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INTRODUCTION

L’intoxication est définie comme la survenue de tout effet toxique pour I’homme faisant
suite a une exposition unique ou répétée a un melange ou une substance naturelle ou de
synthése, disponible sur le marché ou présent dans I’environnement (1). Celui-ci peut survenir
dans un délai plus ou moins important selon le type de toxique, le niveau et la voie d’exposition

(toxicité aigué et chronique).

En 2013, I’OMS estimait que 300 000 personnes mouraient chaque année des suites d’une
d’intoxication (2). La majorité de ces décés surviennent dans les pays a revenus faibles et
intermédiaires et sont liés a des intoxications volontaires aux pesticides (3,4). Dans les pays
développés les médicaments constituent la principale cause de déces par intoxication bien que

les intoxications aux pesticides aient également lieu.

Afin de limiter le nombre d’intoxications fatales, plusieurs approches peuvent étre mises en
place. Une méthode efficace pour lutter en amont contre les intoxications volontaires ou
accidentelles est la « réduction des moyens », diminuant I’accés aux substances toxiques ou en
modifiant les conditionnements de facon a diminuer le risque en cas d’exposition (5). La
formation des médecin et la diminution de 1’accés aux produits toxiques semblent étre les outils
préventifs les plus efficaces (5). En France cela a conduit au retrait de nombreux pesticides dont
la toxicité était avérée, notamment le paraquat, ainsi que les organophosphorés et les carbamates
les plus nocifs. Pour les médicaments cela a conduit au retrait de nombreuses molécules et a la
réévaluation réguliére (tous les 5 ans) du service médical rendu (SMR) par la commission de
transparence. Cela est a I’origine de la modification du conditionnement de certaines molécules
(les spécialités contenant du paracétamol sont limitées a 8 grammes par boite), de la
composition des médicaments (buprénorphine associée a la naloxone dans la spécialité
Suboxone® permettant de bloquer les effets de la buprénorphine si celle-ci est injectée, limitant
le risque de surdosage). Ces mesures ont parfois ét¢ prises de fagon inadaptée comme c’est le
cas pour le dextroproxyphéne. Au Royaume-Unis entre 1997 et 1999, 20% des suicides étaient
par intoxications et 20% d’entre eux impliquaient le co-proxamol® (dextropropoxyphene
associé au paracétamol). Afin de limiter les intoxications volontaires, et améliorer d’une fagon
génerale le profil de sécurité de la molécule, celui-ci était retiré du marché au Royaume-Unis
le 31 janvier 2005 (6). En 2011, lors de la réévaluation du dextropropoxyphéne par 1’agence

européenne du médicament celui-ci a été retiré du marché. En France le conditionnement des



boites était de 8 g de paracétamol et 600 mg de dextropropoxyphene, et celui-ci ne constituait

pas a priori un probléeme de santé publique.

Ces évolutions ont été associées a la mise sur le marché de nouvelles molécules notamment
des psychotropes, impliqués dans la majorité des intoxications. Les barbituriques qui étaient
utilises comme anxiolytiques et hypnotiques, présentent une marge thérapeutique étroite et
étaient responsables de nombreux déces. Ceux-ci ont progressivement été remplacés par les
benzodiazépines présentant un meilleur profil de tolérance. Les décés par intoxications aux
barbituriques en France sont passés de 31% en 1980 a 4% en 1994-1995 (7). De méme les
antidépresseurs tricycliques, premiére famille d’antidépresseurs commercialisée, présentent des
propriétés stabilisants de membranes, et cardiotoxiques a forte dose. Ceux-ci étaient
responsables de nombreux déces par intoxication médicamenteuse volontaire. L’arrivée des
inhibiteurs de la recapture de la sérotonine (spécifiques et non spécifiques), mieux tolérés avec
une marge thérapeutique plus large a permis de diminuer considérablement les cas de déces par

intoxications aux antidépresseurs (8).

Parallélement, 1’amélioration des connaissances toxicocinétiques et toxicodynétiques des
molécules en cause a permis de comprendre les mécanismes et la variabilité des réponses. Cela
a amélioré la prise en charge des patients. L’utilisation d’émétiques, le lavage gastrique et la
diurése forcée ont disparu au profit d’approches plus rationnelles et spécifiques, notamment
I’utilisation d’antidotes. Des systémes d’assistance permettent désormais de substituer des
organes vitaux tels que les poumons ou le cceur de fagon transitoire, le temps pour I’organisme

d’éliminer le ou les toxiques.

Ces dernieres décennies le profil des intoxications a évolué, autant sur le plan
épidémiologique que thérapeutique. Ce travail de thése a pour objectif dans une premiére partie
de faire une synthese sur I’état des connaissances épidémiologiques et sur les traitements des
intoxications. Et dans une deuxiéme partie d’évaluer deux approches permettant la prise en
charge de patients intoxiqués : un antidote de type Fab dans les intoxications a la colchicine et
un systeme de dialyse a 1I’albumine permettant 1’épuration des molécules fortement li¢es aux

protéines plasmatiques.



PREMIERE PARTIE : DONNEES
BIBLIOGRAPHIQUES




1. Epidémiologie des intoxications

a. Pays développés

i. France

Malgré I’existence d’une base de données informatisée et incrémentée par les centres anti-
poisons francais (SICAP), il existe peu de données épidémiologiques récentes sur les

intoxications en France.

1. FEtude des cas d’exposition enregistrés par les centres antipoison

francais en 2013 (9)

Une étude rétrospective descriptive des cas d’exposition avec ou sans symptome a été
réalisée a partir de la base de donnée des centres antipoison francais SICAP. Les données allant
du 1* janvier 2013 au 31 décembre 2013 ont été rassemblées. Au total 168 475 cas d’exposition
ont été répertoriés dont 73 889 (43,9%) étaient symptomatiques. Le nombre de cas mensuel
¢tait relativement constant au fil de I’année. Les taux d’incidence les plus élevés étaient en
Corse (39,2/100 000), en Midi-Pyrénées (34,0/100 000) et en Languedoc-Roussillon
(30,3/100 000). L’age médian de la population était de 7 ans. La classe d’age de 0-4 ans
représentait 43,7% des cas (n=73 702), suivie des 20-39 ans et 40-59 ans. Le sex ratio était
équilibré (H/F = 0,96). La majorité des intoxications était involontaires (87,1%), 12,2% étaient
volontaires et 0,7% de circonstances non renseignées. Les voies d’exposition principales étaient
la voie orale (93,8%), la voie respiratoire (10,7%) et la voie cutanée (8,1%). Concernant les
classes d’agent associés aux expositions, la premiére classe correspondait aux spécialités
pharmaceutiques (37,6%), suivie des produits domestiques (27,2%), des substances chimiques
(6,6%), des produits cosmétiques (5,1%), des produits alimentaires (4,5%) et des plantes
(4,5%). Parmi les cas d’exposition aux médicaments, les antalgiques non opioides étaient
prépondérants (12,6% des cas, 95,7% de paracétamol). Les médicaments dermatologiques
(10,0%), des voies digestives et du métabolisme (9,5%), les benzodiazépines (9,1%), les anti-
inflammatoires non stéroidiens (7,6%), et les anti-infectieux a usage systémique (5,5%) étaient
les plus impliqués. Parmi 1’ensemble des intoxications rapportées, 407 cas de déces ont été
recensés 178 femmes et 230 hommes. Cent quatre étaient accidentelles et 246 volontaires. Les

médicaments impliqués dans les cas de déces sont présentés dans le tableau 1.



Médicaments humains n=136 75,6%
Benzodiazépines 31 22,8%
Antidépresseurs (dont ISRS : 8) 18 13,2%
Antiépileptiques (gabapentine, valproate de sodium, etc...) 13 9,6%
Opioides 13 9,6%
Inhibiteurs calciques 9 6,6%
Antidiabétiques 5 3,7%
Paracétamol 5 3,7%
Antiviraux 4 2,9%
B-bloquants 4 2,9%
Colchicine 4 2,9%
Inhibiteurs de I’enzyme de conversion 4 2,9%
Inhibiteurs de I’angiotensine II 4 2,9%
Phénothiazines 4 2,9%
Antiarythmiques 3 2,2%
Anticoagulants 3 2,2%
Antihistaminiques 3 2,2%
Myorelaxants 3 2,2%
Antiagrégants plaquettaires 1 0,7%
Anti-inflammatoires 1 0,7%
Antimitotiques 1 0,7%
Antipaludéens aminoquinoléines 1 0,7%
Désinfectants 1 0,7%
Diurétiques 1 0,7%
Médicaments vétérinaires 6 3,3%
Phytopharmaceutiques 27 15,0%
Herbicides 16 59,3%
Insecticides 6 22,2%
Rodenticides 4 14,8%
Engrais 1 3, 7%
Produits a usage domestique 8 4,4%




Nettoyants/dégraissants de surface 4 50,0%

Déboucheurs pour canalisation — Liquide alcalin 3 37.5%
Nettoyant pour textile 1 12,5%
Produits cosmétiques 3 1,7%

Tableau 1. Toxiques en cause seuls ou en association dans les intoxications volontaires

mortelles.

2. Observatoire multi-sources des intoxications aigués en lle de
France (10)

Une étude réalisée sur la période allant de 2010 a 2011 en région parisienne a colligé les
données du centre antipoison (CAP) de Paris, d’un service d’urgence et de réanimation
médicale toxicologique (groupement hospitalier de 1’Assistance Publique des Hopitaux de
Paris : Fernand Widal, Saint-Louis, Lariboisiére), du centre régional de pharmacovigilance
(CRPV) et de deux laboratoires de toxicologie réalisant les expertises judiciaires en post-
mortem (le laboratoire de pharmacologie et de toxicologie de I’hdpital Raymond Poincaré a
Garches et le laboratoire Toxlab a Paris). Les laboratoires de toxicologie ont retrouvé 207 déceés
toxiques preé-hospitaliers, les services de réanimations 270 cas graves d’intoxications dont 18
déces, le CRPV 45 cas d’intoxications aigués et 2980 cas d’intoxications aigués en service
d’urgence. Les cas signalés au CAP correspondaient pour 59,8% a des expositions
environnementales (produits de nettoyage/entretien, désinfectant hors matériel médical,
produits cosmétiques et corporels, produits phytosanitaires), pour 31,3% a des intoxications
médicamenteuses et pour 8,9% a des intoxications alimentaires. Pour les autres les causes
médicamenteuses étaient les plus fréquentes, a I’exception des services d urgence pour lesquels
1’éthanol occupait le premier rang. Les médicaments les plus souvent en cause en Tle-de-France
lors d’intoxications signalées au CAP étaient, pour les intoxications volontaires (par ordre de
fréquence décroissante) le bromazépam, le paracétamol, I’ibuproféne et I’hydroxyzine et, pour
les intoxications accidentelles, le paracétamol, le bromazépam, 1’ibuproféne et le tramadol.
Pour le service de réanimation et les experts judiciaires toxicologues, le paracétamol, le
bromazépam et le citalopram occupaient les trois premiers rangs des principes actifs les plus

fréguemment impliqués dans les intoxications aigués volontaires.



ii. Suisse (11)

Selon le rapport d’activité du Centre Suisse d’Information Toxicologique (CSIT) de 2017,
32719 cas d’intoxication ont été rapportés. Les enfants de moins de 5 ans sont les plus
fréqguemment touchés (45,4%). Les intoxications étaient accidentelles dans la majorité des cas
(80,7%) et volontaires dans 13,8% des cas, une faible part demeurant indéterminée. Les agents
en cause étaient principalement les médicaments (34,7%) suivi des produits domestiques
(26,3%) et des plantes (8,4%). Le detail des médicaments impliqués n’est pas fourni dans le
rapport. Chez I’enfant, aucune intoxication n’a été fatale, et chez 1’adulte 7 intoxications ont

conduit au déces.
iii. Belgique (12)

Le rapport annuel d’activité du centre antipoison belge de I’année 2018 rapporte 48 042
intoxications dont 51,5% d’adultes et 48,5% d’enfants (32% < 4 ans). Le sex ratio est partagé
(H/F = 1,14). Les premiers agents cause étaient les médicaments (51%), suivi des produits
domestiques (23%), des produits alimentaires/cosmétiques/tabac (16%) et des pesticides (5%).
Selon la classification ATC la premiére classe de médicament en cause était les médicaments
du systeme nerveux (43%), suivi du systeme respiratoire (10%), du systéme musculo-
squelettique (9%) du systéme digestif et du métabolisme (8%) et du systéme cardio-vasculaire
(7%).

iv. Suéde

En Suéde I’étude rétrospective d’un service de réanimation médicale (n=8 155 admissions,
6730 patients) rapporte une incidence de 43/100 000 avec un taux de mortalité de 1,9% (13).
L’age moyen était de 38 ans, et il n’y avait pas de différence significative entre les hommes et
les femmes (50,6% d’hommes). 46% des patients avaient déja été admis pour intoxication aux
urgences ou en réanimation. Une assistance respiratoire a été mise en place pour 14,6% et 1,2%
ont été dialysés. Les substances les plus fréquemment impliquées dans les intoxications étaient
I’éthanol (15%), les psychotropes sédatifs (16,2%), les associations de plusieurs substances
(29,7%).

v. Etats-Unis

Aux Etats-Unis, le rapport de I’année 2017 de I’association ameéricaine des centres

antipoison (AAPCC) rapporte 2 541 728 cas d’exposition, 1 858 385 étaient des expositions a
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une seule substance, 954 802 (51,4%) de non-meédicaments et 903 583 (48,6%) de
médicaments. 23,2% des intoxications aux médicaments étaient volontaires contre 4,1%
seulement pour les produits non médicamenteux. Les enfants de plus de 3 ans étaient impliqués
dans 33,6% des expositions, et les enfants < 5 ans representent presque la moitié¢ de 1I’ensemble
des cas d’intoxications (45,2%). La majorité des intoxications étaient accidentelles (77%) et
18,9% volontaires. 656 235 cas ont nécessité une prise en charge hospitaliere, 47% ont été
traités puis sont sortis, 101 849 (15,5%) ont été admis en unité de soins intensifs, et 85 629
(13%) ont eté admis directement en établissement de psychiatrie. Au total, 1388 cas
d’intoxications fatales ont été rapportés, les catégories de substances les plus fréquemment

impliquées sont détaillées dans le tableau 2 (14).

Substances (par catégories) Toutes les % Exposition aune %
substances substance unique
Psychotropes sédatifs 404 12,38 14 2.34
Opioides 315 9,65 48 8,03
Produits stupéfiants 299 9,16 71 11,87
Alcool 202 6,19 15 2,51
Antagonistes calciques 170 5,21 31 5,18
Paracétamol en association 142 4,35 28 4,68
Paracétamol seul 140 4,29 61 10,20
Bétabloquants 118 3,62 12 2,01
Antidépresseurs (Sans ISRS, IRNS
et ATC) 87 2,67 9 1,51
Substances inconnues 87 2,67 26 4,35
Inhibiteurs sélectifs de la recapture
de la sérotonine (ISRS) 84 2,57 1 0.17
Antihistaminiques 82 2,51 14 2,34
Hypoglycémiants 74 2,27 14 2,34
Antidépresseurs tricycliques (ATC) 73 2,24 9 1,51
Myorelaxants 72 2,21 11 1,84
A,nt_lc,onvulswants (GABA et 64 1.96 3 0,50
dérivés)
Med_lcaments _du systéme 60 1,84 17 2,84
cardiovasculaire
Fumées/gaz/vapeurs 53 1,62 32 5,35
Acide acétylsalicylique seul 47 1,44 20 3,34
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Anticonvulsivants 45 1,38 3 0,50

AINS 42 1,29 6 1,00
Inhibiteurs de la recapture de la

sérotonine et de la noradrénaline 40 1,23 2 0,33
(non sélectifs, IRNS)

Inh1b1te}1rs de ’enzyme de 38 1,16 1 0,17
conversion

Cannabinoides et analogues 37 1,13 2 0,33
Autres produits chimiques 35 1,07 20 3,34

Tableau 2. Substances les plus fréquemment impliquées dans les intoxications fatales aux
Etats-Unis en 2017 (14).

vi. Australie (15)

Le rapport de 2015 des centres d’information australiens sur les poisons rapporte 164 363
appels en lien avec des intoxications. Les expositions étaient accidentelles dans la majorité des
cas (64,4%), liées a des erreurs médicamenteuses dans 18,1% des cas, et intentionnelles dans
10,7% des cas. Les substances les plus fréqguemment impliquées étaient les médicaments
(paracétamol 7,3%, antidépresseurs 4,2%, AINS 3,9%, cardiotropes 3,4%, sédatifs 2,9%,
neuroleptiques 2,7%) suivi des produits domestiques (10,2%), des produits cosmétiques (4,2%),
des morsures/piqdres (3,3%) et des pesticides (2,8%). Les ages les plus touchés étaient les
enfants de moins de 4 ans (45%) suivi des adultes dans 40% des cas. Les expositions étaient
majoritairement intentionnelles chez les adolescents (50% des cas).

b. Pays en voie de développement

Dans les pays en voie de développement il n’existe pas de systéme permettant de colliger
les données épidémiologiques au niveau national. Chaque étude est réalisée sur un échantillon
plus ou moins large de la population permettant une estimation de la problématique au niveau

national.
i. Chine

En Chine, 16 176 décés par intoxication non volontaires ont été dénombrés en 2016 selon
le centre chinois de surveillance et de prévention des maladies (3). Dans une sous population

de 84 060 559 de personnes, 4 936 intoxications fatales ont été dénombrées en 2016 soit un
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taux de mortalité de 5.9/100 000. Le sex ratio pour les intoxications est partagé (H/F : 1,03),
mais plus élevé pour les hommes concernant les intoxications fatales (H/F, 1,80). Les
intoxications étaient majoritairement involontaires chez les enfants de moins de 5 ans, et
volontaires chez les adultes. Les auteurs observent une diminution du taux de mortalité allant
de 9,2 a 5,4/100000 entre 2006 et 2016, respectivement. Cette baisse est associée a une
réduction du pourcentage de personnes résidant en zone rurale de 80% a 50% au cours des 25
derniéres années, entrainant une diminution de 300 millions de personnes ayant accés aux
pesticides (16). Les personnes travaillant dans I’agriculture ont également diminué de 50% en
2002 a 31% en 2013 (17). La mortalité est plus élevée en zone rurale par rapport aux zones
urbaines (2,1 a 2,8 fois plus élevée). Chez les hommes les pesticides et 1’alcool sont
responsables de 48% et 22% des intoxications, respectivement. Chez les femmes les pesticides

étaient la principale cause de déces (69%).
ii. Inde

Il n’existe pas de données nationales sur les intoxications en Inde. La derniére étude du
centre antipoison de New Delhi a été réalisée sur la période allant d’avril 1999 a mars 2002
(18). Les hommes étaient majoritairement concernés (H = 1426, F = 1068). La tranche d’age la
plus touchée était les 14-40 ans. Les intoxications étaient principalement volontaires (53%), et
accidentelles dans 47% des cas. Les substances en cause étaient des produits domestiques
(44,1%), suivi des médicaments (18,8%), des pesticides (12,8%), des produits industriels

(8,9%) et des morsures/piqiires d’animaux (4,7%).

Lorsque I’on s’intéresse a un service de médecine légiste (Patiala, Punjab), en 2010 sur 624
autopsies, 110 déces étaient dus a des intoxications (2). La tranche d’age la plus touchée était
les 21-30 ans suivis des 31-40 ans. Les hommes étaient plus touchés (73,7%) que les femmes
(27,3%). Le phosphure d’aluminium était responsable de 50% des déces, le reste étant dii aux
dérivés chlorés, aux organophosphoreés et aux pesticides. Le phosphure d’aluminium, également
appelé «rice tablet », est un rodenticide et insecticide utilisé pour conserver les céréales ;

I’exposition est accidentelle le plus souvent.

Une étude a été publiée sur les cas d’intoxication des centres hospitaliers de Pune
(Maharashtra) représentant une agglomération de 9,4 millions d’habitants. Les données ont été
collectées entre janvier 2013 et décembre 2015. Les intoxications touchent les personnes d’age

moyen (20-35 ans) et principalement des hommes (56,2%). Les produits les plus fréquents
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étaient les produits domestiques et les produits agricoles (53,3%). La plupart des intoxications
étaient volontaires (53,3%). Le taux de déces etait de 9,8%. Les produits les plus souvent
impliqués dans les déces étaient les produits domestiques et agricoles (82,8%) suivi des

morsures/piqires d’animaux (14,1%) et intoxications médicamenteuses (2,0%).
iii. Iran

Entre 1990 et 2015 40 456 décés dus aux intoxications ont été denombrés dans le pays, soit
un taux de mortalité sur la période étudiée de 62/100 000. Le taux de mortalité par intoxication
a considérablement diminué entre 1990 et 2015 en passant de 3.08 a 0.96/100 000 (19). Les
tranches d’age les plus touchées par les intoxications étaient les enfants de moins de 5 ans et
les personnes ageées de plus de 70 ans. Les médicaments sont responsables de la majorité des
intoxications aigués (20). Ensuite viennent les pesticides dans les régions agricoles du nord du
pays, et le monoxyde de carbone dans les régions polluées comme Téhéran et les régions froides
du nord et de I’ouest en raison de ’utilisation de chauffages. Dans une étude réalisée a I’hopital
Baharloo de Téhéran sur 245 déces par intoxication, la cause la plus fréquente était le phosphure
d’aluminium (101 cas), suivi de I’opium (70 cas), le tramadol (11 cas) et les stimulants (10 cas)

(21).

2. Prise en charge des intoxications

a. Traitement symptomatique (22)

L’objectif du traitement symptomatique est de prendre en charge des perturbations de 1’¢tat
de conscience, hémodynamique, de la fonction respiratoire, rénale, hépatique, de la température
corporelle, de I’homéostasie (déséquilibre acide/base, électrolytiques), de la coagulation et des
lignées cellulaires. Celui-ci est empirique, et fait appel a des systémes d’assistance ou des
traitements pharmacologiques qui vont dépendre des défaillances du patient. Quel que soit le
type d’intoxication la premiere mesure a mettre en place est de soustraire le patient au toxique.
En cas de défaillance respiratoire 1I’objectif premier est de corriger I’hypoxémie par des moyens
plus ou moins invasifs: ventilation non invasive ou ventilation invasive (avec assistance).

Le patient doit alors étre pris en charge rapidement dans un centre compétent en milieu
hospitalier et équipé d’une réanimation médicale. Chaque défaillance d’organe doit étre gérée

de facon spécifique par une équipe entrainée et multidisciplinaire.
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Dans les défaillances hémodynamiques (état de choc) le traitement est adapté a son

mécanisme :

e Cardiogénique :

o Sur bradycardie extréme le patient est traité par isoprénaline (atropine
uniquement si le choc est d’origine vagale, jamais fait en pratique) ;

o Dysfonction ventriculaire gauche aigué : Le patient sera traité par
dobutamine, pouvant aller jusqu’a I’assistance cardiaque ;

e Vasoplégique : ce n’est pas un choc en soit mais cela participe a 1’état de choc de fagon
plus ou moins prépondérante, le patient sera traité par remplissage par du sérum
hypertonique, avec ajout d’amines vasopressives en cas de non réponse (noradrénaline
ou adrénaline) ;

e Hémorragique (anticoagulant) : le patient est traité par remplissage, transfusion de culot
globulaires et noradrénaline ;

e Septique (traitement spécifique indépendant des intoxications).

La prise en charge d’une insuffisance rénale va dépendre de la gravité (anurie, cedéme aigué
pulmonaire, acidose métabolique, hyperkaliémie) et du mécanisme en cause (pré-rénal :
fonctionnel ou organique, post rénal : obstructif). La prise en charge de I’insuffisance rénale est
particulierement importante dans le cas d’intoxications avec des composés dont 1’élimination
se fait par voie urinaire.

L’insuffisance hépatocellulaire aigué est responsable de nombreux déséquilibres
métaboliques (hypoglycémie, encéphalopathie hépatique liée a I’hyperammoniémie, acidose
lactique) et de la coagulation (risque hémorragique accru) dont les traitements symptomatiques
visent a substituer la fonctionnalité du foie. Des systemes de suppléances ont été développés
comme le systeme MARS (molecular adsorbent recirculating system) ou SPAD (single pass
albumin dialysis). Toutefois tous les services de réanimation médicale ne disposent pas de ce
type de machine, et leur utilisation nécessite d’avoir un personnel spécifiquement formé. Le
fonctionnement du systéeme MARS est détaillé dans la suite du manuscrit.

Les comas toxiques peuvent étre responsables d’hypothermies sévéeres (< 29°C) pouvant
étre a ’origine de trouble du rythme ventriculaire. Le traitement repose sur le réchauffement
par couverture de survie. La prise en charge de 1’hyperthermie maligne (> 39°C) va dépendre
de I’étiologie : un traitement par dantroléne pourra étre mis en place en cas de syndrome malin

des neuroleptiques, ou par cyproheptadine en cas de syndrome serotoninergique.
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Le traitement des troubles de la coagulation dépend du type de trouble et de I’agent causal.
Concernant les intoxications aux anti-vitamines K qui constituent la cause la plus fréquente de
troubles de la coagulation, la HAS a publié des recommandations avec une stratification de la
prise en charge dépendant de I’INR et de la présence ou non de saignements (23). Les
anticoagulants oraux d’action directe (anti-Xa et anti-l11a) la prise en charge repose sur
I’administration de complexe prothrombinique activé a I’exception du dabigatran qui possede
son propre antidote 1’idarucizumab. Les troubles de la coagulation consécutifs a des morsures
de serpents sont un signe de gravité de I’envenimation et nécessite I’administration rapide de
I’antidote correspondant (le plus souvent envenimation vipérine en Europe).

En cas d’atteinte des lignées cellulaires, il est nécessaire de définir 1’origine périphérique
ou centrale et le mécanisme de toxicité. Pour les atteintes périphériques, selon la gravité, il est
préconisé d’administrer des culots de globules rouges ou culot plaquettaires selon les cellules
touchées. Les facteurs de croissance hématopoiétiques (erythropoiétine, G-CSF,

thrombopoiétine) ont quant a eux leur place dans les atteintes d’origine centrale.

b. Traitement évacuateur

Le traitement évacuateur repose principalement sur I’administration orale de charbon
activé. Il n’est pas absorbé par la muqueuse digestive, ses effets se limitent donc au milieu
digestif. Sa durée d’action correspond a celle du transit, il est ensuite éliminé par voie fécale.
Celui-ci doit étre administre le plus précocement possible par rapport a I’intoxication,
idéalement dans I’heure qui suit. Toutefois, en raison des formes galéniques (libération
prolongée) et de I’effet ralentisseur du transit de certains médicaments, il possible de
I’administrer jusqu’a 4 heures post ingestion. La dose est de 50 g chez les adultes et 0,5-1 g/Kg
chez les enfants. Une administration répétée est indiquée pour les molécules persistant
longtemps dans ’estomac, les formes a libération prolongée ou les substances ayant un cycle
entéro-hépatique. Le charbon activé n’est pas ou peu efficace dans les intoxications avec des
acides ou des bases, des alcools, des solvants organiques, des sels inorganiques ou des métaux
(24).

Le lavage gastrique est indiqué uniquement pour les intoxications aux composés non
carboadsorbables, il garde une indication en France dans les intoxications au lithium. La

décontamination digestive n’est plus préconisée et les laxatifs ne sont pas recommandes.

16



c. Traitements épurateurs

i. Diurése alcaline

La diurese alcaline est indiquée dans les intoxications par des composés acides.
L’alcalinisation des urines (pH >7) permet d’augmenter 1’élimination urinaire de 1’acide
salicylique, des barbituriques et de certains pesticides (25-27). Cependant, I’administration de
charbon active reste plus efficace que la diurese alcaline dans le traitement des intoxications au
phénobarbital (28). La diurése alcaline est également recommandée dans les chimiothérapies
incluant du méthotrexate a haute dose afin d’éviter les lithiases tubulaires et de favoriser son

élimination rénale (29).
ii. Epuration extracorporelle

L’utilisation de systéme d’épuration extracorporelle (EEC) est indiquée si I’intoxication est
sévere (tableau 3) et si la capacité d’élimination du toxique peut étre augmentée de plus de 30%

(30). Les capacités d’épuration vont dépendre du toxique et de la méthode utilisée.

(1) Quantité ingérée associee a une toxicite sévere

(2) Ingestion d’un toxique ayant des effets retardés

(3) Voie d’élimination naturelle altérée

(4) Déterioration clinique du patient

(5) Gravité manifeste de 1’intoxication : hypotension, coma, acidose métabolique,

dépression respiratoire, arythmie ou décompensation cardiaque

Tableau 3. Caractérisation d’une intoxication sévére (31).
1. Hémodialyse

Pour étre candidat a I’hémodialyse un toxique doit présenter certaines caractéristiques, elles
sont résumees dans le tableau 4. Au cours de I’hémodialyse les substances sont épurées du sang
par diffusion a travers une membrane semi-perméable. Afin d’étre éligible a ’hémodialyse les
molécules doivent étre hydrophile, de faible poids moléculaire, avoir un petit volume de
distribution, et un taux de liaison aux protéines plasmatiques faible. L’efficacité de 1’épuration
va dépendre des debits appliques ainsi que de la surface de la membrane de dialyse. Plus celle-

ci sera importante, plus la dialyse sera efficace. L’effet indésirable pouvant apparaitre avec ce
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type de traitement est une réapparition des symptomes a 1’arrét du traitement liée aux
phénomenes de redistribution. L’utilisation de I’hémodialyse est indiquée dans les intoxications

a I’éthyléne glycol, méthanol, au lithium (32,33).

Hémodialyse Hémofiltration Hémoperfusion
. ) ) Polaire ou
Solubiliteé Polaire Polaire ) )
lipophile

Masse moléculaire <500 Da <40 000 Da < 40000 Da
Liaison aux
protéines Faible (<80%) Faible Faible ou élevée
plasmatiques
Volume de

S <1L/Kg <1L/Kg <1L/Kg
distribution
Clairance <4 mL/min/Kg <4 mL/min/Kg <4 mL/min/Kg
Vitesse de ) _

o Rapide Longue Rapide
distribution

Tableau 4. Propriétés nécessaires pour une épuration par les différentes techniques
d’EEC (31).

2. Hémofiltration

Concernant les techniques d’hémofiltration comme la CVVH (continuous venovenous
hemofiltration) et la CVVHDF (continuous venovenous hemodiafiltration), le sang passe au
contact de membranes présentant des pores de taille élevée, permettant I’épuration par
convection de molécules allant jusqu’a 40 KDa. Contrairement a I’hémodialyse, elle présente
I’avantage de pouvoir étre appliquée a des patients instables sur le plan hémodynamique (34).
L’inconvénient de ce type de technique est la clairance plus faible comparée a ’hémodialyse
en raison des débits plus faibles : 67 mL/min en hémofiltration et jusqu’a 500 mL/min en

hémodialyse.
3. Heémoperfusion

Durant I’hémoperfusion le sang du patient passe dans une cartouche contenant un produit

adsorbant. Il existe trois types d’adsorbant : le charbon activé, les résines synthétique et les
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résines échangeuses d’anions (35). Les résines ne sont plus utilisées dans la plupart des pays
(36). Le charbon activé permet 1’élimination des molécules ayant une masse comprise entre
1000 et 1500 KDa mais ne permet pas 1’épuration des molécules liées aux protéines
plasmatiques (37). L’hémoperfusion requiert une anticoagulation plus importante que
I’hémodialyse, le débit ne doit pas excéder 350 mL/min afin d’éviter les risques d’hémolyse et
la cartouche doit étre changée toute les 2 heures en raison de la saturation qui diminue la
clairance des toxiques (36).

4. MARS

Le MARS est un systéme d’épuration permettant d’extraire du sang les molécules fortement
liées a I’albumine. Il est composé de trois circuits, un circuit sang (patient), un circuit albumine
et un circuit hémodialyse (Figure 1). Le sang du patient passe au contact d’une membrane de
dialyse a haut débit et les molécules liées aux protéines et celles hydrosolubles vont pouvoir
diffuser vers le circuit albumine. Le circuit albumine contient deux filtres : une cartouche de
charbon activé permettant d’adsorber les toxiques et une résine échangeuse d’anion permettant
d’épurer I’albumine. L’albumine également passe au contact d’une bobine d’hémodialyse ou
les petites molécules hydrophiles sont filtrées. Le MARS est indiqué depuis 1999 dans le
traitement de D’insuffisance hépatique aigué, primaire ou secondaire sur une insuffisance
hépatique chronique. Ce systéme a rapidement été utilisé pour prendre en charge des
intoxications avec des substances liées a 1’albumine, avec ou sans insuffisance hépatique. Il a
été utilisé avec succes dans le traitement d’intoxications médicamenteuses aux antagonistes
calciques (vérapamil, diltiazem, amlodipine), a la théophylline, la lamotrigine, la phenytoine et
au paracétamol (38-46). Il a également permis de prendre en charge des patients intoxiqués a
I’amanite phalloide (Amanita phalloides) présentant une hépatite fulminante (47,48).
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Figure 1. Représentation schématique du systeme MARS (49).

d. Traitement spécifique (antidotes)

Il existe deux types d’antidotes : les antidotes d’action toxicocinétique, qui vont accélérer
la vitesse d’¢limination du ou des toxiques et les antidotes d’action toxicodynamique qui vont
bloquer spécifiquement I’action toxique des molécules. Les modalités de traitement sont issues
des résumés des caractéristiques du produit disponibles sur la base de données publique des

médicaments (http://base-donnees-publique.medicaments.gouv.fr/).

i. Antidotes d’action toxicocinétique
1. Redistribution extracellulaire du toxique dans [’organisme
a. EDTA dicobaltique

L’intoxication au cyanure, souvent collective, se fait par inhalation accidentelle domestique
lors de I’exposition aux fumées d’incendies. L’inhalation entraine une perte de connaissance,
des convulsions puis un arrét cardio-respiratoire en quelques minutes ou secondes suivant
I’exposition. L’EDTA dicobaltique fixe I’ion cyanure (CN) formant un complexe atoxique
éliminé dans les urines (50). Il présente des effets indésirables : hypo et hypertension brutales,
tachycardie et extrasystoles associées a des nausées, vomissements, diarrhées, sueurs profuses
et des réactions anaphylactoides (éruptions, cedémes). La dose a administrer est de 2 ampoules
de 20 mL soit 600 mg en 30 secondes suivie d’une injection IV de 50 mL de solution
hypertonique de glucose. En cas d’absence d’amélioration une troisieme ampoule peut étre
administrée. Dans [’organisme I’ion cobalt Co*™ se combine avec 2 ions cyanures.

L’élimination est entiérement rénale sous forme inchangée. Il existe une action antidotique
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réciproque entre cyanure et cobalt, en I’absence de cyanure I’injection d’EDTA dicobaltique
est toxique, il est donc important d’objectiver 1’intoxication cyanhydrique avant d’administrer

I’antidote.
b. lodure de potassium

A la suite de ’accident de Tchernobyl, I’Organisation Mondiale de la Santé a publié des
recommandations sur la prophylaxie a 1’iode consécutive aux accidents nucléaires (51). Dans
les pays européens il y a actuellement 185 centrales nucléaires et d’ici 2045, 100 centrales
supplémentaires devrait étre construites (52). L’iode est indiqué en prévention de
I’accumulation d’iode radioactif au niveau de la thyroide en cas de contamination par des
radioéléments émis accidentellement par une installation nucléaire, il permet de réduire de 90%
la fixation de I’iode radioactif. Dans les régions ou I’apport alimentaire en iode est normal la
dose recommandée est > 30 mg, dans les régions ou il existe une carence relative en iode
alimentaire 50 a 100 mg. L’efficacité est conditionnée par la précocité de la prise en charge.
L’iodure de potassium permet de saturer la thyroide avec de I’iode non radioactif et évite la
fixation de 1’iode radioactif qui pourrait provoquer [’apparition de troubles tardifs

hypothyroidie secondaire, nodules ou cancers de la thyroide.

c. Immunothérapies

i. Anti-digitalique

Les anticorps anti-digitaliques correspondent a des fragments Fab ovins d’anticorps affins
pour la fraction génine de la digoxine. Ils se fixent en formant des complexes immuns stables
masquant les sites moléculaires du toxique, et permettent une redistribution de la digoxine du
compartiment tissulaire vers le compartiment sanguin. lls sont indiqués dans les intoxications
a la digoxine ou ses dérivés, aux plantes contenant des glycosides cardiotoniques (digitale,
laurier rose) et aux préparations a base de crapauds du genre Bufo (53). lls sont indiqués en

neutralisation équimolaire en présence d’un seul facteur péjoratif suivant :

» Arythmie ventriculaire (fibrillation ou tachycardie ventriculaire),

» Bradycardie sévére < 40 bpm résistante a l'injection 1V de 1 mg d'atropine,
« Kaliémie > 5,5 mmol/L,

« Choc cardiogénique,

 Infarctus mésentérique.
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Il faut 80 mg d’anticorps pour neutraliser 1 mg de digoxine présente dans 1’organisme.
L’antidote doit étre administré en perfusion IV sur 30 min dans du sérum isotonique. Le calcul
de la dose lors d'une ingestion aigué est le suivant: dose interne (mg) = quantité supposée
ingérée (en mg) x biodisponibilité de la digoxine (0,8). Les effets indésirables sont des réactions
anaphylactoides potentiellement mortelles, 1’aggravation d’une insuffisance cardiaque

préexistante traitée par digitalique, hypokaliémie, phlébite ou réaction d’hypersensibilité.
ii. Idarucizumab

Les anti-coagulants oraux d’action directe ont révolutionné la prise en charge des patients
en évitant I’administration parentérale d’héparine, diminuant la durée des hospitalisations et en
¢vitant le monitoring régulier de I'INR imposé par les anti-vitamines K. Le principal
inconvénient rencontré avec cette famille de médicaments lors de leur mise sur le marché était
I’absence traitement spécifique en cas de saignements menacant le pronostic vital ou
incontr6lés, contrairement aux héparines et aux AVK qui ont leurs antidotes. Cela a depuis été
résolu pour le dabigatran (Pradaxa®) avec le développement de I’idarucizumab (Praxbind®).
C’est un fragment Fab humanisé qui se lie au dabigatran avec une trés forte affinité,
approximativement 350 fois plus importante que I’affinité du dabigatran pour la thrombine (54).

La dose recommandée d’idarucizumab est de 5 g (2 x 2,5 g/50 mL).
iii. Sérum antivipérin (Viperfav®)

Le sérum antivipérin est constitué d’immunoglobulines équines F(ab’)> permettant la
neutralisation du venin des viperes européennes (Vipera aspis, Vipera berus, Vipera
ammodytes) (55,56). Ces F(ab")2 d'immunoglobuline équine séquestrent les antigénes de venin
présents dans la circulation sous la forme de complexes inactifs F(ab"). antigénes, diminuant la
concentration en venin libre. Expérimentalement, ils sont responsables d'une redistribution des
antigenes du venin des sites péeriphériques tissulaires vers le compartiment vasculaire ou ils sont
complexés et inactivés. La dose initiale totale recommandée est une perfusion de 4 mL, ils
doivent étre dilués dans 100 ml de NaCl a 0,9% et administrés en perfusion intraveineuse lente
sous surveillance médicale. Chez I’enfant, la perfusion peut étre renouvelée 2 fois a 5 heures

d'intervalles selon I'évolution clinique.
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d. Sugammadex (Bridion®)

Le sugammadex est une y-cyclodextrine se liant avec certains myorelaxants (rocuronium,
vécuronium) ce qui va diminuer la quantité de curare disponible pour se lier aux récepteurs
nicotiniques de la jonction neuromusculaire (57). Cela permet une décurarisation aprés un bloc
neuromusculaire. La dose de sugammadex recommandée dépend du degré du bloc

neuromusculaire a décurariser.

e. Chélateurs
i. EDTA etplomb

Les traitements chélateurs du plomb sont indiqués dans les cas de saturnisme, ce qui
correspond a une concentration sanguine > 50 pg/L. L’utilisation de chélateurs permet
d’abaisser les concentrations €levées de plomb mais ne préviennent pas les risques cognitifs
associés aux niveaux d’exposition plus faibles (58). Cela est 1ié a I’incapacité d’extraire des
quantités suffisantes de plomb a partir des tissus ou I’incapacité de reverser des dommages
tissulaires préexistants. L’EDTA est un chélateur du plomb efficace mais il accroit la
redistribution du plomb vers le systéeme nerveux central (SNC) sauf si du dimercaprol est
administré 4 heures avant. Il est actuellement utilisé en association avec le dimercaprol dans le
traitement des encéphalopathies sévéres. La posologie usuelle est de 1000—1500 mg/m?/jour
(1-2 g par 24 heures pour un adulte de 70 kg) en perfusion 1V continue pendant 5 jours. L’effet
indésirable le plus grave associé avec I’EDTA est la néphrotoxicité, laquelle peut étre diminuée
en administrant des quantités plus faibles, moins fréquentes et en maintenant une bonne
hydratation. 1l doit étre arrété au moins une heure avant les prélévements sanguins réalisés pour

la plombémie afin de permettre une mesure exacte (59).
ii. Dimercaprol (B.A.L.)

Le dimercaprol (B.A.L., British anti-Lewisite) est un chélateur de choix dans le traitement
de I’encéphalopathie et des symptomes graves liés a I’ intoxication au plomb en association avec
I’EDTA. Il est également indiqué dans les intoxications a I’arsenic, aux sels d’or et aux sels de
mercure. La dose usuelle est de 75 mg/m? par voie intramusculaire toutes les 4 heures pendant
5 jours (58). 11 est indispensable de connaitre le statut allergique du patient avant d’initier le
traitement car les solutions disponibles en France contiennent de I’huile d’arachide. Les urines

doivent étre alcalinisées durant le traitement pour prévenir la dissociation du complexe et la
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réabsorption du metal. Les effets indésirables sont dose dépendants et transitoires (nausées,

vomissements, céphalées, hypertension, tachycardie, fievre et leucopénie) (59).
iii. Penicillamine (Trolovol®)

Elle a la propriété de chélater les métaux lourds, en particulier le cuivre sérique, ce qui
explique son emploi dans la maladie de Wilson. La penicillamine stimule et accroit
I’élimination urinaire du cuivre. La dose recommandée est de 750 — 1500 mg/jour (20
mg/kg/jour), administrée en deux ou trois fois. Il est nécessaire de supplémenter les patients en
pyridoxine (vitamine B6) car elle interfere avec son métabolisme. Pour suivre le traitement il
est recommandeé de réaliser la cuprurie des 24 heures (60). Elle n’est plus utilisée dans les

intoxications au plomb a cause du risque de néphrite interstitielle et d’aplasie médullaire.
iv. Déféroxamine (Desferal®)

La deféroxamine est un agent chélateur des anions trivalents : ion ferrique et ion aluminium
trivalent; les constantes de formation des complexes sont trés élevées respectivement 10%! et
10%. La chélation s'effectue sur une base molaire 1:1, de sorte qu’1 g de déféroxamine peut
théoriquement complexer 85 mg de fer ferrique (ou 41 mg d'AlI**). L’administration est
intramusculaire. L'excrétion urinaire de la ferrioxamine est pour l'essentiel le reflet de la
chélation du fer plasmatique (urines rosées), alors que [I'élimination fécale reflete
principalement la chélation du fer intrahépatique. Le fer de I'némoglobine, de la transferrine, de
I’hémosidérine, de la ferritine et des cytochromes est inaccessible a la déféroxamine. La
déféroxamine est associée a des effets indésirables notables tels que 1’hypotension,

I’insuffisance rénale, le syndrome de défaillance respiratoire aigué et le sepsis (61).
f. Protamine

La protamine est un mélange de peptides (5-10 KDa) polycationiques fortement acides
produits a haute concentration dans le sperme des poissons appartement aux Clupidae et
Salmonidae chez lesquels elle est liée a ’ADN (62). L’héparine dans I’organisme est liée a
I’antithrombine 111, aprés administration de sulfate de protamine par voie IV, il va se lier a
I’héparine polyanionique formant une charge neutre (ratio molaire 1:1) isolant I’héparine de
I’antithrombine III. Les complexes protamine/héparine sont ensuite éliminés par le systeme
réticulo-endothélial. En raison des effets anticoagulants intrinséques de la protamine, il est

recommandé de ne pas administrer plus de 1 mg de protamine pour 100 IU d’héparine. La demi-
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vie est de 24 min en absence d’héparine et 18 min en présence d’héparine (plus courte que celle
de I’héparine : 1-2 h). L’administration est réalisée par voir intraveineuse lente, et la dose doit

étre calculée en fonction de I’héparinémie mesurée et non de la dose d’héparine administrée.

2. Ralentissement d’un métabolisme activateur

a. Ethanol

Le méthanol est métabolisé en formaldéhyde par 1’alcool déshydrogénase puis en acide
formique par 1’aldéhyde déshydrogénase. L’acide formique entraine une inhibition de la
cytochrome oxydase de la chaine respiratoire mitochondriale, entrainant des dysfonctions
cellulaires et une atteinte des organes. L’acide formique est particulierement toxique pour la
rétine et le cerveau pouvant aller jusqu’a la perte de la vue et des Iésions des ganglions de la
base. L’éthanol est plus affin pour 1’alcool déshydrogénase et bloque ainsi la transformation du
méthanol en formaldéhyde. La concentration sanguine cible est de 100-125 mg/gL. La dose de
charge est de 600-1000 mg/Kg, ce qui correspond a 3-4 verres d’alcools pris par voie orale par
un individu de 75 Kg, en considérant que la dose est de 14 g d’éthanol par verre.
L’administration devrait étre répétée toutes les 1-2 h, et 1’éthanol redosé pour maintenir une
concentration de 100-125 mg/dL. L’utilisation de 1’¢thanol comme antidote a plusieurs
inconvenients. Il peut aggraver I’intoxication du patient, et maintenir une concentration
sanguine fixe est tres difficile compte tenu de la variabilité pharmacocinétique interindividuelle

(63). Pour ces raisons, I’éthanol sera utilisé si le fomépizole n’est pas disponible.
b. Fomépizole

L’alcool déshydrogénase est responsable de la transformation de 1’éthyléne glycol en acide
glycolique et de la transformation du méthanol en acide formique. Le fomépizole est un
inhibiteur de I’alcool déshydrogénase permettant de prévenir la toxification de ces deux
composés. Le traitement doit étre débuté devant toute suspicion d’intoxication par 1’éthyléne
glycol ou par le méthanol, le plus précocement possible aprés la prise du toxique, méme en
I’absence de signes de toxicité. Le fomépizole est par voie intraveineuse a une dose de charge
de 15 mg/Kg sur 30 min suivi de 10 mg/Kg toutes les 12 h jusqu’a ce que la concentration de
méthanol soit < 30 mg/dL (64). L’administration de fomépizole permet de réduire la formation
d’acide formique/acide glycolique, diminuer I’acidose et améliorer les symptomes de
I’intoxication (63). Le fomépizole est dialysable, les doses devront étre ajustées si le patient est

dialyse.
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3. Accéléeration d’un métabolisme inactivateur

a. N-acétylcystéine

Le paracétamol est principalement métabolisé par conjugaison (sulfo- et
glucuronoconjugaison) et de facon minoritaire transformeé en N-acetyl-para-benzoquinone-
imine (NAPQ) par le CYP2EL, rapidement conjuguée au glutathion réduit. En cas de surdosage,
la voie du CYP2E1 devient majoritaire et la conjugaison au glutathion est saturée. La NAPQ se
fixe alors aux protéines hépatiques, conduisant a une nécrose cellulaire aboutissant a une
cytolyse hépatique. L’administration de N-acétylcystéine permet de régénerer le glutathion et
restaurer la voie de détoxification par conjugaison au glutathion. Le traitement doit étre instauré
dans les 8 heures suivant I’ingestion du paracétamol. En cas d’administration d’acétylcystéine
dans les 15 heures suivant le surdosage en paracétamol, le traitement est généralement
inefficace, bien qu’il existe dans la littérature des rapports faisant état d’une efficacité du
traitement 1624 heures apres la prise de paracétamol (65). Chez les patients > 40 Kg la dose
de charge est de 150 mg/kg dilués dans 200 ml de soluté glucosé a 5%, perfusés en 60 min,
suivi d’une deuxiéme dose de 50 mg/kg dilués dans 500 ml de soluté glucosé a 5%, perfusés en
4 heures, puis d’une troisieme dose de 100 mg/kg dans 1000 ml de soluté glucosé a 5%, perfusés

en 16 heures. Chez les patients <40 Kg, les doses sont identiques seuls les volumes different.
b. Carboxypeptidase-G2 (Voraxaze®)

Le méthotrexate (MTX) haute dose (de 1 000 a 30 000 mg/m?) est inclus dans différents
protocoles de chimiothérapies, notamment dans le traitement des leucémies aigues
lymphoblastiques, les ostéosarcomes et les lymphomes. Le MTX présente la particularité d’étre
néphrotoxique directement et par précipitation de ses métabolites au niveau des tubules rénaux.
La voie urinaire étant la principale voie d’élimination du méthotrexate, cela entraine un retard
d’élimination et une exacerbation de ses toxicités (myélotoxicité principalement). La
carboxypeptidase est une enzyme qui hydrolyse naturellement le résidu glutamate terminal des
folates et de leurs analogues. Apres administration elle hydrolyse rapidement le MTX en acide
4-deoxy-4-amino-N-methylptéorique (DAMPA) et en acide glutamique, permettant une
dégradation rapide du méthotrexate présent au niveau du compartiment sanguin (66). Les
criteres d’administration sont une créatininémie augmentée d’un facteur 1,5 par rapport a la
valeur basale associée a une concentration de MTX comprise entre 3 et 10 uM ou une
concentration de MTX > 10 uM a H48.
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4. Restauration de la fonctionnalité enzymatique

a. Pralidoxime

Les organophosphorés (pesticides, armes biologiques) sont des molécules qui se fixent de
facon covalente au site actif de la choline estérase, bloquant la fonctionnalité de I’enzyme. Ils
bloquent ainsi la transformation de 1’acétylcholine en choline et acide acétique. Cela entraine
une accumulation d’acétylcholine au niveau des ganglions du systéme nerveux autonome, des
jonctions neuromusculaires, des fibres post-ganglionnaires du systéme nerveux
parasympathique et du systéme nerveux central. Sur le plan clinique ils entrainent un syndrome
muscarinique, un syndrome nicotinique et troubles comportementaux avec des crises tonico-
cloniques (67). La gravité de I’intoxication est principalement liée a 1’insuffisance respiratoire
aigué consécutive a I’intoxication. La pralidoxime permet de régénérer 1’acetylcholinestérase
durant les 24 h suivant I’intoxication, elle réactive par hydrolyse les enzymes phosphorylées.
La dose préconisée chez I’adulte est de 1 a 2 g en bolus de 30 min puis infusion de 0,4 g/h.
Chez I’enfant, on préconise 1’administration d’un bolus de 30 mg/kg sur 30 min puis une
infusion continue de 10 mg/kg/h pour une de durée de 18 h minimum (68). La dose peut étre

réduite chez les patients ayant une fonction rénale altérée.

5. Restauration de la fonctionnalité d’une protéine

a. Meéthylthioninium (bleu de méthyléne)

La méthémoglobine fait référence a I’oxydation du fer ferreux (Fe*™) contenu dans

+++

I’hémoglobine en fer ferrique (Fe™™). Cette réaction empéche 1’hémoglobine de fixer le
dioxygéne et le dioxyde de carbone, entrainant une hypoxie tissulaire pouvant conduire au décés
dans les cas les plus séveres. Les causes les plus fréquentes sont les intoxications a I’aniline, la
benzocaine, la dapsone, la phenazopyridine, les nitrites, les nitrates et le naphtanléne (69). Le
méthylthioninium ou bleu de méthyléne est indiqué dans le traitement symptomatique aigu de
la méthémoglobinémie induite par des médicaments ou des produits chimiques. Le mécanisme
d’action est schématisé sur la figure 2. Pour que le traitement soit efficace, il est nécessaire que
la NADPH (nicotinamide adénine phosphate dinucléotide phosphate) réductase et la glucose-
6-phosphate déshydrogénase (G-6-PD) soient fonctionnelles, pour cette raison le bleu de
méthyléne est contre-indiqué chez les patients souffrant de déficit en NADPH réductase et G-
6-PD. La dose habituelle est de 1 a 2 mg par kg de poids corporel, soit 0,2 a 0,4 ml par kg de

poids corporel, administré sur une durée de 5 minutes. La dose peut étre répétée (1 a 2 mg /kg
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de poids corporel, soit 0,2 a 0,4 ml /kg de poids corporel) une heure apres la premiere dose en

cas de symptdmes persistants, sans dépasser 7 mg/Kg.

feduction of Methemoglobin to Hemoaglobin
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Figure 2. Réduction de la méthémoglobine en hémoglobine. ATP : Adénosine
triphosphate ; G-6-PD : glucose-6-déhydrogénase ; Hgb : hémoglobine ; MHB :
méthémoglobine (69).

ii. Antidotes d’action toxicodynamique

Concernant les antidotes d’action toxicodynamique, on peut distinguer les antidotes
déplacant le toxique de sa cible, avec un effet antagoniste sur le récepteur (naloxone et opiacés,
flumazeénil et benzodiazépines), les antidotes qui court-circuitent la liaison du toxique au
récepteur (glucagon et béta-bloguants) et les antidotes qui corrigent les effets du toxique

(solutés salés hypertoniques et médicaments a effets stabilisateurs de membrane).
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1. Antidotes déplacant le toxique de sa cible
a. Flumazénil

Les intoxications aux benzodiazéepines et apparentés (zolpidem, zopiclone) sont parmi les
intoxications médicamenteuses aigués les plus fréquentes (9). L’antidote de ces intoxications
est un antagoniste spécifique compeétitif du récepteur GABA de type A, le flumazénil. 1l se fixe
sur la sous-unité gamma du récepteur-canal GABA-A sur le site de fixation des
benzodiazépines, c’est un antagoniste compétitif. Le délai d’action est de 1 minute et la durée
d’action varie de 1 a 2 heures. La demi-vie du flumazénil est de 1’ordre de 40 a 80 minutes, et
la liaison aux protéines plasmatiques est de 50%. Les effets hypnotiques, sédatifs et dépresseurs
respiratoires des benzodiazépines sont rapidement neutralisés par le flumazeénil injecté par voie
intraveineuse (quelques minutes) mais peuvent réapparaitre progressivement dans les heures
qui suivent I’administration de 1’antidote selon la demi-vie des produits et le rapport existant
entre les doses d'agoniste (benzodiazépines) et d'antagoniste (flumazénil) administrées. Cet
antidote fonctionne également lors d’intoxications avec les nouvelles benzodiazépines de
synthese, cela a été mis en évidence chez un patient intoxiqué au flubromazolam (70). Le
volume de distribution du flumazénil est élevé, avec une distribution extravasculaire. Le
flumazénil est largement métabolisé par le foie en un métabolite inactif, un acide carboxylique
qui est €éliminé par voie urinaire. Au cours de I’insuffisance hépatique, la demi-vie d’élimination
du flumazénil est allongée tandis que la clairance totale est diminuée par comparaison avec le
sujet sain. En revanche, ni les modifications physiologiques (sexe, ge), ni I’insuffisance rénale
ne semblent modifier la pharmacocinétique du flumazénil. Parmi les précautions d’emploi, il
est a noter le risque de convulsions en cas d’intoxications associant les benzodiazépines a
d’autres substances abaissant le seuil épileptogeéne telles que les antidépresseurs tricycliques
d’une part, et de levée de I’effet anticonvulsivant des benzodiazépines chez les patients avec
une épilepsie d’autre part. Le flumazénil est bien toléré, en particulier sur le plan

hémodynamique.
b. Naloxone

L’antidote des intoxications aigués aux opiacés est la naloxone, un antagoniste sélectif du
récepteur des opioides de type W. Le délai d’action de la naloxone, estde 1 a2 min en IV, 3 min
en IM ou SC, et 20 min par voie nasale. La durée d’action de la naloxone est de 20 & 30 min en
IV, 30-60 min par voie nasale, 2-3 heures en IM ou SC. Elle est inférieure a celle des
médicaments opiacés (demi-vie de la morphine : 2 a 3 h) ce qui nécessite une administration
fréquente de I’antidote. La naloxone possede une affinité de 50 a 100 fois plus grande que celle
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de la morphine, qui permet d’inverser 1’effet de la morphine via aussi bien 1’injection
intraveineuse que par voie nasale. La naloxone est efficace dans le traitement de la dépression
respiratoire secondaire a I’intoxication aigué aux opiacés, y compris aux nouveaux opioides de
syntheses (71-78). En revanche, la naloxone est inefficace dans le traitement des intoxications
a la buprénorphine, agoniste partiel des récepteurs opioides de type u. Les effets indésirables
peuvent notamment concerner I’appareil cardiovasculaire (hypertension, trouble du rythme
ventriculaire, cedéme aigu pulmonaire) et le systéme nerveux (agitation, anxiété). Il est a noter
que I’administration de naloxone chez des patients avec une intoxication chronique aux
opioides peut entrainer un syndrome de sevrage. Dans un contexte ou des substances opioides
de plus en plus puissantes circulent (analogues du fentanyl), la naloxone par voie nasale a recu
une autorisation de mise sur le marché au début de I’année 2018 chez I’adulte et I’enfant dans
le traitement d’urgence des surdosages aux opioides, qui se manifestant par une dépression

respiratoire et dans I’attente d’une prise en charge par une structure médicalisée.

2. Antidotes shuntant la liaison toxique-récepteur

a. Glucagon (B-bloquants)

Les B-bloguants appartiennent a la classe Il des anti-arythmiques exercent des effets
inotrope, chronotrope, bathmotrope et dromotrope négatifs. L’antagonisme des récepteurs f1
provoque une inhibition de la production d’AMPc (AMP cyclique), impliquée dans la
conduction cardiaque. En cas d’intoxication aux B-bloquants, il se produit une inhibition de la
voie de I’AMPc, qui participe aux signes cardiaques de I’intoxication. Le glucagon exerce un
effet « by-pass » du récepteur membranaire adrénergique B1 en stimulant la production d’AMPc
par une voie indépendante des récepteurs B1. L’augmentation de la production intracellulaire
d’AMPc va entrainer ’activation d’une protéine kinase A, favorisant in fine I’augmentation du
calcium intracellulaire et conduisant a [’augmentation de la contraction musculaire
(inotropisme positif), ainsi que 1’augmentation de la vitesse de dépolarisation initiale des fibres
du nceud auriculo-ventriculaire qui accroit sa vitesse de propagation (effet dromotrope positif).
Les effets cliniques apparaissent en quelques minutes et persistent 10-15 min. 1l est utilisé en
cas d’hypotension a la posologie de 5 a 10 mg (0,15 mg/Kg) en bolus IV, suivi en cas
d’efficacité par une perfusion continue a la dose de 1 a 10 mg/h (0,05-0,10 mg/Kg/h). Sa demi-

vie est de 20 min. Il permet d’obtenir une amélioration au moins partielle de la pression
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artérielle. Le glucagon est indiqué en deuxiéme intention, 1’insuline euglycémique et les

catécholamines étant privilégiées (79).

b. Insuline euglycémique (antagonistes calciques et -

bloquants)

Les antagonistes calciques appartiennent a la classe 1V des anti-arythmiques. 1ls diminuent
I’influx de calcium dans les cellules a travers les canaux calciques lents. 1l agissent au niveau
du myocarde (cellules contractiles auriculaires et ventriculaires) et des cellules musculaires
lisses de la paroi vasculaire. L’administration d’insuline et de glucose augmente le transfert de
glucose vers le milieu intracellulaire, notamment au niveau du myocarde et permet ainsi de
réamorcer ’alimentation du cceur en source d’énergie. L’insuline euglycémique s’est montrée
efficace dans lors d’intoxications aux B-bloquants et/ou aux antagonistes calciques, avec un
effet inotrope positif et une augmentation de la pression artérielle (79). Elle a également permis
dans certains cas un sevrage des catécholamines. Les recommandations posologiques sont :
insuline ordinaire en bolus IV : 0,5 & 1 UI/Kg puis infusion continue de 0,5 Ul/Kg/h, associée
a une supplémentation en glucose (20 a 30 g/h) et en potassium avec un contrdle strict de la

glycémie.

3. Antidotes corrigeant les effets du toxique
a. Solutés salés hypertoniques (lactate de sodium et
bicarbonate de sodium) et toxiques a effet stabilisant de

membrane

L’antidote des intoxications aux médicaments avec un effet stabilisateur de membrane sont
les solutés salés hypertoniques. L’intoxication aux médicaments ayant un effet stabilisant de
membrane est liée au blocage des canaux sodiques membranaires rapides. Ceci a pour effet une
inhibition de I’entrée de sodium dans la cellule cardiaque. L’une des conséquences sur I’activité
électrique du cceur est une prolongation de la dépolarisation ventriculaire des fibres rapides
(élargissement des complexes QRS) (80). Il existe de nombreux médicaments toxiques avec un
effet stabilisant de membrane dont les antiarythmiques de classe | dans la classification de
Vaughan-Williams (blogueurs du canal sodique rapide), des p-bloquants (propranolol), les
antidépresseurs tricycliques, la chloroquine et la cocaine. L’inhibition des canaux sodiques
rapides déprime la phase 0 du potentiel d’action, qui entraine une diminution de la vitesse

d’ascension du potentiel d’action, un ralentissement de la vitesse de propagation ainsi qu’un
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allongement de la période réfractaire. Les solutés salés hypertoniques sont des antidotes des
médicaments a effet stabilisant de membrane en favorisant I’entrée de sodium dans la cellule,
via le remplissage vasculaire et en favorisant la dissociation du toxique de son récepteur. Ils

corrigent ainsi les effets toxiques cardiaques des medicaments a effet stabilisant de membrane.

3. Place des analyses toxicologiques

Lors de la prise en charge d’un patient intoxiqué ou supposé intoxiqué, I’analyse
toxicologique viendra aprés un examen clinique complet et un bilan biologique de routine. Les
analyses toxicologiques permettent de confirmer ou d’écarter une intoxication, d’évaluer la

gravité d’une intoxication ou de surveiller 1’évolution d’une intoxication.
a. Confirmation d’une intoxication

Les outils analytiques modernes permettent de détecter et de quantifier tous les types de
toxiques dans les matrices biologiques. Classiquement, dans un premier temps un dépistage est
réalisé en immunoanalyse (IA). L’IA est le plus souvent réalisée sur des automates de
biochimie, faciles d’utilisation, sensibles et permettant un résultat rapide. Cependant celui-ci se
limite & quelques classes de médicaments (barbituriques, antidépresseurs tricycliques, opiacés)
et de stupéfiants (cannabinoides, amphétamines, opiacés). En raison des réactions croisées
(anticorps spécifiques de classes chimiques, ex : molécules tricycliques), les résultats positifs
doivent étre confirmé avec une méthode spécifique, le plus souvent en spectrométrie de masse.
De nouveaux systémes d’IA sont en train d’intégrer les laboratoires de toxicologie. Ceux-Ci
permettent la recherche d’un nombre plus important de classes et des catégories de molécules
en accord avec 1’évolution des molécules impliquées dans les intoxications, notamment les
nouvelles substances psychoactives (81). Cependant 1’utilisation de ce type d’appareil reste
actuellement limitée a quelques laboratoires en France. Les analyses en IA permettent
également la quantification de certaines molécules (acide acétylsalicylique, paracétamol,
digoxine, phénobarbital, acide valproique, méthotrexate). La spectrométrie de masse intervient
dans un deuxiéme temps, en raison de 1’absence de personnel formé en garde et du temps
nécessaire a ’analyse. La chromatographie liquide et la chromatographie gazeuse couplées a la
spectrométrie de masse (CL-SM, GC-SM) permettent de détecter et de quantifier la plupart des
molécules d’intérét en toxicologie, elles sont devenues des outils analytiques incontournables
en toxicologie analytique. Cependant le développement de nouvelles méthodes ainsi que leur

validation selon les normes actuelles demeurent fastidieux.
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b. Exclusion d’une hypothése toxique

Certains tableaux cliniques d’étiologie non toxiques sont trés proches de toxidromes, les
intoxications pouvant étre responsables d’un nombre extrémement varié de symptomes. Les
analyses toxicologiques permettent d’écarter une cause toxique lors de la prise en charge d’un
malade. Elles sont particuliéerement d’intérét dans le cadre médico-légal afin de déterminer la
cause toxique ou non d’un déceés. Un contexte particulier est la mort cérébrale, certaines
molécules généerent des électroencéphalogrammes plats, notamment les barbituriques, il est
indispensable d’écarter la présence de barbiturique avant de déclarer le décés d’un patient en

réanimation.
c. Evaluation de la gravité d’une intoxication

La plupart des médicaments et des produits stupéfiants présentent une concentration
sanguine corrélée a I’effet pharmacologique. Dans ce contexte, le dosage de la molécule va
permettre d’évaluer la gravité de I’intoxication. C’est le cas pour le lithium, 1’acide
acétylsalicylique, la digoxine, le paracétamol, la metformine et les cardiotropes pour ne citer
que les plus fréquents. Cependant certaines molécules vont présenter une variabilité
interindividuelle importante, rendant difficile une corrélation avec la gravité (ex : colchicine).
Des facteurs de risques sont également a prendre en compte pour pondérer la gravité d’une
intoxication, comme une intoxication aux -bloquants chez un patient souffrant de bradycardie,
ou a l’inverse une intoxication a la codéine chez un patient présentant un phénotype
« métaboliseur lent » du CYP2D6. La quantification dans plusieurs matrices peut également
permettre de mieux cerner le type d’intoxication. Par exemple la quantification du lithium dans
les érythrocytes et dans le plasma permet de déterminer s’il s’agit d’une intoxication aigué chez
un patient naif de tout traitement, ou s’il s’agit d’une intoxication aigu€ chez un patient traité
de facon chronique, beaucoup plus grave. La tolérance pharmacologique peut également étre
responsable d’une variabilité¢ importante de la gravité d’une intoxication, notamment pour les
opiacés. Ainsi, lors d’une recherche de cause de déces chez un patient, lorsqu’un opiacé est mis
en évidence a une concentration létale il est indispensable de définir le statut naif ou non de

I’individu, ce qui est réalisable par analyse capillaire.
d. Surveillance de I’évolution d’une intoxication

Le dosage répété du toxique permet de suivre son élimination. A dose élevée, les voies

d’élimination peuvent étre saturées ou déficientes, comme c’est le cas pour la metformine ou la
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digoxine chez le sujet insuffisant rénal. Apres administration d’un antidote, les analyses peuvent
permettre d’objectiver 1’efficacité¢ du traitement. C’est le cas aprés administration de
carboxypeptidase G2 dans les intoxications au méthotrexate, celui-ci est rapidement dégradé,
et on observe une baisse rapide et importante des concentrations en méthotrexate plasmatique.
C’est également le cas aprés administration de Fab anti-digoxine, on observe une augmentation
des concentrations plasmatiques reflétant une redistribution importante du compartiment

tissulaire vers le compartiment sanguin.

4. Conclusion et perspectives pour la thése

Les intoxications aigués constituent un probléme majeur de santé publique dans les pays
développés et les pays en voie de développement. Cependant les agents en cause ainsi que les
populations touchées difféerent d’un pays a 1’autre. Dans les pays développés, la premiére
tranche d’age touchée est les enfants de moins de 4 ans, les intoxications involontaires sont plus
fréquentes, et les agents en cause sont principalement les médicaments. Dans les pays en voie
de développement, les adultes sont les plus touchés, les intoxications sont majoritairement
volontaires et les premiers agents en cause sont les pesticides. Il est intéressant de noter
I’homogénéité des caractéristiques épidémiologiques au sein des différents pays européens
ainsi que pour les Etats-Unis. Pour les pays en voie de développement, la couverture du
territoire par les outils de surveillance épidémiologique n’est pas équivalente a celle des pays
développés. Une partie importante des intoxications ne sont pas déclarées. La partie notifiée
concerne les intoxications les plus graves, et il est décrit que les intoxications volontaires sont
plus graves que celles accidentelles. Cela explique en partie les différences entre les deux types
de pays étudiés. Les agents incriminés different également, cela dépend de leur accessibilité par
les populations touchées, les médicaments pour les pays développés et les pesticides pour les
pays en voie de développement. Selon une étude de I’OMS, en 2012 un suicide sur sept était le

résultat d’une intoxication au pesticide (4).

Parmi les agents médicamenteux les plus fréguemment impliqués dans les intoxications
(France, Etats-Unis) nous retrouvons le paracétamol, médicament de loin le plus prescrit en
France. Toutefois en France en 2013, seules 5 intoxications fatales étaient attribuées au
paracétamol. A ’inverse la colchicine est un médicament peu prescrit, dont 1’indication
principale est la crise de goutte, elle est également indiquée dans la maladie de Behget, la
maladie périodique et depuis 2015 la péricardite aigué idiopathique. Elle eétait toutefois
responsable de 4 décés en 2013, soit presque autant que le paracetamol. Pour le paracétamol, il
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existe un antidote efficace, la N-acetylcystéine, permettant de prévenir 1’hépatotoxicité lorsqu’il
est administré précocement. A 1’inverse il n’existe pas d’antidote pour la colchicine. Les
intoxications graves sont difficiles a prendre en charge, elles ne répondent que rarement aux
traitements symptomatiques et sont fatales dans 80% des cas. C’est dans ce contexte que nous
avons décidé d’étudier un antidote de type Fab, permettant de prendre en charge les

intoxications aigués a la colchicine.

Le traitement des intoxications a beaucoup évolué au cours des derniéres décennies, dans
le sens d’une amélioration de la prise en charge des patients. Les défaillances d’organes
peuvent transitoirement étre suppléées par des systémes d’assistance, notamment pour les
organes vitaux (cceur et poumons) mais aussi ceux responsables de 1’épuration des toxiques
(rein et foie). Grace a la comprehension des mécanismes d’action toxiques des agents en
cause, un traitement symptomatique adapté peut étre mis en place, et des traitements
spécifiques ont été développés pour des classes pharmacologiques ou des molécules
particulieres. Ces approches couvrent la majorité des agents responsables d’intoxications en
France. Cependant, parmi les médicaments responsables d’intoxications fatales nous
retrouvons des cardiotropes, notamment les antagonistes calciques pour lesquels il n’existe
pas de traitement spécifique. L’insuline euglycémique permet d’améliorer la prise en charge
dans les formes peu graves, mais reste inefficace dans les intoxications séveres. Les
antagonistes calciques (diltiazem, vérapamil et dihydropyridines) ont la particularité d’étre
fortement liés aux protéines plasmatiques, et ne sont pas épurables par hémoperfusion. Le
systeme MARS a deja été appliqué avec succes a la prise en charge de patients intoxiqués au
diltiazem ou au vérapamil. Cependant aucune étude analytique visant a évaluer le r6le du
systeme et de ses différentes composantes dans le traitement n’a été réalisée. C’est dans ce
contexte que nous avons développé la deuxieme partie de cette these sur 1’évaluation de
I’efficacité du systétme MARS dans 1’épuration du vérapamil et du diltiazem dans un modele

in vitro.
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DEUXIEME PARTIE : TRAVAUX
PERSONNELS
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Premiere partie : Etude pré-clinique d’un antidote de type

Fab anti-colchicine
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HISTORIQUE ET RATIONNEL DE L’ETUDE

La colchicine est un alcaloide extrait de la colchique (Colchicum autumnale L.), dont les
vertus thérapeutiques dans la crise aigué de goutte sont connues depuis le V1™ siécle
(Alexandre de Tralles) (82). Elle est aujourd’hui indiquée en aigué dans la crise de goutte, et en
chronique dans la péricardite idiopathique, la maladie de Behget et la fievre méditerranéenne

familiale.

La colchicine se lie a la tubuline et bloque la polymérisation des microtubules. Les
microtubules sont impliqués dans la division, la migration et la polarisation des cellules. La
colchicine bloque des voies de signalisation en inhibant le déplacement de vésicules et la
sécrétion de médiateurs (cytokines et chemokines) notamment au niveau des leucocytes (83).

Ce sont les principaux mécanismes responsables de I’effet anti-inflammatoire de la colchicine.

Sur le plan pharmacocinétique, aprés administration par voie orale, I’absorption de la
colchicine est rapide, la concentration maximale est atteinte en 30-90 min (84). La colchicine
est lipophile, mais sa biodisponibilité demeure tres variable allant de 24% a 88% (85). La
présence de glycoprotéine-P a la face luminale des entérocytes et de CYP3A4 dans les
entérocytes et au niveau hépatique explique en grande partie les différences interindividuelles.
La demi-vie de distribution est de 1-2,7 heures, et le volume de distribution de 7-10 L/Kg (85).
La demi-vie d’élimination est de 14 a 30 heures chez des volontaires sains (84). Selon les
especes 5% a 20% de la dose administrée est éliminée par voie rénale (86). La voie biliaire
semble étre la principale voie d’élimination de la colchicine, avec un réle majeur de la

glycoprotéine P, fortement exprimée au niveau des cellules biliaires.

La dose thérapeutique de colchicine est de 0,015 mg/Kg, elle est toxique a partir de 0,1
mg/Kg et 1éthale des 0,8 mg/Kg, c’est une molécule présentant une marge thérapeutique étroite
(87). Les manifestations cliniques de I’intoxication aigué a la colchicine peuvent étre divisées
en trois phases. La premiére dans les 24 heures suivant I’ingestion, dominée par les troubles
digestifs avec des douleurs abdominales, vomissements et diarrhée. La deuxiéme phase dans
les 24 a 72 heures ou se manifestent les défaillances d’organe : insuffisance rénale, respiratoire,
troubles du rythme cardiaque, insuffisance médullaire et troubles neuromusculaires. La
troisieme phase est caractérisée par la restauration de la fonction des différents organes,

notamment médullaire avec une leucocytose, et I’apparition d’une alopécie.
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La prise en charge des intoxications a la colchicine repose aujourd’hui sur un traitement
symptomatique, et les intoxications séveéres (> 0,8 mg/Kg) demeurent fatales dans 80% des cas
(88). L’évolution des intoxications a la colchicine lors des 20 derniéres années en France est

représentee sur la figure 3 (les données ont été recueillies aupres des différents CAP francais).
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Figure 3. Evolution du nombre de cas de surdosage et de décés par intoxication a la

colchicine en France.

Une approche pharmacodynamique pour I’élaboration d’un antidote n’est pas possible cette
liaison n’activant ou ne bloquant aucune voie de signalisation, quelle que soit la molécule se
fixant sur le site de liaison de la colchicine cela entrainera une inhibition de la polymérisation
des diméres de tubuline par encombrement stérique du site permettant la liaison des dimeres
entre eux. La colchicine est trés fortement distribuée et minoritairement éliminée par voie rénale
(86). Cela rend inefficace I’hémoperfusion et tous les systemes d’épuration extra-rénale. Elle
est métabolisée par les cytochromes, notamment le CYP3 A4, mais I’induction enzymatique met
une dizaine de jours & apparaitre aprés exposition a un inducteur, et aucune étude n’a montré
un bénéfice dans I’intoxication a la colchicine. La colchicine présente une affinité élevée pour
la tubuline avec une constante de dissociation 10°a 10" a 37°C, et une demi-vie de dissociation
de 20 a 30 heures (89). L’approche la plus rationnelle développée a ce jour a été le
développement d’un anticorps de type FAB spécifique de la colchicine, et ayant une affinité

pour la colchicine supérieure a celle de la colchicine pour la tubuline. Les fragments FAB
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administrés par voie intraveineuses ne sont pas distribués (tres faiblement dans les liquides
interstitiels) et peuvent étre filtrés par le glomérule rénal. Cela permet une redistribution de la
colchicine du compartiment tissulaire vers le compartiment sanguin, puis une €limination des
FAB liés a la colchicine par voie rénale. Cette approche a été développée par 1’équipe du
professeur Jean-Michel Scherrmann dans les années 1990. Aprés le développement d’une
méthode permettant le dosage de la colchicine radio-immunoanalyse (90), ils ont évalué
I’efficacité de I’antidote chez I’animal. Chez la souris, I’administration de fragments Fab permet
la réversion d’une dose 1éthale (3,8 mg/Kg), 80% de survie (91). Chez le lapin, aprés I’antidote
permet une redistribution importante de la colchicine du compartiment tissulaire vers le
compartiment sanguin et une diminution de la toxicité (92). En 1995, une patiente ayant fait
une tentative de suicide avec une prise de 60 mg de colchicine a été traité par cet antidote, il a
¢été administré 40 h aprés ’ingestion (93). Le traitement a permis la survie de la patiente. Malgré
I’efficacité de 1’antidote sa fabrication a par la suite été arrétée en raison de la maladie de
Creutzfeldt Jakob, car celui-ci était d’origine ovine. Ce n’est qu’en 2014 qu’un nouvel antidote
a été développé par I’industrie Galloise Micropharm. Celui-ci présente une affinité pour la
colchicine plus importante que le précédent Fab. Il a été étudié chez le rat et permet d’accroitre
I’élimination urinaire (94). Cependant le rat est un mauvais modele animal pour étudier la
toxicité de la colchicine, la dose léthale est >25 mg/Kg contre 0,8 mg/Kg chez I’homme. Dans
cet ¢étude nous avons choisi le cochon nain Gottingen qui est approuvé par 1’industrie

pharmaceutique pour les études précliniques de toxicologie (95).
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Clinical evaluation of a colchicine specific antigen-binding fragment (Fab) in order to treat colchicine poisoning
Colchicine required the development of an accurate method allowing quantification of free and Fab-bound colchicine in
Toxicology plasma and urine, and free colchicine in tissues, to measure colchicine redistribution after Fab administration.

Mass spectrometry
Immunoglobulin Fab fragments
Antidote

Three methods have been developed for this purpose, and validated in plasma, urine and liver: total colchicine
was determined after denaturation of Fab by dilution in water and heating; free colchicine was separated from
Fab-bound colchicine by filtration with 30 KDa micro-filters; tissues were homogenized in a tissue mixer.
Deuterated colchicine was used as internal standard. Samples were extracted by liquid-liquid extraction and
analyzed with a LC-MS/MS. LOQ were 0.5 ng/mL in plasma and urine for free and total colchicine and 5 pg/mg
in tissues. The methods were linear in the 0.5-100 ng/mL range in plasma and urine, and 5-300 pg/mg in tissues
with determination coefficients > 0.99. Precision and accuracy of QC samples presented a CV < 9.4%. The
methods require only 200 pL of sample and allow a high throughput due to short analytical run (2 min). These
methods were successfully applied to a pig intoxicated with colchicine and treated with colchicine specific Fab

fragments.

1. Introduction

Colchicine is a tricyclic alkaloid extracted from Colchicum au-
tumnale, used since historic times for acute gout [1]. Nowadays, col-
chicine is indicated in gouty arthritis, Behcet disease [2] and Medi-
terranean fever [3]. Colchicine is a potent inhibitor of tubulin
polymerization and microtubules genesis, blocking cell mitosis and
neutrophil phagocytosis.

Colchicine presents a variable oral bioavailability ranging from 18
to 79% (mean 45%) among healthy volunteers and elderly people [4].
After oral administration of 1 mg of colchicine, plasma peak con-
centration is observed between 0.5 and 1.5 h [5]. Colchicine is well
distributed in tissues, with a distribution half-life and volume respec-
tively ranging from 0.9 to 1.4 h and 2.3 to 8.5 L/Kg [4]. Among healthy
subjects, the terminal half-life varies from 23 to 41 h [4]. Less than 40%

of a labeled oral dose of colchicine is excreted in urine [6].
Colchicine therapeutic dose is 0.015mg/Kg, it can be toxic from
0.1 mg/Kg and lethal at 0.8 mg/Kg, exhibiting a narrow therapeutic
index [7]. Intoxications are rare, but they are associated with high
mortality [8-16]. The course of colchicine toxicity can be divided in
three phases [17,18]. The first occurs within the first 24 h after inges-
tion, with gastrointestinal symptomatology (mainly diarrhea). The
second develops from 24 h to 72h, and is manifested by multiorgan
failure: disseminated intravascular coagulation (DIC), renal, liver, re-
spiratory, bone marrow and cardiac failure. The third stage is char-
acterized by organ recovery associated with a leukocytosis and alo-
pecia. Currently, there is no treatment available for colchicine
intoxication. Colchicine has been reported to be non-dialyzable due to a
high distribution volume, and a low body clearance [19]. Colchicine
presents a high dissociation constant (107°-10"7M at 37°C) with
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tubulin, with a dissociation half-life of the complex tubulin-colchicine
ranging from 20 to 30 h [20]. This observation explains the long col-
chicine half-life (20-60 h) among intoxicated patients which is closely
related to the complex dissociation [21,22]. Following these observa-
tions, an immunotoxicotherapy was developed using colchicine specific
fragment antigen-binding (Fab). This therapy was successfully applied
in a murine model intoxicated with colchicine lethal doses [23]. In
rabbits, after a non-lethal dose of colchicine, Fab alter colchicine dis-
position with an important redistribution from tissues to blood [24]. In
1995, a clinical case of colchicine intoxication was successfully treated
with Fab [8]. Thereafter, in 1996, spongiform encephalopathy and mad
cow disease have spread in Europe, and colchicine specific Fab pro-
duction from ovine origin was stopped in France. Recently, a new
colchicine specific Fab has been developed, with a high affinity for
colchicine (Ka = 10" M~ 1) [25].

The evaluation of treatment efficacy required a specific analytical
method allowing free and Fab-bound colchicine to be distinguished
following colchicine specific Fab treatment. A previous method was
developed by radioimmunoassay (RIA) with colchicine specific anti-
serum, but RIA is used less today due to environmental and economic
issues [26]. We present here two rapid and sensitive mass spectrometric
methods able to assess free and total (free + Fab-bound) colchicine in
plasma and urine, and a third assay in organs.

2. Material and methods
2.1. Chemicals and reagents

The HPLC grade acetonitrile, MS grade water, isopropanol and
hexane were provided by Merck (Darmstadt, Germany). Ammonium
formate, formic acid and dichloromethane standards were supplied by
Sigma Aldrich (Saint-Louis, USA). Colchicine was provided from LGC
standards (Teddington, United Kingdom) and colchicine D-3 from
Toronto Research Medical (Toronto, Canada). Potassium dihydropho-
sphate (KH, PO,) was purchased from VWR (Radnor, USA). Colchicine-
specific Fab fragments were provided by Micropharm (Newcastle
Emlyn, UK). Microcon centrifugal filters 30 KDa were purchased from
Millipore (Merck, Darmstadt, Germany).

2.2. Standard and quality control solutions

Stock solutions of colchicine and colchicine D-3 (1 mg/mL) were
prepared in methanol and stored for one year at —20 °C. Standards
solutions were wrapped in aluminium foil to prevent photodegradation
of colchicine. Working solutions of colchicine for calibration standards
(CS) were prepared at three concentrations (1, 0.1 and 0.01 pg/mL) by
dilution in MS grade water of the stock solution. Working solution of
colchicine for quality control (QC) was prepared from another 1 mg/mL
stock solution. A working internal standard solution (0.1 pg/mL) was
prepared by dilution of colchicine D-3 stock solution with MS grade
water.

2.3. LC-MS/MS

Colchicine concentrations were measured using an UPLC system
(Dionex Ultimate 3000, Thermo, USA) coupled with a tandem mass
spectrometer (TSQ Quantiva, Thermo, USA). Analyte separation was
carried out on a Hypersii GOLD Thermo column (100 X 2.1 mm,
1.9 ym) maintained at 30 °C. The device was completed with a pre-
column (Thermo Hypersil GOLD 10 X 2.1 mm, 5 pm). Elution was in
isocratic mode with a mobile phase composed by a mixture of 2 mM
ammonium formate containing 0.1% formic acid and acetonitrile (40/
60, v/v) pumped at 0.2mL/min. A high rate of acetonitrile was ne-
cessary to achieve a short analytical run due to lipophilic properties of
colchicine (LogP = 1.8 with a pka = 1.85). The total run time for the
analysis was 2min. Analysis was performed on a tandem mass
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spectrometer (TSQ Quantiva, Thermo, USA) equipped with an elec-
trospray ionization source set in positive mode. An ion-spray voltage of
+3.5kV was applied. The heated capillary temperature was set at
300 °C. Nitrogen was employed as sheath and auxiliary gas at a pressure
of 35 and 10 arbitrary units, respectively. The argon gas collision-in-
duced dissociation was used with a pressure of 1.5 mTorr. Data were
collected in selected reaction monitoring (SRM) mode. In order to de-
termine the MS transitions, two solutions (analyte and IS) were infused
into the mass spectrometer using a syringe pump. The most intense
product ions resulting from these fragmentations were m/z 400.2 — m/
z 295.1 (used for quantification) and —m/z 310.1 for colchicine and
m/z 403.25 — m/z 295.1 for colchicine D-3 at collision energy of 37 for
all transitions.

2.4. Sample preparation

2.4.1. Total colchicine

Drug-free human plasma samples were obtained from Etablissement
Francais du Sang, (Le Chesnay, France). Urine samples were collected
from member of the laboratory personnel. To 200 pL of plasma or urine,
10 pL of internal standard were added. The determination of the total
colchicine concentration required the denaturation of the Fab frag-
ments after incubation in 5 volumes of water for plasma and 2 volumes
for urine at 100 °C, during 1 h according to the method described by
Smith et al. for digoxin specific antibodies [27]. Mixture was then ex-
tracted by 3 mL n-hexane:dichloromethane:isopropanol (300:150:15,
v:v:v) after adding 100 pL of phosphate buffer 2 M (pH = 8.4, adjusted
by addition of sodium hydroxide). Samples were mixed for 10 min and
then centrifuged at 3500 rpm for 10 min. The upper organic layer was
decanted into another tube and evaporated to dryness under a nitrogen
stream. Samples were reconstituted with 100 pL of mobile phase, vortex
mixed for 10 s, and transferred into injection vials for analysis. In order
to check the effectiveness of the method for degrading the Fab and
releasing the colchicine, six plasma samples with 15 ng/mL of colchi-
cine were spiked with an excess of Fab before heating.

2.4.2. Free colchicine

A 200 puL volume of plasma or urine was placed in a Microcon
centrifugal filter 30 KDa and centrifuged for 20 min at 13000 rpm,
100 pL of the ultra filtrate were transferred into another tube and 10 pL
of internal standard were added. Extraction was as described in section
2.4.1. In order to check the effectiveness of the method for separating
Fab-bound and free colchicine, six plasma samples with 15 ng/mL of
colchicine were spiked with an excess of Fab before filtration.

2.4.3. Organs

Drug-free human liver samples were provided from former forensic
cases. Fifty to 150 mg of liver were weighted and diluted with 3 parts of
desionized water (v/w). The mixture was then ground 1h using a
Tissue Lyser LT (Qiagen, Hilden, Germany) 50 oscillations per second
after adding a steel ball. Then 100puL of phosphate buffer 2M
(pH = 8.4), 10 pL of IS and 1 mL of dichloromethane were added to
20 pL of homogenates (corresponding to 5mg of tissue) and mixed
15min at 50 oscillations by second. After 10 min of centrifugation at
13000 rpm, the upper organic layer was decanted into another tube and
evaporated to dryness under a nitrogen stream. Samples were recon-
stituted with 100 pL of mobile phase, vortex mixed for 10s, and
transferred into injection vials for analysis.

2.5. Method validation procedure

2.5.1. Linearity

Calibration curves included a blank sample, a zero sample, and
seven CS over the concentration [0.5-100 ng/mL] range for plasma and
urine, and [5-300 pg/mg] for liver. Calibration curves over a period of
one month were taken into account for the determination of the best fit.
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The best fit among linear and quadratic equations was determined
using various weighting factors of the inverse concentration (e.g. 1/x
and 1/x%). The equation showing the lowest and most constant per-
centage total bias from nominal CS values was considered as the best-fit
model. The IS method was used for quantification: analytes/IS ratios
were plotted against the spiked concentrations. Back-calculated con-
centrations of the CS had to be within 85-115% of the nominal con-
centrations.

2.5.2. Specificity, carry over

To investigate whether endogenous matrix constituents interfered
with the assay, drug free matrix blank samples, zero samples and
samples spiked at the LLOQ were analyzed according to the described
procedure. Interferences with others drugs were investigated by ana-
lyzing a drug free matrix spiked with 1 pg/mL of analgesic and non-
steroidal anti-inflammatory drugs that could be used in acute gout
treatment (acetaminophen, codeine, morphine, tramadol, salicylic acid,
mefenamic acid, niflumic acid, nimesulide, ibuprofen, piroxicam, na-
bumetone, tiaprofenic acid, indomethacin, diclofenac, flurbiprofen,
meloxicam, naproxen, sulindac, ketoprofen, rofecoxib, celecoxib).
Assay specificity was defined by evidence of non-interference at re-
tention times and ion channels identical to that of colchicine and IS in
the blank samples. A blank sample was also analyzed immediately
following the highest CS in each run to monitor the carry-over of
analyte and IS.

2.5.3. Lower limit of quantification and detection

The LLOQ was defined as the lowest concentration for which an
accuracy between 80% and 120% and a precision with a coefficient of
variation of + 20% or less that was obtained over six measurements. A
QC was prepared in plasma, urine and in liver at the LLOQ and ana-
lyzed as the others QC levels. The limit of detection (LOD) was de-
termined by analyzing serial dilutions in mobile phase of the LLOQ
until obtaining the last concentration value with a signal to noise
ratio > 3.

2.5.4. Accuracy and precision

Accuracy (measured value/nominal value) and precision (coeffi-
cient of variation) were determined for three QC levels (low, medium
and high level) in each matrix. Each QC level was processed six times
three different days over a period of one month. The values obtained
were analyzed using analysis of variance (ANOVA), which separated
the intra-day and inter-day standard deviation and consequently the
corresponding coefficients of variation (CV). An accuracy within the
range 85-115% of the nominal values and a precision with a CV
of + 15% were required, except for the LLOQ.

2.5.5. Recovery and matrix effect

Three procedures (A-C) were performed on six different matrix
sources for plasma, urine and liver at two concentrations (1.5-75ng/
mL for liquid matrices and 15-260 pg/mg for liver) in order to evaluate
extraction yield and matrix effect (ME). (A) Analytes and the IS were
spiked in the mobile phase and directly injected; (B) Analytes and the IS
were spiked afterwards in extracted blank matrix samples and injected,;
and (C) Analytes and IS were spiked in plasma samples, the complete
extraction procedure was carried through, and the samples were in-
jected into the system. The mean chromatographic peaks obtained
using the three procedures were compared. The ratios C/B, B/A de-
termined the yield of extraction and the matrix effect, respectively.

2.5.6. Stability

Colchicine stability was investigated in plasma at four levels (QC
levels and LOQ) after 24h at 20 = 5°C, and after 24 h and 72h at
5 * 3°C(n = 6). Long term stability was evaluated through 1 and 3
months at the same temperatures. Stability after three freeze/thaw
cycles was also tested at the three QC levels (n = 3). The stability of the
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vial inside the autosampler (8 °C) was evaluated over 24 h by reinjec-
tion of QC and LOQ samples. Samples were considered stable if col-
chicine variation was less than 15% from initial value.

2.6. Application

One Gottingen mini-pig, age one year, and obtained from the
Ellegaard Gottingen Minipigs A/S (Dalmose, Denmark) was used for
this pre-clinical study. The study was approved by the Edinburgh
University’s Ethical Review Committee and was licensed under the
Animals (Scientific Procedures) Act 1986. The animal was weighed
immediately before entering in the study (30 Kg). The animal was an-
esthetized before surgery, and remained anesthetized throughout the
study under the care of the veterinary anesthetists. Central lines were
inserted by “cut down” into the carotid artery and external jugular vein.
Bladder catheterization was realized by mini laparotomy. Intra-venous
fluids replacement with Hartmann’s solution began at induction of
anesthesia (10 mL/Kg over 30 min then 5 mL/Kg/hr). The flow rate was
increased as required to support central venous pressure.
Approximately 30 min before dosing, colchicine was dissolved in phy-
siological saline to achieve selected dose (0.25mg/Kg). Solution was
administered intravenously over one hour. Three hours after the end of
colchicine administration, the animal was treated with an equimolar
dose of Fab administered over 1 h. Arterial blood samples were taken at
—10 min pre-treatment and 1 h, 5 h and 48 h post-dosing. Plasma was
separated by centrifugation at 4.000 rpm for 10 min and transferred to
a — 80 "C freezer for subsequent storage within 48 h of sampling. Urine
was collected pre-treatment and 3 h, 6 h and 48 h post-treatment and
immediately frozen, urine volume being recorded. The animal was
euthanized by IV overdose with pentobarbital at the end of the ex-
periment (48 h). For post-mortem examination, heart, liver, one kidney
and a sample of muscle and small intestine were removed from the
animal and rinsed with saline. A sample was frozen at —80 °C and
stored for subsequent colchicine analysis.

3. Results
3.1. Validation

A chromatogram of a blank sample and plasma sample spiked with
0.5 ng/mL of colchicine (LOQ) are presented in Fig. 1. The retention
times of colchicine and its IS was 1.55 min. No interference from con-
stituents of drug-free human plasma and from all the others tested
drugs at the retention times and the ion channels of colchicine and
colchicine D-3 were observed. Mean carry-over was lower than 0.1% for
colchicine and colchicine D-3.

The calibration curves exhibited good linearity in the concentration
range 0.5-100 ng/mL for plasma and urine, and 5-300 pg/mg for liver
with 1/x weighting factor. Mean slopes, intercepts and determination
coefficients are reported in Table 1. Coefficient of variation (CV) and
bias for the back-calculated concentrations of the calibration standards
were all < 15% and within 85-115% of the nominal concentrations,
respectively (Table 1).

Matrix effect and extraction recovery for plasma and liver are pre-
sented in Table 2.

LOQ and LOD were 0.5 ng/mL and 0.3 ng/mL for plasma and urine
respectively, and 5pg/mg and 3 pg/mg for liver, respectively. Intra-
day, inter-day CV and bias for LOQ and QC samples were lower than
15%. Inter-day CV and bias are presented in Table 3.

Plasma levels of colchicine were stable under the different tested
conditions exhibiting a variation lower than 15%.

No free colchicine was found in plasma samples spiked with 15 ng/
mL of colchicine and an excess of Fab before filtration. Conversely, the
15ng/mL of colchicine were recovered following heating procedure,
with a CV and a bias < 15%.
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Fig. 1. Colchicine ion chromatogram of a plasma blank sample (A); plasma sample spiked with colchicine at a concentration of 0.5ng/mL (B); a real plasma sample (T5 h after Fab

infusion) with free colchicine < 0.5ng/mL (C) and total colchicine at 110 ng/mL (D).
3.2. Application
Total and free colchicine obtained in plasma and urine are pre-

sented in Table 4. Post-mortem colchicine levels measured in organs are
presented in Table 5.

4. Discussion
4.1. Validation
Colchicine assay using LC-MS/MS after Fab administration required

Table 1

a separation of free and Fab-bound colchicine, allowing an accurate
estimation of colchicine redistribution from tissue to blood. To our
knowledge, only one method devoted to measure free and total col-
chicine has been published [24]. Sabouraud et al. developed a radio
immunoassay (RIA) with colchicine-specific antibodies; separation of
both free and Fab-bound colchicine was realized using the method
described for digoxin and digitoxin by Smith et al. [26,27]. Separation
was carried out by equilibrium dialysis overnight for free colchicine.
Total colchicine was estimated after Fab denaturation by dilution of
plasma in 5 volumes and urine in 2 volumes of water heated to 100 °C
for 1 h. These authors estimated that 90-94% of bound-colchicine was

Mean slope, intercept, determination coefficient and calibration standard (CS) range (minimum and maximum), CV and bias for the different methods.

Slope + SD Intercept + SD R? + SD CS CV (min;max %) CS bias (min;max,%)
Plasma free colchicine (n = 4) 0.167 + 0.101 0.080 + 0.123 0.9992 + 0.0004 1.53;8.47 -0.37;-10.2
Plasma total colchicine (n = 4) 0.276 + 0.022 0.009 + 0.031 0.9983 =+ 0.0011 2.24;11.67 -1.15;3.33
Urine free colchicine (n = 4) 0.180 + 0.023 0.014 = 0.029 0.9975 *+ 0.0007 1.15:4.72 -3.39;-11.67
Urine total colchicine (n = 4) 0.365 + 0.064 -=0.001 * 0.053 0.9986 + 0.0006 3.14;10.5 0.15;-6.00
Liver (n = 5) 0.031 + 0.001 0.100 + 0.054 0.9993 + 0.0002 0.62;7.15 0.48;-7.19
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Table 2
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Mean matrix effect *+ coefficient of variation (%) and extraction recovery in plasma and liver.

1.5 ng/mL 75ng/mL
Plasma free colchicine Matrix effect 85 + 10% 73 + 3%
Extraction yield 94 + 14% 91 * 3%
Plasma total colchicine Matrix effect 84 + 13% 72 + 9%
Extraction yield 33 + 6% 31 + 9%
Urine free colchicine Matrix effect 86 + 7% 98 + 10%
Extraction yield 90 *+ 6% 78 *+ 4%
Urine total colchicine Matrix effect 67 + 4% 97 + 10%
Extraction yield 65 + 8% 69 *+ 12%
15pg/mg 260 pg/mg
Liver Matrix effect 90 + 4% 99 + 9%
Extraction 58 * 4% 73 * 5%
yield
Table 3
Intra-day and inter-day coefficient of variation and mean bias observed for the limit of quantification (n = 6) and quality controls (n = 6).
QC 0.5 ng/mL 1.5 ng/mL 15 ng/mL 75ng/mL
CV (%) Bias (%) CV (%) Bias (%) CV (%) Bias (%) CV (%) Bias
(%)
Plasma free colchicine Intra-day 5.4 -10.1 4.6 6.4 3.7 9.7 25 1.8
Inter-day 14.1 -4.8 8.8 3.0 5.5 6.3 57 5.2
Plasma total colchicine Intra-day 4.2 3.5 3.7 -10.2 5.1 -6.3 4.2 -7.6
Inter-day 6.4 -5.5 4.7 -6.1 4.3 -6.7 3.2 -22
Urine free colchicine Intra-day 8.6 -0.6 8.5 31 4.5 6.1 33 4.1
Inter-day 1.4 -5.6 9.4 -26 4.4 3.9 4.4 4.2
Urine total colchicine Intra-day 8.1 1.3 2.0 -3.0 3.9 4.6 37 -4.6
Inter-day 10.0 5.0 6.2 -29 3.5 6.0 7.0 3.9
QC 5pg/mg 15 pg/mg 90 pg/mg 260 pg/mg
CV (%) Bias (%) CV (%) Bias (%) CV (%) Bias (%) CV (%) Bias
(%)
Liver Intra-day 5.2 -4.1 4.8 1.2 1.4 1.5 0.6 0.8
Inter-day 24 -35 5.0 1.6 23 0.4 3.0 -06

transformed in free colchicine with their method. Today, due to en-
vironmental and safety issues, RIA assays in clinical laboratories are
restricted, requiring the development of a novel method. Recently, a
LC-MS/MS method was developed by Peake et al. for the determination
of total colchicine in plasma and urine following Fab administration in
rats [28]. However, the authors gave no information regarding the
LOQ, and colchicine recovery following Fab lysis. We presented here a
simple method, requiring a shorter preparation step for free colchicine
thanks to microfiltration. The weight of Fab fragments is close to

Table 4

50 KDa, Fab-bound colchicine was separated with 30 KDa filter after
centrifugation, allowing free colchicine (399 Da) to pass. Due to the loss
of sample during this step, a larger volume than required (200 pL) was
filtered, and the analysis was done using 100 pL of filtrate. Internal
standard was necessarily added after filtration to avoid deuterated
colchicine fixation to Fab.

Fab lysis was carried out using the method of Smith et al. with a
good recovery since colchicine is not thermolabile [27]. When the
analysis was done without heating, in the presence of Fab, we observed

Total and free colchicine levels (ng/mL) in plasma and urine measured during the experiment.

Time post colchicine-infusion TOh T1h T5h T48h
Plasma (ng/mL) Free colchicine < 0.5 190 < 0.5 1.6
Total colchicine < 0.5 181 110 19
Time post colchicine-infusion TOh T3h T6h T48h
Urine (ng/mL) Free colchicine < 0.5 6255 <05 130
Total colchicine < 0.5 6835 1965 208
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Table 5
Post-mortem colchicine levels found in organs.

Colchicine (pg/mg)

Heart 78
Liver 73
Lung 75
Muscle 90
Small intestine 114

a total disappearance of deuterated colchicine and a loss of non-deut-
erated colchicine due to Fab fixation. Consequently, Fab lysis and col-
chicine release was assessed by deuterated colchicine recovery and by
recovering the total colchicine of a spiked plasma with 15 ng/mL and
an excess of Fab, showing that our lysis was complete and better than
that obtained in the Sabouraud study (24). Despite a low sample vo-
lume (200pL) and a high sensitivity required (therapeutic plasma
concentrations: 0.3-2.4 ng/mL), the LOQ of our method was 0.5 ng/mL
with a LOD at 0.3ng/mL [29]. For plasma dilution in 5 volumes of
water compared to filtration, extraction recovery fell from 73-85% to
31-33% respectively. This observation is partially explained by an
identical volume of solvent used for LLE despite a larger sample vo-
lume. In the same way, urine dilution in 2 vols of water compared to
filtration induces a decrease in extraction recovery from 78-90% to
65-69% respectively. However, this methodology was conserved for
the validation since the LOQ was still acceptable despite this poor re-
covery. Three compositions of organic solvent were tested for LLE.
Hexane (H), dichoromethane (D) and hexane:dichor-
omethane:isopropanol (300:150:15, v:v:v) (HDI) [30]. H presented a
low colchicine recovery. D and HDI presented equivalent recoveries,
but a higher matrix effect was observed in plasma with D. HDI was
chosen for plasma and urine LLE.

Few methods are described in literature for colchicine tissue ana-
lysis. A first procedure was developed for post-mortem organs by
Rochdi et al. using RIA [22]. Later, Kintz et al. presented a novel
method developed with HPLC/UV with a sensitivity similar to our
(LOQ = 5pg/mg) [15]. However, this procedure required a large
sample (0.75g), a high volume of organic solvent (10 mL di-
chloromethane) and a longer analytical run (7.6 min). Recently, Peake
et al. designed a study to evaluate colchicine specific Fab efficacy in a
murine model of colchicine intoxication, with a LC-MS/MS procedure
for colchicine measurements in plasma, urine and organs [28]. In this
paper, samples homogenates were diluted in methanol (1 part of sample
plus 3 parts methanol) and directly injected in the system, but few in-
formation are given regarding the validation criteria of the method
(limit of quantification, matrix effect, colchicine recovery). The proce-
dure presented here required a low volume of sample (20 pL of organ
homogenates corresponding to 5 mg of tissue), a low volume of organic
solvent (1 mL of dichloromethane) and a short analytical run (2 min)
with a good sensitivity. For the LLE in liver, contrary to plasma, a lower
matrix effect was observed with D rather than HDI with equivalent
recoveries, so D was chosen for liver extraction. LLE was initially per-
formed by simple turning of the tube of homogenates leading to a low
extraction yield. A dynamic extraction using the same procedure as
liver homogenates production was then tested (50 oscillations by
second after adding a steel ball) allowing achievement of an acceptable
recovery (58-73%).

4.2. Application

The method was successfully applied to an animal intoxicated with
colchicine and treated with a colchicine specific Fab. Concentrations
observed for total colchicine were over our LOQ throughout the ex-
periment after colchicine administration. Before Fab administration but
after colchicine administration (T1 h), free and total colchicine levels

405

Journal of Chromatography B 1060 (2017) 400-406

were similar both in plasma and urine, all the circulating colchicine
being free. After Fab administration (T5 h), colchicine was completely
bound to Fab, free colchicine being under our LOQ both in plasma and
in urine, showing the efficacy of the Fab to bind colchicine and that
colchicine is also in the Fab-bound form in urine. After 48 h, colchicine
is present in both forms (free and Fab-bound) in particular in urine
probably because of the Fab metabolism which alter Fab affinity for
colchicine, as previously shown for digoxin-specific Fab [31]. Post-
mortem organ analyses found similar concentrations between organs,
ranging from 73 to 114 pg/mg. Interpretation remains difficult since
there is no data for colchicine levels in organs among pigs. Never-
theless, these data appeared low but probably because elimination of
colchicine was already significant at 48 h as shown by low concentra-
tions in plasma and urine at that time.

5. Conclusion

Two LC-MS/MS methods have been developed for the determina-
tion of free and Fab-bound colchicine in pig plasma and urine, and
validated in both matrices. The methods require only 200 pL of sample,
and allow a high throughput due to a short analytical run (2 min). A
third method was developed for tissue analysis and validated in liver.
All methods were successfully applied in real samples. This method will
allow the pharmacokinetics/pharmacodynamics relationship studies on
the efficacy of the Fab fragments in colchicine poisoning.
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ABSTRACT

Background: Colchicine poisoning is commonly lethal. Colchicine-specific Fab fragments increase rat
urinary colchicine clearance and have been associated with a good outcome in one patient. We aimed
to develop a porcine model of colchicine toxicity to study the pharmacokinetics and efficacy of ovine
Fab.

Methods: A Gottingen minipig critical care model was established and serial blood samples taken for 8

colchicine and Fab pharmacokinetics, clinical chemistry, and haematology. Animals were euthanised KEYWORDS

when the mean arterial pressure fell below 45mmHg without response to vasopressor, or at study Colchicine; fab fragments;
completion. antidote

Results: Initial studies indicated that oral dosing produced variable pharmacokinetics and time-to-
euthanasia. By contrast, intravenous infusion of 0.25mg/kg colchicine over 1h produced reproducible
phamacokinetics (AUCy 5o 343 [SD=21] ng/L/h), acute multi-organ injury, and cardiotoxicity requiring
euthanasia a mean of 22.5 (SD = 3.2) h after dosing. A full-neutralising equimolar Fab dose given 6 h after
the infusion (50% first hour, 50% next 6h [to reduce renal-loss of unbound Fab]) produced a 7.35-fold
increase in plasma colchicine (AUCy 50 2,522 [SD=14] ng/L/h), and removed all free plasma colchicine,
but did not prevent toxicity (euthanasia at 29.1 [SD=3.4] h). Earlier administration over 1 h of the full-
neutralising dose, 1 or 3h after the colchicine, produced a 12.9-fold (AUC,_50 4,433 [SD =607] pg/L/h)
and 6.0-fold (AUC,_50 2,047 [SD=51] pg/L/h) increase in plasma colchicine, respectively, absence of free
plasma colchicine until 20 h, and survival to study end without marked cardiotoxicity.

Conclusions: Colchicine-specific Fab given early, in equimolar dose, bound colchicine, eliciting its
movement into the blood, and preventing severe toxicity. Clinical studies are now needed to deter-
mine how soon this antidote must be given to work in human poisoning.

France [10,11] and used on a compassionate basis in at least
one patient [12]. They are now being produced commercially
in sheep and have been tested in a rodent model, showing
increased elimination of colchicine [13]. Ovine colchicine Fab
fragments have not yet been studied in humans. Before this
can happen, a pre-clinical model of colchicine poisoning simi-
lar to human poisoning is needed in which anti-colchicine

Introduction

Colchicine is used for the treatment of gout, familial
Mediterranean fever, pericarditis, Behget's disease and
increasingly for ischaemic heart disease [1-4]. It inhibits
microtubule polymerization by binding to tubulin, preventing
mitosis, and inhibiting neutrophil function. It has a narrow

therapeutic index, resulting in severe toxicity after overdose,
especially after intravenous (IV) administration or intentional
poisoning [5-9]. Poisoning results in initial gastrointestinal
effects that last for around 24 h and may be followed by mul-
tiorgan dysfunction or death from cardiogenic shock, usually
within 48-96 h [8].

There is no licensed therapy, with current care revolving
around supportive intensive care. Fab fragments [10] against
colchicine were raised experimentally in the 1980-90s in

Fab can be tested, to explore efficacious dosing and timing.
Pigs have been identified as good models for toxicology
studies, offering similarities with human toxicity [14-16].
However, no pig model has been established for colchicine
poisoning and the toxic dose is not known. Reviewing colchi-
cine toxicity in humans, Harris and Gillett concluded that
survival was typical with doses of <0.5mg/kg while death
was almost inevitable with doses>0.8mg/kg, although
acknowledging multiple reports of fatalities after exposure
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to <0.5mg/kg [6]. Rats probably do not offer an appropriate
model for human toxicity because they are highly resistant
to colchicine poisoning with an LD50 >25mg/kg following
oral dosing [17].

We therefore established a model of acute colchicine poi-
soning in Gottingen minipigs, initially testing oral then IV
administration. This model showed that early administration
of colchicine Fab produced effective redistribution of colchi-
cine from tissues into the vascular space and prevented
lethal colchicine toxicity. A clinical study is now required in
human patients to assess the appropriate dose and max-
imum interval to effective therapy.

Methods
Animals and ethics

Experiments involved male Gottingen minipigs (Ellegaard
Minipigs ApS, Dalmose, DK) with mean body mass 30.4 (SD
3.1) kg, n=14. Animals were barrier bred, shown to be free
of infection before shipment, and treated in accordance with
the Animals (Scientific Procedures) Act of 1986. This study
was performed under Home Office Licence after institutional
ethics review.

Colchicine and anti-colchicine fab fragments

Colchicine (Abcam, Cambridge, UK) solutions were made up
in sterile water for injection at 1.0 mg/mL and filter sterilised
using a 0.2-um in-line filter. Colchicine containers were
wrapped in metal foil and stored in the dark to prevent pho-
todegradation. Solutions were diluted to 0.5 and 0.0625 mg/
mL for oral and IV administration, respectively, and injected
volumes adjusted to give the required dose (mL/kg) based
on the animal’s body mass on the study day. The dose varied
from 0.25 to 1.0mg/kg. Oral doses were given via nasogastric
tube by bolus push using a 60-mL catheter tip syringe; IV
doses were infused over 1h.

Anti-colchicine Fab (ColchiBIND) was supplied as a solu-
tion in 10mL ampoules by Micropharm Ltd, with each con-
taining sufficient Fab to neutralise approximately 0.2mg
colchicine. The average affinity constant (Ka) of the ovine
Fab was 3.16 x 10'" M~ (Micropharm Ltd, Unpublished). The
Fab volume administered was varied according to the pig's
body mass on the study day. The ColchiBIND solution was
drawn up into 50 mL syringes fitted with a 0.2-um in-line fil-
ter immediately before infusion.

Study design

Drug-naive animals were kept in pens and acclimatised under
the care of institutional veterinary surgeons before the study.
Animals were fed a standard diet but fasted overnight pre-
ceding the study; water was available freely. Animals were
weighed on the morning of the study.

The experiment was conducted in two phases, with the
first phase being used to identify a toxic lethal dose with sur-
vival lasting greater than 24h and death from apparent

cardiotoxicity. Based on the proposed human lethal dose of
colchicine being between 0.5 and 1.0mg/kg, we used two
single doses of oral colchicine (0.5 or 1.0mg/kg). The second
phase was used to study the pharmacokinetic (PK) and clin-
ical effects of anti-colchicine Fab on lethal colchicine toxicity,
using 1 of 2 single doses of intravenous colchicine (0.25 or
1.0mg/kg). We included the lower dose in case intravenous
colchicine was more toxic than orally administered colchicine.
Once the model was established, pharmacokinetic (PK) and
clinical effects of therapeutic administration of ovine colchi-
cine Fab fragments were evaluated at various times and infu-
sion durations after administration of a toxic intravenous
dose of colchicine.

To reduce bias, animals were allocated to treatment groups
using a random number list; allocation could not be predicted
before randomization. No data were available for calculating
group sizes in this model; however, the use of anti-colchicine
Fab at different times post poisoning offered a temporal basis
for testing clinical efficacy as well as assessing the PK.

Anaesthesia and instrumentation

Studies began each day at around 07:30. Studies using oral
administration were planned to last up to 60h; after the
switch to IV colchicine, the studies lasted for up to 48h. The
methods of anaesthesia induction, central vascular access,
and instrumentation together with continual cardiovascular
and respiratory monitoring of animals have been described
previously [18].

Experimental protocol

After a 30-min stabilization period for the pigs after instru-
mentation, colchicine solution was given by oral bolus dose
via NG tube (0.5 and 1.0mg/kg) or by IV infusion over 1h via
a central venous line (0.25 or 1.0 mg/kg. The volume of col-
chicine solution varied according to the pig's body mass.
Animals received an infusion of 5mL/kg/h 0.9% sodium
chloride during the study, increased as clinically required.
Norepinephrine (4mg/100mL solution) was given |V if the
mean arterial pressure (MAP) fell below 45mmHg and did
not respond to fluid resuscitation.

In the Fab fragment studies, to fully neutralise the
0.25mg/kg colchicine challenge, 12.5 mL/kg (e.g. 375 mL for a
30kg animal) of Fab fragments were administered. The single
clinical case in the literature reported cardiovascular improve-
ment and impressive PK response (marked redistribution of
colchicine into the blood) to Fab given 40 h after exposure
[12]. Being conservative, but wishing to select a clinically
relevant time point for administration, we first chose to give
Fab 7 h after the start (and 6h after the end) of the colchi-
cine infusion. The dose was split into two, with one half
given over 1h followed by the second half over 6h, to
reduce wastage in the urine of free Fab, unbound to colchi-
cine (as done for digoxin specific Fab) [19,20]. Since this
proved ineffective, in further studies, to increase the likeli-
hood of success, the full neutralising dose was given earlier
and administered over 1 h.
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Sampling. Arterial blood samples were taken for pharma-
cokinetic analysis at —30 and —10min prior to colchicine, at
5, 10, 15, 30, 45, 60 and 90 min post dosing, and then at 2, 4,
and 4 h intervals until 24h, and 8 hourly thereafter until the
animal’s euthanasia. The sample was transferred to an EDTA-
containing tube, centrifuged for 7 min at 3900 rpm, and the
plasma stored frozen at —20 °C until analysis.

Arterial blood gasses and clinical chemistry were moni-
tored on an EPOC blood analyser (Woodley Equipment
Company Ltd, UK) pre-treatment and at 30, 60 and 90 min, 2
and 4-h post-dosing, and at 4-h intervals thereafter. Blood
chemistry was checked pre-treatment and at 8-h intervals
post treatment; hematology including prothrombin times
was checked pre-treatment and at 12-h intervals thereafter.
Blood samples were taken pre-treatment, after 24h, and
immediately before euthanasia, for microbiology studies).

Urine was collected at 3 h intervals throughout the study
through an indwelling bladder catheter. Urine from the previ-
ous three hours was mixed and two 10 mL samples taken off
and immediately frozen.

Samples of heart (left ventricle), muscle (tibialis cranialis),
liver, lung, and small intestine were taken post-mortem and
stored in formal saline before histological analysis.

Euthanasia. Animals were given an overdose of IV sodium
pentobarbital whilst under isoflurane anaesthesia either at
the end of the planned study (48 h) or when their MAP fell
below 45mmHg for 30min and continued to fall without
sign of recovery despite fluids and vasopressors.

Statistical analysis

Formal power calculations could not be performed due to a
lack of data for the effect of colchicine in pigs. Primary data
analysis was done in Prism 7.0 (GraphPad, CA). All animals
were included in the analysis. Pig weights, clinical and bio-
chemical outcomes were summarized with mean and SD.
Time to euthanasia was assumed not to be normally distrib-
uted and hence is described with median and interquartile
range (IQR), while acknowledging the small sample size.
Individual animal data are provided to explicitly illustrate
time to euthanasia.

Measurement of colchicine concentrations

Free and Fab-bound colchicine was measured using a LC-MS/
MS method, as published [21]. Briefly, free colchicine was
separated from Fab-bound colchicine using 30KDa microfil-
ters. Total colchicine was determined after Fab denaturation
by dilution in water and heating at 100°C for 1h. Deuterated
colchicine was used as internal standard. Samples were then
processed by liquid-liquid extraction before LC-MS/MS ana-
lysis. Calibration curves were designed over the concentra-
tion range 0.5-100 ng/mL for plasma and urine.

Measurement of anti-colchicine fab fragment
concentrations

An ELISA was developed to measure Fab concentrations in
plasma and urine. Calibration curves (0.01-0.5mg/L) were

CLINICAL TOXICOLOGY (&) 3

generated using sheep IgG Fab fragments (Rockland
Immunochemicals) as standards. Accuracy and precision were
controlled using three levels of quality control (QC) samples
(0.03, 0.08 and 0.125mg/L). Standards and QC were prepared
in porcine plasma. Well plates were coated with 2mg/L of
rabbit anti-sheep IgG  F(ab’), fragments (Jackson
ImmunoResearch, West Grove). Fab standards and samples
were added on corresponding wells. After 1h incubation at
37°C, peroxidase-conjugated rabbit anti-sheep IgG F(ab’);
was added and plates incubated for 30 min at 37 °C. Plates
were washed, 3,3’,5,5'-tetramethylbenzidine added, incubated
for 15min, and a stop solution (HCl 1M) added. Absorbance
was measured using a POLARstar omega plate reader (BMG
Labtech, Ortenberg, Germany) at 450 nm.

Pharmacokinetic analysis

Plasma colchicine and Fab concentration time data were ana-
lysed using the MicroPharm Kinetics 5.0 software, using a
two-compartment models. The log linear concentration time
data were fitted by linear regression analysis to obtain the
volume of distribution; terminal disposition constants (o and
B) were calculated by mean square regression analysis.
Distribution and terminal half-lives (respectively, ti,, and
tip) were calculated as In2/o and In2/B. AUGC, o, and
AUCq_ena Were calculated by use of the linear trapezoidal
rule. AUC,_, was calculated for Fab by adding to AUCy g
the value of the last measured plasma concentration divided
by terminal disposition rate constant. QUy_o and QUy_4g are
the cumulated amounts of unchanged colchicine excreted in
the urine from the time 0-20 and 0-48h, respectively.

Funding

The funders had no role in study design, data collection,
data interpretation, or writing of the report. Micropharm staff
performed the measurement of plasma Fab concentrations
but the PK analysis was done by others. The authors had full
access to all the study data; all agreed with the decision to
submit for publication. The first author (ME) guarantees the
data within the paper.

Results
Oral colchicine administration

We first attempted to identify an oral dose of colchicine that
would cause severe toxicity, matching human poisoning after
ingestion of colchicine tablets. In a dose-ranging study, four
pigs were randomly administered 0.5 or 1.0mg/kg of colchi-
cine in solution by oral gavage and studied for 60 h. This did
not result in a reproducible model, with variable PK profiles
for plasma colchicine concentration and no dose-response in
the time-to-euthanasia (Figure 1).

The animals did, however, show evidence of multi-organ
injury and severe cardiotoxicity. Cardio-respiratory function
was not affected by colchicine until late in the poisoning
(Figure 2). In three of four pigs (two 0.5mg/kg, one
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Figure 1. (A) Plasma colchicine concentration and (B) time to euthanasia for animals receiving 0.5 mg/kg (blue circles) or 1.0 mg/kg (red squares) colchicine by oral

administration.

1.0mg/kg), cardiotoxicity developed with a fall in MAP requir-
ing norepinephrine. The doses of norepinephrine required to
maintain an MAP >45 mmHg increased rapidly over a few
hours before both heart rate and MAP fell precipitously over
minutes (Figure 2) and the animals were euthanised. The
fourth (2nd high dose) animal began to develop cardiotoxic-
ity after 53 h; norepinephrine requirements rose more slowly
than with the other animals. It was euthanised as severe car-
diotoxicity developed at 56.5h.

Clinical biochemistry analyses showed evidence of liver
(raised AST activity) and muscle (raised CK activity) injury
after 15h as well as late renal injury in the hours before
euthanasia (data not shown).

Intravenous colchicine administration

To seek a more reliable model, we switched to the IV route
of administration for the next four pigs (a route previously
used for clinical therapy [7]). To compensate for increased
colchicine bioavailability after IV administration [8], the lower
dose was halved to 0.25 mg/kg while a higher dose was kept
at 1.0mg/kg with the ambition of bracketing severe toxicity.
The colchicine was infused over one hour.

The first two pigs received 0.25 and 1.0mg/kg by IV infu-
sion. Because toxicity was rapid for the higher dose, with
euthanasia required at 14.5h, the next two animals received
0.25mg/kg IV.

Colchicine PK was similar in the three animals receiving
0.25mg/kg, with a mean AUCy_5o of 343 pg/L/h (SD =21 pg/
L/h), ti2y of 021h (SD=0.012h) and QUg_, of 17%
(SD=2.9%) (Figure 3; Table 1). In the animal receiving the
higher dose, AUCy_1¢ was 2,398 pg/L/h and tq, 0.15h. The
elimination half-life could not be calculated because of a
plateau in plasma colchicine concentration from 8h post-
administration to time of euthanasia.

200 ~

=

175 4

150 4

125

Heart rate (bpm)

100 A

75

C:

Mean arterial pressue
(mmHg)

0 T T T T T 1
0 12 24 36 48 60

Time post colchicine (h)

Figure 2. (A) Heart rate and (B) mean arterial pressure in animals receiving
0.5 mg/kg (blue lines) or 1.0mg/kg (red lines) colchicine by oral administration.
Arrows mark sudden catastrophic cardiovascular collapse in three of the
animals.

Toxicity was consistent in the three animals receiving
0.25mg/kg, with euthanasia required a mean of 22.5 (SD 3.2)
h after starting the infusion (Figure 4). Animals showed
evidence of dose-related liver, renal and muscle toxicity
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Figure 3. Plasma pharmacokinetics for total colchicine and free colchicine in animals receiving intravenous colchicine (0.25mg/kg), with or without anti-colchicine
Fab, according to delay to treatment. Control animals received no Fab after IV colchicine 0.25 mg/kg over 1 h = blue squares. Animals received Fab at 6 h post-infu-
sion (total: red square; free colchicine: red circle), Fab at 3h post-infusion (total: green diamond; free colchicine: green circle), and Fab at 1h post-infusion (total:
purple triangle; free colchicine: purple circle).

Table 1. Pharmacokinetics of colchicine and Fab.

Colchicine administered 1V 0.25 mg/kg

From 1h after

From 3 h after

From 6 h after

the colchicine the colchicine the colchicine
infusion infusion infusion

Fab infusion Controls
Animals n =3 (mean=+SD) n=1 n=1 n=1 n=1 n=1 n=1
AUCy_0n (ug L' h7") 343 +21 4862 4004 2011 2083 2532 2512
Free colchicines AUCy 5 (ug L' h™") 389 259 298 285 300 220
AUCg_eng (g L' h7") 3741 5313 3142 3343 3182 2971
Ratio (AUC,_,0/AUC,_,, control) 1 14.1 11.6 58 6.1 7.4 73
t1/25 (H) 0.21+0.12 - — = — 0.21 0.19
ti2p () - 97 9.0 1 1 = —
QUo-20n 17 +£2.9% 38% 47% 37% 36% 18% 18%
QU eng 43% 56% 43% 43% 18% 20%
Ratio (QUy_»0/QUs_5 control) 1 22 2.8 22 21 1.1 1.1
Fab AUCo.~ (gL' h7") — 40.0 324 282 31.9 — —
Fab t,/,, (h) — 23 2.6 16 13 — —
Fab t,,55 (h) = 444 313 22.1 11.5 — —

The Fab infusions given 1 and 3 h after the colchicine infusion were administered over 1h; the Fab infusion given 6 h after the col-
chicine infusion finished was administered over 7 h (50% over first hour, 50% over following 6 h).

(Figure 5), as well as late, severe cardiotoxicity. Blood gas
analysis showed no effect on arterial pH but a substantial
rise in arterial lactate concentration, peaking at 7-9mmol/L
(Figure 6). No bacteria were cultured from samples taken for
microbiology. Histology showed moderate, diffuse necrotizing
enteritis of the small intestine, mild cardiac myopathy, and
pulmonary alveolar and interlobular oedema.

The IV dose of 0.25mg/kg colchicine was selected to
study the effect of anti-colchicine Fab.

Administration of anti-colchicine fab to colchicine
poisoned pigs

A full neutralising dose of anti-colchicine Fab given from 6 h
after completion of the colchicine infusion (50% over 1h,
50% of the next 6 h) produced a 7.35-fold increase in plasma

colchicine (AUCy_50 2,522 [SD = 14] pg/L/h) and removed all
free colchicine during the infusion (Figure 4). However, it did
not increase urinary elimination of colchicine (QUg_ 5o 18%,
mean of 1.1-fold greater than controls) and did not prevent
toxicity or markedly improve outcome—euthanasia was
required a mean of 29.1 (SD 3.4) h after starting the
colchicine.

Infusion over 1h of a full neutralising dose of anti-colchi-
cine Fab, 1 and 3 h after the end (2 and 4 h after the start) of
the colchicine infusion, markedly increased both plasma col-
chicine and urinary elimination of colchicine. The Fab pro-
duced 12.9-fold (mean AUCq 5, 4,433 [SD=607] ng/L/h) and
6.0-fold (AUCy_50 2,047 [SD=51] pg/L/h) increases in plasma
colchicine, as well as 2.5-fold (QUg_0 42.5 [SD=6.4] %) and
2.1-fold (AUCy_5¢ 36.5 [SD =0.7] %) increases in urinary col-
chicine elimination, respectively.
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Figure 4. Time to euthanasia in animals receiving intravenous colchicine with
or without anti-colchicine Fab, according to delay to treatment.

This increased extraction of colchicine from the tissues
and elimination was associated with markedly reduced tox-
icity, with all four animals surviving to 48h (Figure 4) and
none showing marked cardiotoxicity and cardiovascular
decompensation (as seen for animals not receiving Fab—see
Figure 2) (data not shown). Clinical biochemistry showed
reduced liver, kidney and muscle injury (Figure 5). Blood gas
analysis showed no effect on arterial pH or lactate concentra-
tion, except for transient rise in lactate to 5mmol/L in one
animal receiving Fab 1h after the end of the colchicine infu-
sion (Figure 6). No bacteria were cultured from samples taken
for microbiology. Histology showed mild necrotizing enteritis
of the small intestine, mild cardiac myopathy, and mild pul-
monary alveolar and interlobular oedema.

The Fab had a mean ty/5, of 2.0 (SD 0.6) h and mean t;,53
of 27.3 (SD 14.0) h (Table 1). The half-life of elimination was
slow enough in all animals to keep concentrations of free
plasma colchicine undetectable until 20h and at very low
concentrations until the end of each study.

Discussion

This study has shown that early administration of anti-colchi-
cine Fab fragments redistributes colchicine from extracellular
fluid to the blood and increases its elimination in the urine;
this removal of colchicine from the tissues, if the Fab is given
sufficiently early, in sufficient dose, prevents colchicine-
induced cardiotoxicity, multi-organ injury, and metabolic

acidosis. Although a small translational study, the results sug-
gest that anti-colchicine Fab may benefit patients with col-
chicine toxicity if given early enough after exposure.

Administration of a full neutralising dose of Fab within 3h
of the end of colchicine administration resulted in marked
increases in plasma colchicine and urinary elimination, and
absence of free colchicine from plasma until 20h after colchi-
cine exposure. Delay of Fab administration to 6h after the
end of colchicine administration, and administration of a
half-neutralising dose, resulted in effective redistribution—
similar to that following Fab started at 3 h—but a less clear
effect on urinary elimination and only a modest increase in
time to euthanasia. Although this poor delayed effect may
be due to the Fab dose administered, our results from IV
dosing may suggest that colchicine Fab will be clinically rele-
vant for relatively few patients since many present to hos-
pital after 6 h [5,6].

This possible lack of effectiveness after only a few hours
contrasts with the single report of a patient treated with
goat anti-colchicine antibodies which showed both PK and
clinical benefit when receiving Fab 40h after ingestion [12].
This difference might be because porcine colchicine poison-
ing is not a perfect model of human poisoning, with differen-
ces between pigs and humans in cardiovascular function and
metabolism. However, we found the lethal dose in pigs to be
similar to that reported for humans, and far lower than the
rat LD50 (>25mg/kg), consistent with some relevance of pig
poisoning for modelling human poisoning. Multi-organ injury
seen in the model also replicated human poisoning. The
polyclonal Fab had very high affinity for colchicine (average
affinity constant 3.16 x 10" M) suggesting that differences
in affinity between the goat antibody used for the clinical
case (affinity 2.0 x 10'° M™") and the ovine Fab used here is
not responsible for the differences in effect. It is also possible
that the pharmacokinetics of the ovine Fab in this pig model
are quite different to that of the goat Fab used in the clinical
case [12].

Unfortunately, oral colchicine dosing did not produce reli-
able PK or model poisoning well, likely due to variation in
absorption of the colchicine from the anaesthetised pig gut.
This variability was not noted in our previous studies of oral
dimethoate organophosphorus insecticide toxicity [18], prob-
ably due to the lower toxicity of the insecticide and therefore
much higher doses needed for poisoning (1000 mg/kg).

This pig study suggests that humans will have to be
treated soon after poisoning for the Fab to be effective. This
might be true for very high doses but not for more border-
line doses. Increasing the number of animals studied with IV
colchicine at different delays to Fab is unlikely to yield fur-
ther information on timing and doses for colchicine tablet
poisoning. Intravenous infusions over 1h may not accurately
reflect oral poisoning despite similar Cmax and bioavailability.
The slower absorption and distribution to tissues, and direct
effect on gut enterocytes, of oral administration may allow
the Fab longer to work in human poisoning [22].

Instead, a clinical study is needed that treats all patients
presenting to hospital with colchicine poisoning up to 48h
after exposure, stratified according to time to treatment, esti-
mated dose ingested, and plasma colchicine concentration
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before treatment. Due to the scarcity of cases, the study will
need to be observational. Such a study is now being started
in France, based on the data on redistribution reported in
this porcine study. As patients are studied, and outcomes

recorded, the time to treatment could be slowly shortened
down to 6, 12 or 24h. Alternatively, all patients could in
future be treated with the understanding that only border-
line cases will get any benefit after a certain time.
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The pharmacokinetics of colchicine and Fab in the pigs
were generally similar to those reported in humans. The dis-
tribution half-life of colchicine (0.21h) and of Fab (2.0h) in
this porcine study were similar to that observed in humans
(colchicine 0.15h, anti-digoxin Fab 0.5-1.9h) [21,23].
Distribution was complete one hour after the end of infusion,
consistent with the best response to Fab occuring when it
was started at 1h. Fab administration increased the AUC 6 to
14-fold compared to controls, similar to that noted in colchi-
cine intoxicated rabbits (19-fold) [24]. The elimination half-
lives (9.0-11.0h) calculated in the last four pigs were shorter
than observed in humans receiving IV colchicine infusions
(30+6h). In the same way, elimination half-life (11.5-44.4h)

was comparable to half-life in human (11.0-34.5 h) exhibiting
a high variability.

Limitations

We used a PK dose-response approach to minimise the num-
ber of animals used in the study before moving into human
studies. Despite being a small study, robust dose/time-
response effects were seen in terms of the AUC, time to
euthanasia, and reduction in organ injury. Since the study
has provided proof of binding in vivo in a clinically relevant
model that is now leading to clinical trials, use of further ani-
mals is unlikely to provide additional useful data. We
acknowledge that there are cardiovascular and metabolic dif-
ferences between pigs and humans—such as basal heart rate
and mass of the liver and kidneys—that might make pigs
more sensitive to cardiotoxicity, reducing effectiveness com-
pared to humans. However, additional pig studies will not
help guide human treatment.

We used IV infusions of colchicine over 1h to simulate
oral dosing due to the unreliable PK of oral colchicine in the
anaesthetised pigs. This difference might be important
although the bioavailability of oral tablets is similar to IV
infusions [5,6]. The animals receiving Fab at 6 h received only
half a neutralising dose over the first hour, followed by the
second half dose over 6 h. It is therefore not possible to dir-
ectly compare the results with the 1 and 3 h delays to admin-
istration. However, redistribution was similar to that after a
3 h delay, despite the lack of effect on severity. This informa-
tion is useful and reinforces the need for a large clinical
study to identify the latest possible treatment time in human
patients. The IV dose of 0.25mg/kg was selected as an appar-
ently reliable lethal dose of colchicine; we did not explore
further doses between 0.25 and 1.0 mg since our aim was to
rapidly move into human studies once we had tested
whether the Fab could bind and redistribute colchicine with
clinical effect in vivo in the pig.

Conclusion

In this clinically relevant porcine model of colchicine poison-
ing, anti-colchicine Fab fragments were highly effective at
stopping toxicity if given early enough in a large enough
dose. Clinical trials are required to translate this knowledge
into human patients.

Acknowledgements

We thank David Binnie, Peter Tennant, and Adrian Ritchie for their tech-
nical assistance with these studies. ME and FB have received unrestricted
research funds from Micropharm Ltd. IA is employed by Micropharm Ltd.

Disclosure statement

No potential conflict of interest was reported by the authors.

Funding

The work was partially funded by Micropharm Ltd.

57



ORCID

Michael Eddleston ([3) http:/orcid.org/0000-0002-6857-3441

References

il
(2]
(3]

(4]

(5]

(6]

(8]

(9l

o]

N1

N2

Yang LP. Oral colchicine (Colcrys): in the treatment and prophy-
laxis of gout. Drugs 2010;70:1603-1613.

Campbell KB, Cicci TA, Vora AK, et al. Beyond gout: colchicine use
in the cardiovascular patient. Hosp Pharm. 2015;50:859-867.

Wu B, Xu T, Li Y, Yin X. Interventions for reducing inflammation
in familial Mediterranean fever. Cochrane Database Syst Rev.
2015;Cd010893.

Chen K, Schenone AL, Borges N, et al. Teaching an old dog new
tricks: colchicine in cardiovascular medicine. Am J Cardiovasc
Drugs. 2017;17:347-360.

Putterman C, Ben-Chetrit E, Caraco Y, et al. Colchicine intoxica-
tion: clinical pharmacology, risk factors, features, and manage-
ment. Semin Arthritis Rheum.1991;21:143-155.

Harris RD, Gillett MJ. Colchicine poisoning - overview and new
directions. Emerg Med Australas 1998;10:161-167.

CDC. Deaths from intravenous colchicine resulting from a com-
pounding pharmacy error-Oregon and Washington, 2007. MMWR
Morb Mortal Wkly Rep 2007;56:1050-1052.

Finkelstein Y, Aks SE, Hutson JR, et al. Colchicine poisoning: the
dark side of an ancient drug. Clin Toxicol (Phila). 2010;48:
407-414.

Abe E, Lemaire-Hurtel AS, Duverneuil C, et al. A novel LC-ESI-MS-
MS method for sensitive quantification of colchicine in human
plasma: application to two case reports. J Anal Toxicol. 2006;
30:210-215.

Scherrmann JM. Antibody treatment of toxin poisoning-recent
advances. J Toxicol Clin Toxicol. 1994;32:363-375.

Urtizberea M, Sabouraud A, Cano N, et al. Reversal of murine col-
chicine toxicity by colchicine-specific Fab fragments. Toxicol
Lett.1991;58:193-198.

Baud FJ, Sabouraud A, Vicaut E, et al. Brief report: treatment of
severe colchicine overdose with colchicine-specific Fab fragments.
N Engl J Med. 1995;332:642-645.

[13]

[14]

[15]

[16]

(17]

(18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

58

CLINICAL TOXICOLOGY (&) 9

Peake PW, Pianta TJ, Succar L, et al. Fab fragments of ovine anti-
body to colchicine enhance its clearance in the rat. Clin Toxicol
(Philadelphia, Pa). 2015;53:427-432.

Dorandeu F, Mikler JR, Thiermann H, et al. Swine models in the
design of more effective medical countermeasures against
organophosphorus poisoning. Toxicology 2007;233:128-144.

Bode G, Clausing P, Gervais F, et al. The utility of the minipig as
an animal model in regulatory toxicology. J Pharmacol Toxicol
Methods. 2010;62:196-220.

Bebarta VS, Tanen DA, Lairet J, et al. Hydroxocobalamin and
sodium thiosulfate versus sodium nitrite and sodium thiosulfate
in the treatment of acute cyanide toxicity in a swine (Sus scrofa)
model. Ann Emerg Med. 2010;55:345-351.

Wiesenfeld PL, Garthoff LH, Sobotka TJ, et al. Acute oral toxicity
of colchicine in rats: effects of gender, vehicle matrix and pre-
exposure to lipopolysaccharide. J Appl Toxicol. 2007;27:421-433.
Eddleston M, Street JM, Self |, et al. A role for solvents in the tox-
icity of agricultural organophosphorus pesticides. Toxicology
2012;294:94-103.

Urtizberea M, Sabouraud A, Lachaise M, et al. Pharmacokinetics of
total and free digoxin and Fab fragments in 5 intoxicated patients
after administration of specific anti-digoxin Fab fragments. Arch
Toxicol Suppl 1991;14:132-135.

Schaumann W, Kaufmann B, Neubert P, et al. Kinetics of the Fab
fragments of digoxin antibodies and of bound digoxin in patients
with severe digoxin intoxication. Eur J Clin Pharmacol. 1986;30:
527-533.

Fabresse N, Allard J, Sardaby M, et al. LC-MS/MS quantification of
free and Fab-bound colchicine in plasma, urine and organs fol-
lowing colchicine administration and colchicine-specific Fab frag-
ments treatment in Gottingen minipigs. J Chromatogr B. 2017;
1060:400-406.

Gumm B, Wilkinson J, Aldridge M, et al. Cell-based cytotoxicity
and immunocytotoxicity assays for colchicine and ovine anti-col-
chicine sera and Fab fragments. J Clin Toxicol. 2016;6:1000323.
Eddleston M, Rajapakse S, Rajakanthan K, et al. Anti-digoxin Fab
fragments in cardiotoxicity induced by ingestion of yellow olean-
der: a randomised controlled trial. Lancet 2000;355:967-972.
Sabouraud AE, Urtizberea M, Cano NJ, et al. Colchicine-specific
Fab fragments alter colchicine disposition in rabbits. J Pharmacol
Exp Ther. 1992;260:1214-1219.



DISCUSSION

La premiére partie de ce travail a permis 1’étude préclinique d’un anticorps de type Fab anti-
colchicine dans un modéle animal.

Dans un premier temps il était nécessaire de développer une méthode analytique permettant
le dosage de la colchicine libre et liée a ’anticorps afin de démontrer 1’efficacité de celui-Ci.
Plusieurs méthodes ont déja été développées en particulier pour la digoxine et la colchicine
(90,96). La fraction libre était séparée par une méthode de dialyse a 1’équilibre avant d’étre
dosée en radio-immunoanalyse. La fraction totale était dosée apres libération des molécules par
dénaturation de 1’anticorps en chauffant a 100°C une heure. Ces approches sont longues et
fastidieuses, notamment pour la dialyse qui se fait sur une nuit entiére. Et aujourd’hui la radio-
immunoanalyse a été délaissée pour des raisons de sécurité et des motifs environnementaux
inhérents a la radioactivité des réactifs utilisés. Nous avons développé une méthode de
séparation simple reposant sur la filtration avec des filtres de 30 KDa, permettant de retenir la
fraction liée au Fab (50 KDa) et ne laissant passer que la colchicine libre (399 Da). La colchicine
totale a été libérée aprés chauffage a 100°C, suivant la méthode décrite par Smith et al. (96). Le
dosage était ensuite effectué en LC-MS/MS aprés extraction liquide-liquide, avec une méthode
rapide de 2 minutes. Cette méthode a été validée selon les recommandations de I’agence
européenne du médicament (EMA) sur une gamme allant de 0,5 a 100 ng/mL avec une limite
de détection a 0,3 ng/mL. Cette fenétre encadre les concentrations thérapeutiques (0,3-2,4
ng/mL) et les concentrations toxiques (97). Une seconde méthode a été développée pour le
dosage tissulaire de la colchicine a partir de 5 mg de tissus, celle-ci a été validée dans le foie
sur une gamme allant de 5 a 300 pg/mg. La méthode a été appliquée avec succes aux organes
d’animaux traités (cceur, foie, poumon, muscle, intestin) montrant que la sensibilité¢ était
suffisante dans le cadre de notre application. Une fois ces méthodes développées et validées

dans les deux matrices, elles ont pu étre appliquées aux animaux de 1’étude.

L’ensemble des expérimentations animales ont été réalisées chez le cochon nain Gottingen
(Figure 4). La premiére étape a consisté a développer un modele d’intoxication reproductible,
et définir la dose léthale dans chez cet animal. Afin de refléter au mieux les conditions de
I’intoxication chez ’homme, les 4 premiers animaux ont été traités par voie orale avec des doses
supposees étre non léthales (0,5 mg/Kg) et léthales (1 mg/Kg), la dose considerée comme
1éthale chez I’homme étant de 0,8 mg/Kg (87). Les cinétiques de colchicine observées étaient
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tres variables pour les 4 animaux, avec une absorption qui semble se poursuivre jusqu’a
I’euthanasie. Cette variabilité est bien décrite chez I’homme, la principale raison est la présence
de glycoprotéine P au niveau des entérocytes, rendant cette étape pharmacocinétique limitante.
De plus, la dose de 0,5 mg/Kg devait permettre la survie des animaux, cela n’a pas ¢été le cas et
nous avons observé une absence de relation entre la dose administrée et le temps de
I’euthanasie. Cette variabilité peut également étre liée a 1’anesthésie des animaux qui limite la
motilité¢ du tube digestif. Afin de s’affranchir de I’étape d’absorption une forme intraveineuse
de colchicine a été développée par le professeur Alain Astier. La colchicine a été administree
par voie intraveineuse aux animaux suivants. La biodisponibilité moyenne de la colchicine chez
des sujets sains est de 44% (85). Les doses administrées ont donc été divisées par deux (0,25
mg/Kg) tout en conservant la dose élevée (1 mg/Kg) afin d’étre sir d’obtenir une intoxication
fatale. Cette voie d’administration a permis d’obtenir des cinétiques reproductibles, et
I’administration de la dose de 0,25 mg/Kg a deux animaux supplémentaires a permis d’obtenir
des AUC similaires avec un temps d’euthanasie trés proche. Nous notons également que le
déces des animaux est d0 a un collapsus cardio-vasculaire, comme c’est le cas chez I’homme
lors des intoxications aigués (88). Cela a permis de definir la dose léthale de colchicine chez le
cochon nain Gottingen, et d’avoir un modele reproductible d’intoxication a la colchicine

nécessaire a 1’étude de ’antidote.

Figure 4. Animaux anesthésiés sous surveillance continue aprés administration de

colchicine et de I’antidote a T4h.
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Les doses de Fab administrées étaient équimolaires par rapport a la dose de colchicine
administrée (1 fragment Fab neutralisant 1 molécule de colchicine). Pour les deux premiers
animaux ayant re¢u 1’antidote, celui-ci a été administré 6 heures aprés la fin de la perfusion de
colchicine. L’ antidote a été¢ administré par voie IV avec la moitié¢ de la dose sur la premicre
heure et I’autre moitié sur les 6 heures suivantes, afin d’éviter une €limination rénale rapide du
Fab n’ayant pas fix¢é la colchicine. C’est le protocole qui a été suivi pour I’unique patient
intoxique a la colchicine ayant été traité avec succes par Fab (93). L’administration de I’antidote
a permis d’observer une redistribution importante de la colchicine du compartiment tissulaire
vers le compartiment sanguin avec une augmentation importante de I’AUC, mais sans
modification de la quantité éliminée dans les urines et sans amélioration de la survie. Afin
d’objectiver I’efficacité de 1’antidote les deux animaux suivants ont été traités a T1h aprés la
fin de la perfusion de la colchicine et I’antidote a ét¢ administré intégralement sur une perfusion
d’une heure. Dans ce cas également il y a eu une redistribution importante de la colchicine
(AUC x 14 par rapport au contréle) mais également une augmentation de 1’excrétion urinaire
et une survie des animaux. Deux animaux supplémentaires ont été traités a un horaire
intermédiaire (T3h post-administration de colchicine) avec succes également. Ces résultats
démontrent 1’efficacité de I’antidote si celui-ci est administré précocement par rapport
I’exposition a la colchicine. Cette étude présente deux limites importantes. La premiére est la
voie d’administration (intraveineuse) laquelle ne refléte pas celle utilisée chez I’homme (voie
orale), et n’est donc pas comparable a celui-ci. La seconde est le délai d’administration de
I’antidote permettant la survie des animaux, qui est tres faible et difficilement réalisable en vie
réelle. Cependant, 1’absorption aprés administration par voie orale est absente lors de
I’administration IV, ce qui ajoute un délai supplémentaire chez I’homme. Cela est d’autant plus
vrai qu’elle est responsable de la variabilité inter-individuelle avec la présence de la
glycoprotéine-P. Et le seul patient ayant été traité par immunothérapie en 1995 a regu 1’antidote
40 h apres I’ingestion de colchicine. Ces €éléments sont encourageants pour continuer I’étude
chez I’homme, en définissant un délai d’administration précoce de 1’antidote. Le nombre
d’animaux utilisés dans cette ¢tude reste faible, au total 6 animaux ont ét¢é traités avec 1’antidote.
Cela est uniquement lié au colt des expérimentations : fabrication de I’antidote, achat des
animaux a la société danoise Ellengaard Gottingen Minipigs, livraison au Roslin Institute a
Edimbourg, expérimentations avec au moins 2 vétérinaires présents en permanence pendant 48
heures (un chirurgien et un anesthésiste), autopsie des animaux, examens anatomo-

pathologiques, examens de biologie médicale, dosage du Fab et dosage de la colchicine.
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Cependant, malgré le faible nombre d’animaux utilisés, la trés bonne reproductibilité de chaque

expérience réalisée et la relation dose-temps/effet donne de la robustesse a 1’étude.

Depuis la réalisation de I’étude préclinique, un article a été publié¢ présentant une nouvelle
approche visant a substituer les anticorps en toxicologie clinique par nouveau type de protéine,
la lipocaline 2 (lcn 2) (98). Elle a un role dans I’immunité innée en fixant les sidérophores
bactériennes. Les auteurs décrivent un procédé de bio-ingénierie permettant de modifier le site
de fixation de la protéine in vitro et d’en créer une ayant une affinité trés élevée pour la
colchicine (Kd=1,2.101° M). Dans cet article, la protéine générée est utilisée pour développer
une méthode de dosage de la colchicine en ELISA. Mais cette approche est tres intéressante
pour le futur développement d’antidotes, les lipocalines sont des protéines endogenes, elles
n’entrainent pas de problémes d’immunogénicité contrairement aux anticorps polyclonaux
utilisés ici qui sont d’origine ovine. Leur production est possible en bioréacteurs diminuant le
colt de production qui est la principale limite des antidotes de type anticorps actuellement
utilisés. Et enfin, ces protéines sont de taille plus petite que les fragments Fab (25 KDa),
permettant d’améliorer la diffusion tissulaire et facilitant 1’élimination rénale. Ces arguments
font de ce type de protéine une approche prometteuse pour le développement de futurs

antidotes.

Concernant les intoxications a la colchicine, que ce soit chez I’homme ou chez 1’animal il
existe un délai important entre le moment ou la distribution est terminée, et le moment ou la
toxicité cardiovasculaire se manifeste. La demi-vie de distribution retrouvée apres
administration par voie IV est de 0,21+0,12 heures chez I’animal (modele a deux
compartiments) et 0,15+0,07 heures chez I’homme aprés administration par voie IV (85). Et les
manifestations toxiques apparaissent entre 20 et 25 heures chez I’animal apres administration
par voie IV, et entre 24 et 72 heures chez ’homme par voie orale (83). D’autre part, aprés
administration de 1’antidote a T6h chez 1’animal, on observe une redistribution tissulaire
importante, mais celle-ci n’est pas associée a une amélioration clinique. Ces observations ne
sont pas en faveur d’une toxicité directe de la colchicine sur le systeme cardiovasculaire via un
mécanisme pharmacologique, mais en faveur d’une toxicité 1ésionnelle. Cette hypothése a été
étayée récemment chez le rat avec deux poisons du fuseau : la colchicine et la vincristine (99).
Les auteurs ont administré des doses élevées de ces deux molécules et excisé le cceur 24 heures
apres. lls ont mis en évidences des signes de dégénérescence et de nécrose au niveau des cellules
myocardiques apres administration de la colchicine. lls ont également observé des lésions de
I’endothélium vasculaire et cellules endothéliales apoptotiques dans I’interstice vasculaire. Les
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lésions cardiaques étaient positives au pimonidazole, un marqueur de 1’hypoxie. Ces
observations sont en faveurs de Iésions endothéliales a [’origine de troubles de la
microcirculation ayant conduit a une hypoxie des cellules myocardiques. Ces mécanismes
expliquent partiellement pourquoi malgré une administration précoce de I’antidote (T6h), a un
moment ou les animaux n’ont aucun trouble fonctionnel vasculaire ou cardiaque, il n’y a aucune
amélioration de la survie. Aprés administration par voie intraveineuse, chez 1’animal, les 1ésions

doivent survenir entre 3 et 6 heures. Ce délai doit étre défini chez I’homme afin de garantir un

bénéfice de 1’administration de 1’antidote.
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Deuxieme Partie : Etude de ’efficacité du systéme de
dialyse hépatique de type MARS dans I’épuration du

verapamil et du diltiazem a travers un modele in vitro.
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CONTEXTE ET RATIONNEL DE L’ETUDE

Le systeme de dialyse hépatique de type MARS a été développé dans les années 2000. C’est un
systéme de dialyse a I’albumine permettant d’épurer 1’organisme des métabolites éliminés par
le foie, notamment la bilirubine, les acides biliaires ou I’ammoniac qui participent a la
défaillance multi-viscérale dans I’insuffisance hépatique aigué. La premiére étude clinique a
été réalisée par Mitzner et al. chez des patients en insuffisance hépatique a haut risque
(bilirubine > 15 mg/dL) (100). La mortalité a 7 jours était de 100% dans le groupe contrdle et
de 62,5% dans le groupe traité par MARS. Le MARS est depuis indiqué dans la prise en charge
transitoire de I’insuffisance hépatique aigu€ primaire, ou secondaire chez un patient cirrhotique.
Il a également été utilisé de facon empirique dans le traitement d’intoxications avec ou sans
insuffisance hépatique. Dans la prise en charge d’intoxications médicamenteuses aux
antagonistes calciques (vérapamil, diltiazem, amlodipine), a la théophylline, la lamotrigine, la
phenytoine et au paracétamol (35-43). 1l a également permis de prendre en charge des patients
intoxiqués a I’amanite phalloide (Amanita phalloides) présentant une hépatite fulminante

(44,45),

La dialyse a I’albumine est un principe permettant 1’élimination conjointe des substances
solubles avec les molécules liées a 1’albumine. En effet, de nombreux toxiques sont liés a
I’albumine ou aux protéines, rendant leur élimination par les techniques de dialyse classique
limitée. Le systtme MARS est un systéme a deux circuits principaux, un circuit aloumine et un
circuit sang, séparés par une membrane. Le sang du patient va passer dans une premiére colonne
appelée MARSflux ou est présente cette membrane qui le sépare du circuit chargé en albumine,
et ou les molécules liées aux protéines vont passer préférentiellement selon un gradient de
concentration. Le circuit albumine sera par la suite dialysé selon un systéme conventionnel de
type hémodiafiltration continue (colonne DIAflux), permettant 1’élimination des molécules
hydrosolubles, puis I’albumine chargée en toxique sera par la suite régénérée par le passage
dans deux colonnes adsorbantes, une colonne de charbon activé (AC250) et une résine
¢changeuse d’anions (IE250). L’albumine régénérée revient par la suite au niveau de la colonne
MARSflux, assurant le maintien du gradient de concentration. Ces étapes de régénération ont
donc un rdle a la fois dans 1’élimination du toxique (hémodiafiltration puis fixation sur les
colonnes adsorbantes) et dans la pérennité du gradient d’albumine, permettant a ce systéme de

se distinguer d’autres méthodes de dialyse a 1’albumine, comme le SPAD, dans lequel
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I’albumine passée au contact du sang est directement éliminée. Malgré la présence du systeme
MARS sur le marché depuis plus de dix ans, il n’existe pas a ce jour d’étude analytique
permettant de quantifier avec précision 1’efficacité épuratrice des différents compartiments du
systtme MARS ainsi que ses avantages sur les autres méthodes de dialyse et de filtration
utilisées dans les services de réanimation. De nombreuses études de cohorte sur le systeme
mettent en avant une baisse de la concentration plasmatique de nombreuses molécules et une
tendance vers une meilleure survie des patients, mais 1’action directe du MARS sur ces

parametres n’est pas a ce jour démontrée (101).

Ce travail vise a apporter des connaissances nouvelles sur ce sujet. Les objectifs sont d’étudier
I’épuration par différents systémes de deux médicaments, le vérapamil et le diltiazem, & doses

toxiques.
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Abstract:

Background: Molecular adsorbent recirculating system (MARS) and continuous venovenous
hemodiafiltration (CVVHDF) have both shown to be suitable in patients with acute verapamil
poisoning. No analytical studies have quantified the extractive efficiency of the different
compartments of CVVHDF and MARS. The objective of the present study was to evaluate the
efficacy of both system in an ex vivo model devoid of protein and erythrocytes to assess their
maximum extractive capability. VVerapamil poisoning was simulated in a central compartment
consisting in a 5 liter dialysis solute spiked with verapamil at three different concentrations: 1,
2.5 and 5 mg/L.

Results: Mean CVVHDF Extraction coefficient (EC= (in concentration— out concentration)/in
concentration) were always concentration-dependent becoming negative after 2 hours,
suggesting late release from the cartridge. At the end of the sessions the mean amounts
remaining in the central compartment were 6, 3 and 4% of the injected dose, respectively. The
mean cumulative amounts found in the effluent were 16, 20 and 28% of the injected dose,
respectively. The amounts “not found” accounted for 78, 79 and 69% of the injected dose,
respectively. Ultrasonic desorption of the membranes revealed that verapamil was fixed by the
membrane of the CVVHDF. In contrast, the different compartments of the MARS resulted in
undetectable output concentration at the end of the session and even earlier. The mean
concentrations of verapamil in the central compartment were undetectable at the end of the
sessions. The mean ECs were concentration-dependent of about 20% of the injected dose. The
mean amounts withdrawn by the activated charcoal compartment were 92, 82 and 89% of the
injected dose. The mean charcoal ECs of the MARS cartridge was stable and in the order of

70% throughout the manipulations, independent of the concentration.

Conclusions: CVVHDF system in the developed model was efficient for verapamil removal,
due to an ability of dialysis membrane to adsorb verapamil. Resin cartridge and hemodialysis
components of MARS were useless in verapamil removal, both could be removed from the
system allowing saving money and keeping a dialysis system available. Charcoal cartridge is
responsible for almost all drug removal, replacing resin cartridge by a second charcoal cartridge

could shorten and improve verapamil extraction.
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Introduction

Poisonings are among the frequent causes of admission to intensive care units (ICUs) in the
adult population in France [1]. A survey performed in ICUs located in the area of lle-de-France,
acute poisonings accounted for about 15% of the admission during the period from 1997 to
2008 [2].

Acute liver failure (ALF) is still associated with an important mortality rate. To date, the only
treatment which permits significant survival in severe and irreversible liver failure is liver
transplantation. To manage liver failure transiently or while awaiting transplantation,
treatments aiming at replacing some liver functions were developed. Molecular Adsorbents
Recirculating System (MARS) is an extracorporeal albumin dialysis system used in liver
replacement in patients with primary or secondary ALF [3]. Albumin dialysis allows
elimination of polar compounds but also albumin-bound toxins, poorly eliminated with
conventional hemodialysis and hemofiltration. MARS was reported to be successful in Amanita
phalloides poisonings as well as a limited number of albumin-bound drugs overdoses, including
phenytoin, diltiazem, and paracetamol [4—-7]. More recently, Wittebole and Hantson
summarized the uses of MARS in the context of acute poisoning [8]. From a theoretical
viewpoint, drugs that may benefit from MARS removal remain difficult to be defined. A logical
way of thinking is to considerate as candidate for MARS a drug with a high affinity for human
serum albumin (HSA). However, a publication investigating tacrolimus (a highly protein bound
drug) removal using MARS system therapy showed no alteration induced by MARS system
on tacrolimus blood concentrations [9].

The MARS system is a treatment aiming at increasing the elimination of unchanged drugs
during the course of an overdose. In addition to the knowledge of the basic properties of the
membrane used in the continuous veno-venous hemodiafiltration (CVVHDF) which is
incorporated in the MARS system, the adsorptive capacities of the activated charcoal are also
known to some extent. However, the global capability of the MARS system as well as the role
of each extractive compartment in the process of drug elimination is a pending question that
has never been addressed. Few studies have evaluated the role of the different components of
MARS system for the treatment of drug poisoning [10,11]. These features highlighted the
importance to develop an ex vivo model to address these questions and to compare the various

modes of extracorporeal elimination including the CVVHDF alone and the MARS system.
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Verapamil is a channel calcium blocker (CCB), highly bound to HSA and commonly involved
in self-poisoning with a high mortality rate in spite of the development of various antidotes
including insulin-glucose [12]. Furthermore, regarding optimization of supportive therapies, the
results in a series of verapamil poisonings treated by means of arterio-venous extracorporeal
life support, were rather disappointing. In contrast, a limited case series reported successful
treatment with MARS of verapamil overdoses, meanwhile a case report using CVVHDF was
also successful [13,14]. To date, there is no consensus to define the best extra-corporeal
treatment for verapamil overdose. This issue underlines the importance to compare both system

in term of efficacy and cost-effectiveness.

The aim of this study was to compare, ex vivo, the capability of CVVHDF and MARS system
to promote the elimination of verapamil, with a particular emphasize of the respective role of
the different extractive compartments of each extracorporeal device. In this ex vivo model, we
selected a condition of experiment that would be the most advantageous for both extracorporeal
systems resulting in the maximal capacities of each device to extract verapamil. To address this
major issue, we selected a medium in the compartment figuring the patient devoid of proteins
including albumin and of erythrocytes. Therefore, the results of the study should highlight what
each device can maximally perform regarding the elimination of verapamil from a central

compartment.
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Materials and methods

1. Experimental protocol
a. CVVHDF System

CVVHDF dialysis was realized using a conventional hemodialysis system (Prismalflex®,
Gambro, USA). The ST150 kit (Gambro, USA). Hemosol BO® (Gambro, USA) was used for
dialysis, pre- and post-pump reinjection. Flow rate was 210 mL/min (12.6 L/H) for blood (Qs),
2500 ml/H for dialysate (Qp) with an effluent volume set at 4000 mI/H (Qg). Liquid loss was
hourly compensated with 500 ml/H for pre-injection (Qpre-inj) and 1000 ml/H for post-injection

(Qpost-inj)- The resultant weight loss was ascertained to zero mil/H.
b. MARS system

Albumin dialysis was realized using the molecular adsorbents recirculating system
(MARS®, Gambro, USA) as supplied in the MARS treatment kit, including the MARS® Flux
and diaFlux dialyzers, diaMARS® AC250 charcoal unit, and diaMARS® IE250 ion exchanger.
The device was coupled to a hemodialysis system (Prismalflex®, Gambro, USA) in the
CVVHDF mode. MARS circuit was primed with 500 mL of HSA 200 g/L (Albunorm® 20%,
Octapharma, Swiss). Flow rate was 210 mL/min for albumin circuit (Qa), the other parameters
were fixed at identical as those used in the CVVHDF system. There was neither net loss nor

gain of weight in the central compartment during the complete session of MARS epuration.
c. Experimental conditions

A5 liter dialysis solute (Hemosol BO®, Gambro, USA) was used as a central compartment
representing the patient. Verapamil (Isoptine®, Abott, USA) was spiked into the central
compartment at three different concentrations: 1, 2.5 and 5 mg/L, respectively. All experiments
were performed in duplicate, without any anticoagulation. After an equilibration phase of 15
min, the central compartment was spiked with verapamil and was connected to the system.
MARS and CVVHDF were run continuously except for minor breaks when effluents and
dialysis solutes were changed every 1.25 h. The duration of the session for CVVHDF and
MARS was set at 6 hours.
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d. Location of solute samplings

i. Circuit linked to the central compartment

Samples were collected during the study period before and after the dialyzer for both the
CVVHDF and the MARS systems.

ii. Circuit linked to the extractive system

During MARS dialysis, samples were drawn from the 6 ports located in the pre- and
post-filter of the three extractive compartments of the extracorporeal circuit as presented in

figure 1, and from the 2 circuit ports for CVVHDF dialysis (entering and leaving the dialyzer).

Qpre-inj =500ml/h

5L of dialysis
y Qg =210 ml/min Y

solute spiked
with verapamil Effluent
C—1
2 Qz = 4000 ml/h
o
s
=
= 0
2 Dialysate
Qap =210 ml/min Qp =2500ml/h

onst-inj = 1000 ml/h

Figure 1. Schematic representation of MARS system with the 6 sampling sites and the different

flow rates.
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e. Timing of samplings

Samples were collected 30, 60, 90, 120, 180, 240, 300 and 360 min after treatment
began. In the MARS system, albumin loss due to sampling was corrected at each time by

albumin injection (3mL by sampling).
f. Tubes for sample collections and storage till analysis

Samples were realized in lithium heparinate tubes (BD Vacutainer®, BD, USA) and stored

at -20°C before analysis.
g. Substances measured in the samples

A previous study showed discrepancies in albumin concentrations measured in MARS
circuit compared to theoretical concentration [15]. Consequently, albumin levels were
evaluated in a MARS dialysis for the different samples sites. MARS kit and CVVHDF kit were

conserved at the end of a test to evaluate the non-specific verapamil adsorption.
2. Verapamil concentration analysis

The HPLC grade acetonitrile, tert-buthylmethylether (TBME) and ethyl acetate were
provided by Merck (Darmstadt, Germany). Ammonium formiate, protriptylin and verapamil
standards were supplied by Sigma Aldrich (USA). Verapamil concentrations were measured
using an UPLC system (Dionex Ultimate 3000, Thermo, USA) coupled with a tandem mass
spectrometer (TSQ Quantiva, Thermo, USA). Analyte separation was carried out on a Hypersil
GOLD Thermo column (100 x 2.1mm, 1.9um) maintained at 40°C. The device was completed
with a pre-column (Thermo Hypersil GOLD 10 x 2.1mm, 5um). Mobile phase A was
ammonium formiate 2 mM with formic acid 0.1%, and mobile phase B acetonitrile, the gradient
was isocratic with 55% A and 45% B. 25uL of protriptylin 1pg/mL (internal standard) and
200uL of phosphate buffer pH = 5.9 were added to 100uL of sample. Albumin samples were
previously deproteinized by 200uL of acetonitrile. Mixture was extracted using 500uL of
organic solvent (TBME/ethyl acetate, 50:50 v:v). After evaporation of the organic phase and
reconstitution with ImL of the mobile phase, 5uL of the sample extract were injected in the
UPLC system column. Verapamil peak area ratios were used for quantification

(verapamil/internal standard). The method was validated according to EMA guidelines over the
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concentration range 10-1000 ng/mL in albumin and in dialysate samples. Stability of verapamil

at room temperature was also evaluated and confirmed over a period of one week.
a. Extraction of verapamil from solid parts

Dialyzers DiaFlux, MarsFlux and ST150 kit were analyzed following this procedure.
Cartridges were sawn to liberate capillaries then they were sonicated 24h in methanol with 0.1%
of hydrochloric acid. Charcoal and resin cartridges were eluted four times with 80 mL of the
same solvent. Extract were quantified following the same procedure as dialysate and albumin

samples.
3. Statistical analysis

Graphs and descriptive statistics were realized using GraphPad Prism version 6.00 for

Windows (GraphPad Software, La Jolla California USA). Verapamil removal during dialysis

Ca—Cv

was evaluated using extraction coefficient (E): E = o

Ca is the concentration entering the

extractive compartment (ng/mL) and Cv the concentration leaving the extractive compartment
(ng/mL). E was evaluated for each extractive compartments of the MARS system in both
circuits: the one connected to the central compartment the other one to the extractive system.

Measures in effluents were performed in each filled pocket when the pocket was full as
signaled by each device, CVVHDF and MARS, by continuous weight measurement. The
cumulative elimination was assessed by the sum of the product of the measured concentrations

of verapamil with the exact volumes of effluent.

Assessment of elimination on the side of the central compartment figuring the patient was
conducted by the calculation of the area under the curves (AUC) using concentrations measured
at the input and output level. The difference between the input and output areas (AUCai-
2=AUC:-AUC;) was multiplied by the flow of the solute into the dialyzer. This method was
used for the CVVVHDF and MARS system. On the side of extractive device, global assessment
was made using the method of AUC of input and output concentrations through the MARS Flux
dialyzer as described above (AUCa3.6=AUC3-AUCs). The efficacy of the CVVHDF was
performed by the method of AUC of the concentrations measured before and after the DiaFlux
dialyzer (AUCa34=AUC3-AUC4) and using the cumulative elimination into the effluent. The
efficacy of the activated charcoal was performed using the method of the difference of AUC in

the input and output sites (AUCa4-5=AUC4-AUCs). The effect of the ion exchanger cartridge
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was assessed using the method of the difference of areas under the curve in the input and output
sites (AUCas.6=AUCs-AUCs). Finally, at the completion of the session the concentration of
verapamil remaining in the central compartment was measured and the pocket was weighted to

assess the exact resting volume.

Assessment of elimination was also conducted using the balance between input and
elimination of verapamil. With MARS system the amount of verapamil injected into the central
compartment was compared to the amount of verapamil still persisting at the end of the session
cumulated with the amount eliminated in the effluent, the amount adsorbed by activated
charcoal and the amount eliminated by anion exchange resin. With CVVVHDF, the amount of
verapamil injected into the central compartment was compared to the amount of verapamil still

persisting at the end of the session cumulated with the amount eliminated in the effluent.
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Results
1. CVVHDF

Verapamil concentrations mean (n=2) evolution versus time in the sample port 1 is shown
in figure 2. The CVVHDF induced a decrease in concentrations of verapamil from the solute in
the in- and out- dialyzer at the three concentrations which occurred within the first hour of the
session. However, the concentrations of verapamil were still detectable at the completion of the
6-hours session. Con and CeH experimental values are presented in table 1. The time-courses of
the values of the extraction coefficients between port 1 and 2 are presented in figure 3. In spite
the flow of the solute coming from and returning to the central compartment was maintained at
210 ml/min, there was a sharp decline in the values of the extractive coefficient at the three
concentrations, ranging from 75 % at the time of initiation of the session to 41 % one hour after
for the 5mg/L verapamil concentration, 74 % and 46 % for the 2.5mg/L, and 69 % and 52 %
for the 1 mg/L concentrations. There was even negative extraction coefficient at 2 h post
injection and later suggesting a progressive release of verapamil from the dialyzer into the

circuit of the central compartment.

Cumulative amounts of verapamil recovered at the end of simulations are presented in table
2. Amounts of verapamil remaining in dialysis solute and cumulative quantity recovered in
effluents 2.5 hours after treatment began for CVVHDF are presented in table 3. Elimination
assessments calculated from AUC, are presented in table 4.

Stability of verapamil was tested in Hemosol BO solute at room temperature over a week

showing a variation of less than 15%.
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Figure 2. Verapamil concentrations evolution versus time in the sample port 1 at the three

concentrations.
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Figure 3. The time-courses of the values of the extraction coefficients between port 1 and 2.
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CVVHDF MARS

Co theoretical

1000 2500 5000 1000 2500 5000
(Hg/L)
Comeasured

964 2271 5500 958 2761 4650
(g/L)
CesH measured

44 o4 184 0 0 0
(Hg/L)
Table 1. Co and Cen experimental values measured with both systems.
CVVHDF

Initial dose (ug) 5000 12500 25000
Amount remaining in dialysis solute (ug) 230 (5%) 285 (2%) 918 (4%)
Amount recovered in effluent (ug) 1694 (34%) 2351 (19%) 8000 (32%)
Total amount recovered (ug) 1924 (39%) 2636 (21%) 8918 (36%)

Missing quantity (ug)

3076 (61%)

9864 (79%) 16083 (64%)

Table 2. Cumulative amounts of verapamil recovered at the end of the simulations with

CVVHDE system.

2. MARS

In central compartment, verapamil elimination is presented in figure 2, concentrations mean

(n=2) evolution versus time in the sample port 1 is shown. Cox and Cen experimental values are

presented in table 1. The time-courses of the values of the extraction coefficients between port
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1 and 2 are presented in figure 3. Elimination assessments calculated from AUCx between port

1 and 2 are presented in table 4.

In albumin circuit, verapamil kinetics in the four sample ports is presented in figure 4. The
time-courses of the values of the extraction coefficients for DiaFlux, charcoal and anion
exchange resin are presented in figure 5. Amount eliminated by each component extrapolated

from AUC, are presented in table 5.

CVVHDF

Initial dose (pg) 5000 12500 25000
Cumulate amount in the 927 1185 4417
effluent (g) (19%) (10%) (18%)
Residual amount in the spiked 378 380 1208
solute (ug) (8%) (3%) (5%)

o _ 3695 10935 19315
Missing quantity (ug) (73%) (87%) (77%)

Table 3. Amount of verapamil remaining unknown in the dialysis solute compared to effluent
analysis 2.5 hours after CVVHDF simulation began.

CVVHDF MARS
Theoretical amountfor 5, 12500 25000 5000 12500 25000
5L (ug)
AUCa12 (Hg/L/h) 419 720 2204 419 946 2236

Amount eliminated
extrapolated from 5282 9066 27770 5282 11922 28167

AUC1-2 (Hg)

Fraction from
theoretical initial 106% 73% 111% 106% 95% 113%

amount (%)

Table 4. Amount eliminated with both systems extrapolated from AUCAx-».
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Figure 4. Evolution of verapamil concentrations for the four sample ports in albumin circuit.
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3. Evaluation of non-specific adsorption

Non-specific adsorption was evaluated on a ST150 kit following a CVVVHDF simulation

with a theoretical initial amount of 12.5 mg. Cumulative verapamil amount found were 0.2 mg

in tubings, and 5.6 mg in the dialysis membrane, representing respectively 1.6% and 45% of

the initial amount. Adsorption on MARS circuit components was evaluated following a

simulation with a theoretical initial amount of 25 mg. Amount recovered on MarsFlux

capillaries, DiaFlux capillaries, charcoal cartridge and resin cartridge were respectively: 0.1,

0.4, 0.8 and 0.05 mg.

MarsFlux
Global
enftjlg:ionugn:he DiaFlux Charcoal Resin (CE:IISE q; d
albumin (AUCs3.4) - (AUCass)  (AUCass) amounts)
circuit
(AUCx3-6)
) Amount eliminated (pg) 3270 -573 3966 -123 198
Qi 5000ug ; .
Fraction from initial amount 65% -11% 79% -2% 4%
) Amount eliminated (ug) 7938 -2277 10410 -195 970
Qi 12500ug : .
Fraction from initial amount 64% -18% 83% -2% 8%
) Amount eliminated (ug) 18919 -3629 22831 -284 900
Qi 25000ug : -
Fraction from initial amount 76% -15% 91% -1% 4%

Table 5. Amount eliminated in albumin circuit extrapolated from AUCx before and after each

MARS component and cumulated amounts measured in effluent.
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Figure 5. Evolution of extraction coefficients in aloumin circuit for the three extractive parts.
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Discussion

The present study investigated and compared the efficacy of two dialysis system for a
verapamil ex vivo therapy. We observed with both systems a rapid decrease in verapamil
concentration over the first hour, with a faster elimination than observed in human after
intravenous administration (tz2 =5 h) [16]. These observations corroborates clinical studies
highlighting a good efficacy for both systems [13,14]. Verapamil initial amount in central
compartment was checked by measuring the initial concentration in the 5L solute and by

measuring the amount eliminated from AUCa which were accurate.

Verapamil concentration with CVVHDF system decreases to reach a plateau after two hours
proportional to the initial concentration, from 44 to 184 ng/mL. In the same way, extraction
coefficient decreases quickly during the first hour, regardless to the initial concentration. After
two hours, it oscillates between positive and negative values for CVVHDF sessions. An
adsorption on dialysis membrane with CVVHDF followed by a slow release may explain these
phenomena (plateau and oscillation). Effluent amounts for CVVHDF are much lower than
expected, with a fraction of initial dose recovered ranging from 21% to 39%. The amount of
verapamil missing 2.5 hours after the dialysis began underlines a quick adsorption of verapamil
inside the CVVHDF system. To explore this hypothesis, solid parts of ST150 Kit were analyzed
and they highlighted a non-specific adsorption on dialysis membrane higher than 45%.
Extraction yield cannot be evaluated, as real quantity fixed on dialysis membrane remains
unknown. However, stability of verapamil was previously evaluated to rule out the possibility
of verapamil degradation in the dialysis solute, confirming that missing amount should be fixed
to dialysis membrane. In CVVHDF system, 5 mechanisms are responsible for the molecular
removal: osmosis, diffusion, ultrafiltration, convection and to a lesser extent adsorption. In our
context, adsorption is the main mechanism responsible for the purification. To our knowledge
this observation has never been presented in actual literature. Akinci et al. documented a case
with a successful use of CVVHDF in verapamil poisoning, which probably do not rely on
common dialysis, but adsorption like MARS [14].

Verapamil concentration with MARS system in central compartment decreases all along
the simulation, and reaches a level under 10 ng/mL regardless to the initial amount. MARS
simulations exhibited an extraction coefficient superior to CVVHDF staying over 30% all along

the simulation, with a slower but positive decrease.
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Verapamil concentration in albumin circuit were equivalent before and after DiaFlux and
resin cartridge at the three different concentrations with E oscillating between positive and
negative values (Figure 5). AUC, calculated for Diaflux and anion exchange resin were
negative, consequently amount eliminated from these two components were also negative. This
observation indicates a release of verapamil from these two parts from 0.5 to 6 hours.
Necessarily, a step of non-specific fixation of verapamil happened previously, from 0 to 0.5
hour. This step is not highlighted in our observations as no samples were drawn during this
period. Cumulative amounts of verapamil found in effluent were lesser than amount released
from Diaflux membrane into albumin circuit. These results bring out inefficacy of the two

components in verapamil removal.

Conversely, charcoal cartridge is responsible for almost all verapamil removal, E remaining
around 70% until verapamil reaches concentrations under 10 ng/mL post charcoal cartridge,
except for 5 mg/L simulation where verapamil concentration is 16 ng/mL at 6 hours. Amount
eliminated through charcoal cartridge extrapolated from AUCx represent almost all verapamil
removal: from 79% to 91%. This increase in verapamil removal was correlated to the initial
amount in central compartment (table 5). Previous MARS studies using a compartmental
approach convey to the same conclusion with midazolam, fentanyl, phenytoin, moxifloxacin,
meropenem and paracetamol: charcoal remain the major site of removal [5,7,10,11]. These
results suggest replacing anion exchange resin with an additional activated charcoal cartridge
in case of treatment for albumin bound drug intoxication. The fact that verapamil (mainly bound
to alpha-1-acid glycoprotein) was removed with MARS system corroborates the study of Sen
et al. and implies that MARS may have the capacity to remove drugs from binding sites on
others plasmatic protein [10]. We notice that verapamil amount entering in albumin circuit
extrapolated from MarsFlux AUC, is smaller than expected (Table 5). This point may be
explained by an underestimation of AUC, indeed AUC between 0 and 0.5 hour was extrapolated
to 0 ng/mL up to 0.5 hour concentrations for each part, although these concentrations were
probably higher. A second explanation is the non-specific adsorption onto the MarsFlux
membrane. A release from Diaflux membrane was observed, knowing that the composition of
both membranes is similar, a non-specific adsorption may also happen with MarsFLux.
However, this hypothesis remain difficult to prove using MarsFlux AUCx as this component is
the way of entrance of verapamil into the albumin circuit. Amounts recovered on MARS
components are much lower than CVVHDF. Our results could be explained by a weak

extraction yield and a lower verapamil adsorption onto these dialyzers. Dialysis membranes
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(MarsFlux and DiaFlux) present a different composition and permeability from ST150 kit
membrane. The liquid in contact with these membranes is also different (Albumin solute and
Hemosol BO0), albumin may limit the adsorption of verapamil to the membrane surface. In the
same way, quantity eluted from charcoal and resin cartridges are lower than expected values,

although charcoal is the main site for verapamil adsorption.

Regarding simulation duration, 2 hours of dialysis allowed achieving a removal superior to
90% regardless of the initial concentration. In our experimental conditions this period is
sufficient to provide a satisfactory treatment. These observations are difficult to transpose in
humans as albumin is absent in the dialysis solute representing patient compartment which
should slow down removal, as verapamil is bound to plasmatic protein in a rate of 90% [16].
Furthermore, there is no release of verapamil from tissue as it should appear in clinical cases,

verapamil presenting a large distribution volume ranging from 2.5 to 6.5 L/Kg [17].

One of the limitations of this study was the absence of HSA in the dialysis solute
representing the patient compartment. This study was done in optimal conditions; further
studies should be realized to investigate the impact of additional albumin in dialysis solute. To
validate our ex vivo model, our results should be compared to a clinical treatment. Flow rates
importance on drug removal was not evaluated in this study, although it is a parameter easily
alterable. Flow rate modifications need to be done on a complete MARS session investigating

that point, and constitute a study itself.
Conclusion

Both systems present a good and similar efficacy for verapamil removal. The main
mechanism responsible for verapamil removal using CVVHDF is the adsorption on dialysis
membrane, with a consecutive release of verapamil during the dialysis session. Charcoal
cartridge is almost entirely responsible for verapamil removal in MARS system. Albumin
concentrations into MARS circuit are lower than expected, but does not alter verapamil

removal.
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Abstract:

Molecular adsorbent recirculating system (MARS) has shown to be suitable in patients with
acute diltiazem poisoning. No analytical studies have quantified the extractive efficiency of the
different compartments of MARS. The objective of the present study was to evaluate the
efficacy of MARS vs continuous veno-venous hemodiafiltration (CVVHDF) systems after 6h-
sessions in an ex vivo model devoid of protein and erythrocytes to assess their maximum
extractive capability. Diltiazem poisoning was simulated in a central compartment consisting
in a 5 L dialysis solute spiked with diltiazem at two different toxic concentrations: 750 and
5000 pg/L.

For CVVHDF, mean extraction coefficients (EC= (in concentration - out concentration)/in
concentration) were concentration-dependent with a decrease all along the dialysis. At the end
of the sessions the mean amounts remaining in the central compartment were 8% and 7% of the
initial dose at 750 and 5000 ug/L, respectively. The mean cumulative amounts found in the
effluent were 60% and 75% of the initial dose, respectively. The missing amounts accounted
for 32% and 18% of the initial dose, respectively, corresponding probably to adsorption to
membrane dialysis. In contrast, the different compartments of the MARS resulted in
undetectable output concentration earlier that the end of the session. The mean concentrations
of diltiazem remaining in the central compartment were <1 pg/L at the end of the sessions.
Global ECs were around 50% all along the simulation at both concentrations. The mean
charcoal ECs cartridge of the MARS was stable and in the order of 80% throughout the

manipulations and independent of the concentration.

CVVHDEF system in the developed model was efficient for diltiazem removal, mainly by
diffusion, convection and to a lesser extent by adsorption to the dialysis membrane. Resin
cartridge and hemodialysis components of MARS are useless in diltiazem removal, both could
be removed from the system allowing saving money and keeping a dialysis system available.
Charcoal cartridge in MARS seems to be responsible for almost all drug removal; replacing
resin cartridge by a second charcoal cartridge could probably shorten the treatment and improve

diltiazem epuration.
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Introduction

Poisonings are among the frequent causes of admission to intensive care units (ICUs) in the
adult population at least in France and in contrast with other countries including the Netherlands
[1]. Indeed, a survey performed in ICUs located in the area of lle-de-France, acute poisonings
as defined by the International classification of Diseases, from various origins, including
medicinal drugs and addictive and recreative substances, accounted for about 15% of the
admission during the period from 1997 to 2008 [2].

Organs most frequently affected by poisonings are the central nervous system, the lung, and the
cardio-circulatory system. Due to serious and persistent cardiovascular disturbances, kidney
and liver dysfunctions or even failures can result, with the liver turning many drugs into inactive
metabolites. Furthermore, several drugs and addictive/recreative substances exhibit direct

hepatotoxicity, including acetaminophen, non-steroidal anti-inflammatory agents, and MDMA.

Acute liver failure (ALF) is still associated with an important mortality rate. To date, the only
treatment which permits significant survival in severe and irreversible liver failure is liver
transplantation. In order to manage severe but transient liver failure as well as irreversible liver
failure waiting for transplantation, treatments aiming at replacing some liver functions were
developed. Molecular Adsorbent Recirculating System (MARS) is an extracorporeal albumin
dialysis system used in liver replacement in patients with primary or secondary ALF [3].
Albumin dialysis allows elimination not only of polar compounds but also albumin-bound
toxins, which are poorly eliminated with conventional hemodialysis and hemofiltration. MARS
was reported to be successful in Amanita phalloides poisonings as well as a limited number of
albumin-bound drugs overdoses, including phenytoin, diltiazem, and paracetamol [4—7]. More
recently, Wittebole and Hantson summarized the uses of MARS in the context of acute
poisoning [8]. From a theoretical viewpoint, drugs that may benefit from MARS removal
remain difficult to be defined. A logical way of thinking is to considerate as candidate for
MARS a drug with a high affinity for human serum albumin (HSA). However, a publication
investigating tacrolimus (a highly protein bound drug: >98.8%) removal using MARS therapy

showed no alteration induced by MARS on tacrolimus blood concentrations [9,10].

The MARS considered from a toxicological viewpoint is a treatment aiming at increasing the
elimination of unchanged drugs during the course of an overdose. Consequently, MARS

belongs to the class of toxicokinetic treatment in clinical toxicology. In addition to the
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knowledge of the basic properties of the membrane used in the continuous veno-venous
hemodiafiltration (CVVHDF) which is incorporated in the MARS system, the adsorptive
capacities of the activated charcoal are also known to some extent. However, the global
capability of the MARS system as well as the role of each extractive compartment in the process
of drug elimination is a pending question that has never been addressed. Few studies realized a
comprehensive evaluation of MARS system for the treatment of drug poisoning [11,12]. These
features highlighted the importance to develop an ex vivo model to address these questions and
to compare the various modes of extracorporeal elimination including the CVVHDF alone and
the MARS system.

According to the 2017 American Association of Poison Control Centers annual rapport,
cardiovascular drugs (calcium antagonists, beta blockers, miscellaneous cardiovascular drugs,
angiotensin converting enzyme inhibitors) are the second pharmacological class associated with
the largest number of fatalities [13]. Diltiazem is a channel calcium blocker (CCB), highly
bound to HSA (80%) exhibiting a high distribution volume of 5.3£1.7 L/kg [14,15]. Diltiazem
is commonly involved in self-poisoning with a high mortality rate in spite of the development
of various antidotes including insulin-glucose [16—18]. In contrast, a limited case series reported
successful treatment with MARS of diltiazem overdoses [6,19,20]. Hemodialysis was also
applied to manage a patient with a diltiazem poisoning, highlighting a net decrease in diltiazem
concentration [21]. To date, there is no consensus to define the best extra-corporeal treatment
for diltiazem overdose. This issue underlines the importance to compare both system in term of

efficacy and cost-effectiveness.

The aim of this study was to compare, ex vivo, the capability of CVVHDF and MARS system
to promote the elimination of diltiazem, with a particular emphasize of the respective role of
the different extractive compartments of each extracorporeal device. In this ex vivo model, we
selected a condition of experiment that would be the most advantageous for both extracorporeal
systems resulting in the maximal capacities of each device to extract diltiazem. To address this
major issue, we selected a medium in the compartment figuring the patient devoid of proteins
including albumin and of erythrocytes. Therefore, the results of the study should highlight what
each device can maximally perform regarding the elimination of diltiazem from a central

compartment.
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1. Materials and methods
a. Experimental protocol
i. CVVHDF System (fig 1A)

CVVHDF dialysis was realized using a conventional hemodialysis system (Prismalflex®,
Gambro, USA) and the ST150 kit (Gambro, USA). It contains a hollow fiber composite filter
(tubing diameter: 240 um and a thickness: 50 um), the internal effective area is 1.5 m? and the
volume is 150 mL. Hemosol BO® (Gambro, USA) was used for dialysis, pre- and post-pump
reinjection. Flow rate was 12.6 L/h for blood (Qg), 2.5 L/h for dialysate (Qp) with an effluent
volume set at 4 L/h (Qg). Liquid loss was hourly compensated with 0.5 L/h for pre-injection
(Qpre-inj) and 1 L/h for post-injection (Qpost-inj). The resultant weight loss was ascertained to zero
L/h.

ii. MARS system (fig 1B)

Albumin dialysis was realized using the molecular adsorbents recirculating system
(MARS®, Gambro, USA) as supplied in the MARS treatment Kit, including the MARS® Flux
(internal effective area 2.1 m?) and DiaFlux dialyzers (internal effective area 1,4 m?),
diaMARS® AC250 charcoal unit, and diaMARS® IE250 ion exchanger. The device was
coupled to a hemodialysis system (Prismalflex®, Gambro, USA) in the CVVHDF mode. MARS
circuit was primed with 500 mL of HSA 200 g/L (Albunorm® 20%, Octapharma, Swiss). Flow
rate was 12.6 L/h for albumin circuit (Qam), others parameters were fixed identical as those
used in the CVVHDF system. There was neither net loss nor gain of weight in the central

compartment during the complete session of MARS epuration.
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Figure 1. Schematic representation of CVVHDF (A) and MARS (B) systems with the sampling
sites and the different flow rates.
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iii. Experimental conditions

A 5 L dialysis solute (Hemosol BO®, Gambro, USA) was used as a central compartment
representing the patient. Diltiazem (Tildiem®, Sanofi, France) was spiked into the central
compartment at two different concentrations: 750 and 5000 pg/L. All experiments were
performed in duplicate, without any anticoagulation. After an equilibration phase of 15 min,
the central compartment was spiked with diltiazem and was connected to the system. MARS
and CVVHDF were run continuously except for minor breaks when effluents and dialysis
solutes were changed every 1.25 h. The duration of the session for CVVHDF and MARS was
set at 6 h.

iv. Location of solute samplings
1. Circuit linked to the central compartment

Samples were collected during the study period before and after the dialyzer for both the
CVVHDF and the MARS systems.

2. Circuit linked to the extractive system

During MARS dialysis, samples were drawn from the 4 ports located in the pre- and post-
filter of the three extractive compartments of the extracorporeal circuit as presented in figure 1,

and from the 2 circuit ports for CVVHDF dialysis (entering and leaving the dialyzer).
v. Timing of samplings

Samples were collected 30, 60, 90, 120, 180, 240, 300 and 360 min after treatment began.
In the MARS system, albumin loss due to sampling was corrected at each time by albumin

injection (3 mL by sampling).
vi. Tubes for sample collections and storage until analysis

Samples were realized in lithium heparinate tubes (BD Vacutainer®, BD, USA) and stored
at -20°C before analysis. Stability of diltiazem was tested in Hemosol BO solute at room

temperature over a week and after 3 freeze/thaw cycles.

vii. Substances measured in the samples
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A previous study showed discrepancies in albumin concentrations measured in MARS
circuit compared to theoretical concentration [22]. Consequently, albumin levels were
evaluated in a single MARS dialysis for the different sample sites.

b. Diltiazem concentration analysis

The HPLC grade acetonitrile, tert-buthylmethylether (TBME) and ethyl acetate were
provided by Merck (Darmstadt, Germany). Ammonium formiate, protriptylin and diltiazem
standards were supplied by Cerillant (Round Rock, USA). Diltiazem concentrations were
measured using an UPLC system (Dionex Ultimate 3000, Thermo, Les Ulis, France) coupled
with a tandem mass spectrometer (TSQ Quantiva, Thermo, Les Ulis, France). Analyte
separation was carried out on a Hypersil GOLD Thermo column (100 x 2.1mm, 1.9um)
maintained at 40°C. The device was completed with a pre-column (Thermo Hypersil GOLD 10
X 2.1mm, 5um). Mobile phase A was ammonium formiate 2 mM with formic acid 0.1%, and
mobile phase B acetonitrile, the gradient was isocratic with 55% A and 45% B. 25uL of
protriptylin 1 pg/mL (internal standard) and 200 pL of phosphate buffer pH = 5.9 were added
to 100 pL of sample. Albumin samples were previously deproteinized by 200 pL of acetonitrile.
Mixture was extracted using 500 pL of organic solvent (TBME/ethyl acetate, 50:50; v:v). After
evaporation of the organic phase and reconstitution with 1 mL of the mobile phase, 5 pL of the
sample extract were injected in the UPLC system. Diltiazem peak area ratios were used for
quantification (diltiazem/internal standard). The method was validated according to EMA
guidelines over the concentration range 1-1000 ng/mL in albumin and in dialysate samples.
Stability of diltiazem at room temperature was also evaluated and confirmed over a period of

one week, and after 3 freeze/thaw cycles.
c. Albumin assay

Albumin concentrations were measured during a MARS simulation with a theoretical
diltiazem amount of 25 mg. The theoretical volume of MARS circuit is 600 mL; it is filled with
100 g of human albumin. Initial concentration without adsorption on surface membranes is
supposed to be around 167 g/L. The measurement of albumin concentration was performed on
a Dimension® EXL system (Siemens, Munich, Germany) using the bromocresol purple assay
test kit (ALB flex, Siemens, Munich, Germany).
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d. Statistical analysis

Graphs and descriptive statistics were realized using GraphPad Prism v. 5.01 for Windows

(GraphPad Software, La Jolla, California, USA). Diltiazem removal during dialysis was
Ca—Cv

1
a

evaluated using extraction coefficient (E): E = Ca is the concentration entering the

extractive compartment (ug/L) and Cv the concentration leaving the extractive compartment
(Hg/L). E (%) was evaluated for each extractive compartments of the MARS system in both
circuits: the one connected to the central compartment the other one to the extractive system.
The cumulative elimination in effluent was assessed by the sum of the product of the measured
concentrations of diltiazem with the exact volumes of effluent. Assessment of elimination was
conducted using the balance between input and elimination of diltiazem. With MARS system,
the amount of diltiazem injected into the central compartment was compared to the amount of
diltiazem still persisting at the end of the session cumulated with the amount eliminated in the
effluent, the amount adsorbed by activated charcoal and the amount eliminated by anion
exchange resin. With CVVHDF, the amount of diltiazem injected into the central compartment
was compared to the amount of diltiazem still persisting at the end of the session cumulated

with the amount eliminated in the effluent.

2. Results
a. CVVHDF and MARS

Diltiazem concentrations mean (n=2) evolution versus time in the sample port 1 is shown
in figure 2. CVVHDF induced a decrease in concentrations of diltiazem from the solute in the
in- and out- dialyzer at the two concentrations which occurred within the first hour of the
session. However, the concentrations of diltiazem were still detectable at the completion of the
6-hours session. Con and Cen experimental values are presented in table 1. The time-courses of
the values of the extraction coefficients between port 1 and 2 are presented in figure 3. For
CVVHDF, in spite the flow of the solute coming from and returning to the central compartment
was maintained at 210 ml/min, there was a sharp decline in the values of the extractive
coefficient at the two concentrations, ranging from 56% at the time of initiation of the session
to -11% one hour after for the 750 pg/L diltiazem concentration, and 59% and 28% for the 5000
Mg/L concentrations. Cumulative amounts of diltiazem recovered at the end of CVVHDF

simulations are presented in table 2. In albumin circuit, diltiazem kinetics in the four sample
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ports are presented in figure 4. The time-courses of the values of the extraction coefficients for
DiaFlux, charcoal and anion exchange resin are presented in figure 5. Stability of diltiazem

showed a variation of less than 15%.
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Figure 2. Diltiazem concentrations evolution in central compartment (sample port 1) versus

time.
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CVVHDF MARS

Co
theoretical 750 5000 750 5000
(Mg/L)

Co measured
(Mg/L)

Coeni
measured 49 311 <1 <1

(ng/L)

631 4708 784 4791

Table 1. Co and Cen experimental values measured with both systems.

CVVHDF
Theoretical initial diltiazem dose (lg) 3750 25000
Measured initial diltiazem dose (Jg) 3155 23540
Amount remaining in dialysis solute (ug) 240 (8%) 1550 (7%)
Amount recovered in effluent (ug) (601%))0 (7%;/?)50
Total amount recovered (Ug) (682024)10 (822/02)00
Missing quantity (ug) (3210%0 (1;;2())0

Table 2. Cumulative amounts of diltiazem recovered at the end of the simulations with
CVVHDE system.
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b. Albumin quantification

Concentrations at 0, 1, 2, 3, 4, 5 and 6 hours were respectively 106, 101, 98, 97, 95, 98 and
92 g/L inside the albumin circuit and < 1, 1.9, 2.1, 2.6, 2.7 and 6 g/L in the dialysis solute.

Effluent concentrations remained under 1 g/L during the simulation.
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Discussion

The present study investigated and compared the efficacy of two dialysis system for a
diltiazem ex vivo therapy and the different compartment of MARS system. We observed with
both systems a rapid decrease in diltiazem concentration over the first hour, with a faster
elimination than observed in human after intravenous administration (ti2 = 4-7 h) [23]. These
observations corroborate clinical studies highlighting a good efficacy for both systems [19,24].
Diltiazem initial amount in central compartment was checked by measuring the initial

concentration in the 5 L solute.

Diltiazem concentration with CVVVHDF system decreases to reach a plateau after two hours
proportional to the initial concentration, from 49 to 311 pg/L. In the same way, extraction
coefficient decreases quickly during the first hour, regardless to the initial concentration. After
two hours at low concentration, extraction coefficient oscillates between positive and negative
values for CVVHDF sessions. An adsorption on dialysis membrane with CVVHDF followed
by a slow release may explain these phenomena (plateau and oscillation). Effluent amounts for
CVVHDEF are lower than expected, with a fraction of initial dose recovered ranging from 60%
to 75%. The amount of diltiazem missing at the end of dialysis suggests an adsorption of
diltiazem inside the CVVHDF system. Stability of diltiazem was previously evaluated to rule
out the possibility of diltiazem degradation in the dialysis solute, confirming that the missing
amount should be fixed probably to dialysis membrane. In CVVHDF system, 3 mechanisms
are responsible for the molecular removal: diffusion, convection and to a lesser extent
adsorption. In our context, adsorption is an important mechanism responsible for the
purification. To our knowledge this observation has never been presented in actual literature.
Roberts et al. documented a case with a hemodialysis treatment of a patient following a
diltiazem poisoning [24]. Hemodialysis provided a net decrease in the blood concentration of
diltiazem despite no marked improvement in the patient clinical condition. In this case,

diltiazem elimination probably does not rely only on common dialysis, but also adsorption.

Diltiazem concentration with MARS system in central compartment decreases all along the
simulation, and reaches a level under 1 pug/L regardless to the initial amount. MARS simulations
exhibited an extraction coefficient superior to CVVHDF staying over 30% all along the

simulation.
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Diltiazem concentration in albumin circuit were equivalent before and after DiaFlux and
resin cartridge at the two different concentrations with E oscillating between positive and
negative values (Figure 5). Consequently, amount eliminated from these two components are
low or inexistent. This observation indicates a release of diltiazem from these two parts from
0.5 to 6 h. Necessarily, a step of non-specific fixation of diltiazem happened previously, from
0to 0.5 h. This step is not highlighted in our observations as no samples were drawn during this
period. Cumulative amounts of diltiazem found in effluent were lower than that released from
Diaflux membrane into albumin circuit. These results highlighted the inefficacy of the two

components in diltiazem removal.

Conversely, charcoal cartridge is responsible for almost all diltiazem removal, E remaining
around 80% until diltiazem reaches concentrations under 1 pg/L post charcoal cartridge.
Previous MARS studies using a compartmental approach convey to the same conclusion with
midazolam, fentanyl, phenytoin, moxifloxacin, meropenem and paracetamol: charcoal remain
the major site of removal [5,7,11,12]. These results suggest replacing anion exchange resin with
an additional activated charcoal cartridge in case of treatment for albumin bound drug
intoxication. The fact that diltiazem (mainly bound to alpha-1-acid glycoprotein) was removed
with MARS system corroborates the study of Sen et al. and implies that MARS may have the

capacity to remove drugs from binding sites on others plasmatic protein [11,25].

Regarding simulation duration, 2 hours of dialysis allowed achieving a removal superior to
90% regardless of the initial concentration. In our experimental conditions, this period is
sufficient to provide a satisfactory treatment. These observations are difficult to transpose in
humans as albumin is absent in the central compartment which should slow down removal, as
diltiazem is bound to plasmatic protein in a rate of 77.4%-80.4% [14]. Furthermore, there is no
release of diltiazem from tissue as it should appear in clinical cases, diltiazem presenting a large
distribution volume around 5.3+1.7 L/kg [15].

Albumin concentrations inside MARS circuit were lower than expected, and follow a
progressive decrease all along the simulation. A small amount was found in dialysis solute,
highlighting a slight passage of aloumin through MarsFlux membrane, but this does not explain
the loss of 36% of albumin before the simulation began. Drexler et al. observed the same
phenomenon with four albumin concentrations ranging from 67 to 250 g/L [22]. At the test start
30% of albumin lacks and 40% at the test end (T6H) regardless to theoretical initial

concentration. Albumin has been shown to be a major component of the plasma protein layer
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adsorbed to any artificial surface [26]. Huang et al. showed that while low molecular weight
protein adsorption is membrane-specific, the adsorption of larger molecular weight proteins
like albumin is relatively non-specific [27]. In MARS circuit there is two dialysis membranes
offering almost 4 square meters, and two cartridges, for which albumin fixation was not
evaluated. MARS dialysis mechanism is based on a difference in albumin levels between blood
(4%, 40 g/L) and albumin circuit (20%, 200 hg/L). Our observations corroborate Drexler et al.
results, and demonstrate a lower albumin level inside the circuit in the conditions of clinical use

of MARS, which do not alter drug removal efficacy [22].

One of the limitations of this study was the absence of HSA in the dialysis solute
representing the patient compartment. This study was done in optimal conditions, in order to
evaluate the effect of the different devices on extraction; further studies should be realized to
investigate the impact of additional albumin in dialysis solute. To validate our ex vivo model,

our results should be compared to a clinical treatment.
Conclusion

CVVHDF and MARS provide a good efficacy for diltiazem removal; however, the MARS
system allows a more efficient and faster purification. The mechanisms responsible for
diltiazem removal using CVVHDF are diffusion, convection and to a lesser extent adsorption
to the dialysis membrane. MARS system has three components, but the charcoal cartridge is
almost entirely responsible for diltiazem removal. The resin and dialysis cartridge could be
removed from the system and replaced with a second charcoal cartridge in order to improve the
efficiency of the system. Albumin concentrations into MARS circuit are lower than expected,

but does not alter diltiazem removal.
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DISCUSSION

Le systéeme de dialyse MARS a été commercialisé dans les années 2000, il est indiqué dans
le traitement de I’insuffisance hépatique aigué primaire ou secondaire. Le MARS repose sur un
systeme de dialyse a I’albumine permettant 1’épuration de composés lipophiles fortement liés
aux protéines plasmatiques, son utilisation a rapidement été détournée pour étre appliqué
comme traitement épurateur dans les intoxications aux composeés fortement liés aux protéines
plasmatiques (102). Le MARS est approuvé par la FDA depuis 2012 dans le traitement des
intoxications (« The MARS® is indicated for the treatment of drug overdose and poisonings.
The only requirement is that the drug or chemical be dialyzable (in unbound form) and bound
by charcoal and/or ion exchange resins »). Il a été utilisé avec succes dans différents types
d’intoxications notamment avec des antagonistes calciques : vérapamil, diltiazem et amlodipine
(38,39,43-45,103). Dans ces intoxications 1’efficacité a été validée sur le plan clinique, avec
une amélioration des signes de gravité biologiques et cliniques. Cependant, aucune étude
analytique n’a été réalisée visant a démontrer la supériorité du MARS sur les systemes de
dialyse conventionnels, et évaluer les quantités eliminées par les différentes composantes du

circuit.

Dans les deux études réalisées ici, le MARS a montré une nette supériorité par rapport a la
CVVHDF. Etant donné 1’absence d’¢léments permettant de retenir les deux molécules dans le
compartiment représentant le patient (protéines ou cellules), les deux systemes fonctionnaient
dans des conditions idéales, pouvant permettre a la CVVHDF d’étre aussi efficace que le
MARS. Cependant, nous avons observé une baisse plus rapide et plus importante des
concentrations de vérapamil et de diltiazem avec le MARS, avec des concentrations

indétectables au terme des sessions de 6 heures.

Pour la CVVHDF, I’élimination du vérapamil est principalement liée a une adsorption de
celui-ci a la surface de la membrane de dialyse et minoritairement par diffusion et convection.
A Tinverse le diltiazem est principalement éliminé par diffusion/convection et de fagon
minoritaire par adsorption. Ces différences sont difficilement explicables a partir des propriétés
physico-chimiques des deux molécules (vérapamil : log P = 3,8, Pka = 8,9 ; diltiazem : log P =
3,1, Pka = 8,1). Le vérapamil est fortement lié aux protéines plasmatiques (90%), par

conséquent la fraction libre et adsorbable chez les patients traités par CVVHDF reste trés
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minoritaire (104). Une seule publication rapporte le cas d’un patient intoxiqué au vérapamil,
chez lequel la CVVHDF semble avoir eu un bénéfice (105). Cependant, aucun dosage n’a été
réalisé dans ce cas, rendant les donnees difficilement interprétables. Un cas a également été
publié pour le diltiazem chez un patient intoxiqué traité par hémodialyse (106). Celle-ci a
permis une diminution nette des concentrations plasmatiques sans rebond, mais sans
amélioration clinique. Dans ces deux cas, I’efficacité de I’hémodialyse peut étre expliquée par
une saturation de la liaison aux protéines plasmatiques et une augmentation de la fraction libre

dialysable.

Concernant le MARS, il a permis une épuration rapide et compléte des deux molécules.
L’intérét du MARS chez les patients intoxiqués au diltiazem et au vérapamil a ét¢é documenté
atravers plusieurs articles (43,44). Dans les 4 cas documentés (diltiazem n=3 et vérapamil n=1),
il a été observé une diminution significative des concentrations plasmatiques en diltiazem,
désacétyldiltiazem et vérapamil, une augmentation de la pression artérielle et une baisse des
lactates permettant un sevrage progressif des amines vasopressives. Cependant aucun
prélévement n’a été réalisé a I’intérieur du circuit de dialyse afin d’apprécier le role des 3
éléments responsables de 1’épuration. Notre étude a permis de mettre en avant I’efficacité de la
cartouche de charbon, responsable de plus de 80% de 1’élimination avec les deux molécules.

En comparaison, la résine et le Diaflux ont intérét négligeable.

Quelques études compartimentales ont été réalisées. Pour le paracétamol chez un patient
traité pour une intoxication les auteurs ont évalué les concentrations avant/apres le DiaFlux, et
avant/apres les deux cartouches. L’efficacité de I’hémodialyse est modeste en comparaison aux
deux bobines mais les auteurs n’ont pas individualisé 1’analyse des deux cartouches ce qui ne
nous permet pas de dire laquelle est responsable de 1’épuration du paracétamol (40). Dans une
deuxieme étude réalisée chez le cochon dans un modele d’insuffisance hépatique aigué, les
auteurs ont étudié ’efficacité du systéme dans I’épuration du fentanyl et du midazolam (107).
Dans ce travail, la partie Diaflux était clampée afin de n’évaluer que le charbon et la résine. La
cartouche de charbon était responsable de I’intégralité d’épuration. La troisiéme et derniére
¢tude a évalué 1’épuration du méropénéme et de la moxifloxacine chez un patient et dans un
modele expérimental ou le compartiment patient était représenté par une poche de 5 L de sang
bovin hépariné. Dans cette étude le réle des différentes parties du systeme est partagé. Pour la
moxifloxacine 20% sont extraits par le DiaFlux, 74% par le charbon, et 5% par la résine. Pour
le méropéneme 41% sont extraits par le DiaFlux, 47% par le charbon, et 8% par la résine. Les
différences observées sont en grande partie expliquées par la liaison aux protéines plasmatique
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des molécules étudiées. Le diltiazem, le verapamil, le fentanyl et le midazolam sont fortement
liés aux protéines, tandis que la moxifloxacine et le méropéneme le sont tres peu, 30-50% et
2% respectivement (107). De plus, la moxifloxacine et le méropénéme sont dialysables par les
systemes de dialyse conventionnels (108,109). Pour toutes les molécules étudiées, nous notons
I’inutilité de la résine. Celle-ci a un role chez le sujet insuffisant hépatique ou elle permet
d’extraire la bilirubine libre (résine échangeuse d’anion). Pour les molécules lipophiles,
fortement liées aux protéines plasmatiques, pour lesquelles le MARS présente un vrai intérét,
la résine et le DiaFlux semblent étre inefficaces comparées au charbon. Afin d’améliorer
I’efficience du systéme il serait intéressant a minima d’6ter résine et DiaFlux. Le passage de
I’albumine a travers les trois composantes crée des deltas de pressions importants, a 1’origine
d’arrét de la pompe. La dialyse MARS mobilise un appareil de dialyse conventionnelle
(Prismaflex). Enlever cette partie permettrait aux services de réanimation de rendre une
machine supplémentaire disponible. Enfin, cela diminuerait considérablement le temps de
préparation du systeme (actuellement 1h-1h30 pour une personne bien formée) et dans ce type
d’intoxications le temps est le plus souvent précieux. Afin d’améliorer les capacités épuratrices
du systeme, le DiaFlux et la résine pourrait étre remplacés par une seconde cartouche de

charbon.

Cette étude a permis d’étudier le systéme d’une fagon difficilement réalisable in vivo.
Cependant, ce travail présente plusieurs limites inhérentes au modele utilisé. Il n’y a aucun
élément dans le soluté de dialyse représentant le compartiment patient permettant de retenir les
molécules. D’autre part, le verapamil et le diltiazem sont deux médicaments fortement
distribués, et I’épuration génere une redistribution tissulaire qui n’est pas représentée dans notre
modele. Enfin, le vérapamil et le diltiazem sont métabolisés (désacetyldiltiazem et
norvérapamil), cela n’est également pas simulé. Un aspect qui n’a encore jamais été évalué est
la capacité maximale de fixation de la cartouche de charbon. Les traitements suivent les
recommandations et durent 6 h ou 8 h, mais dans ces études les quantités extraites diminuent

de facon linéaire tout au long de la dialyse, indiquant que la saturation n’est pas atteinte.
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CONCLUSION GENERALE

Ce travail a permis d’étudier deux approches permettant de prendre en charge les

intoxications pour trois molécules dont il n’existe pas de traitement spécifique a ce jour.

La premiére partie a permis d’évaluer I’efficacité d’un nouvel antidote permettant la prise
en charge des intoxications a la colchicine dans un modeéle animal proche de I’homme et validé
pour les études de toxicologie : le cochon nain Géttingen. La premiere partie a permis de définir
quelle est la dose Iéthale chez le cochon : 0,25 mg/Kg par voie 1V, et de développer un modele
reproductible d’intoxication aigu€ a la colchicine. Dans ce modé¢le 1’administration de I’antidote
permet une redistribution importante de la colchicine du compartiment tissulaire vers le
compartiment sanguin. Administré avant T3h post-injection celui-ci permet d’accroitre la
quantité de colchicine éliminée dans les urines, et la survie des animaux. A T6h post-
administration de colchicine celui n’est plus efficace, et n’améliore que trés faiblement la durée
de survie par rapport aux animaux contrbles. Les deux principales limites sont la voie
d’administration IV qui ne reflete pas 1’administration chez I’homme et le délai
d’administration a respecter pour garantir 1’efficacité de 1’antidote qui est trés court. L’efficacité
de cet antidote et les délais réels d’efficacité doivent maintenant étre évalués cliniquement dans

un protocole strict ou I’administration précoce est recommandée.

L’étude des deux systemes de dialyse a démontré la supériorité du MARS par rapport a la
CVVHDF pour le vérapamil et le diltiazem. L’épuration du vérapamil en CVVHDF est tres
majoritairement liée a une adsorption a la membrane de dialyse, tandis que le diltiazem est
épuré par diffusion/convection. Dans le circuit MARS, le charbon est responsable de plus de
80% de I’épuration. La résine et le DiaFlux sont inutiles. Afin d’améliorer I’efficacité du
systeme dans le traitement des intoxications il serait intéressant de proposer le remplacement

de ces deux parties par une seconde cartouche de charbon.
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Résumé : L’objectif de ce travail a été d’étudier
deux approches permettant le traitement des
intoxications. La premiére est un antidote de type
Fab, permettant de prendre en charge les
intoxications aigués a la colchicine. L’étude pré-
cliniqgue a été réalisée chez le cochon nain
Gottingen. Un  modéle  d’intoxication
reproductible a préalablement été défini.
L’efficacité de ’antidote a ensuite été évaluée a
différents horaires post-administration de
colchicine (T+1h, T+3h et T+6h). Chez tous les
animaux traités (n=6), il a été observé une
redistribution tissulaire importante des tissus
vers le compartiment sanguin.  Seule
I’administration précoce de I’antidote (T+1h et
T+3h) permet la survie des animaux a T48h, cela
souligne I’importance d’une administration
précoce afin de garantir une éfficacité chez
I’homme.

La deuxiéme partie de ce travail a consisté a
évaluer [Iefficacit¢é du systeme de dialyse
hépatique MARS dans 1’épuration du vérapamil
et du diltiazem dans un modéle in vitro. Le
systtme MARS a également été comparé a un
systéme de dialyse conventionnelle (CVVHDF).
L’efficacité des deux systémes a été évaluée a
trois concentrations pour le vérapamil (1, 2,5 et
5 mg/L) et 2 concentrations pour le diltiazem
(0,75 et 5 mg/L), sur des sessions de 6 heures. Le
MARS est le systeme le plus efficace pour les
deux molécules. L’épuration du vérapamil par la
CVVHDF est principalement liée a I’adsorption
de la molécule a la surface de la membrane de
dialyse. Concernant le systtme MARS, la
cartouche de charbon est responsable de
1’épuration des deux molécules.
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anti-colchicine Fab fragments
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Abstract : The objective of this work was to
study two approaches allowing the treatment of
intoxications. The first is an antidote (anti-
colchicine Fab fragments), allowing the
management of acute poisoning with colchicine.
The pre-clinical study was carried out using
Gottingen minipigs. A reproducible intoxication
model has been defined. The effectiveness of the
antidote was then evaluated at different
schedules (T +1h, T +3h and T +6h). In all
treated animals (n = 6), significant tissue
redistribution to the blood compartment was
observed. Only the early administration of the
antidote (T + 1h and T + 3h) allows the survival
of animals at T48h, this underlines the
importance of early administration to ensure
efficacy in humans.

The second part of this work was dedicated to
the evaluation of the effectiveness of the MARS
hepatic dialysis system in the removal of
verapamil and diltiazem in an in vitro model.
The MARS system was also compared to a
conventional dialysis system (CVVHDF). The
efficacy of both systems was evaluated at three
concentrations for verapamil (1, 2.5 and 5 mg/L)
and 2 concentrations for diltiazem (0.75 and 5
mg/L), on 6-hour sessions. MARS is the most
efficient system for both molecules. Purification
of verapamil by CVVHDF is mainly related to
the adsorption of the molecule on the surface of
the dialysis membrane. Concerning the MARS
system, the carbon cartridge is responsible for
the removal of the two molecules.
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