franco-Pérez 
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et al, 2012). Pa  ailleu s plus e e t il a t  o t  ue l adjo tio  de fai le dose de 

fl aï ide u  odulateu  de la o e i e C  a lio ait hez la sou is l a tio  du modafinil 

sur la cognition et la somnolence. Cette association avait par ailleurs une action anti-

narcoleptique qui est faible ou inexistante pour le modafinil seul (Duchêne et al, 2016; Lu and 

Chen, 2016). L asso iatio  flécainide + modafinil a été développée sous le nom de THN102. 

I.B - Objectifs 

Les objectifs de ce travail étaient de coupler les données pharmacodynamiques (activité 

locomotrice) en comparant les différentes modalités de traitement à des données 

pharmacocinétiques ex vivo (dosages plasmatiques et cérébraux) et métaboliques in vivo 

cérébrales (imagerie TEP utilisant le 18F-FDG). Le but était de d o t e  ue l a tio  

pharmacodynamique, déjà observée chez la souris, était liée à une activation cérébrale 

supérieure avec le THN 102 comparé au modafinil ou au flécaïnide seul tout en vérifiant 

l a se e d i te a tio  pha a o i ti ue entre le modafinil et le flécaïnide.  

Le sujet de ce travail ne faisait pas partie de la thématique de thèse à proprement dit. Ma 

pa ti ipatio  à e p ojet a o sist  e  la alisatio  et l a al se de la pa tie TEP. Adeli e 

Duchêne post-doctorante chez Theranexus a réalisé la partie pharmacodynamique et les 

dosages plasmatiques et cérébraux des médicaments. L a ti le a t  it pa  ous deu  et 

nous en sommes co-premiers auteurs. 

Ce projet, réalisé en début de thèse, avait pour objectif la mise en place des procédures 

d a uisitio  TEP chez le petit animal avec un traceur ayant une plus longue période que le 

carbone- . Aussi, u  t a ail i po ta t d a al se et d i te p tatio  des images (recalage et 

normalisation) a été réalisé afin de modéliser les para t es eu opha a o i ti ues d u  

t a eu  la ge e t p ou  u est le 18F-FDG. Ce travail a donc permis de poser des bases 

méthodologiques essentielles à mon apprentissage pour mener à bien mon projet de thèse. 

I.C - Schéma expérimental 

Compte tenu de la solutio  de l i age ie TEP, le rat a été choisi comme modèle 

expérimental et préféré à la souris, afin de permettre une analyse régionale plus fine des 
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gio s ales i pli u es da s l a tio  des traitements. La dose de modafinil utilisée était 

celle déjà décrite dans la littérature o e ta t espo sa le d u  effet th apeuti ue 

si ilai e à elui o se  hez l Ho e (Gozzi et al, 2011). La dose de flécainide était la même 

que celle utilisée dans une étude précédente chez la souris (Duchêne et al, 2016). Les rats 

étaient randomisés chaque jour de procédure expérimentale en 4 groupes (N=5 par groupe) 

pour recevoir soit les véhicules i.v, soit le modafinil + véhicule i.v à la dose de 10 mg/kg, soit 

le flécaïnide + véhicule i.v à la dose de  g/kg, soit l asso iatio  modafinil + flécainide i.v 

(THN102).  

I.C.1 - Mesu e de l a ti it  ta oli ue ale utilisa t l i age ie TEP au 18F-FDG 

Le jour de la procédu e e p i e tale, les ats à jeu  depuis la eille, e e aie t l u  des 

quatre traitements par voie i.v. T e te i utes ap s, l a uisitio  d a i ue tait d ut e 

e  e te ps ue l i je tio  de 18F-FDG (1 mL 18F-FDG – dose moyenne 42,2 ± 26,3 MBq – 

i.v à la se i gue le t i ue su   i ute . La du e d a uisitio  tait de  i . U e gl ie

apillai e tait esu e pou  ha ue at a a t le d ut de l a uisitio . 

I.C.2 - Mesu e de l a ti it  lo o ot i e 

“u  u e s ie d a i au  diff e te, immédiatement après administration des traitements i.v., 

les ats taie t pla s da s u e age e  ple iglas et l a ti it  lo o ot i e tait esu e. 

I.C.3 - Dosages plasmatiques et cérébraux 

“u  u e s ie d a i au  diff e te,  minutes après avoir reçu soit le modafinil seul i.v. ou 

en association avec le flécaïnide i.v., un échantillon de sang était prélevé et centrifugé puis le 

cerveau du rat était up  pa  d apitatio  ap s e sa gui atio  de l a i al. 

I.D - Analyse statistique 

Les résultats de la locomotion et des données pharmacocinétiques étaient exprimées en 

moyenne ± SEM. La différence était considérée comme significative à un seuil de p <0,05. 

L'analyse statistique a été réalisée à l'aide du logiciel Graphpad (GraphPad Prism version 7). 

La distance cumulée parcourue au cours du temps a été comparée à l'aide d'une ANOVA à 
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mesures répétées à deux facteurs, suivie du test de comparaison multiple de Bonferroni. 

Enfin, les concentrations sériques et cérébrales de modafinil ont été comparées en utilisant 

un t-test de Student non apparié  

La comparaison entre les groupes pour les images paramétriques a été effectuée en utilisant 

un modèle ANOVA dans SPM8. Un seuil de de significativité < 0,05 (non corrigé pour les 

comparaisons multiples) et une taille de groupe de voxels minimale de 200 étaient requis. 

Seuls les groupes de voxels ayant un seuil de significativité < 0,05 (corrigé pour des 

comparaisons multiples) ont été considérés. Les groupes de voxel significativement différents 

ont été localisés anatomiquement en utilisant l'atlas du cerveau de rat de Paxinos et Watson. 

I.E - Résultats 

La gl ie apillai e a a t et ap s l i age ie TEP tait pas diff e te e t e les g oupes. Le 

THN  aug e tait l a ti it  spo ta e hez le at e  o pa aiso  au flécainide et au 

modafinil seul. Cette diff e e pha a od a i ue tait pas li e à u e i te a tio  

pharmacocinétique périphérique ou centrale entre le modafinil et le flécainide. En revanche 

elle s a o pag ait 1) d u e aug e tatio  o o ita te de la aptatio  elati e du glu ose 

dans le groupe THN102 comparé aux groupes vehicule, modafinil, flécainide notamment dans 

les régions corticales et sous-corticales impliquées dans la régulation du cycle nycthéméral et 

2) d u e aug e tatio  o o ita te du ta olis e du glu ose da s le g oupe THN

comparé au groupe MOD seul dans ces mêmes régions. 

La figure 39 o t e l e se le des sultats o te us a e  la o alisatio  pa  le e eau 

e tie . Les diff e es de sig ifi ati it  e t e ette app o he et l app o he M‘Glu peut t e 

expliquée par une meilleure normalisation des images par cette approche (Figure 40) 

I.F - Discussion et conclusion 

L i age ie TEP, alis e da s des o ditio s pa all les à elles d tudes 

pha a od a i ues, pe et de d te i e  les gio s ales i pli u es da s l effet 

d u  di a e t. L i age ie TEP o stitue do  u  outil p ieu  pou  l tude des 
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mécanismes au  à l o igi e des effets eu opha a ologi ues et/ou eu oto i ues des 

médicaments et ce, in vivo et de manière non-invasive.  

Dans le cas de cette étude, les différences pharmacodynamiques caractérisant le THN102 en 

comparaison au flécainide et au modafinil seuls semblaient être liées à l aug e tatio  du 

ta olis e glu idi ue ale et do  de l a ti it  ale da s les gio s o ti ales et 

sous-corticales impliquées dans la régulation du cycle nycthéméral.  

Figure 39 - Comparaison de la captation de glucose entre le groupe THN102 et les groupes contrôle (VEH), flecainide (FLEC) 
et modafinil (MOD) (SPM8®) 
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Figure 40 - Coefficient de variation regional intra-groupe en fonction de la méthode utilisée pour décrire la consommation 
cérébrale de glucose. 
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II - Projet 2 : Étude multimodale des mécanismes impliqués 

da s l i te a tio  up o phi e/diaz pa  à l o igi e d u e 

dépression respiratoire 

II.A - Contexte  

L effi a it  de la thado e et de la up o phi e est p o a le e t comparable dans le 

t aite e t des t ou les de l usage des opioïdes (West et al, 2000). En revanche, la méthadone 

est associée à une plus grande mortalité en comparaison avec la buprénorphine (Bell et al, 

2009). Cette différence est attribuée aux effets respiratoires plafonnées de la buprénorphine 

et à so  a ti it  d ago iste pa tiel des récepteurs  (Cowan et al, 1977; Walsh et al, 1994). 

L aut e pa ti ula it  de la up o phi e, pa  appo t au  aut es opioïdes, est ue la 

d p essio  espi atoi e u elle e ge d e est peu ou pas e e s e pa  la alo o e, 

l a tago iste des epteu s opioïdes utilis  e  p atique clinique (Megarbane et al, 2010). 

Cependant, dès les premières années de sa commercialisation, des décès impliquant la 

buprénorphine ont été rapportés essentiellement dans deux circonstances : lorsque la 

buprénorphine était mésusée (comprimés pilés injectés) et su tout lo s u elle tait 

ad i ist e a e  d aut es ps hot opes, au premier rang desquels les benzodiazépines 

(Pirnay et al, 2004). La co-consommation fréquente de benzodiazépines chez les usagers 

d opioïdes esti e e t e  et  %  peut t e e pliquée par leurs effets positifs sur les effets 

psychoactifs des opioïdes (Jones et al, 2012). Mieux comprendre cette interaction, pour la 

prévenir et la traiter, est aujou d hui u  e jeu majeur. La buprénorphine est, en effet, de plus 

en plus utilisée et supplante dans certains pays la prescription de méthadone (Wakeman and 

Barnett, 2018).  

Depuis plusieurs années, les a is es de ette i te a tio  o t t  tudi s. L h poth se 

d u e i te a tio  pha a o i ti ue p iph i ue se le e lue (Alhaddad et al, 2012; 

Hreiche et al, 2006). E  e a he l h poth se d u e i te a tio  eu o-pharmacocinétique 

et/ou réceptologique et/ou pharmacodynamique reste à démontrer.  
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II.B - Objectifs  

Ce p ojet o stitue le œu  de o  t a ail de th se. L o je tif de e t a ail tait d tudie  les 

hypothèses neuro-pharmacocinétique, réceptologique et pharmacodynamique chez le rat 

selon une approche multi-modale in vivo afi  d lu ide  les a is es i pli u s da s les 

effets dépresseurs respiratoires de l i te a tio  e t e la up o phi e et les 

benzodiazépines.  

II.C - Schéma expérimental  

Les précédentes études expérimentales, chez le rat, avaient été principalement réalisées avec 

le flunitrazépam dans les années 2000 qui était alors la benzodiazépine la plus utilisée chez les 

toxicomanes. Le flunitrazépam ayant été retiré du marché, la o so atio  s est epo t e 

sur le diazépam que nous avons utilisé dans cette étude. La dose choisie a été celle rapportée 

da s la litt atu e o e i duisa t pas d effets espi atoi es li i ue e t sig ifi atifs 

(McCormick et al, 1984). La dose de buprénorphine était celle utilisée dans le modèle 

développé au sein de notre équipe (Hreiche et al, 2006). 

II.C.1 - ́tude des effets espi atoi es du diaz pa , de la up o phi e et de l asso iatio  

diazépam/buprénorphine sur la fonction respiratoire 

Les rats étaient randomisés en 4 groupes par procédure expérimentale pour 

recevoir concomitamment soit : les solvants (Tween 10% 1ml/kg sous cutané (s.c.) et 1ml/kg 

i.p., groupe contrôle), soit diazepam 20 mg/kg s.c. + Tween 10% 1 ml/kg i.p., soit Tween 10% 

1 ml/kg s.c. + buprénorphine 30 mg/kg i.p. soit diazepam 20 mg/kg s.c. + buprénorphine 30 

mg/kg i.p. 

Trois procédures expérimentales ont été réalisées : 

 Une première série de rats avec mesure des gaz du sang à T-30, T-15, T-5, T0, T5, T10, T15, 

T30, T , T , T , T  T  d fi issa t le te ps d i je tio  des p oduits  

 Une seconde série de rats avec mesure des temps et volumes respiratoires par 

pléthysmographie corps entier à T-5, T0, T5, T10, T15, T30, T60, T120, T180, T240 (T0 

définissant le temps d i je tio  des p oduits  
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 Une troisième série de rats a e  e egist e e t de l le t o og a e diaph ag ati ue 

entre T-  et T  T  d fi issa t le te ps d i je tio  des p oduits  

II.C.2 - I pa t d u  p t aite e t pa  a tago istes des epteu s opioïdes et GABA sur la 

d p essio  espi atoi e i duite pa  l asso iatio  diazepa / up o phi e. 

Les rats étaient randomisés en 2 groupes de 6 rats pour chaque antagoniste (antagoniste et 

solvant) et chaque procédure expérimentale (gaz du sang et pléthysmographie). Les doses et 

le d lai a a t l i je tio  de diaz pa  et de buprénorphine étaient décrits dans la littérature 

comme entrainant une activité antagoniste maximale. Par ailleurs, aucun des antagonistes 

opioïdes taie t d its pou  e t ai e  des effets espi atoi es (Chevillard et al, 2009). En 

l a se e de do es pou  le flu az il et le s alof e ous a o s ifi s l a se e d effet 

de ces molécules sur les données des gaz du sang et de pléthysmographie (N=3). 

Ils recevaient respectivement : 

 Naloxonazine [antagoniste des récepteurs µ] 10 mg/kg ou eau distillée 1 ml/kg i.v. 5 min 

avant l i je tio  de diaz pa   g/kg s. . + buprénorphine 30 mg/kg i.p. 

 No BNI [a tago iste des epteu s κ] ou eau distillée 1 ml/kg i.v. 6 h avant l i je tio  de 

diazépam 20 mg/kg s.c. + buprénorphine 30 mg/kg i.p.  

 Nalt i dole [a tago iste des epteu s ] 3 mg/kg ou eau distillée 1 ml/kg s.c. 45 min 

avant l i je tio  de diazépam 20 mg/kg s.c. + buprénorphine 30 mg/kg i.p. 

 Flumazénil [antagoniste des récepteurs GABA-A] 10 mg/kg ou Tween 10% 1 ml/kg s.c. 20 

min avant avant l i je tio  de diaz pa   g/kg s. . + buprénorphine 30 mg/kg i.p. 

 Saclofène [antagoniste des récepteurs GABA-B] : 11,2 mg/kg ou sérum physiologique 

1ml/kg s.c. 15 min avant l i je tio  de diaz pa   g/kg s. . + buprénorphine 30 mg/kg 

i.p. 

Deux procédures expérimentales ont été réalisées : 

 Une première série de rats avec mesure des gaz du sang à T-30, T-15, T-5, T0, T5, T10, T15, 

T , T , T , T , T  T  d fi issa t le te ps d i je tio  des p oduits  

 Une seconde série de rats avec mesure des temps et volumes respiratoires par 

pléthysmographie corps entier à T-30, T-15, T-5, T0, T5, T10, T15, T30, T60, T120, T180, 

T  T  d fi issa t le te ps d i je tio  des p oduits  



 VODOVAR Dominique – Thèse de doctorat - 2018 

 112 

II.C.3 - I pa t d u  p t aite e t pa  diaz pa  su  l e positio  ale et la fixation 

cérébrale de 11C-buprénorphine 

II.C.3.a - ‘e he he d u e gio  de f e e  

Les rats étaient randomisés en 2 groupes (N=2). Dans un premier groupe les rats recevaient 

une injection de 11C- up o phi e sui ie d u e a uisitio  TEP d a i ue de  i . Da s 

un second groupe les modalités étaient les mêmes hormis une injection de buprénorphine 

« froide » à 0,15 mg/kg i.v. après  i  d a uisitio . 

II.C.3.b- Impact du diazépam sur la fixation cérébrale de 11C-buprénorphine 

La fixation cérébrale de 11C-buprénorphine i.v. a été évaluée chez 10 rats : 5 rats ayant reçu 

une injection s.c. de T ee  %  i  a a t l i je tio  de 11C-buprénorphine et 5 rats traités 

par diazépam 20 mg/kg s.c.  i  a a t l i je tio  de 11C-buprénorphine i.v. Les acquisitions 

TEP étaient réalisées sous anesthésie (isoflurane 2%) et de manière dynamique pendant 60 

min. La fixation cérébrale 11C-flumazénil était estimée par le calcule du BPND par le modèle 

SRTM dans les deux conditions expérimentales. 

II.D - Analyse statistique 

Pou  l a al se des olu es espi atoi es, des gaz du sa g et de l ele t o og a e, les 

données étaient normalisées par rapport aux données moyennées o te ues a a t l i je tio  

des traitements.  

Les résultats étaient exprimés en moyenne ± SEM. Pour analyser simultanément l'effet du 

temps (jusqu'à 240 min) et l'effet des traitements sur chaque paramètre étudié et pour 

chaque animal, nous avons effectué une analyse de variance à deux facteurs (ANOVA) suivi de 

tests de comparaisons multiples avec correction de Bonferroni. Les aires sous la courbe (AUC) 

étaient calculées en utilisant la méthode trapézoïdale pour analyser l'effet global de chaque 

médicament sur chaque paramètre et chez chaque animal pendant les 60 premières minutes 

après l'administration du médicament (Tallarida and Murray, 1987). Les AUCs étaient 

o pa es à l'aide d u  t-test de “tude t ou d u e ANOVA à u  fa teu  suivies de tests de 

comparaisons multiples avec correction de Bonferroni. Dans l'étude TEP, le BPND entre les 



 VODOVAR Dominique – Thèse de doctorat - 2018 

 113 

deux groupes était comparé par un t-test de Student. Une comparaison voxel a voxel a 

également été réalisée sur des images paramétriques selon les mêmes modalités que dans le 

premier projet.  

Pour étudier l'interaction entre le diazépam et la buprénorphine sur chaque paramètre, nous 

avons construit un tableau des AUCs 2x2 (diazépam ou non x buprénorphine ou non) et 

effectué une ANOVA à deux facteurs (Slinker, 1998).  

Tous les tests ont été réalisés en utilisant le logiciel GraphPad (GraphPad Prism version 5). Un 

seuil de p < 0,05 était considéré comme significatif. 

II.E - Résultats  

Le diazépam ou la buprénorphine seuls i duisaie t pas de d p essio  espi atoi e. E  

revanche, l asso iatio  des deu  ol ules e trainait une dépression respiratoire 

cliniquement significative.  

La aisse de la f ue e espi atoi e tait se o dai e à l allo ge e t du te ps i spi atoire 

lié à la buprénorphine et au raccourcissement limité du temps expiratoire lié au diazépam. La 

diminution du volume courant était secondaire aux effets du diazépam sur la fonction 

diaphragmatique alors que la buprénorphine augmentait la contraction et le travail du 

diaphrgame (tendance). 

L e t e da s le e eau des ats de la 11C-buprénorphine, comme sa fixation aux récepteurs 

opioïdes, taie t pas odifi es e  p se e de diaz pa . 

Le prétraitement par antagoniste des récepteurs opioïdes et GABA montrait une réversion de 

ces effets respiratoires par la naloxonazine et le flumazénil. 

II.F - Discussion et conclusion  

La dépression respiratoire observée au cours des intoxications par diazépam et buprénorphine 

résultait de la combinaison des effets pharamacodynamiques des deux molécules et non 

d u e i teraction neuropharmacocinétique ou réceptologique. Cette interaction impliquait les 

récepteurs opioïdes  et GABA-A. 
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What We Already Know about This Topic 

• Despite its partial mu-opioid receptor agonist activity with ceiling respiratory effects, respiratory 

depression has been attributed to buprenorphine, mainly in patients combining buprenorphine and 

benzodiazepines. 

• Benzodiazepines are unlikely to alter peripheral disposition and elimination of buprenorphine. 

What This Article Tells Us That Is New 

• Interaction between diazepam and buprenorphine is not related to diazepam-induced alterations in 

brain buprenorphine distribution or buprenorphine binding to the brain opioid receptors. 

• Respiratory depression resulting from the diazepam/buprenorphine combination is due to the 

combination of the physiological effects of each drug on ventilation parameters.   

  



 VODOVAR Dominique – Thèse de doctorat - 2018 

 117 

ABSTRACT 

Background: Despite its partial mu-opioid receptor (OR) agonist activity with ceiling respiratory 

effects, respiratory depression has been attributed to buprenorphine (BUP), the prescription of which 

has been encouraged to combat the opioid overdose crisis. Deleterious benzodiazepine (BZD)/BUP 

interactions have been hypothesized, but the mechanisms remain poorly understood. We conducted a 

rat study aiming to investigate three possible mechanisms of BZD/BUP interaction including 1- BZD-

induced increase in brain BUP distribution; 2- BZD-induced potentiation of BUP interaction with ORs; 

and 3- the combination of BUP- and BZD-related effects on ventilation.   

Methods: We studied the neuro-respiratory effects of BUP (30 mg/kg, intraperitoneally), diazepam 

(DZP, 20 mg/kg, subcutaneously) and their combination using arterial blood gas, plethysmography and 

diaphragm electromyography. Pretreatments with various receptor antagonists were administered. The 

impact of DZP on11C-BUP brain binding and distribution was studied using PET imaging. 

Results: In contrast to DZP and BUP alone, the DZP/BUP combination significantly induced early-

onset sedation (P<0.001), hypothermia (P<0.01) and respiratory depression (P<0.001). Based on our 

PET investigation, DZP pretreatment did not alter 11C-BUP kinetics or binding potential in tested brain 

regions. DZP/BUP combination-induced effects on inspiratory time were additive and abolished by 

naloxonazine (P<0.05), with negligible contribution of DZP compared to BUP (P<0.001). DZP/BUP 

combination-attributed effects on expiratory time were non-additive (P<0.01), significantly different 

from BUP- (P<0.05) but not DZP-induced effects and abolished by flumazenil (P<0.001). DZP/BUP 

combination-attributed effects on tidal volume were non-additive (P<0.01), significantly different from 

DZP- (P<0.05) and BUP-induced effects (P<0.001) and abolished by naloxonazine (P<0.01) and 

flumazenil (P<0.05). Similarly to DZP, the DZP/BUP combination significantly decreased diaphragm 

amplitude contraction compared to BUP (P<0.05).   

Conclusions: The DZP/BUP combination is responsible for respiratory depression. We ruled out DZP-

induced alteration in brain BUP kinetics and binding to ORs. Pharmacodynamic parameters and 

antagonist pretreatments strongly argue that DZP/BUP combination-induced respiratory depression 

results from the combination of each of the drug-induced effects on ventilation.    
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Introduction 

Opioid overdose is a major public health concern worldwide representing the first cause of drug-related 

deaths in the US.1 Buprenorphine (BUP), a partial mu-opioid receptor (OR) agonist with respiratory 

ceiling effects, is increasingly used as maintenance treatment in opioid-dependent patients. Recently, 

BUP prescription has been encouraged to limit the opioid overdose crisis.2 However, despite its well-

established safety pattern, fatalities and respiratory depression have been reported in BUP-treated 

patients.3,4 Toxicity has been mainly attributed to the benzodiazepine (BZD)/BUP combination, 

suggesting deleterious drug-drug interactions.  

Preclinical studies strongly supported the onset of deleterious BZD/BUP interaction on respiration, 

although the exact mechanisms involved remained poorly understood. In the rat, neither BUP alone (up 

to 80% of its lethal dose-50%) nor BZDs alone induced significant respiratory depression, while their 

combination did.5-14 In vivo and in vitro studies consistently showed that BZDs were not likely to alter 

peripheral BUP disposition and elimination10,12,15,16. Interestingly, norbuprenorphine, the major active 

BUP metabolite by cytochrome P450 (CYP)3A, was shown to be a potent respiratory depressor 

transported by the P-glycoprotein, in contrast to BUP.6,11,17 In P-glycoprotein-knockout mice, BUP was 

responsible for respiratory depression attributed to the lack of P-glycoprotein-mediated N-BUP efflux 

at the blood-brain barrier.18,19  

Since BZDs are neither CYP3A inducers nor P-glycoprotein inhibitors, hypotheses of increase in N-

BUP production and/or brain uptake appeared unlikely to explain respiratory depression resulting from 

the BZD/BUP interaction. We hypothesized three alternative mechanisms including increased brain 

distribution of BUP in relation to BZDs (hypothesis 1); BZD-mediated potentiation of BUP interaction 

with ORs (hypothesis 2); and the additive or non-additive combination of BUP- and BZD-related effects 

on ventilation (hypothesis 3).   

Therefore, we designed the following rat study aiming to investigate the neuropharmacokinetic, 

receptologic and pharmacodynamic components of diazepam (DZP)/BUP interaction in vivo. A rat 

model mimicking respiratory depression observed after DZP/BUP co-administration was used. A 

multimodal in vivo approach including plethysmography, arterial blood gas, diaphragm electromyogram 

(EMG) and carbon-11 radiolabeled BUP (11C-BUP) positron emission tomography (PET) imaging was 

performed. Selective γ-aminobutyric acid-receptor (GABA-R) and OR antagonists were used to clarify 

the contribution of each receptor system to the DZP/BUP interaction resulting in respiratory depression. 
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Materials and Methods 

The study was conducted in accordance with the French legislation and European directives on animal 

use in research. The protocol was approved by the local committee for animal experimentation 

(P2.BM.128.10 and APAFIS#7466-20-1611-04-1-7049220v2). 

 

Animals 

We used male Sprague-Dawley rats (Janvier, France) weighing 250-350 g on the day of experiment. 

They were housed in a temperature- and humidity-controlled facility, with 12h-dark-light cycles and 

free access to food and water. For surgery, anesthesia was performed using intraperitoneal (i.p.) 70mg/kg 

ketamine and 10mg/kg xylazine. At the end of experiment, rats were sacrificed using a CO2 chamber.  

 

Clinical parameters  

Drug-induced effects on temperature were continuously measured during plethysmography. Sedation, 

ataxia and tonus were assessed in 4 levels (from 0 to 3).13 Regarding sedation, rats were completely 

awake (stage 0), had reduced activity (stage 1), were asleep with no spontaneous motility (stage 2) or 

comatose (stage 3). Regarding ataxia, rats presented normal (stage 0), mildly impaired (stage 1), 

moderately impaired gait (stage 2) or abolished walking capacity (stage 3). Regarding tonus, rats had 

intact righting reflex (stage 0), intact righting reflex accompanied by diminished muscular tone (stage 

1), reduced righting reflex (stage 2) or no righting reflex (stage 3). Clinical parameters were obtained 

30, 15 and 5 min before and 5, 10, 15, 30, 60, 120, 180 and 240 min after drug injection.  

 

Arterial blood gas 

One day before the experiment, the rat was placed on a warming blanket with controlled temperature. 

The femoral artery was catheterized under anesthesia using a 30cm-silastic tubing with 0.94mm-external 

and 0.51mm-internal diameters (Dow Corning Co., Midland, USA). The arterial catheter was 

subcutaneously tunneled and fixed at the back of the neck. Heparinized saline was injected to prevent 

catheter thrombosis and obstruction. A 24h-recovery period was required to allow complete anesthesia 

washout. On the day of the experiment, the rat was placed in a horizontal Plexiglas cylinder (6.5cm-

internal diameter, up to 20cm-adjustable length) (Harvard Apparatus, Inc. Holliston, USA), modified 

by the addition of holes at the cephalic end to prevent CO2 rebreathing. After a 60min-period of 

accommodation, the catheter was exteriorized, flushed, and its patency verified. One-hundred-μl-blood 

was sampled and immediately analyzed using Rapidlab® 248 (Bayer Diagnostics, Germany) 5 min 
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before and, 5, 10, 15, 30, 60, 120, 180 and 240 min after drug injection. Every hour, 200μl heparinized 

0.9% NaCl were administered to avoid catheter clotting and compensate for volume loss.  

 

Plethysmography parameters  

Respiratory parameters were recorded in a whole-body plethysmograph by the barometric method.20 

The day of experimentation, the rat was placed in a rectangular 3l-Plexiglas chamber connected to a 

reference chamber of the same size by a high-resistance leak to minimize the effects of changes in room 

pressure. The chamber was continuously flushed with 5l/min-humidified air. During recording, the inlet 

and outlet tubes were temporarily clamped. Pressure changes associated with breath were recorded using 

a differential pressure transducer (Validyne MP, 45±3 cmH2O, Northridge, USA), connected to the 

chambers. During each measurement, calibration was performed by three injections of 1ml-air into the 

chamber. Ambient temperature was noted. Spirograms were recorded on a computer equipped with a 

PCI-DAS1000-data card (Dipsi, France) and analyzed using Acquis1-Software (CNRS, France). This 

technique was validated with a daily series of leak tests (a leak was signaled if reduction in the signal 

amplitude >33% in 5s).21 The limit of quantification corresponded to a minimum 70µl-air volume 

injected. Within the range of 100-300µl, volume measurements were linear. The coefficient of intra-day 

variability (four series of five measurements on the same day) was 0.19±0.04%. The coefficient of inter-

day variability (25 measurements on three different days) was 0.91±0.19%. We checked that CO2 

measured using an Ohmeda-5250-RGM capnograph during clamping periods did not exceed 0.6% of 

the air contained in the chamber (rebreathing test). 

Three days before the experiment, temperature transmitters (DSI, France) were implanted under 

anesthesia in the rat peritoneal cavity before recovery. On the experiment day, treatment was 

administered after a 60min-period of accommodation. The rat was gently removed for injection and 

replaced in the chamber. Respiratory parameters were recorded at 30, 15 and 5 min before and 5, 10, 

15, 30, 60, 120, 180 and 240 min after drug injection, each recording lasting ~60s. The tidal volume 

(VT), the inspiratory time (TI) and the expiratory time (TE) were measured. The total time (TTot=TI+TE), 

the respiratory frequency (f= 1/TTot) and the minute ventilation (VE=VT*f) were calculated. 

 

Diaphragm EMG 

EMG signal represents the electrical expression of neuromuscular stimulation resulting in muscle 

contraction.22 EMG measures the spontaneous electrical potential difference between two sites in a 

muscle, corresponding to a single motor unit action potential.23 Five days before the experiment, the rat 

peritoneal cavity was surgically opened under anesthesia and two insulated multi-stranded stainless-

steel wires fixed on the costal diaphragm using biological glue (3M®).24 Wires were connected to a 

telemetry transmitter (DSI, France) implanted in the peritoneal cavity (as described above). On the 



 VODOVAR Dominique – Thèse de doctorat - 2018 

 121 

experiment day, the rat was placed in a cage upon the telemetry platform (DSI, France). Signal was 

recorded continuously during a 60min-acclimatization period. The rat was gently removed for injection 

and replaced in the chamber. Signal was then recorded during 240 min. The demodulated electrical 

signal was high-pass filtered at 100Hz to eliminate electrocardiogram interferences, rectified to get only 

positive values (half-wave rectification), and smoothed using a low-pass filter to obtain an envelope 

equivalent of the modulating signal (Dataquest-A.R.T.4.3. DSI, France). The curve was converted into 

digital data. Six-second segments were analyzed at 30, 15 and 5 min before and 5, 10, 15, 30, 60, 120, 

180 and 240 min after drug injection. 

 

11C-BUP PET imaging 

PET imaging was conducted using an Inveon® microPET-CT scanner (Siemens, Germany).25 Anesthesia 

was induced and thereafter maintained using 3 and 1.5–2.5% isoflurane in O2, respectively. After 

catheterizing its caudal vein, the rat was placed into the microPET-CT-scanner with its head in the field 

of view. After CT-scan completion, dynamic PET acquisition started at the time of intravenous 11C-BUP 

injection. First, displacement experiments were performed to characterize 11C-BUP specific 

(displaceable) binding to brain regions and validate the cerebellum as reference region (devoid of 

specific binding).26 Then, impact of DZP exposure on brain exposure and receptor binding of 11C-BUP 

was investigated in vivo (90min-PET acquisition).  

PET data were reconstructed using the FORE+OSEM2D algorithm including normalization, 

attenuation, scatter and random corrections. To reduce noise and correct for partial volume effect, an 

iterative deconvolution using the point spread function of the scanner with temporal based denoising 

was applied to each image, as  previously validated in small animal PET imaging.27,28 

PET images were co-registered to an adult male Sprague-Dawley brain magnetic resonance imaging 

Schiffer’s template using the Pmod software (v3.6, Switzerland) as previously described.29 Time activity 

curves were generated from dynamic PET images in selected brain regions predefined in the template. 

Concentration of the radioactivity in each region was normalized by the injected dose and animal weight 

and expressed as standard uptake value. Brain exposure to 11C-BUP was estimated using the area under 

the curve (AUC) of the time-activity curve from 0 to 90 min. Pharmacokinetic modeling using the 

simplified reference tissue model (SRTM) and the cerebellum as reference region was performed to 

estimate 11C-BUP binding potential to selected brain regions (BPND=Bmax/KD, where Bmax represents the 

total density of receptors in the tissue and KD, the radioligand equilibrium dissociation constant). 

 

Drug preparation and dosage regimens 
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Neuro-respiratory effect study:  BUP hydrochloride (Schering-Plough, France) and DZP (Sigma–

Aldrich, France) were diluted in Tween® 10% (Sigma–Aldrich, France) to obtain 30 and 20mg/ml 

solutions, respectively. Drugs were administered at selected doses and routes (i.p. 30mg/kg BUP and 

subcutaneous (s.c.) 20mg/kg DZP), known not to induce respiratory depression when administered 

separately.5,30 Imaging experiments:  BUP (Buprecare®, Animalcare, UK) was diluted in saline to obtain 

a 0.15mg/ml solution and administered by the tail vein at 0.15mg/kg dose. 11C-BUP (CEA, France) was 

synthesized as previously described31 and diluted in saline to obtain 42.7±1.6 MBq in 1ml volume 

(specific radioactivity, 76.2±8.2 GBq/µmol). Antagonists: Naloxonazine dihydrochloride (NLZ, mu-

OR antagonist), nor-binaltorphimine dihydrochloride (nor-BNI, kappa-OR antagonist), naltrindole 

dihydrochloride (NTI, delta-OR antagonist), flumazenil (FMZ, GABAA-R antagonist), and saclofen 

(SAC, GABAB-R antagonist) were purchased from Sigma–Aldrich (France). All, except FMZ, were 

diluted in distilled water to obtain 5mg/ml NLZ, 3mg/ml nor-BNI, 2.5mg/ml NTI and 10mg/ml SAC 

solutions. FMZ was diluted in Tween® 10% to obtain a 10mg/ml solution. Antagonists were 

administered before DZP/BUP combination at times and doses known to ensure complete antagonism 

of various opioids and BZDs in the rat, i.e. i.v. 10mg/kg NLZ 5min before, s.c. 5 mg/kg nor-BNI 45min 

before, s.c. 3 mg/kg NTI 6h before, i.p. 10mg/kg FMZ 20min before and i.p. 11.2 mg/kg SAC 15min 

before DZP/BUP administration.32-34  

 

Study design 

Study 1 - Neuro-respiratory effects of DZP/BUP combination: For each sub-study, rats were 

randomized in four groups (N=6/group) to receive DZP or its vehicle immediately followed by BUP or 

its vehicle, defining the vehicle/vehicle, DZP/vehicle, vehicle/BUP, DZP/BUP groups. Thereafter, the 

clinical, blood gas (Study1a), plethysmography (Study1b) and EMG (Study1c) parameters were studied.  

 

Study 2 - Effects of DZP on 11C-BUP brain exposure and receptor binding: To validate the cerebellum 

as reference region, rats were randomized in two groups (N=2/group) to receive intravenous BUP 

(displacement group) or saline (control group), 30min after 11C-BUP administration (study2a). To assess 

the impact of DZP on the regional 11C-BUP exposure and receptor binding, rats were randomized in two 

groups (N=5/group) to receive DZP (DZP/11C-BUP group) or its vehicle (vehicle/11C-BUP group), 

15min (peak of respiratory effects) before 11C-BUP administration (study2b). 

 

Study 3 - Effects of GABA-R and OR antagonists: Preliminary experiments were performed to assess 

the absence of intrinsic respiratory effects of each GABA-R and OR antagonist (data not shown). For 

each antagonist, rats were randomized into ten groups (N=6/group) to receive the antagonist or its 
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vehicle (distilled water or Tween® 10%, as appropriate) followed by the DZP/BUP combination. 

Thereafter, the clinical, blood gas and plethysmography parameters were studied. 

 

Statistical Analysis 

Results were expressed as mean±SEM. For the clinical, blood gas, plethysmography and EMG 

parameters, T0 was the mean of the baseline measurements collected during the accommodation period. 

For each parameter and at each time, the measured value was corrected with its corresponding baseline 

value. To simultaneously analyze the effect of time (up to 240 min) and treatments on each studied 

parameter and for each animal, we performed a two-way analysis of variance (ANOVA) followed by 

multiple comparison tests with Bonferroni's correction. AUCs were calculated using the trapezoid 

method to analyze the global effect of each drug on each parameter and in each animal during the first 

60min after drug administration.35 AUCs were compared using Student t-tests or one-way ANOVA 

followed by multiple comparison tests with Bonferroni's correction, as appropriate. In the PET-imaging 

study, we compared the BPND using Student t-tests. To study DZP/BUP interaction on each parameter, 

we built a 2x2 (DZP or not x BUP or not) table of AUCs and performed a two-way ANOVA.36 Tests 

were performed using Prism v5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA). P-values < 0.05 were 

deemed significant.  

 RESULTS 

Study 1- Neuro-respiratory effects of the DZP/BUP combination 

Clinical findings. The DZP/BUP combination significantly deepened sedation, decreased tonus and 

increased ataxia in comparison to the other groups (P<0.001; Fig.1). DZP/BUP combination-related 

effects were of early-onset (at 5min) and peaked at 30min (for hypotonia) and 120min (for sedation and 

ataxia). Interestingly, hypotonia was more marked in the vehicle/BUP than the vehicle/vehicle group 

(P<0.05). DZP/BUP interaction was non-additive on sedation and ataxia (P<0.001) but additive on the 

tonus. The DZP/BUP combination significantly decreased body temperature compared to other groups 

(P<0.01). Temperature was lower in the DZP/vehicle versus vehicle/vehicle group (P<0.01) and higher 

in the vehicle/BUP versus vehicle/vehicle (P<0.01) and DZP/vehicle groups (P<0.001). DZP/BUP 

interaction on temperature was non-additive (P<0.001). 
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Arterial blood gas. The DZP/BUP combination significantly decreased arterial pH and increased 

PaCO2 in comparison to the other groups (P<0.01 and P<0.05, respectively; Fig.2A). DZP/BUP 

combination significantly decreased PaO2 in comparison to the vehicle/vehicle and DZP/vehicle groups 

(P<0.05 and P<0.01, respectively). Interestingly, increase in PaO2 was observed in DZP/vehicle versus 

vehicle/BUP (P<0.05). DZP/BUP combination-induced effects were of early-onset (at 5min), peaked at 

15min but were no longer significant after 30min. DZP/BUP interaction was non-additive on pH and 

PaCO2 (P<0.001 and P<0.05) and additive on PaO2. No differences regarding bicarbonates were 

observed (data not shown). 

 

Plethysmography. Significant increase in TI was observed in the vehicle/BUP and DZP/BUP groups in 

comparison to the vehicle/vehicle and DZP/vehicle groups (P<0.001). Significant decrease in TE was 

observed in all the groups in comparison to the vehicle/vehicle group (P<0.05) with more marked 

decrease in the vehicle/BUP versus DZP/vehicle and DZP/BUP groups (P<0.05). The DZP/BUP 

combination significantly decreased f (P<0.01), TTot (P<0.01), VT (P<0.05), and VE (P<0.001) in 

comparison to the other groups (Fig.2B). Interestingly, increase in f and Ttot was observed in the 

DZP/vehicle versus vehicle/vehicle group (P<0.05). DZP/BUP combination-induced effects on VE was 

of early-onset (5min), peaked at 15min, and were no longer significant after 30min. DZP/BUP 

interaction was additive on TI but not on TE (P<0.01), f (P<0.001), VT (P<0.01) and VE (P<0.001). 

 

Fig. 1. Effects of vehicle/vehicle (white), 
diazepam/vehicle (horizontal lines), 
vehicle/buprenorphine (vertical lines) and 
diazepam/buprenorphine (black) on rat 
sedation, tonus, ataxia and body 
temperature. Each group consisted of 6 rats. 
Values represent mean ± SEM of the area 
under the curve (AUC) of each parameter 
between the time of injection and 60min 
post-injection. Comparisons were performed 
using one-way ANOVA followed by 
multiple tests using Bonferroni’s correction. 
*P<0.05, **P<0.01, and ***P<0.001. (DZP, 
diazepam; BUP, buprenorphine). 
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Fig. 2. Effects of vehicle/vehicle (white), diazepam/vehicle (horizontal lines), vehicle/buprenorphine (vertical 
lines) and diazepam/buprenorphine (black) on arterial pH, PaCO2 and PaO2 (2A); and inspiratory time (TI), 
expiratory time (TE), total time (Ttot), respiratory rate (f), tidal volume (VT) and minute volume (VE) (2B). Each 
group consisted of 6 rats. Values represent mean ± SEM of the area under the curve (AUC) of each parameter 
between the time of injection and 60min post-injection. Comparisons were performed using one-way ANOVA 
followed by multiple tests using Bonferroni’s correction. *P<0.05, **P<0.01, and ***P<0.001. (DZP, diazepam; 
BUP, buprenorphine; PaCO2, arterial partial pressure of CO2; PaO2, arterial partial pressure of O2). 

 

Diaphragm EMG. The diaphragm workload and contraction amplitude were significantly increased in 

the vehicle/BUP versus DZP/vehicle (P<0.05) and DZP/BUP groups (P<0.01 and P<0.05, respectively; 

Fig.3). DZP/BUP interaction was additive. 
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Fig. 3. Typical diaphragm electromyogram obtained at 15min post-injection (3A) and effects of vehicle/vehicle 
(white), diazepam/vehicle (horizontal lines), vehicle/buprenorphine (vertical lines) and diazepam/buprenorphine 
(black) on diaphragmatic amplitude contraction and diaphragmatic workload (3B). Each group consisted of 6 rats. 
Values represent mean ± SEM of the area under the curve (AUC) of each parameter between the time of injection 
and 60min post-injection. Comparisons were performed using one-way ANOVA followed by multiple tests using 
Bonferroni’s correction. *P<0.05, **P<0.01, and ***P<0.001. (DZP, diazepam; BUP, buprenorphine). 
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Study 2 - Effects of DZP on 11C-BUP brain exposure and receptor binding 

Compared with baseline 11C-BUP brain kinetics, the injection of unlabeled BUP induced pronounced 

displacement of the radioactivity from the striatum, an OR-rich region, which highlighted the specific 

binding of 11C-BUP to receptors in this region (Fig.4B). Such displacement was not observed in the 

cerebellum, devoid of OR.26 DZP pretreatment did not increase 11C-BUP delivery to any tested brain 

region including the cerebellum and striatum (Fig.4C). DZP pretreatment did not induce significant 

changes in 11C-BUP BPND in any brain region (Fig.4C). 

 

 

Fig. 4. 11C-buprenorphine PET images obtained without (left) or with (right) pre-treatment by diazepam, 15min 
before (4A). 11C- buprenorphine time activity curves in cerebellum and striatum obtained without (control group, 
white circles) or with buprenorphine (displacement group, black squares) administered 20min after the beginning 
of PET acquisition (4B). Each group consisted of 2 rats. Results are expressed as mean ± SEM. Effects of diazepam 
on 11C-buprenorphine binding in selected brain regions in rats receiving baseline 11C-buprenorphine followed 15 
min later by Tween® 10% (vehicle/11C-buprenorphine, white) or diazepam (diazepam/11C-buprenorphine group, 
black) (4C).  Each group consisted of 5 rats. Results are expressed as mean ± SEM. (SUV, standard uptake value; 
11C-BUP, 11C-radiolabeled buprenorphine, BUP, buprenorphine; DZP, diazepam; VTA, Ventral tegmental area). 

 

Study 3 - Effects of GABA-R and OR antagonists. 

FMZ reduced DZP/BUP induced sedation and hypotonia (P<0.01; Table1). FMZ and NBNI reduced 

DZP/BUP combination-induced hypothermia (P<0.05 and P<0.01, respectively). FMZ and NLZ limited 

DZP/BUP combination-induced effects on pH (P<0.05) and PaCO2 (P<0.05). NTI, NBNI and SAC did 

not significantly alter DZP/BUP combination-induced effects on gas parameters. FMZ and NLZ reduced 

DZP/BUP combination-induced effects on VE (P<0.01). FMZ reduced DZP/BUP combination-induced 
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effects on TE (P<0.001), f (P<0.001) and VT (P<0.05). NLZ reduced DZP/BUP combination-induced 

effects on TI (P<0.05), f (P<0.01) and VT (P<0.01). SAC, NTI and NBNI did not significantly alter 

DZP/BUP combination-induced effects on plethysmography parameters. 

 

 GABA receptor antagonists Opioid receptor antagonists 

 FMZ SAC NLZ NTI NBNI 

Temperature  0 0 0  

Sedation  0 0 0 0 

Tonus  0 0 0 0 

Ataxia 0 0 0 0 0 

Arterial pH  0  0 0 

PaO2 0 0  0 0 

PaCO2  0  0 0 

TI 0 0  0 0 

TE  0 0 0 0 

TTot  0  0 0 

f  0  0 0 

VT  0  0 0 

VE  0  0 0 

Table 1. Effects of -aminobutyric acid (GABA) receptor antagonists (flumazenil and saclofen) and opioid 
receptor antagonists (naloxonazine, naltrindole and nor-binaltorphimine) on diazepam/buprenorphine 
combination-induced neuro-respiratory effects in the rat. Each group consisted of 6 rats. Each pre-treatment was 
compared to its respective control using Student t-tests (P < 0.05, P < 0.01, P < 0.001. DZP, diazepam; 
BUP, buprenorphine; FMZ, flumazenil; SAC, saclofen; NLZ, naloxonazine; NTI, naltrindole; NBNI, nor-
binaltorphimine; PaCO2, arterial partial pressure of CO2; PaO2, arterial partial pressure of O2;TI, inspiratory time; 
TE, expiratory time; TTot, total time;  f, respiratory rate; VT, tidal volume; VE, minute volume) 
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DISCUSSION 

By contrast to each drug administered alone, the DZP/BUP combination is responsible for marked 

respiratory depression in the rat. Our experimental approach ruled out DZP-induced increase in brain 

distribution of BUP and potentiation of BUP interaction with ORs. We demonstrated that respiratory 

depression related to the DZP/BUP combination results from the deleterious combination of the 

physiological consequences of each drug on ventilation.  

Our findings are consistent with previous rat studies describing the effects of BUP and DZP alone or in 

combination on blood gas and plethysmography. DZP and BUP alone (despite increase in TI balanced 

by decrease in TE) preserved VE and gas homeostasis.5-10,12-14,17,30,34,37-39 Conversely, the DZP/BUP 

combination reduced VT and f, resulting in a decrease in VE, respiratory acidosis and hypoxemia. 

Variability in intensity and duration of the observed respiratory effects previously reported8,9,11,13 could 

be attributed to differences in drug regimens, administration routes and types of BZD investigated.   

Our findings allowed clarification of the mechanisms involved in the DZP/BUP interaction. Using 11C-

BUP PET imaging, we demonstrated that DZP did not modify the whole brain and regional brain 

exposure to 11C-BUP, suggesting that DZP is unlikely to alter BUP transport across the blood-brain 

barrier (hypothesis1). This observation was consistent with previous in vivo data obtained using 

microdialysis and demonstrating that flunitrazepam did not increase BUP uptake in the rat striatum.11 

Pharmacokinetics modeling showed that DZP did not alter the specific binding of 11C-BUP with its brain 

targets, ruling out the hypothesis of DZP-induced changes in BUP interaction with ORs (hypothesis2). 

Our results contrast with ex-vivo studies showing regional decrease in mu-OR down-regulation after 

BUP administration in combination with various BZDs and analogues in the rat.40,41 Interestingly, 

chlorazepate, alprazolam, flunitrazepam, clonazepam, loprazolam and zolpidem but not DZP were 

investigated. Additionally, rats were sacrificed 24h after drug administration while our in vivo PET study 

measured BPND immediately after the administration, focusing on the consequences of the BZD/BUP 

combination on ORs at the time of respiratory depression onset, thus mimicking the clinical situation. 

Our data suggested that BZD-mediated alterations in BUP binding to ORs, reported with acute or 

chronic BZD administration, is not the mechanism accounting for the acute respiratory depression but 

did not preclude its possible contribution to alterations under chronic BUP treatment.  

We investigated the hypothesis that respiratory depression resulted from the combination of DZP and 

BUP-induced physiological effects on ventilation (hypothesis3). DZP/BUP combination-induced 

decrease in f was related to the combination of BUP-induced effects on TI and DZP-induced effects on 

TE. Since interaction between DZP/BUP on TI was additive and DZP-related effects on TI negligible, the 

observed increase in TI attributed to the DZP/BUP combination was almost exclusively due to BUP. In 

conformiation, NLZ pretreatment limited the decrease in TI expected from the DZP/BUP combination. 
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Therefore, our findings suggested that the loss of BUP-attributed ceiling effects when combined with 

DZP is not related to alterations in TI. By contrast, the decrease in TE related to the DZP/BUP 

combination was not significantly different from that obtained with DZP alone but significantly more 

limited than that observed with BUP alone. Additionally, interaction between DZP and BUP on TE was 

non-additive and FMZ pretreatment limited the decrease in TE related to the DZP/BUP combination. 

Both findings supported that DZP may overcome the BUP-attributed ceiling effects on f by reducing the 

BUP-induced decrease in TE. Surprisingly, respiratory depression resulting from the DZP/BUP 

combination did not result from an increase in TE, as would have been expected from any mu-OR 

agonist, which toxicity typically results from increase in both TI and TE .34 This observation was 

consistent with our PET findings that did not show BZD-induced alterations in BUP binding to Ors, 

thus ruling out any receptor-related switch from partial to full OR agonist properties.  

Respiratory rhythm and TI/TE partition are generated by anatomical structures located in the brainstem 

including a coupling inspiration/expiration oscillator (the pre-Bötzinger complex and retro-

trapezoid/parafacial respiratory groups, respectively) modulated by the pons structures (the Kölliker-

Fuse nucleus, parabrachial complex and locus coeruleus which control the inspiration/expiration 

transition or post-inspiratory phase) and peripheral/central chemoreceptors.42 OR and GABAA-R 

systems are co-expressed in these structures.43,44 Opioids are known to suppress the baseline inspiratory 

neuronal activity and possibly the blunting of glutamate-evoked increase in inspiration drive.45,46 BZDs 

are known to alter the central inspiratory off-switch mechanism which controls the duration of 

inspiration and transition to expiration.45-47 Moreover, both opioids and BZDs are known to reduce the 

chemoreceptor response to hypoxia and hypercapnia.43,48 Consequently, the BZD/BUP interaction effect 

on respiratory times probably occurs at the brain level.  

DZP/BUP combination-induced decrease in VT is related to the combination of BUP- and DZP-induced 

effects on upper-airways and DZP-induced effects on the diaphragm. The DZP/BUP combination 

induced a major and significant decrease in VT in comparison to either treatment singly, resulting in a 

non-additive interaction. Both opioids and BZDs are known to induce upper-airway obstruction 

following oropharyngeal muscle relaxation. Additionally, opioids increase inter-costal muscle rigidity, 

decreasing chest compliance, 49-51 even though such effects are more limited with BUP given its partial 

mu-OR pattern. Opioids are known to decrease diaphragm contractility.52,53 In the present investigation, 

BUP increased diaphragm contraction, suggesting the preservation of its inspiratory loading reflex, i.e 

the increase in inspiratory muscle activity including diaphragm, in response to the upper airway 

obstruction.49,50 Following BZD administration, upper-airway obstruction is balanced by the increase in 

inspiratory intercostal and expiratory abdominal muscle activities, so that VT remains unchanged or 

modestly decreased,54,55 consistently with our results. However, since DZP may reduce or abolish 

inspiratory diaphragm loading reflex and/or alter diaphragm contraction, BUP may be hypothesized to 

counteract DZP-induced stimulation of intercostal muscle contractility to balance such a decrease in 
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diaphragm contraction. These hypotheses are supported by the reversion of DZP/BUP combination-

induced VT decrease by FMZ and NLZ. 

We assessed the impact of different pre-treatments on DZP/BUP combination-induced respiratory 

depression. NLZ and FMZ reversed DZP/BUP combination-induced reduction in VE, by contrast to 

SAC, although GABAB-R expression on human airway smooth muscle cells and contribution to the 

central control of ventilation were demonstrated.46,56 The delta-OR antagonist had no effects on blood 

gas and respiratory parameters as previously reported,57 although the exact contribution of mu/delta-OR 

hetero-dimerization remains to be investigated.58 Similarly, the role of kappa-ORs on respiration is 

limited and rather complex; our study confirmed the lack of reversion of BUP-attributed effects by the 

kappa-OR antagonist as previously reported.34,59,60 Altogether, our findings suggest that DZP/BUP 

interaction mainly depends on mu-ORs and GABAA-Rs, while the role of delta- and kappa-ORs as well 

as GABAB-Rs appears negligible. 

At the bedside, NLX was shown to be poorly efficient in reversing BUP overdose.3 This observation is 

assumed to result from the slow receptor dissociation kinetics of BUP in combination with the fast 

elimination kinetics of naloxone.61,62 Surprisingly, FMZ improved consciousness impairment and 

bradypnea in most BUP-poisoned patients when BZD was known as co-ingestant.3 This observation is 

consistent with our findings supporting FMZ as a second-line antidote in patients presenting with an 

opioid-like toxidrome not reversed by NLX, in the absence of contra-indications.  

One of our study strengths was to investigate the deleterious DZP/BUP interaction in vivo with fewer 

biases than any ex-vivo approach. However, limitations exist. Our PET study required rat anesthesia 

that may have influenced the neuro-pharmacokinetic and receptologic parameters; but experimental 

conditions were comparable in the tested and control rats. Input function was not used to estimate 11C-

BUP brain binding; however, we showed that the cerebellum can be used as a reference region for 

reference tissue modeling.  

In conclusion, our study based on an in vivo multimodal approach strongly supports the hypothesis that 

respiratory depression attributed to the DZP/BUP combination results from the combination of each 

drug-induced effects on ventilation, molecularly related to the GABAA-R and mu-OR systems. 
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III - Projet 3 : Investigation des mécanismes impliqués dans 

la survenue des convulsions observées au cours des 

intoxications par tramadol  

III.A - Contexte  

Co e ous l a o s u précédemment, le tramadol est le médicament le plus fréquemment 

impliqué  dans les intoxications par opioïdes aux États-Unis (Gummin et al, 2017) et 

probablement en Europe (EMCDDA, 2017). Du fait de son activité agoniste  faible, le 

tramadol entraine assez rarement un syndrome opioïde avec dépression respiratoire. En 

revanche, il semble plus fréquemment entrainer, à dose toxique, des convulsions usuellement 

attribuées à une des manifestation du syndrome sérotoninergique , le tramadol inhibant la 

recapture de la sérotonine (Hassamal et al, 2018; Spiller et al, 1997). Néanmoins, cette notion 

a été récemment remise en cause par des données expérimentales chez le rat montrant 

l a se e d i pa t su  les o ulsio s i duites pa  le t a adol d u  p t aite e t pa  u  

antidote du syndrome sérotoninergique ou par un médicament favorisant la production 

cérébrale de sérotonine. Des i te a tio s a e  d autres voies de neurotransmission ont été 

évoquées à partir de données in vitro. Elles impliqueraient le système GABA-A-ergique et/ou 

opioïdergique et/ou histaminergique et/ou dopaminergique (Bameri et al, 2018; Hara et al, 

2005; Rehni et al, 2008; 2010). 

III.B - Objectifs 

L o je tif de e t a ail tait d alue  l i pli atio  de ha u e des oies de eu ot a s issio  

suspectée d t e impliquées dans la survenue de convulsions au cours des intoxications par 

tramadol.  

III.C - Schéma expérimental 

Nous avons choisi un modèle de convulsions induites chez le rat qui a été développé au sein 
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du laboratoire UMRS 1144 (Lagard et al, 2016). La dose de tramadol utilisée était de 75 mg/kg 

i.p. 

III.C.1 - Impact de différents prétraitements sur la survenue de convulsions, la sédation, la 

température  

Les rats étaient randomisés en 6 groupes (N=6 par groupe ; dont un groupe contrôle ne 

recevant que les solvants). Cinq de ces groupes étaient prétraités par différents agonistes et 

antagonistes ou leur solvant avant de recevoir la dose pro-convulsivante de tramadol. Les 

doses et les oies d ad i ist atio  étaient choisies en fonction de données déjà publiées chez 

le rat. Les d lais e t e l i je tio  de es p t aite e ts et l i je tio  du t a adol 

o espo daie t au a i u  de l effet pha a ologi ue de ha ue ol ule. 

Les rats étaient prétraités par  

 Un agoniste des récepteurs GABA-A diaz pa  ,  g/kg i.p  i  a a t l i je tio  de 

tramadol) (Beaune et al, 2012),  

 Un antagoniste des récepteurs opioïdes ,  et  (naloxone 2 mg/kg en bolus i.v puis 4 

mg/kg/h en i.v o ti u à la se i gue le t i ue  i  a a t l i je tio  de t a adol  

(Haglind, 1992), 

 Un antagoniste des récepteurs 2A et 2C de la sérotonine (cyproheptadine 10 mg/kg i.p 15 

i  a a t l i je tio  de t a adol  (Beaune et al, 2012) et 

 U  a tago iste des epteu s à l hista i e H  fe ofe adi e  g/kg i.p  i  a a t 

l i je tio  de t a adol  (Anoush and Mohammad Khani, 2015) 

Selon ces modalités expérimentales  

 Sur une première série de rats l i pa t du p t aite e t su  la te p atu e, la s datio  

et la survenue de convulsions cliniques étaient étudiées. 

 “u  u e se o de s ie d a i au , les e eau  taie t p le s -20 minutes après 

l administration de tramadol (correspondant au pic de survenue des convulsions) puis 

congelés. Les monoamines cérébrales étaient ensuite dosées dans le cortex frontal, région 

cérébrale possédant de nombreuses projections sérotoninergiques. Les composés dosés 

étaient les monoamines cérébrales (dopamine, sérotonine, norépinephrine, histamine), le 

L-tryptophane (précurseur de la sérotonine) et leurs métabolites (acide 5- hydroxy-indole-
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acétique (5-HIAA), 3-methoxy-4-h d o phe ogl ol MHPG , l a ide , -

dihydroxyphenylacétique (DOPAC), acide homovanillique (HVA)). 

III.C.2 - Impact du tramadol sur la fixation cérébrale de 11C-flumazénil 

La fixation cérébrale de 11C-flumazénil i.v. a été évaluée chez 10 rats : 5 rats ayant reçu une 

injection i.p. d eau st ile  i  a a t l i je tio  de 11C-flumazénil et 5 rats traités par 

tramadol à dose convulsivante i.p.  i  a a t l i je tio  de 11C-flumazénil i.v. Les 

acquisitions TEP étaient réalisées sous anesthésie générale (isoflurane 2%) et de manière 

dynamique pendant 60 min. La fixation cérébrale 11C-flumazénil était estimée par le calcul du 

BPND par le modèle SRTM2 dans les deux conditions expérimentales. 

Le déplacement du 11C-flumazénil par le tramadol et le diazépam (N=2 par groupe) a été testé 

en injectant une dose croissante de tramadol i.v. (1 et 25 mg/kg) et une dose unique de 

diaz pa   g/kg   i  ap s l i je tio  de 11C-flumazénil. 

III.D - Analyse statistique 

Les résultats sont exprimés en médiane et en quartiles dans la première partie et en moyenne 

± SEM dans la partie 2.  

Pour analyser simultanément l'effet du temps et l'effet des traitements sur la sédation, la 

température et les concentrations de monoamine, nous avons calculé pour chaque paramètre 

étudié, l'aire sous la courbe (AUC) de T0 à la fin de la mesure (120 min) en utilisant la méthode 

trapézoïdale. Les AUCs des paramètres sédation et température étaient comparées en 

utilisant le test de Kruskal-Wallis pour comparer les cinq groupes. Les concentrations de 

monoamine entre les groupes ont été comparées en utilisant le U-test de Mann-Whitney 

(comparaisons deux à deux). Les effets des traitements sur les convulsions ont été comparés 

en utilisant une analyse de variance à deux facteurs suivi de tests de comparaisons multiples 

avec correction de Bonferroni. Dans l'étude TEP, le BPND entre les deux groupes était comparé 

par un test de Mann-Whitney. Tous les tests ont été réalisés en utilisant le logiciel GraphPad 

(GraphPad Prism version 6). Un seuil de p < 0,05 était considéré comme significatif. 
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III.E - Résultats 

III.E.1 - Résultats de la publication  

Le prétraitement par diazépam prévenait la survenue des convulsions induites par le tramadol 

mais augmentait significativement la sédation et l h pothe ie, alo s u au u  autre 

prétraitement ne modifiait ces paramètres significativement. 

L i je tio  d u e dose p o-convulsivante de tramadol entrainait une augmentation 

significative des monoamines et une diminution de leurs métabolites. Le prétraitement par 

diazépam augmentait la concentration cérébrale des monoamines de manière significative en 

comparaison au groupe traité par tramadol seul. 

La fixation du 11C-flumazénil sur son récepteur était significativement modifiée par une dose 

pro-convulsivante de tramadol. La fixation du 11C-flumazénil tait pas odifi e ap s 

l i je tio  d u e dose oissa te de t a adol. 

III.E.2 - Résultats supplémentaires  

Impact du prétraitement par tramadol 25 mg/kg i.p sur la fixation cérébrale de 11C-flumazénil 

(Figure 41) : Pour compléter ces données nous avons réalisé le même schéma expérimental 

avec une dose analgésique de tramadol dite moyenne (25 mg/kg i.p.). Ces résultats 

montraient une modulation dose dépendante de la fixation cérébrale de 11C-flumazénil en 

présence de tramadol. 

Validité des données (Figure 42) : Afin que la modélisation pharmacocinétique soit valide, 

nous avons comparé pour les 3 groupes les cinétiques normalisées en SUV dans le pont (région 

de référence) pour chaque groupe. Ces cinétiques étaient superposables et non 

significativement différentes. 
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III.F - Discussion et conclusion 

Cette tude o t ait l a se e d i pli atio  des o oa i es ales da s la su e ue 

des convulsions liées aux intoxications par tramadol. En revanche, la voie GABA-A-ergique 

semblait impliquée, les convulsions au cours des intoxications par tramadol résulteraient donc 

de la le e de l a tio  i hi it i e GABAe gi ue s apti ue.  
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ABSTRACT 

Objective: Since the withdrawal of dextropropoxyphene from the market, overdoses and fatalities 

attributed to tramadol, a WHO step-2 opioid analgesic drug with serotonin reuptake inhibiting activity, 

have increased markedly. Besides central nervous system depression, tramadol overdose may result in 

seizures, usually included in the induced serotonin syndrome. However, the serotoninergic mechanism 

of tramadol-attributed seizures has been recently questioned. Our objective was to identify the 

mechanisms involved in seizures accompanying tramadol overdose to improve tramadol-poisoned 

patient management. 

Design: Experimental study. 

Setting: University-affiliated research laboratory. 

Subjects: Male Sprague-Dawley rats. 

Interventions: We studied the effects of various specific pretreatments on tramadol-induced seizure 

onset and alterations in brain monoamines. Positron emission tomography (PET) imaging was used to 

investigate the interaction between tramadol and γ-aminobutyric acid (GABA)A receptors in the brain 

in vivo. 

Measurements and Main Results: Diazepam abolished tramadol-induced seizures, in contrast to 

naloxone, cyproheptadine and fexofenadine pretreatments. Interestingly, despite seizure abolishment, 

diazepam significantly enhanced tramadol-induced increase in the brain serotonin (p<.01), histamine 

(p<.01), dopamine (p<.05) and norepinephrine (p<.05) while no significant modifications were observed 

with the other tested pretreatments except for histamine with naloxone and cyproheptadine (p<.01). In 

rats receiving tramadol before 11C-flumazenil, PET imaging showed a marked decrease in 11C-

flumazenil binding to the brain suggesting an interaction between GABAA-receptors and tramadol. No 

displacement of 11C-flumazenil brain kinetics was observed following tramadol administration in 

contrast to diazepam, suggesting that the observed interaction was not related to a competitive 

mechanism between tramadol and flumazenil at the benzodiazepine binding site.  

Conclusions: Our findings clearly ruled out the involvement of serotoninergic, histaminergic, 

dopaminergic, norepinephrinergic and opioidergic pathways in tramadol-induced seizures while 

strongly suggesting a tramadol-induced specific allosteric change in GABAA-receptors that could 

contribute to seizures onset in overdose. Management of tramadol-poisoned patients should take into 

account that tramadol-induced seizures are mainly related to a GABAergic pathway. 

 

KEY WORDS: drug-drug interaction; GABA; monoamine; overdose; positron emission tomography; 

seizure; tramadol 

 

RUNNING TITLE: Tramadol-induced seizures in overdose are related to a GABAergic pathway in 

the rat 
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ABBREVIATIONS 

5-HIAA, 5-hydroxyindoleacetic acid; AUC, area under the curve; Bmax, total density of receptors in the 

tissue; BPND, binding potential; DOPAC, 3,4-dihydroxyphenylacetic acid; GABA, γ-aminobutyric acid; 

HVA, homovanillic acid; HPLC, high-performance liquid chromatography; i.p., intraperitoneal; i.v., 

intravenous; KD, the radioligand equilibrium dissociation constant; M1 metabolite, O-desmethyl-

tramadol; MHPG, 3-methoxy-4-hydroxyphenoglycol; MOR, mu-opioid receptor; PET, positron 

emission tomography; SEM, standard error to the mean; SRTM, the simplified reference tissue model; 

SS, serotonin syndrome 
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INTRODUCTION 

Opioid overdose is the first cause of drug-induced poisonings and fatalities in the US (1). A substantial 

part of this increase has been attributed to tramadol, a WHO step-2 opioid analgesics for which 

prescriptions have extensively grown following dextropropoxyphene withdrawal from the market (2). 

Tramadol-induced analgesic activity is attributed to its mu-opioid receptor (MOR) agonist properties 

and ability to inhibit norepinephrine and serotonin reuptake (3). 

Tramadol poisoning causes coma (~30%), seizures (~15%), agitation (~10%) and respiratory depression 

(~5%) (4,5). Tramadol-induced seizures represent a major issue contributing to ~8% of the drug-induced 

seizures reported to poison control centers (6). Tramadol overdose typically results in isolated, brief, 

self-limiting generalized tonic-clonic seizures, often occurring within 4-6 hours post-ingestion, although 

electroencephalogram abnormalities and recurrent seizures or status epilepticus are not rare (5,7,8,9). 

Additionally, serotonin syndrome (SS) may occur, but its incidence is controversial (10,11). 

Mechanisms of tramadol-induced seizures remain poorly understood. Seizures are usually included in 

the SS and related to serotonin receptor overstimulation, mainly the 1A and 2A receptor subtypes, by 

increasing synaptic serotonin concentration (12). However, based on animal data, the serotoninergic 

mechanism of tramadol-induced seizures has been questioned (13,14). Rat pretreatment with 

cyproheptadine, a serotonin receptor antagonist, did not abolish tramadol-induced seizures (14) while 

5-hydroxytryptophane/benserazide, a combination enhancing brain serotonin, was protective (13) or 

without effects (14). Thus, the involvement of non-serotoninergic pathways including γ-aminobutyric 

acid- (GABA)ergic (15), histaminergic (16), dopaminergic (17), and opioidergic (15,16) have been 

hypothesized to account for tramadol-induced seizures. We designed a rat study to clarify the 

controversial mechanism of tramadol-induced seizures. Various pretreatments were used to investigate 

the impact of the hypothesized neurotransmission systems on the onset of tramadol-induced seizures 

and the brain monoamine content.  

MATERIALS AND METHODS 

Protocols were approved by Paris-Descartes University ethics committee for animal experimentation 

(APAFlS#5285-2017031714499381v2 and APAFlS#7466-2016110417049220v2). We used male 

Sprague-Dawley rats (Janvier Labs, France) weighing 250-350g. Jugular vein was catheterized when 

required. Detailed methodology is provided in the Online Supplement. 
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Clinical Parameters 

Temperature was measured using intraperitoneally (i.p.) implanted transmitters (DSI, Netherlands). 

Sedation level was assessed using a 4-stage scale (18) and seizure severity using the modified Racine 

Score based on five stages (19). 

 

Measurement of Monoamine Concentrations in the Brain 

We chose to measure neurotransmitter concentrations in the frontal cortex, the main area of 

serotoninergic projections exhibiting the prominent number of spike-wave discharges after 10-40mg/kg 

tramadol administration (20). Rats were anesthetized, exsanguinated and decapitated. The frontal 

cortexes were collected 15-20min after drug administration. Samples were frozen at -80°C until 

measurement. Concentrations of monoamines (dopamine, serotonin and norepinephrine), L-tryptophan 

(serotonin precursor) and their metabolites [5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA), 3-methoxy-4-

hydroxyphenoglycol (MHPG), 3,4-dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC) and homovanillic acid 

(HVA)] were measured using high-performance liquid chromatography (HPLC) coupled to 

flurorimetry. Radioenzymatic assay was used for histamine concentration determination. 

 

11C-flumazenil Positron Emission Tomography (PET) Imaging  

PET imaging acquisition was performed using an Inveon® microPET-CT-scanner (Siemens, Germany). 

Rat caudal vein was catheterized under isoflurane. Anesthetized rats were placed into the micro-PET-

CT and brain CT-scan was performed. After CT completion, 60-min dynamic acquisitions were 

performed starting at the time of 11C-flumazenil intravenous (i.v.) injection, to study i)- the impact of 

tramadol on the brain binding of 11C-flumazenil and ii)- the mechanisms involved in tramadol-induced 

changes in 11C-flumazenil brain binding. 

PET data were analyzed. Radioactivity concentration was expressed as the percentage of the injected 

dose (%ID.mL-3) versus time. The binding potential (BPND) of 11C-flumazenil in selected brain regions 

(BPND=Bmax/KD, where Bmax represents the total density of tissue receptors and KD, the radioligand 

equilibrium dissociation constant) was estimated using the simplified reference tissue model (SRTM) 

and the pons as reference region. Corresponding parametric PET images were generated using SRTM 

to visualize 11C-flumazenil BPND to GABAA-receptors (PXMOD, Pmod Software). 

 

 

 



 VODOVAR Dominique – Thèse de doctorat - 2018 

 148 

Study Design 

Study 1 - Effects of pretreatments on tramadol-induced sedation, seizures, effects on temperature and 

brain monoamines.  

Catheterized rats were randomly assigned to five groups to receive various agonists or antagonists (Table 

1), before i.p. 75mg/kg tramadol at a dose able to induce typical poisoning features (14). 

Pharmacological doses of the different pretreatments were selected according to previous publications: 

i.p. 1.77mg/kg diazepam (21); i.v. 2mg/kg bolus followed by 4mg/kg/h infusion naloxone (22); i.p. 

10mg/kg cyproheptadine (21); and i.p. 15mg/kg fexofenadine, a histamine-1 receptor antagonist (23). 

Tramadol was injected after each pretreatment with a delay chosen to allow for its peak effects. In the 

first series, the clinical parameters described above were measured in the five rat groups (N=6/group) 

immediately before tramadol injection and at 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90 and 120min after injection. In a 

second series, brain monoamine concentrations were measured at 15-20min after tramadol 

administration. A sixth group serving as Control group with rats receiving saline i.p. instead of tramadol 

was additionally considered for the monoamine assays.   

 

 

  Group      
 

Time 

(min) 

Tramadol 
group 

Diazepam 
group 

Naloxone 
group 

Cyproheptadine 
group 

Fexofenadine 
group 

Control 
group 

T-30 ø ø ø ø 
15 mg/kg 

fexofenadine 
i.p. 

ø 

T-15 
4% tween 

i.p. 

1.77 mg/kg 
diazepam  

i.p. 

4% tween 
i.p. 

10 mg/kg 
cyproheptadine  

i.p. 
ø 

4% 
tween 

i.p. 

T-10 
Saline  

i.v. 
Saline  

i.v. 

2 mg/kg  
i.v. bolus 

followed by 
4 mg/kg/h 
infusion  

Saline  
i.v. 

Saline  
i.v. 

Saline  
i.v. 

T0 

75 mg/kg 
tramadol 

i.p. 

75 mg/kg 
tramadol  

i.p. 

75 mg/kg 
tramadol  

i.p. 

75 mg/kg 
tramadol  

i.p. 

75 mg/kg 
tramadol  

i.p. 

Saline  
i.p. 

Table 1. Treatments administered in the different study groups. (i.p., intraperitoneal; i.v., intravenous) 
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Study 2 - Interactions of tramadol with GABAA-receptors.  

Interaction of tramadol with the GABAergic system was assessed using PET imaging and 11C-

flumazenil. Rats were randomly assigned to two groups (N=5/group) to receive 75mg/kg i.p. tramadol 

(Tramadol group) or 1.7 ml of sterile water i.p. (Vehicle group), 15min before 11C-flumazenil injection 

followed by 60min PET acquisition.  

Displacement experiments were performed to address the direct competition of tramadol with 11C-

flumazenil on its binding site (24). To that end, rats were randomized into four groups (N=2/group) to 

receive i.v. 11C-flumazenil alone (Baseline group) and in addition, 1mg/kg tramadol (Tramadol-1 

group), 25mg/kg tramadol (Tramadol-25 group) or 1mg/kg diazepam (Diazepam group), injected i.v. 

during PET acquisition 30min after 11C-flumazenil injection. 

 

Data Analysis 

Results are expressed as median and quartiles (Study1) and mean±SEM (Study2). To permit the 

simultaneous analysis of the effects of time and treatments on sedation, temperature and monoamine 

concentrations (Study1), we calculated for each animal and each studied parameter, the area under the 

curve (AUC) from T0 to the completion of measurement (120min) using the trapezoid method. 

Thereafter, for sedation and temperature, we compared the AUCs using Kruskal-Wallis tests for 

comparisons between five groups. For monoamine concentrations, we compared the AUCs using Mann–

Whitney U-tests for comparisons two-by-two. Regarding the effects of treatments on seizures, 

comparisons were performed using two-way analysis of variance followed by multiple comparison tests 

using Bonferroni’s correction. In the PET-imaging study, we compared the BPND in the two studied 

groups using Mann–Whitney U-tests. All tests were performed using Prism version 6.0 (GraphPad 

Software, USA). P-values <.05 were considered as significant. 

RESULTS 

Study 1 - Diazepam significantly deepened sedation (p<.05) and decreased temperature (p<.01) in 

tramadol-treated rats (Fig.1). Naloxone, cyproheptadine and fexofenadine did not alter tramadol-

induced effects on sedation and temperature. 
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Figure 1. Effects on sedation (A) and temperature (B) of intraperitoneal (i.p.) 75 mg/kg tramadol administration (T0) in 
Sprague-Dawley rats pretreated with i.p. 4% tween at T-15 +  intravenous (i.v.) saline at T-10 (Tramadol group, black); i.p. 
1.77 mg/kg diazepam at T-15 + i.v. saline at T-10 (Diazepam group, horizontal lines); i.p. 4% tween at T-15 + i.v. 2 mg/kg 
bolus followed by 4 mg/kg/h naloxone at T-10 (Naloxone group, vertical lines); i.p. 10 mg/kg cyproheptadine at T-15 + i.v. 
saline at T-10 (Cyproheptadine group, grey); and i.p. 15 mg/kg fexofenadine at T-30 + i.v. saline at T-10 (Fexofenadine group, 
diagonal lines). Results are expressed as median and quartiles (N=6/group). *p<.05, **p<.01. 

 

Diazepam completely abolished seizures in tramadol-treated rats, whereas naloxone, cyproheptadine 

and fexofenadine pretreatments had no significant effects on seizures. However, seizure occurrence was 

prolonged up to 120 versus 45min by cyproheptadine and fexofenadine pretreatments (Fig.2). 

 

 

Figure 2. Effects on the seizure time-
course (A) and intensity (B) of 
intraperitoneal (i.p.) 75 mg/kg tramadol 
administration in Sprague-Dawley rats 
pretreated with i.p. 4% tween at T-15 +  
intravenous (i.v.) saline at T-10 (Tramadol 
group, black); i.p. 1.77 mg/kg diazepam at 
T-15 + i.v. saline at T-10 (Diazepam group, 
horizontal lines); i.p. 4% tween at T-15 + 
i.v. 2 mg/kg bolus followed by 4 mg/kg/h 
naloxone at T-10 (Naloxone group, vertical 
lines); i.p. 10 mg/kg cyproheptadine at T-15 
+ i.v. saline at T-10 (Cyproheptadine group, 
grey); and i.p. 15 mg/kg fexofenadine at T-
30 + i.v. saline at T-10 (Fexofenadine 
group, diagonal lines). Results are 
expressed as median and quartiles. 
(N=6/group). 
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Tramadol overdose was responsible for a significant increase in histamine, serotonin, norepinephrine 

and dopamine concentrations (p<.05, p<.05, p<.01 and p<.01, respectively; Fig.3) and decreases in 5-

HIAA, HVA and DOPAC concentrations (p<.01) in comparison to the control. Tryptophan 

concentration was not significantly modified. Diazepam pretreatment significantly increased tramadol-

induced effects on histamine, norepinephrine and dopamine concentrations (p<.01, p<.05 and p<.05, 

respectively) as well as its effects on 5-HIAA, MHPG and HVA concentrations (p<.01, p<.05 and p<.01, 

respectively). Naloxone significantly increased tramadol-induced effects on histamine concentrations 

(p<.01) as well as its effects on MHPG and DOPAC concentrations (p<.05). Cyproheptadine 

significantly increased tramadol-induced effects on histamine concentration (p<.01). Fexofenadine 

significantly increased tramadol-induced effects on HVA and DOPAC concentrations (p<.01 and p<.05, 

respectively). No pretreatment resulted in significant changes in tramadol-induced effects on tryptophan 

concentrations. 

 

 

Figure 3. Effects on the frontal cortex monoamine concentrations of intraperitoneal (i.p.) 75 mg/kg tramadol 
administration in Sprague-Dawley rats pretreated with i.p. 4% tween at T-15 +  intravenous (i.v.) saline at T-10 
(Tramadol group, black); i.p. 1.77 mg/kg diazepam at T-15 + i.v. saline at T-10 (Diazepam group, horizontal lines); 
i.p. 4% tween at T-15 + i.v. 2 mg/kg bolus followed by 4 mg/kg/h naloxone at T-10 (Naloxone group, vertical 
lines); i.p. 10 mg/kg cyproheptadine at T-15 + i.v. saline at T-10 (Cyproheptadine group, grey); and i.p. 15 mg/kg 
fexofenadine at T-30 + i.v. saline at T-10 (Fexofenadine group, diagonal lines). Control rats received i.p. saline at 
T0 + i.p. 4% tween at T-15 + i.v. saline at T-10 (Control group, white). Results are expressed as median and 
quartiles. (N=6/group). *p<.05, **p<.01. 
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Study 2 - In the control rats (Vehicle group), 11C-flumazenil PET images as well as the corresponding 

BPND values were consistent with typical data obtained in similar conditions (25). In rats receiving 

75mg/kg tramadol i.p. before 11C-flumazenil, significant reduction in BPND was observed in most brain 

regions, except in the striatum, medulla and septum (Fig.4A and Fig.4B).  

No displacement of 11C-flumazenil brain kinetics was observed following i.v. 1 or 25mg/kg tramadol 

injection after 30min PET acquisition. In comparison, a marked displacement was observed after the 

injection of the reference ligand diazepam (1mg/kg) administered in the same conditions (Fig.4C). 

 

 
 

Figure 4. Effects of tramadol on 11C-flumazenil binding to the brain. Parametric PET images displaying the 
regional binding of 11C-flumazenil (BPND) without (Vehicle) or with (Tramadol) pre-treatment with intraperitoneal 
75 mg/kg tramadol, 15 min before intravenous (i.v.) 11C-flumazenil are shown in A.  The corresponding BPND in 
selected brain regions in rats receiving either baseline 11C-flumazenil (Vehicle group, white) or tramadol injection 
(Tramadol group, black) are shown in B. Results are expressed as mean ± SEM. (N=5/group). **p<.01. 
Displacement experiments are reported in C, displaying 11C-flumazenil time activity curves in the cortex, i.v. 
injected alone (white circle), with 1 mg/kg tramadol i.v. (black square), 25 mg/kg tramadol i.v. (white square) or 
1 mg/kg diazepam i.v. injected 30 minutes after the beginning of the PET acquisition. Results are expressed as 
mean ± SEM. (N=2/group).  

 



 VODOVAR Dominique – Thèse de doctorat - 2018 

 153 

DISCUSSION 

We showed that tramadol-induced seizures in overdose do not involve serotonin-, histamine-, 

norepinephrine-, and dopamine-mediated pathways. However, an interaction between tramadol and the 

benzodiazepine binding site of the GABAA-receptor has been highlighted, suggesting a role for the 

GABAergic pathway in mediating tramadol-induced seizures. 

Our rat model reliably reproduced tramadol toxicity observed in humans (4,5). As published (14), our 

tramadol-overdosed rats exhibited early-onset seizures occurring as soon as 5min after tramadol 

injection and disappearing 45min later. Tramadol overdose induced significant increases in serotonin, 

histamine, norepinephrine and dopamine concentrations in the brain (Fig.3) with significant decreases 

in 5-HIAA (serotonin catabolite), MHPG (norepinephrine catabolite), HVA and DOPAC (dopamine 

catabolites) concentrations. These findings suggested a reduction in monoamine catabolism, attributed 

to the inhibition of the oxygen-dependent monoamine oxidase-A due to brain tissue hypoxia in tramadol-

overdosed rats (14). 

Concomitant use of tramadol with tricyclic or serotonin reuptake inhibitor antidepressants has been 

associated with enhanced risk of seizures, leading to the assumption that tramadol-induced seizures may 

represent one of the SS symptoms (12), despite the lack of convincing evidence establishing the role of 

serotonin in the generation of tramadol-induced seizures. Our findings ruled out the involvement of 

serotoninergic pathways in tramadol-induced seizures, as suggested (13,14). Usually, SS-related 

seizures are prevented by cyproheptadine, a serotonin receptor antagonist, as shown in citalopram 

overdose (21). In our study, cyproheptadine did not alter tramadol-induced effects neither on sedation, 

nor on hypothermia (Fig.1) or seizure onset (Fig.2). Additionally, cyproheptadine did not significantly 

alter most of tramadol-induced effects on brain monoamines in the frontal cortex (Fig.3). Only histamine 

concentrations were significantly increased possibly related to its antagonist properties on H1-receptors.  

Involvement of the dopaminergic system in tramadol-induced seizures was suggested by the increase in 

tramadol-related seizure threshold obtained in mice with haloperidol, a predominantly D2-receptor 

antagonist (17). Besides obvious limitations due to haloperidol-related direct epileptic activity in this 

study, the significant increase in brain dopamine that we observed in diazepam-pretreated rats while 

exhibiting seizure abolishment precludes the contribution of dopaminergic pathways to seizures.  

Multiple mechanisms resulting in opioid receptor overstimulation seem involved in the precipitation of 

seizure activity in laboratory animals (26). Involvement of kappa-opioid receptors in tramadol-induced 

seizures was suggested (27), even though tramadol affinity for this receptor subclass is low (3,28). We 

showed that naloxone did not alter tramadol-induced effects on sedation, temperature (Fig.1) and 

seizures but prolonged their occurrence time (Fig.2). Experimental data regarding naloxone-related 

seizurogenic effects remain controversial, depending on the animal model and experimental conditions. 

Most studies demonstrated rather protective effects against both opioid- and non-opioid-related seizures 
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(15,29,30). Conversely, other studies reported no protective and even worsening effects of naloxone on 

seizures (31,32), supporting our findings. Naloxone significantly enhanced tramadol-induced effects on 

the brain histamine, ruling out the hypothesis of an H1-receptor activation-linked pathway mediated by 

opioid receptor-dependent histamine release from mast cells (16).  

Usually, H1-receptor agonists or histamine releasers exhibit anticonvulsant effects (16,33,34) while H1-

receptor antagonists are responsible for seizurogenic effects (35-37). Despite the absence of direct 

evidence, connections between tramadol-induced seizures and histamine have been hypothesized based 

on data showing that antihistamines and histamine release inhibitors attenuate this adverse effect (16). 

Our findings clearly ruled out the involvement of histaminergic pathways in tramadol-induced seizures. 

Pretreatment with fexofenadine did not alter tramadol-induced effects on sedation, temperature and 

seizures but prolonged their occurrence time (Fig.1 and Fig.2). The contribution of fexofenadine to the 

observed decrease in the brain HVA and DOPAC concentrations remained, however, unclear.  

We therefore investigated the GABAergic hypothesis. Benzodiazepines, allosteric GABAA-receptor 

agonists, are able to prevent and treat tramadol-induced seizures (4,38,39). Consistently, our previous 

experimental data combining elevated doses of both diazepam and tramadol clearly showed diazepam-

induced abolishment of tramadol-related seizures, even though this combination enhanced respiratory 

depression (14). In our rat model, diazepam at a pharmacological dose efficiently prevented seizures 

(Fig.2) while enhancing sedation and hypothermia (Fig.1). Interestingly, diazepam pretreatment was 

responsible for significant increase in tramadol-induced effects on norepinephrine and dopamine, with 

a trend towards tramadol-induced increase in serotonin concentration, and significant increase in 

tramadol-induced effects on 5-HIAA, MHPG, and HVA (Fig.3). These effects could be explained by 

the enhanced respiratory depression related to diazepam/tramadol combination and its resulting decrease 

in brain oxygenation explaining monoamine catabolism inhibition (14). Despite diazepam-related 

seizure prevention, no monoamine concentration went back to its baseline. The increased concentrations 

of monoamines including norepinephrine and decreased concentrations of their catabolites strongly 

suggested that they were not involved in tramadol-induced seizures. 

GABA is the main inhibitory neurotransmitter, present in ~30% of central synapses. Inhibition of 

GABAergic pathways was hypothesized to actively participate in tramadol-induced seizures. Based on 

an in vitro study on human recombinant neurotransmitter-gated ion channels, GABAA-receptors were 

shown to be inhibited by tramadol and its M1 metabolite (O-desmethyl-tramadol), but only at high 

concentrations (100µM), possibly correlating with convulsion onset in vivo (40). Here, we demonstrated 

that i.p. 75mg/kg tramadol induced significant decrease in 11C-flumazenil binding to most brain regions, 

suggesting a molecular interaction between tramadol and GABAA-receptors in the brain accounting for 

its seizing activity.   
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Several hypotheses may explain the decrease in BPND (=Bmax/KD) observed after tramadol 

administration. Increasing doses of tramadol were not able to displace 11C-flumazenil binding from the 

brain (Fig.4C), supporting the absence of direct competition between tramadol and flumazenil at the 

GABAA-receptors. Interestingly, a decrease in 11C-flumazenil BPND has been previously observed in 

several rat models of epilepsy and explained by the decrease in Bmax while KD remained constant in 

comparison to the control (25,41,42). These findings were consistent with the internalization of GABAA-

receptors in the in vitro studies observed at least one hour after status epilepticus (43,44). In our PET 

study, no seizure was observed following i.p. 75mg/kg tramadol administration. Conversely, in non-

anesthetized rats, the same dose induced seizures occurring as early as 5min after tramadol injection 

(14). Isoflurane anesthesia, known to exhibit anti-convulsive properties (45,46), can explain these 

discrepancies, although occurrence of infra-clinic seizures cannot be ruled out in our anesthetized rats 

during the procedure since electroencephalographic recording was impossible during PET acquisition. 

This nonetheless suggests that the decrease in BPND resulted from specific tramadol action on the 

GABAA-receptors rather than non-specific GABAA-receptor alteration during seizures. This hypothesis 

is supported by in vitro data reporting GABAA-receptor inhibition mediated ion channeling by high 

concentration tramadol and its M1 metabolite (100µM) (40). 

The ionotropic GABAA-receptor is a ligand-gated ion channel, composed of five subunits forming the 

Cl- channel (47). Both acute and chronic tramadol administration markedly potentiated seizing activity 

induced in rodents by pentylenetetrazole, a noncompetitive antagonist that blocks GABA-mediated Cl- 

influx by allosteric interaction at the Cl- channel (15,48). Allosteric modulation of GABAA-receptors by 

high dose tramadol may thus be hypothesized to explain the decrease in BPND. This hypothesis is 

consistent with the rapid onset of seizures, observed as soon as 5min after tramadol injection (14). The 

multiplicity of drug binding sites on the GABAA-receptor supports such an interaction (49), consistent 

with several proconvulsant antagonists that interact on various sites of the receptor like bicuculline 

competing with GABA on its binding site and picrotoxin acting on the “picrotoxin binding site” and 

blocking the Cl- channel (47). Our findings suggest that tramadol at elevated concentrations may bind 

to the GABAA-receptor at a different binding site from the benzodiazepine site and that allosteric 

modulation resulting from such an interaction explains seizures. 

One of our study strengths was to investigate in vivo tramadol toxicity at elevated doses. One limitation 

consisted in the absence of measurement of seizing activity during PET acquisition and brain sampling 

for monoamine measurement. The hypothesis of tramadol/GABAA-receptor interaction may be 

insufficient to explain tramadol-induced seizures alone. Interestingly, inhibition of glutamate 

decarboxylase-mediated GABA synthesis has been reported to explain allylglycine-related seizuronic 

activity (50). Here we did not investigate the brain GABA concentrations and metabolism as well as 

possible alterations induced by tramadol. However, this hypothesis appears unlikely to explain 

tramadol-related seizures, due to their rapid onset (14). 
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CONCLUSIONS 

The present study demonstrated that tramadol-induced seizures are only prevented by diazepam, a 

GABAA-receptor agonist. The serotoninergic, histaminergic, opioidergic, dopaminergic and 

norepinephrinergic pathways seem unlikely to be involved. Our data highly suggest that tramadol-

induced seizures may result from tramadol interaction with the GABAA-receptor involving a non-

competitive mechanism at the benzodiazepine-binding site. Prevention and management of tramadol-

induced seizures in overdose should optimally be based on benzodiazepine administration. 

 

ACKNOWLEDGMENTS  

The authors would like to thank the Animal Platform, CRP2 - UMS 3612 CNRS - US25 Inserm - IRD 

- Faculté de Pharmacie de Paris, Université Paris-Descartes, Paris, France for their technical assistance. 

They would like also to thank Mrs. Emilie Jaumain (CEA-SHFJ, France) for technical assistance and 

Mrs. Alison Good (Scotland, UK) for her helpful review of the manuscript. 

 

REFERENCES 

1- Dart RC, Surratt HL, Cicero TJ, et al: Trends in opioid analgesic abuse and mortality in the 

United States. N Engl J Med 2015; 372:241-248 

2- Hawton K, Bergen H, Simkin S, et al: Six-year followup of impact of co-proxamol withdrawal 

in England and Wales on prescribing and deaths: time-series study. PLoS Med 2012; 

9:e1001213 

3- Grond S, Sablotzki A: Clinical pharmacology of tramadol. Clin Pharmacokinet 2004; 43:879-

923 

4- Marquardt KA, Alsop JA, Albertson TE: Tramadol exposures reported to statewide poison 

control system. Ann Pharmacother  2005; 39:1039-1044 

5- Shadnia S, Soltaninejad K, Heydari K, et al: Tramadol intoxication: a review of 114 cases. Hum 

Exp Toxicol 2008; 27:201-205 

6- Thundiyil JG, Kearney TE, Olson KR: Evolving epidemiology of drug-induced seizures 

reported to a poison control center system. J Med Toxicol 2007; 3:15-19 

7- Jovanović-Cupić V, Martinović Z, Nesić N: Seizures associated with intoxication and abuse of 

tramadol. Clin Toxicol (Phila) 2006; 44:143-146 

8- Talaie H, Panahandeh R, Fayaznouri M, et al: Dose-independent occurrence of seizure with 

tramadol. J Med Toxicol 2009; 5:63-67 



 VODOVAR Dominique – Thèse de doctorat - 2018 

 157 

9- Taghaddosinejad F, Mehrpour O, Afshari R, et al: Factors related to seizure in tramadol 

poisoning and its blood concentration. J Med Toxicol 2011; 7:183-188  

10- Ryan NM, Isbister GK: Tramadol overdose causes seizures and respiratory depression but 

serotonin toxicity appears unlikely. Clin Toxicol (Phila) 2015; 53:545-550 

11- Tashakori A, Afshari R: Tramadol overdose as a cause of serotonin syndrome: a case series. 

Clin Toxicol (Phila) 2010; 48:337-341 

12- Boyer EW, Shannon M: The serotonin syndrome. N Engl J Med 2005; 352:1112-1120 

13- Fujimoto Y, Funao T, Suehiro K, et al: Brain serotonin content regulates the manifestation of 

tramadol-induced seizures in rats: disparity between tramadol-induced seizure and serotonin 

syndrome. Anesthesiology 2015; 122:178-189 

14- Lagard C, Chevillard L, Malissin I, et al: Mechanisms of tramadol-related neurotoxicity in the 

rat: Does diazepam/tramadol combination play a worsening role in overdose? Toxicol Appl 

Pharmacol 2016; 310:108-119 

15- Rehni AK, Singh I, Kumar M: Tramadol-induced seizurogenic effect: A possible role of opioid-

dependent gamma-amino butyric acid inhibitory pathway. Basic Clin Pharmacol Toxicol 2008; 

103:262-266 

16- Rehni AK, Singh TG, Singh N, et al: Tramadol-induced seizurogenic effect: A possible role of 

opioid-dependent histamine H1 receptor activation-linked mechanism. Naunyn Schmiedebergs 

Arch Pharmacol 2010; 381:11-19 

17- Bameri B, Shaki F, Ahangar N, et al: Evidence for the involvement of the dopaminergic system 

in seizure and oxidative damage induced by tramadol. Int J Toxicol 2018; 37:164-70. 

18- Pirnay SO, Mégarbane B, Borron SW, et al: Effects of various combinations of benzodiazepines 

with buprenorphine on arterial blood gases in rats. Basic Clin Pharmacol Toxicol 2008; 

103:228-239 

19- Racine RJ: Modification of seizure activity by electrical stimulation. Electroencephalogr Clin 

Neurophysiol 1972; 32:269-299 

20- Jang HS, Jang IS, Lee MG: The effects of tramadol on electroencephalographic spectral 

parameters and analgesia in rats. Korean J Physiol Pharmacol 2008; 14:191-198 

21- Beaune S, Callebert J, Baud FJ, et al: Mechanisms of high-dose citalopram-induced death in a 

rat model. Toxicology 2012; 302: 248-254 

22- Haglind E: Effects of continuous naloxone infusion in intestinal ischemia shoch in the rat. Circ 

Shok 1992; 32:269-299 

23- Anoush M, Mohammad Khani MR: Evaluating the Anti-nociceptive and Anti-inflammatory 

Effects of Ketotifen and Fexofenadine in Rats. Adv Pharm Bull 2015; 5:217-222 

24- Pottier G, Marie S, Goutal S, et al: Imaging the Impact of the P-Glycoprotein (ABCB1) Function 

on the Brain Kinetics of Metoclopramide. J Nucl Med 2016; 57:309-314 



 VODOVAR Dominique – Thèse de doctorat - 2018 

 158 

25- Parente A, Vállez García D, Shoji A, et al: Contribution of neuroinflammation to changes in 

[11C]flumazenil binding in the rat brain: Evaluation of the inflamed pons as reference tissue. 

Nucl Med Biol 2017; 49:50-56 

26- Saboory E, Derchansky M, Ismaili M, et al: Mechanisms of morphine enhancement of 

spontaneous seizure activity. Anesth Analg 2007; 105:1729-1735 

27- Manocha A, Sharma KK, Mediratta PK: On the mechanism of anticonvulsant effect of tramadol 

in mice. Pharmacol Biochem Behav 2005; 82:74-81 

28- Raffa RB, Friderichs E, Reimann W, et al: Opioid and nonopioid components independently 

contribute to the mechanism of action of tramadol, an 'atypical' opioid analgesic. J Pharmacol 

Exp Ther 1992; 260:275-285 

29- Gilbert PE, Martin WR: Antagonism of the convulsant effects of heroin, d-propoxyphene, 

meperidine, normeperidine and thebaine by naloxone in mice. J Pharmacol Exp Ther  1975; 

192: 538-541 

30- Yang L, Li F, Ge W, Mi C, et al: Protective effects of naloxone in two-hit seizure model. 

Epilepsia  2010; 51:344-353 

31- Omrani A, Ghadami MR, Fathi N, et al: Naloxone improves impairment of spatial performance 

induced by pentylenetetrazol kindling in rats. Neuroscience 2007; 145:824-821 

32- Raffa RB, Stone DJ: Unexceptional seizure potential of tramadol or its enantiomers or 

metabolites in mice. J Pharmacol Exp Ther 2008; 325: 500-506 

33- Yokoyama H, Onodera K, Iinuma K, et al: 2-Thiazolylethylamine, a selective histamine H1 

agonist, decreases seizure susceptibility in mice. Pharmacol Biochem Behav 1994; 47:503-507 

34- Soria-Jasso L, Arias-Montano J: Histamine H1 receptor activation stimulates [3H] GABA 

release from human astrocytoma U373 MG cells. Eur J Pharmacol 1996; 318:185-192 

35- Sangalli BC: Role of the central histaminergic neuronal system in the CNS toxicity of the first 

generation H1-antagonists. Prog Neurobiol 1997; 52:145-157 

36- Kamei C, Ohuchi M, Sugimoto Y, et al: Mechanism responsible for epileptogenic activity by 

first-generation H1-antagonists in rats. Brain Research 2000; 887:183-186 

37- Fujii Y, Tanaka T, Harada C, et al: Epileptogenic activity induced by histamine H1 antagonists 

in amygdala-kindled rats. Brain Research 2003; 991:258-261 

38- Eizadi-Mood N, Ozcan D, Sabzghabaee AM, et al: Does naloxone prevent seizure in tramadol 

intoxicated patients? Int J Prev Med 2014; 5:302-307 

39- Shadnia S, Brent J, Mousavi-Fatemi K, et al: Recurrent seizures in tramadol intoxication: 

implications for therapy based on 100 patients. Basic Clin Pharmacol Toxicol 2012; 111:133-

136 

40- Hara K, Minami K, Sata T: The effects of tramadol and its metabolite on glycine, gamma-

aminobutyric acidA, and N-methyl-D-aspartate receptors expressed in Xenopus oocytes. Anesth 

Analg 2005; 100:1400-1405 



 VODOVAR Dominique – Thèse de doctorat - 2018 

 159 

41- Liefaard LC, Ploeger BA, Molthoff CF, et al: Changes in GABAA receptor properties in 

amygdala kindled animals: in vivo studies using [11C]flumazenil and positron emission 

tomography. Epilepsia 2009; 50:88-98 

42- Syvänen S, Labots M, Tagawa Y, et al: Altered GABAA receptor density and unaltered blood-

brain barrier transport in a kainate model of epilepsy: an in vivo study using 11C-flumazenil 

and PET. J Nucl Med 2012; 53:1974-1983 

43- Naylor DE, Liu H, Wasterlain CG: Trafficking of GABA(A) receptors, loss of inhibition, and a 

mechanism for pharmacoresistance in status epilepticus. J Neurosci 2005; 25:7724-7733  

44- Goodkin HP, Joshi S, Mtchedlishvili Z et al: Subunit-specific trafficking of GABA(A) receptors 

during status epilepticus. J Neurosci 2008; 28:2527-2538 

45- Fukuda H, Hirabayashi Y, Shimizu R, et al: Sevoflurane is equivalent to isoflurane for 

attenuating bupivacaine-induced arrhythmias and seizures in rats. Anesth Analg 1996; 83:570-

573 

46- Bar-Klein G, Klee R, Brandt C, et al: Isoflurane prevents acquired epilepsy in rat models of 

temporal lobe epilepsy. Ann Neurol 2016; 80:896-908 

47- Chua HC, Chebib M: GABA(A) Receptors and the diversity in their structure and 

pharmacology. Adv Pharmacol 2017; 79:1-34 

48- Gholami M, Saboory E, Roshan-Milani S: Proconvulsant effects of tramadol and morphine on 

pentylenetetrazol-induced seizures in adult rats using different routes of administration. 

Epilepsy Behav 2014; 36:90-96 

49- Olsen RW: GABA(A) receptor: Positive and negative allosteric modulators. 

Neuropharmacology 2018; pii:S0028-3908(18)30036-4 

50- Ashton D, Wauquier A: Effects of some anti-epileptic, neuroleptic and gabaminergic drugs on 

convulsions induced by D,L-allylglycine. Pharmacol Biochem Behav 1979; 11:221-226 

 

ONLINE SUPPLEMENT 

This online supplement adds some methodological details not presented in the methodology section of 

the main manuscript as well as the complete results of various pretreatments on tramadol-induced effects 

on brain monoamine concentrations (Study1; Fig. 5 online). 

MATERIALS AND METHODS 
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Our experimental protocols were carried out within the ethical guidelines established by the National 

Institutes of Health and approved by Paris-Descartes University ethics committee for animal 

experimentation and by the French Ministry of Higher Education and Research (APAFlS#5285-

2017031714499381v2 and APAFlS#7466-2016110417049220v2). 

 

Animals  

Male Sprague-Dawley rats (Janvier Labs, France) weighing 250-350 g at the time of experimentation 

were used, housed for 7 days before experimentation in an environment maintained at 21±0.5°C with 

controlled humidity and light-dark cycle. Food and tap water were provided ad libitum.  

 

Drugs 

Tramadol hydrochloride (Grünenthal, Germany) and naloxone (Aguettant, France) were diluted in 

sterile water to obtain solutions of 44 mg/mL and 0.4 mg/mL, respectively. Diazepam (Roche, France) 

was diluted in 4% Tween (Tween-20® diluted in 0.9% NaCl) to obtain a solution of 2 mg/mL. 

Cyproheptadine (Teofarma, Italy) and fexofenadine (Sanofi-Aventis, France) were diluted in saline to 

obtain solutions of 5.3 and 15 mg/ml, respectively. 11C-flumazenil radiosynthesis and production for IV 

injection were performed as previously described (1,2) and diluted in saline to obtain 35.8 ± 4.9 MBq 

in a constant volume of 1 mL (specific radioactivity, 39.8 ± 6.1 GBq/µmol). 

 

Jugular Catheterization 

One week before the study, the rat jugular vein was catheterized using 60 cm-silastic tubing with external 

and internal diameters of 0.94 and 0.51 mm, respectively (Dow Corning Co., USA), under ketamine (70 

mg/kg) and xylazine (10 mg/kg) anesthesia. Catheters were tunneled subcutaneously and fixed at the 

back of the neck. Heparinized saline was injected into the catheter to avoid thrombosis and catheter 

obstruction. Rats were then returned to their individual cages for 7 days, allowing anesthesia washout 

and complete recovery. On the day of experiment and before drug administration, the catheter was 

exteriorized, purged, and its permeability checked.  

 

Clinical Parameters 

Temperature was measured using intraperitoneal (i.p.) implanted temperature transmitters (DSI, 

Netherlands). Sedation level based on a 4-stage scale from 0 (awake) to 3 (coma) was assessed (3): At 

stage 0, rats were completely awake and their gait and righting reflexes were intact. At stage 1, rats had 

reduced activity, showed light impairment of gait and intact righting reflex with diminished muscle 
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tonus. At stage 2, rats were asleep or static and showed reduced righting reflex. At stage 3, rats were 

comatose and did not have any righting reflex. Seizure severity was graded according to the modified 

Racine Score (4): At stage 1, rats were immobile, with eyes closed, twitching of vibrissae and facial 

clonus. At stage 2, rats had head nodding associated with more severe facial clonus. At stage 3, rats had 

clonus of one forelimb. At stage 4, rats had rearing, often accompanied by bilateral forelimb clonus. At 

stage 5, rats had rearing with loss of balance and falling accompanied by generalized clonic seizures. 

 

Measurement of Monoamine Concentrations in the Brain 

We chose to measure neurotransmitter concentrations in the frontal cortex, the main area of 

serotoninergic projections that exhibited the prominent number of spike-wave discharges after 10 to 40 

mg/kg tramadol administration (5). Following tramadol administration, rats were immediately placed 

for 10 min in an anesthesia induction chamber (Tem Sega, France) with 4% isoflurane (Virbac, France). 

They were exsanguinated to clean the brain of its blood and decapitated. The frontal cortexes were 

collected 15-20 min after drug administration. Samples were frozen at -80°C until measurement. 

Concentrations of monoamines (i.e. dopamine, serotonin and norepinephrine), L-tryptophan (the 

serotonin precursor) and their metabolites (i.e. 5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA), 3-methoxy-4-

hydroxyphenoglycol (MHPG), 3,4-dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC) and homovanillic acid 

(HVA)) were measured using high performance liquid chromatography (HPLC) coupled to flurorimetry 

as previously described (6). Radioenzymatic assay was used for histamine concentration determination 

as previously described (7).  

 

11C-flumazenil Positron Emission Tomography (PET) Imaging  

PET imaging acquisition was performed using an Inveon® microPET-CT scanner (Siemens, Germany) 

(8). Rat anesthesia was induced then maintained using 3 and 1.5–2.5% isoflurane in O2, respectively, to 

insert a catheter in the caudal vein for 11C-flumazenil injection. Anesthetized rats were placed into the 

micro-PET-CT and a brain CT-scan was performed. After CT completion, 90- or 60-min dynamic 

acquisitions were performed starting at the time of 11C-flumazenil intravenous (i.v.) injection, to study 

i)- the impact of tramadol on the brain binding of 11C-flumazenil and ii)- the mechanisms involved in 

tramadol-induced changes in 11C-flumazenil brain binding, respectively. 

PET data were reconstructed using the FORE+OSEM2D algorithm including normalization, 

attenuation, scatter and random corrections. PET images were co-registered using Pmod software 

(version 3.6, Switzerland) to a brain magnetic resonance imaging (MRI) template published by Schiffer 

et al. (9; normalization of PET-CT on MRI and application of the transformation to the PET images). 

This template incorporates adult male Sprague-Dawley rats (250-300 g) and implements the Paxinos 

coordinates. Time activity curves (TACs) were generated in different brain regions predefined in the 
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Schiffer’s template. Radioactivity concentration was expressed as the percentage of the injected dose 

(%ID.mL-3) versus time (min). The binding potential (BPND) of 11C-flumazenil in selected brain regions 

(BPND= Bmax/KD, where Bmax represents the total density of receptors in the tissue and KD, the radioligand 

equilibrium dissociation constant) was estimated using the simplified reference tissue model (SRTM) 

and the pons as the reference region (10). Corresponding parametric PET images were generated using 

SRTM to visualize 11C-flumazenil binding (BPND) to GABAA-receptor (PXMOD, Pmod Software). 

RESULTS 

Study 1 - Effects of various pretreatments on tramadol-induced effects on brain monoamine 

concentrations. 

Tramadol overdose was responsible for a significant increase in histamine, serotonin, norepinephrine 

and dopamine concentrations (p<.05, p<.05, p<.01 and p<.01, respectively) and decreases in 5-HIAA, 

HVA and DOPAC concentrations (p<.01) in comparison to the control (Fig. 5 online). Tryptophan 

concentration was not significantly modified. Diazepam pretreatment significantly increased tramadol-

induced effects on histamine, norepinephrine and dopamine concentrations (p<.01, p<.05 and p<.05, 

respectively) as well as its effects on 5-HIAA, MHPG and HVA concentrations (p<.01, p<.05 and p<.01, 

respectively). Naloxone significantly increased tramadol-induced effects on histamine concentrations 

(p<.01) as well as its effects on MHPG and DOPAC concentrations (p<.05). Cyproheptadine 

significantly increased tramadol-induced effects on histamine concentration (p<.01). Fexofenadine 

significantly increased tramadol-induced effects on HVA and DOPAC concentrations (p<.01 and p<.05, 

respectively). No pretreatment resulted in significant changes in tramadol-induced effects on tryptophan 

concentrations.  
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Figure 5 online. Effects on the frontal cortex monoamine concentrations of intraperitoneal (i.p.) 75 mg/kg 
tramadol administration in Sprague-Dawley rats pretreated with i.p. 4% tween at T-15 +  intravenous (i.v.) saline 
at T-10 (Tramadol group, black); i.p. 1.77 mg/kg diazepam at T-15 + i.v. saline at T-10 (Diazepam group, 
horizontal lines); i.p. 4% tween at T-15 + i.v. 2 mg/kg bolus followed by 4 mg/kg/h naloxone at T-10 (Naloxone 
group, vertical lines); i.p. 10 mg/kg cyproheptadine at T-15 + i.v. saline at T-10 (Cyproheptadine group, grey); 
and i.p. 15 mg/kg fexofenadine at T-30 + i.v. saline at T-10 (Fexofenadine group, diagonal lines). Control rats 
received i.p. saline at T0 + i.p. 4% tween at T-15 + i.v. saline at T-10 (Control group, white). Results are expressed 
as median and quartiles. (N=6/group). *p<.05, **p<.01. 
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Dis ussio  - Co lusio  

La ise des opioïdes ue o aisse t aujou d hui les ́tats-Unis et dans une moindre mesure 

l Eu ope est u  p o l e ajeu  de sa t  pu li ue (Skolnick, 2018). Outre le nombre 

croissant des décès observés, cette crise sanitaire a comme particularité de toucher toutes les 

classes de la société, le plus souvent de jeunes actifs, qui sont devenus dépendants aux 

opioïdes suite à une prescription à visée antalgique (Birnbaum et al, 2011; Volkow and 

McLellan, 2016). Les décès surviennent le plus souvent de manière accidentelle. 

E  plus de la p e tio  i stitutio elle, de l i stau atio  de esu es gulat i es li ita t les 

p es iptio s i utiles ou t op lo gues d opioïdes, la o e o aissa e de la to i it  eu o-

respiratoire des opioïdes est un élément indispensable pour bien prendre en charge les 

patients intoxiqués (Bruera, 2018). La naloxone réverse les effets neuro- (coma) respiratoires 

(acidose hypercapnique) de la majorité des opioïdes. Aux États-Unis, le ministère de la santé 

a récemment publié une note appelant toutes les personnes consommant régulièrement des 

opioïdes et leurs proches à posséder dans leur pharmacie personnelle de la naloxone 

(surgeongeneral.gov). 

Néanmoins, deu  opioïdes ui o t aujou d hui u e pla e ajeu e su  le a h  des opioïdes 

licites provoquent des toxicités qui ne sont peu ou pas reversées par la naloxone : il s agit de 

la buprénorphine et du tramadol. La buprénorphine, agoniste partiel   aux effets respiratoires 

plafo s, i duit u e d p essio  espi atoi e lo s u elle est o-administrée avec des 

benzodiazépines (Jones et al, 2012; Megarbane et al, 2006a). Le tramadol, agoniste  faible et 

inhibiteur de la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline, induit des convulsions à 

dose toxique (Hassamal et al, 2018). L o je tif de ette th se tait d tudie  les mécanismes 

à l o igi e es to i it s. 
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́tudes des a is es de l i te a tio  e t e le diaz pa  et la 

up o phi e à l o igi e d u e d p essio  espi atoi e.  

Après quinze ans de recherche, chez le rongeur, au sein du laboratoire « Variabilité de réponse 

aux psychotropes », les h poth ses d u e i te a tio  pha a o i ti ue p iph i ue ou de 

la participation de la norbuprénorphine dans la dépression respiratoire observée lors de la co-

administration de benzodiazépines et de buprénorphine ont été exclues (Alhaddad et al, 2013; 

Hreiche et al, 2006; Kilicarslan and Sellers, 2000; Megarbane et al, 2006b; Zhang et al, 2003). 

Les t a au  de ette th se a aie t pou  ut d e plo e  les t ois aut es p i ipales h poth ses 

émises à ce jour : 1) hypothèse neuro-pharmacocinétique, 2) hypothèse réceptologique et 3) 

hypothèse pharmacodynamique (Jones et al, 2012; Megarbane et al, 2006a). 

Comme précédemment publié, notre modèle montrait que, la buprénorphine ou le diazépam 

seul, e t ai e t pas de d p essio  espi atoi e alo s ue l asso iatio  des deu  ol ules 

est à l o igi e d u e a idose h pe ap i ue (Gueye et al, 2002; Nielsen and Taylor, 2005; 

Pirnay et al, 2008a; 2008b).  

Les résultats obtenus en imagerie TEP utilisant la 11C-buprénorphine était en défaveur des 

hypothèses neuro-pharmacocinétique et réceptologique. Il a été montré précédemment que 

le transport au travers de la barrière hémato-encéphalique de la norbuprénorphine, principal 

métabolite de la buprénorphine, est environ 30 fois inférieur à celui de la buprénorphine chez 

la souris (Alhaddad et al, 2012). Le signal TEP mesuré est donc attribuable à la 11C-

up o phi e. L i age ie TEP à la 11C-buprénorphine nous a permis de vérifier de manière 

non invasive et in vivo l a se e de odifi atio  de la dist i utio  ale de buprénorphine 

par le diazépam. Ce résultat est en accord avec de précédentes données obtenues par 

microdialyse dans le striatum (Megarbane et al, 2005). Nos résultats montrent que le 

diaz pa  i duit pas de odifi atio  de la i ti ue de la 11C-buprenorphine dans 

l e se le des gio s ales,  o p is le e elet, où les récepteurs opioïdes ne sont 

pas exprimés chez le rat (Holland et al, 1989). Cette observation confirme égale e t l a se e 

d i te a tio  p iph i ue, car une augmentation des concentrations plasmatiques aurait 

induit une augmentation du signal cérébral de la 11C-buprenorphine. Nos conclusions sont, en 

revanche, en désaccord avec de précédentes publications ex vivo montrant, en 

auto adiog aphie, u e odulatio  de l affi it  et/ou de la de sit  des epteu s  pour le 
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DAMGO ([D-Ala2, N-MePhe4, Gly-ol]-e kephali  lo s u u e e zodiaz pi e tait ad i ist e 

avec la buprénorphine (Debruyne et al, 2005; Poisnel et al, 2009). Cette différence de résultats 

peut s e pli ue  pa  deu  fa teurs. Premièrement, cette étude avait été réalisée ex vivo. 

Deuxièmement, les ats taie t sa ifi s  heu es ap s l ad i ist atio  des d ogues alo s 

que la dépression respiratoire observée lors de la co-administration de benzodiazépines et de 

buprénorphine survient généralement dans les 15 min (Cohier et al, 2014). Notre méthode in 

vivo utilisa t l i age ie TEP a e  la 11C-buprénorphine était donc plus à même de décrire les 

mécanismes impliqués au cours de cette dépression respiratoire. Les résultats obtenus à 24 h 

este t a oi s i t essa ts et pou aie t fai e p sage  d u e plus g a de susceptibilité 

au is ue d o e dose pa  up orphine lorsque les patients sont traités par benzodiazépines 

au long court. Une telle étude en imagerie TEP, en théorie possible, permettrait de vérifier in 

vivo cette hypothèse. 

Nos sultats o t pe is de ett e e  ide e l e iste e d u e i te a tio  

pha a od a i ue e t e diaz pa  et up o phi e ui pou ait t e à l o igi e de la 

dépression respiratoire. Le toxidrome opioïde typique observé en clinique au cours des 

intoxications combinant buprénorphine et benzodiazépines (Megarbane et al, 2010) est 

similaire  à celui rencontré au cours des mono-intoxications pures par les agonistes complets 

des récepteurs  (Boyer, 2012). On pou ait s atte d e à u  p ofil de to i it  si ilai e de 

l asso iatio  diaz pa / up o phi e su  les te ps espi atoi es, à savoir un allongement 

des te ps i spi atoi e et e pi atoi e espo sa le d u e aisse de la f ue e espi atoi e 

(Chevillard et al, 2009). Nos do es o t pe is d i fi e  ette h poth se, e ui e fo e 

os o lusio s o e a t l h poth se eptologi ue. L asso iatio  des deu  ol ules 

induisait un allongement du temps inspiratoire. Celui-ci était similaire à celui observé avec la 

buprénorphine seule comme précédemment décrit (Gueye et al, 2002; Nielsen and Taylor, 

2005; Pirnay et al, 2008a; 2008b). Il était en revanche associé à une diminution du temps 

expiratoire. Cette diminution était similaire à celle observée avec le diazépam seul, mais 

inférieure à celle observée avec la bupréno phi e seule afi  de o pe se  l allo ge e t du 

te ps i spi atoi e et ai te i  u e f ue e espi atoi e o ale. L utilisatio  

d a tago istes sp ifi ues des epteu s GABA-A et opioïdes a permis de mieux comprendre 

et confirmer la contribution de chaque drogue sur les temps respiratoires : l allo ge e t du 

temps inspiratoire, attribué à la buprénorphine, était spécifiquement reversé par la 
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naloxonazine ; la diminution limitée du temps expiratoire, attribuée au diazépam, était 

spécifiquement réversée par le flumazénil. Cette interaction centrale entre les deux drogues 

pou ait t e app ofo die e  tudia t sp ifi ue e t l a tio  de la up o phi e, a e  ou 

sans diazépam, sur les différents centres respiratoires de rongeurs décérébrés (Dutschmann 

et al, 2014). 

La diminution du volume courant observée lorsque le diazépam et la buprénorphine étaient 

co-administrés était réversée de manière significative et similaire par la naloxonazine, un 

antagoniste -spécifique, et le flu az il. E  l a se e d aut es pa a t es 

pléthysmographiques informatifs, ce résultat ne permet donc pas de conclure sur le rôle 

respectif de chaque molécule (diazépam, buprénorphine) dans la baisse du volume courant. 

En effet, le diazépam comme la bupréno phi e so t d u s d effets p op es su  le olu e 

courant.  

E  e a he, l tude de la fo tio  diaph ag ati ue da s les diff e tes o ditio s, o t 

apporté de nouvelles informations mécanistiques. De précédents travaux ont montré que les 

opioïdes diminuaient la contractilité diaphragmatique (Campbell et al, 1995; Rigg and Rondi, 

1981). De manière surprenante, nous avons observé que la buprénorphine ne modifiait pas la 

o t a tio  diaph ag ati ue et e, u elle a ait une tendance non significative à 

l aug e te . Cette tendance suggère une conservation du reflexe inspiratoire en réponse à 

l aug e tatio  des sista es des oies a ie es sup ieu es, p o a le e t odeste, 

induite par la buprénorphine (Hajiha et al, 2009; Vankova et al, 1996). Ce réflexe semble être 

aboli par le diazépam qui, pourtant, augmentait probablement par son action 

pha a ologi ue p op e o ue, l o st u tio  des oies a ie es sup ieu es. “eul, le 

diaz pa  a pas e t ai  de odifi atio  de la o t a tilit  diaph ag ati ue, e si u e 

tendance non-significative à la diminution a pu être notée, comme déjà rapporté. Les 

a is es o pe sateu s à ette di i utio  i pli ue aie t l aug e tatio  de l a ti it  

des muscles intercostaux et abdominaux (Gueye et al, 2002; Molliex et al, 1993). Seule, la 

up o phi e pou ait di i ue  l a ti it  des us les i te ostaux de manière modeste 

(agoniste partiel ), comme cela a été observé de manière beaucoup plus importante avec 

d aut es opioïdes ago istes e tie s, menant au syndrome de rigidité thoracique (Ehsan et al, 

2015; Hajiha et al, 2009; Vankova et al, 1996). Cet effet pourrait donc également contribuer à 

la baisse du volume courant. Néanmoins, des études supplémentaires électromyographiques 
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Enfin il est à noter que chez l e fa t de moins de deux ans, la toxicité de la buprénorphine 

s e p i e e  o o-intoxication, en rapport avec une immaturité probable de la barrière 

hémato-encéphalique qui ne freine pas suffisamment le passage cérébral de la 

norbuprénorphine (Mégarbane and Alhaddad, 2013). Pa  o s ue t et algo th e est 

applicable que chez les patients de plus de deux ans. 
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Rôle du système GABAergique dans les convulsions observées au cours 

des intoxications par tramadol. 

L aug e tatio  ajeu e du o e d i toxications par tramadol en France comme dans le 

reste du monde suscite un intérêt croissant du fait de la prévalence de cette molécule dans la 

prise en charge des douleurs légères à modérées. Beaucoup de travaux ont été publiés sur les 

mécanismes possiblement impliqués dans ces convulsions au cours des dernières années 

aboutissant à des hypothèses multiples et parfois contradictoires, notamment du fait de 

l i ho og it  des od les a i au  utilis s. Le ut de e t a ail tait de teste  es 

différentes hypothèses sur un même modèle de rat développé dans le laboratoire. Dans ce 

modèle, la des iptio  des o ulsio s tait pa faite e t do u e t e puis u elle a ait t  

analysée par des enregistrements électroencéphalographiques dans une précédente étude 

(Lagard et al, 2016). 

Nous o fi o s pa  ot e tude l a se e d i pli atio  du s st e s oto i e gi ue 

comme cela avait été suggéré par deux précédentes études précliniques et une étude clinique 

(Fujimoto et al, 2015; Lagard et al, 2016; Ryan and Isbister, 2015). En revanche, nos 

o lusio s o t à l e o t e de elles de deu  aut es tudes hez la sou is ui a ait o lu à 

l i pli atio  des oies opioïde gi ues et hista i e gi ues da s les o ulsio s i duites pa  le 

tramadol, sur un modèle de souris épileptiques sensibilisées au pentylènetétrazole 

(antagoniste des récepteurs GABA-A) (Rehni et al, 2008; 2010). La diff e e d esp e, et 

su tout le od le utilis  so t p o a le e t à l o igi e des diff e es de résultats obtenus. 

L h poth se dopa i e gi ue est plus récente et a été publiée après le début de nos travaux 

(Bameri et al, 2018). Néanmoins, cette hypothèse est à prendre avec précaution. En effet, les 

di a e ts utilis s, la a e goli  et l halop idol, so t espe ti e e t des ago istes et 

antagonistes des récepteurs D2, connus pour être anticonvulsivants lo s u ils so t a ti s et 

pro-convulsivants lo s u ils so t i hi s (Bozzi and Borrelli, 2013). Par conséquent, des études 

complémentaires sont nécessaires (y compris en imagerie TEP avec un radiotraceur spécifique 

des récepteurs D2 - 11C- a lop ide  afi  d e plo e  la o t i utio  des oies dopaminergiques 

da s la su e ue de o ulsio s li es à l i to i atio  au t a adol (Högberg, 1993). Dans notre 

tude, l ad i ist atio  d u e dose o ulsi a te de t a adol i duisait e tes u e 

augmentation de la dopamine cérébrale ; cependant le prétraitement par diazépam entrainait 
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une disparition des convulsions associée à une augmentation encore plus importante des 

concentrations de dopamine. 

Le p i ipal sultat de ette tude est la d o st atio  de l i pli atio  des epteu s GABA-

A dans la survenue des convulsions induites par le tramadol. Une telle implication était 

suspe t e pa  l a se e de survenue de convulsions après administration de diazépam ou de 

gabapentine, mais qui ont tous les deux une action antiépileptique non spécifique (Lagard et 

al, 2016; Rehni et al, 2008). Par ailleurs, des données in vitro ont montré que le tramadol à 

forte concentration inhibait les récepteurs GABA-A hu ai s e p i s à la su fa e d œufs de 

xenopus (Hara et al, 2005). La diminution dose-dépendante de la fixation cérébrale du 11C-

flumazenil (BPND) des rats traités par tramadol suggère une interaction spécifique du tramadol 

avec le système GABAergique.  

Par analogie, une diminution du BPND (Bmax / KD) du 11C-flumazenil avait déjà été rapportée 

dans des modèles d'épilepsie chez le rat. Cette diminution était liée à la diminution du Bmax 

alors que le KD restait constant par rapport au groupe témoin (Liefaard et al, 2009; Syvänen et 

al, 2012). Notre modèle animal de toxicité du tramadol entrainait des convulsions dans les 5 

i utes sui a t l ad i ist atio  de t a adol lo s ue les ats taie t o  a esth si s (Lagard 

et al, 2016) ; la diminution du BPND du 11C-flumazenil observée dans notre étude pourrait donc 

t e li e à la su e ue de o ulsio s au ou s de l a uisitio  des i ages TEP. N a oi s, 

plusieurs arguments s oppose t à ette h poth se ie  ue ous a o s pas réalisé 

d e egist e e ts électroencéphalographiques sous caméra. Dans les modèles lésionnels ou 

pharmacologiques de rats épileptiques, il a été observé une diminution croissante du Bmax 

(donc du BPND) du 11C-flumazenil au cours du temps par rapport aux rats contrôles (12% deux 

jours après le début des crises, 36% entre le 14ème et 28ème jours suivant les crises (Parente et 

al, 2017; Syvänen et al, 2012). Cette di i utio  se ait li e à l i te alisatio  des epteu s 

GABA-A (Goodkin et al, 2008; Naylor et al, 2005). Nous avons constaté une diminution du BPND 

du 11C-flumazenil d'environ 30% seulement 10 min après la période de survenue des 

convulsions observées chez les animaux éveillés. De plus, les animaux étaient anesthésiés par 

isoflurane qui possède des propriétés anti-convulsivantes (Bar-Klein et al, 2016; Fukuda et al, 

1996). Enfin, la diminution du BPND du 11C-flumazenil dans notre étude était dose dépendante ; 

la plus fai le dose ta t pas connue pour induire des convulsions (Potschka et al, 2000). 
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Compte tenu de ces éléments, il est très peu probable que la diminution observée du BPND 

soit une conséquence des convulsions induites par le tramadol (Lagard et al, 2016). 

Nous avons ensuite montré que la diminution du BPND du 11C-flu aze il o se e tait pas 

liée à un mécanisme compétitif entre la tramadol et le site de fixation des benzodiazépines. 

E  effet, l ad i ist atio  de fo tes doses de t a adol a pas odifi  la i ti ue ale 

du 11C-flumazenil et ce, quelle que soit la région. Les récepteurs GABA-A ont pour particularité 

d t e la i le de plusieu s ol ules. O  disti gue aujou d hui  sites de fi atio  : les sites de 

fixation du GABA, des benzodiazépines (et du flumazénil), de la picrotoxine, des anesthésiques 

g au  et de l al ool (Olsen, 2018). Les molécules se liant aux récepteurs GABA-A, quel que 

soit le site, et ui e t ai e t l ou e tu e du a al hlo e so t appel es « odulateu  

allostérique positif », typiquement le GABA. Celles, ui à l i e se, e t ai e t sa fe etu e 

sont appelées « modulateur allostérique négatif » o e la pi oto i e. Celles e t ai a t 

au u  ha ge e t da s l ou e tu e du a al so t appel es « odulateu  allost i ue ul » 

(Olsen, 2018). Par conséquent à partir de ces définitions, on peut envisager que le tramadol 

soit un modulateur allostérique nul des récepteurs GABA-A à dose antalgique chez le rat. En 

revanche, il devient modulateur allostérique négatif à forte dose. Une dérégulation excitatrice 

via le glutamate pourrait aussi être évoquée comme mécanisme de ces convulsions. 

Néanmoins, le tramadol et son métabolite M1 ont une action inhibitrice sur les récepteurs 

NMDA (Hara et al, 2005). Leurs effets sur les autres récepteurs glutamatergiques (alpha-

amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate (AMPA) et kainate) restent à démontrer. 

Notre étude par imagerie TEP ne permet pas cependant de définir le mécanisme précis par 

lequel le tramadol interagit avec le récepteur GABA-A. Nos do es sugg e t u il e s agit 

pas d u e o p titio  di e te su  le site de liaiso  des e zodiaz pi es du epteu  GABA-

A puisque le 11C-flu az il a pas t  d pla  pa  des doses oissantes de tramadol i.v. Par 

ailleurs, le tramadol est fortement métabolisé et nous ne pouvons conclure sur la contribution 

intrinsèque du tramadol ou de ses métabolites aux effets convulsivants du traitement. Les 

données pharmacocinétiques/pharmacodynamiques pu li es hez le at o t e t u il est 

peu probable que les métabolites M1, M3, M4 et M5 soient impliqués (Lagard et al, 2016). En 

revanche, le rôle de M2 reste inconnu dans la survenue des convulsions observées au cours 

des intoxications par tramadol. Des études complémentaires étudiant plus spécifiquement le 

rôle de M2 sont nécessaires. 
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Les conséquences cliniques de nos résultats sont directement transposables à la pratique 

clinique. L ad i ist atio  de e zodiaz pi es e  p t aite e t pou ait p e i  la su e ue 

de convulsions chez le patient asymptomatique adressé aux urgences ; les convulsions 

survenant le plus souvent précocement et la majorité des benzodiazépines ayant une demi-

vie d li i atio  lo gue. N a oi s, da s e o te te, l ad i ist atio  o o ita te de 

naloxone serait à discuter pour empêcher la survenue/aggravation de la dépression 

respiratoire induite par le tramadol (Lagard et al, 2018). 

Ai si, os do es sugg e t u u e ad i ist ation de benzodiazépine pour la prise en 

charge des convulsions induites par le tramadol ne constitue pas seulement un traitement 

symptomatique, visant à diminuer de manière non-spécifique les convulsions, mais un 

traitement ciblé qui pourrait agir directe e t su  les d te i a ts ol ulai es à l o igi e 

des convulsions. Cette hypothèse nécessite cependant de plus amples travaux in vitro et in 

vivo afi  d t e ifi e. 
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I t g atio  de l i age ie TEP da s u e app o he ulti odale de 

l tude des a is es de toxicité des opioïdes  

L utilisatio  de l i age ie TEP pou  l tude des a is es des i to i atio s aigues est u e 

des o igi alit s de e t a ail. Nos t a au  sugg e t ue l i age ie TEP fi ie d a a tages 

lui permettant de contribuer de façon très sig ifi ati e à l a se al des outils in vivo et peu 

invasifs avec lequel nous avons étudié les mécanismes de toxicité des opioïdes. Associée à des 

données pharmacodynamiques, qui restent indispensables à son interprétation et à la 

pe ti e e des i fo atio s e ueillies, l i age ie TEP pe et de e ouveler le concept de 

elatio  pha a o i ti ue/pha a od a i ue e  tudia t l i te a tio  des ol ules 

étudiées au niveau tissulaire in vivo. Ces nouvelles données complètent ainsi les études 

pharmacocinétiques qui sont limitées au seul compartiment sa gui  et/ou à l tude d o ga es 

ex vivo. Nous aurions pu raffiner affiner notre approche méthodologique en couplant les 

esu es pha a od a i ues a e  l i age ie TEP o e e i a d jà t  alis  e  i age ie 

fo tio elle oupla t l I‘M fo tio elle et l le t e phalog a e (Gozzi et al, 2011). 

Néanmoins, la procédure expérimentale aurait été rendue plus lourde par la nécessité de 

t a h oto ise  les a i au  pou  les u a ise  et s aff a hi  des effets des anesthésiques. A 

ela s ajoutait le fait ue les te h i ues de esu es pha a od a i ues et d i age ie 

moléculaire étaient situées sur deux sites différents. 

La 11C- up o phi e est u  adiot a eu  i itiale e t d elopp  pou  l i age ie rale 

des récepteurs opioïdes. La 11C-buprénorphine, pourtant synthétisée dès 1987 (Luthra et al, 

1987), a ait jus u alo s t  utilis e ue da s deu  tudes a ie nes chez le singe (Galynker 

et al, 1996; Shiue et al, 1991). Notre étude est la première chez le rongeur ; nous avons 

déterminé pour cette espèce une région de référence, le cervelet, pour une modélisation à 

partir de modèles non-compartimentaux. Néanmoins la non-spécificité de la 11C-

buprénorphine pour un récepteur opioïde et, en particulier, son faible déplacement par la 

naloxone et sa lente dissociation du récepteur  e  fo t pas u  adiot a eu  de hoi  pou  

l tude des epteu s opioïdes (Cowan et al, 1977; Yassen et al, 2007). Pou  l i age ie des 

récepteurs , le radiotraceur le plus utilisé reste le 11C- a fe ta il ui a pou  a a tage d t e 

fa ile e t d pla  pa  la alo o e et d a oi  u e disso iatio  apide du epteu   (Lever, 

2007). E  e a he, o pte te u du egai  d i t t pou  la up o phi e da s le t aite e t 
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des t ou les de l usage des opioïdes et de la douleu , l utilisatio  de l i age ie utilisa t la 11C-

buprénorphine est prometteuse tant pour étudier finement sa neuropharmacologie que pour 

tudie  les a is es ph siopathologi ues i pli u s da s l addi tio . 

L i age ie ol ulai e utilisa t la TEP a a oi s des li ites structurelles et 

expérimentales. Les limites structurelles sont représentées par le coût, le nombre de 

personnes impliquées pour chaque expérimentation (au moins une dizaine) et la période 

courte des traceurs marqués au carbone-11. L a esth sie ep se te gale e t u  iais 

expérimental important. Celle- i est epe da t essai e à la alisatio  d a uisitio s TEP 

chez le rongeur mais empêche in fine de reproduire les conditions expérimentales utilisées 

dans les études pharmacodynamiques. Par exemple, il a t  o t  ue l isoflu a e di i ue 

la captation cérébrale du 18FDG, soit pa  u  effet p op e de l isoflu a e soit pa e ue l a i al 

est endormi et que son métabolisme cérébral est diminué (Spangler-Bickell et al, 2016). 

Néanmoins, l a esth sie peut tre également un atout. En effet, dans notre première étude, 

l utilisatio  de l a esth sie a pe is de d i e les ph o es i t i s ues o se s suite à 

l ad i ist atio  des diff e tes d ogues, e  s aff a hissa t des odifi atio s de aptatio  

du 18FDG u au ait pu i dui e u e aug e tatio  de l a ti it  lo o ot i e. C est pou  ela 

u u e a uisitio  d a i ue a t  p f e à u e a uisitio  stati ue, alis e plusieu s 

i utes ap s l ad i ist atio  des d ogues. L aut e li ite e p i e tale est li e à la 

modélisation des paramètres cinétiques chez le rongeur. Notre première étude met en 

e e gue la a ia ilit  o se e e  utilisa t des do es d i es de l i age i i la fo tio  

d e t e pou  l esti atio  du M‘Glu  pa  appo t à des pa a t es oi s informatifs mais 

moins variables (captation relative du FDG par rapport au cerveau entier) ne nécessitant pas 

de données de cinétique sanguine. A ce titre, le développement de radiotraceurs permettant 

l utilisatio  d u e gio  de f e e pou  la od lisation de paramètres réceptologiques 

doit t e e ou ag , tout e  p e a t soi  de s aff a hi  d u e i te a tio  pha a o i ti ue 

périphérique. 

Enfin, l aut e a a tage de l i age ie TEP est d t e t a sposa le à des tudes hez le p i ate 

et hez l Ho e pour vérifier les hypothèses précliniques. Le 11C-flumazenil est un 

adiopha a euti ue la ge e t utilis  hez l Ho e. Nos sultats sugg e t la pe ti e e 

d u e tude li i ue utilisa t le 11C-flu aze il pou  ett e e  ide e l effet du t a adol, à 

dose a talgi ue, su  le s st e GABAe gi ue hez l Ho e. U e tude a e  la 11C-
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buprénorphine similaire à celle réalisée chez le rat est en cours de finalisation chez le babouin. 

Une étude pour étudier la pharmacologie humaine de la 11C-buprénorphine chez le volontaire 

sain est actuellement en cours au SHFJ. En revanche, nos résultats, chez le rongeur, ne nous 

e ou age t pas à p o ou oi  u e tude tudia t l effet de l ad i ist atio  aigue de 

benzodiazépine sur la fixation cérébrale de 11C- up o phi e hez l Ho e. 
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Conclusion 

Ce travail nous a permis de mieux comprendre les mécanismes de toxicité de la buprénorphine 

et du tramadol. Ces deux toxicités montrent une implication forte du système GABAergique 

dans la toxicité de ces molécules. Nous avons montré que la combinaison des effets 

pha a od a i ues li s à l a ti atio  des epteu s opioïdes  par la buprénorphine et 

GABA-A pa  les e zodiaz pi es e t ai ait la su e ue d u e d p essio  espiratoire. Nous 

a o s gale e t o t  ue l i te a tio  dose-dépendante du tramadol avec le récepteur 

GABA-A pourrait être impliquée dans les convulsions observées au cours des intoxications par 

le t a adol. L u e des o igi alit s de e t a ail de th se a t  l asso iatio  de te h i ues 

d i age ie ol ulai e à des app o hes plus o u e t utilis es da s les la o atoi es de 

to i ologie. Nos sultats o t e t l i t t d app o hes ulti odales pou  la solutio  de 

p o l ati ues d i t t e  to i ologie. Notre travail, utilisant principalement des outils in 

vivo o  ou peu i asifs sugg e u il est possi le de ett e e  pla e des p ojets de e he he 

t a slatio elle pe etta t, à te e, d lu ide  les a is es à l o igi e des effets to i ues 

de la bup o phi e et du t a adol, et d a lio e  leu  p ise e  ha ge pa  des app o hes 

plus i l es d u  poi t de ue ol ulai e. 
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Titre : Étude multimodale in vivo des mécanismes de toxicité neurorespiratoires des opioïdes chez 
le rat 
 
Résumé : Les opioïdes peu e t t e espo sa les, e  as d i to i atio , d u e d p essio  espi atoi e 
mortelle. Deux opioïdes ont un profil de toxicité particulier. La buprénorphine, seule, a des effets 
espi atoi es plafo s alo s u ad i ist e a e  des e zodiaz pi es elle peut t e à l o igi e d u e 

d p essio  espi atoi e o telle. Le t a adol, da s u  o te te d i to i atio  aigue, e t ai e da s 
20% des cas des convulsions. Les mécanismes de ces toxicités sont inconnus. L o je tif de ette th se 

tait d tudie  de fa̧o  ulti odale les a is es i pli u s da s es deu  t pes de to i it  e  
incluant des données pharmacodynamiques et neuropharmacocinétiques in vivo. Pour la 
buprénorphine, nous avons montré que la dépression respiratoire observée avec le diazépam ne 

sultait pas d u e i te a tio  eu opha a o i ti ue/ eptologi ue e t ale i age ie TEP 11C- 
buprénorphine). En revanche, les données physiologiques respiratoires (pléthysmographie, gaz du 
sa g, le t o og aphie  et leu  e sio  pa  les a tago istes des epteu s opioïdes et de l a ide 
-a i o ut i ue GABA  taie t e  fa eu  d u e i te a tio  pha a od a i ue. Pou  le t a adol, 
ous a o s o t  ue les o ulsio s i pli uaie t pas les s st es o ad e gi ues, 

dopaminergiques, sérotoninergiques ou opioïdergiques. Le tramadol agissait comme un modulateur 
allostérique négatif du site de liaison des benzodiazépines des récepteurs GABA-A (imagerie TEP 11C-
flumazénil). Par cette approche multimodale in vivo chez le rat, nous avons pu déterminer que les 
interactions entre les opioïdes et le système GABAergique jouent un rôle majeur dans les profils de 
toxicité spécifique de la buprénorphine et du tramadol. 
 
Mots-clefs : opioïde, benzodiazépine, buprénorphine, tramadol, 11C-buprénorphine, 11C-flumazénil, 
tomographie par émission de positon 
 

 
Title: In vivo multimodal study of the neuro-respiratory toxicy of opioids  
 
Abstract: Opioids overdose may be responsible for respiratory depression. Nevertheless, two 
molecules exhibit particular toxicity patterns. Buprenorphine induces ceiling respiratory effects even 
at high doses. However, several deaths have been reported, mainly when buprenorphine was co-
administered with benzodiazepines. Tramadol is a µ-opioid receptor agonist that induces seizures in 
20% of poisoning cases. The exact mechanisms involved in both toxicity remain poorly understood. 
The aim of our investigation was to study the mechanisms involved in these two types of toxicity using 
a multimodal approach including pharmacodynamic data and in vivo brain neuropharmacokinetics. 
Regarding buprenorphine, we have shown that respiratory depression with diazepam does not result 
from neuropharmacokinetic/receptologic interaction (11C-buprenorphine PET imaging) Conversely, 
the study of respiratory parameters (plethysmography, blood gas, electromyogram) and their 
antagonization by opioid and gamma-aminobutyric acid (GABA) receptors antagonists supported 
interactions mediated by the addition of the pharmacodynamic effects of each molecule. Regarding 
tramadol, we showed that seizures did not involve the noradrenergic, dopaminergic, serotoninergic or 
opioidergic systems. Conversely, they involve the GABA-ergic system; tramadol acts as negative 
allosteric modulator of the benzodiazepine site of the GABA-A receptor (11C-flumazenil PET imaging). 

Using a multimodal in vivo approach in the rat, we have been able to determine that the interactions 
between opioids and the GABAergic system play a major role in mechanisms of toxicity of 
buprenorphine and tramadol. 

 
Keywords: opioid, benzodiazepine, burpenorphine, tramadol, 11C-buprenorphine, 11C-flumazenil, 
positron emission tomography 
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