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Abstract-The relationship between the development of anesthesia by urethane (ethyl 
carbamate) and the accumulation of the drug in the Central Nervous System was 
studied in the rat. The stages of anesthesia were defined by the motor activity of the rat. 
The level of anesthetics was measured using l*carboxylurethane. In spite of water/oil 
ratio of 64 the diffusion of urethane into the brain and cerebrospinal fluid (C.S.F.) 
was rapid. While the levels in the brain, the carotidal blood and C.S.F. increased equally 
during induction of anesthesia, afterwards they differed and reached a plateau at 
1500 &g of fresh tissue in blood and brain and at 1700 pg/g in C.S.F. Blood of head 
vessels (carotid artery and jugular vein) showed a higher concentration of urethan than 
caudal blood. Whole body autoradiograms of anesthetized mice showed a high level of 
radioactivity uniformly distributed in the brain. Blood, liver, muscles, lungs and salivary 
glands were less radioactive. Radioactivity in fatty stores was low. 

L’URI~TRANE est un anesthesique peu utilists chez l’Homme mais d’emploi pius courant 
chez les petits animaux de laboratoire. Son action anesthesique est leg&e mais durable 
sans effet secondaire notable. C’est egalement un cytotoxique utilise dans le traitement 
des leucemies chroniques et du myelome multiple. De formule chimique simple, 
cette substance a suscit6 la curiosite des cancerologues qui ont cherche a expliquer 
son mecanisme d’action et en ont etudie le m6tabolisme (Boyland et Neryl). Admini- 
St&e au rat, elle est repartie uniform~m~~t dans les tissus en quelques heures, m&a- 
bolisee et largement exe&tee dans l’air expire sous forme de gaz carbonique. 

Nous nous sommes interesses B son metabolisme dans le systeme nerveux central, a 
cause de la simplicite mCme de sa formule: 

HzN-C-0-CH2-CHs 

Ij 

06 l’on peut retrouver l’alcool ethylique et l’acide carbamique. Le metabolisme de 
l’alcool ethylique dans le cerveau a 6th &die par Posternak?; tandis que I’u&e, proche 
de l’acide carbamique, a fait I’objet des recherches de Goldberg et al.3 et Kleeman et 
al.4 La premiere &ape de notre etude est la mise en evidence dune relation entre les 
taux d’anesthesique dans le sang, le liquide c~ph~o-rachidien et le cerveau et l’appari- 
tion des symptomes de l’anesthesie. 
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Carbamate d’kthyle 1% 
METHODES 

Le carbamate d’ethyle (ou urethane) a dte marque au carbone 14 sur le carboxyle 
par Pichat et collaborateurs au Centre d’Etudes Nucleaires de Sac1ay.a II nous a Bte 
livre en solution dans l’alcool absolu a la concentration de 1 me/ml, avec une 
activitci specifique de 1,4 mc/mM. Les solutions a injecter sont preparees en dissolvant, 
apres evaporation prealable de l’ethanol, l’urethane 1% dans une solution aqueuse 
d’urethane non marque de facon a obtenir des echantillons de titre pond&al et de 
concentration radioactive adapt& aux experiences. Les injections sont faites dans les 
muscles de la cuisse (biceps femoral) chez le Rat et dans la veine de la queue chez la 
Souris. 

Autoradiugraphies 
Des Souris males de 16 a 20 g sont anestht%&s par injection intraveineuse, B la 

dose de 1,25 g/kg, d’une solution d’urethane a 50 % (16 &nl) dans le solute de 
chlorure de sodium a 9 p 1000. 

Les animaux sont sacrifies par congelation dans l’azote liquide 5 et 15 min apres 
injection. Les autoradiographies sont preparees par apposition, a -30” pendant trois 
jours, d’un tim Kodirex monocouche, sur la surface du bloc congelt constitue par le 
corps de la Souris tranchb dans le sens sagittal. Une section de 20 p d’epaisseur, 
co&& sur un ruban adhesif da&ate de cellulose est dess&h& a -20 “et sert de 
document de reference pour localiser la radioactivity au sein des organes. Ce pro&de 
(Cohen et Wepierre6) permet l’etude du carbamate d’ethyle malgre sa volatilite. 

Mesure de la radioactivitk duns le sang et le liquide ctfphalo-rachidien 
Le sang arteriel des rats qui ont recu une injection intramusculaire de 1,25 g/kg 

(50 &kg) est preleve, a des temps ichelonnB.s, soit par ponction cardiaque, soit par 
section des carotides, soit encore par catheterisme de l’artere brachiale de facon a 
ne pas interrompre la circulation dans le cerveau. Le sang veineux est preleve au 
niveau de la jonction de la veine jugulaire interne et de la veine jugulaire externe a 
l’aide d’une canuie placee dans cette derniere. Le sang dit “periphtrique” est recueilli 
par incision de l’extr&nite de la queue. 

Le liquide c~phalo-rachidien (L.C.R.) est ponctionne selon la technique de Agnew 
et al.7 dans la region sous-occipitale. 

Les Cchantillons de sang et de L.C.R. d’un poids voisin de 100 mg exactement 
per& sont mis en contact pendant 48 h avec 2 ml d’alcool absolu qui extrait, ainsi 
que nous l’avons v&if& toute la radioactivite. On ajoute ensuite 14 ml de liquide 
scintillant (di (phenyloxazolyl-2) 5 benzol l-4: 0,l g, diph&ryl2,5-oxazole : 4 g, toluene 
q.s.p. 1 1.). On filtre. La radioactivite est mesun% dans un scintillateur liquide Tracer- 
lab L.S.C. 10 B. 

Mesure de la radioactivite dam le cerveau 
Apres &g&e des animaux, le cerveau des rats est preleve, essuye sur papier titre 

et pesd. II est ensuite homog~n~is~ dans 19 ml d’alcool absolu pour 1 g de tissu. Apres 
48 h de contact l’extrait alcoolique est flltrti; 2 ml de titrat (co~espondant a 100 mg 
de mat&e c&ebrale} sont addition&s de 13 ml de liquide scintillant puis port& au 
scintillateur Tracerlab L.S.C. 10 B. 
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Identification de l’urdthane 1% 
L’urethane r4C a et& identifie par chromatographie sur couche mince de Kiesel- 

guhr G non active en utilisant l’acetate d’ethyle avec une duree de migration de 30 
min et le melange butanol tertiaire, methyl ethyl c&one, acide formique et eau 
(40 : 30 : 15 : 15) avec une durt!e de migration de 60 min suivant les indications de 
Pichat et collaborateurs.5 Les Rf de l’urethane non marque revel8 par le reactif 
d’Ehrlich et de l’urethane 1% mis en evidence par autoradiographie coincident et 
sont respectivement voisins de 0,6 avec l’acetate d’ethyle et de 0,85 avec le deuxieme 
solvant. 

Pour identifier la molecule marquee dam le cerveau, on a preled a cinq reprises cet 
organe qui a et& homogeneid et mis en contact avec de l’alcool absolu dans le rapport 
de l/20, poids/volume. La solution alcoolique est evaporte sous vide. Le residu est 
repris par quelques gouttes d’ethanol et depose sur les plaques de chromatogrammes 
de Kieselguhr G. 

Apres sechage des chromatogrammes le support de gel de silice est divise en six 
portions identiques entre le lieu de depot et le front du solvant. Le gel de chacune des 
surfaces ainsi delimitees est preleve, clue avec 2 ml d’alcool absolu puis additionne de 
liquide scintillant et port6 au scintillateur. 

Expression des resul ta ts 
La mesure de l’activite des dilutions alcooliques de la solution d’urethane a injecter 

permet de connaitre la teneur en carbone 14 dam les tissus analyses. Les resultats 
sont exprimes en taux d’urethane car nous n’avons pas mis en evidence dans le 
cerveau d’autre molecules marquees que le carbamate d’ethyle. 

La comparaison de la moyenne des rtsultats a Cte effecttree par l’analyse de variance 
et par le test F de Snedecor atin deliminer les variations individuelles importantes. 
Lorsque les comparaisons portent sur trois series de mesure, apres un traitement 
global de l’ensemble des resultats, les comparaisons individuelles entre chaque groupe 
ont BtC obtenues par analyse orthogonale (Lisons). 

RESULTATS 

Nous Btudierons chez le Rat les phases de l’anesthesie, auxquelles nous relierons 
les concentrations d’urethane dans le cerveau puis nous comparerons les taux d’urC- 
thane dans le sang arteriel, veineux et periphtrique. Enfin nous observerons par 
autoradiographie la charge des organes en carbamate d’ethyle chez la Souris. 

Phases de l’anesthesie 
Chez les trente cinq rats qui ont recu l’anesthesique marque par voie intramusculaire 

nous notons les progres de l’anesthesie par les modifications graduelles du comporte- 
ment; disparition progressive de l’activite spontank, relachement du tonus des 
muscles abdominaux, absence de reflexe d’evitement a un stimulus nociceptif et du 
reflexe oculopalpebral. Nous avons classe ces activites de la facon suivante: 

la. Coordination locomotrice : marche; 
lb. Reflexe de redressement quand l’animal est mis sur le dos; 
2. Mouvements spontanes de la t&e; 
3. Tonus musculaire abdominal, et 
4. R&exe d’evitement a un stimulus douloureux. 
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Elles disparaissent dam l’ordre que nous avons indique chez un mbme animal, 
mais a des temps legerement variables d’un animal a l’autre a partir de l’injection de 
I’urethane. 

Ainsi la marche (activite la) disparait chez certains animaux aprts 15 min tandis 
que chez d’autres il faut attendre 25 min. L’incoordination locomotrice atteint 
100% des animaux a la vingt cinquieme minute. 11 en est de meme pour la perte 
du reflexe de redressement. 

Les mouvements spontanes de la tdte et le tonus des muscles abdominaux sont 
supprimes chez tous les animaux a la quarantieme minute, le r&exe d’evitement 
a la cinquante cinquieme minute. La Fig. 1 schematise l’ensemble des observations 

30 60 
t, Inn 

FIG. 1. Disparition des activites matrices chez le Rat soumis a une injection intramusculaire de 
1,25 g/kg d’urethane. 

la-coordination locomotrice, Marche; lb-Reflexe de redressement quand l’animal est mis sur 
le dos; 2-Mouvements spontanes de la tete; 3-Tonus musculaire abdominal; 4-Reflexe d’evite- 

ment a un stimulus douloureux. 
En ordonnees: pourcentage des animaux presentant la disparition de l’activite motrice. En abcisse: 

t-temps en min. 

du comportement des rats et montre que les animaux ne presentent pas de signe 
objectif de veille apres la Wme minute. 

On peut considerer que les quinzes premieres minutes aprbs l’injection intramuscu- 
laire d’urethane correspondent au temps de latence; viennent ensuite entre la 15eme 
et la 35*me min une phase de somnolence puis une phase de sommeil. Enfin de la 
35eme min a la 55*me minute s’etend la phase d’induction de l’anesthesie. 

L’anesthesie est con6rmee (absence de reflexe oculo-palpebral) au dela de la cin- 
quante cinquieme minute et dure plus de cinq heures. 

Concentration de l’urkthane dans le sang arteriel, le cerveau et le Iiquide ce’phalo- 
rachidien 
Le dosage de l’urethane 1% dans le sang, le cerveau et le liquide cephalo-rachidien 

des rats dont le comportement a et6 rapport6 ci-dessus montre que la diffusion de 
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~anesth~sique hors du point d’injection musculaire est reguliere. Le taux urethane 
est calcule en rapportant le nombre de d&/min d&s echantillons biologiques 21 celui 
trouvt par unite de volume de la solution injectCe. Le taux, croit rapidement dans le 
sang, le cerveau et le liquide c&phalo-rachidien jusqu’a la 4Pe minute puis reste 
relativement stable comme le montre la Fig. 2. 

t 
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FIG. 2. Teneur du sang de la carotide, du cerveau et du liquide cephalo-rachidien en carbamate 
d’ithyle apres injection intramuscuiaire a la dose de 1,25 g/kg. 

En ordonnee: concentration d’ur&hane en pg/g de tissu frais. En abcisse: t-temps en min. 

Lors de l’anesthesie confirmed on observe que la concentration d’urethane est plus 
BlevCe dans le liquide &phalo-rachidien que dans le sang ou le cerveau. Le tableau 1 

TABLEAU 1. CONCE~~TION MOYENNE DE L’UR&THANE DANS LE SANG, LE 

CERVEAU ET LE LIQUIDE C~~~RA~IDIEN CHEZ LE RAT QUI A RECU I,25 g/kg 
DE CET ANESTHf?SIQUE PAR VOIE INTRA-MUSCULAIRE 

Nombre de 
rats utilises 

Tempes apres Concentration d’urethane en pg/g Test de com- 
I’injection 

(tin) Sang arterie Cerveau 
paraison L.C.R., 

L.C.R. Cerveau et sang 

8 15 859 890 896 

11 30 1128 1158 1174 

difference non 
significative 

difference non 

;; 
180 

1448 1396 
1567 

1555 1426 
1522 

1731 1688 
1748 

significative 
P < 0,os 
P < 0,Ol 
P < 0,Ol 

r&nit les chiffres trouves. La comparaison statistique des r&ultats r&le une differ- 
ence significative entre les concentrations dans le liquide dphalo-rachidien d’une 
part et le sang artBrie ou le cerveau d’autre part a partir de la 45eme minute. A ce 
moment, on trouve 1426 rug d”ur&hane par gramme de cerveau frais et 1688 pg/g de 
liquide c~phalo-rachidien, 
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L.es chiffr~s ont peu vari& & la 180eme minute pour le cerveau (1522 pg/g) afors 
qu’ils sont %g&rement plus Beds pour le L.C.R. (1748 pg/g). 

Pendant l’anesth&ie confirmde la concentration d’urdthane dans le cerveau est de 
Sordre de 1555 pg/g. 

I1 est curieux de constater que le taw d’ur&hane dans le sang et dans le cerveau 
sont trb voisins. Nous avons voulu verifier s’il y avait un appauvrissement du sang 
en carbamate d%thyle pendant l’irrigation cCr~brale. 

Concentration arterio-tieineuse de l’urethane 
Sur un groupe de quatre rats nous avons suivi au tours du temps la concentration 

de l’ur&hane dans le sang de la carotide, de la veine jugulaire interne et de la queue. 
L’installation des catheters dans l’art&e brachiale gauche et dans la jugulaire externe 
a &t6 faite g la faveur d’une ldg&e anesthbsie a E-&her. Lorsque les effets de l’&her 
commencent & disparaitre on injecte en intramusculaire f’ur&hane. La temp&ature 
des animaux est maintenue constante & 37 rfr 0,5” C & l’aide d’un r@uIateur B ther- 
mistance (Roz60). Nous avons ainsi pris la pr&aution de ne perturber l’irrigation 
cCrkbrale ni par obstruction des vaisseaux ni par variation de la tempdrature. 

Comme le montre la Fig. 3 le sang de l’art&re carotide est constamment plus riche 
en urethane que le sang de la veine jugulaire, lui mdme plus riche que le sang p&i- 
ph&ique de la queue. 

m Carotide 
Jugulaire 

G------o V. caudale 

t. mn 

FIG. 3. Teneur moyenne du sang de la carotide, de la veine jugulaire et de la queue chez le Rat aprks 
injection intranwsculaire de I,25 g/kg d’ur&hane. 

En ordonnbe: concentration d’urbhane en pg/g de tissu frais. En abcisse: t-temps en min. 

Le taux de carbamate d’&hyle circulant augmente rapidement pendant la premi&re 
heure, puis plus lentement entre la premi&re et la deuxiame heure. A ce moment la 
quantite d’anesthhsique retrouvk dans le sang de la carotide est de 1330 pg/g, de 
1260 pg/g dans le sang de la veine jugulaire et de 612 pg/g dans le sang ponctionnd ii 
la queue pour une dose inject& de 1,iS g/kg (Tableau 2). Ces diffdrences sont con- 
stamment si~ficatives sauf pour le temps 2 h entre le sang carotidien et jugulaire. 
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Le sang peripherique au niveau de la queue est beaucoup moins riche que le sang 
de la jugulaire ou de la carotide. Nous avons pens6 que cette particularite &it dGe 
a une diffusion de l’urethane dans les tissus et nous avons v&M cctte hypothese par 
les experiences d’autoradiographie chez la Souris. 

TABLEAU ~.CONCENTRATION MOYENNEDE L'ANESTH~SIQUEDANSLESANGDE 

L'ART6RECAROTIDE,DELAVEINEJUGULAIREETDELA QUEUECHEZQUATRE 

RATS, APRES INJECTION IN-IRA-MUSCULAIRE DE 1,25 g/kg D’URl?IHANE 14c 

Temps de 
prelevement apres 

I’injection 
(min) 

Urethane en pgg/g dans le: Comparaison Comparaison 

sang de la 
carotide 

sang de la 

jugFre 

sang de la AIR WC 

A q”Fe 

423 120 P < 0,os P < 0,Ol 
655 196 P < 0,05 P < 0,Ol 

1261 948 504 612 P difference < 0,Ol P P < < 0,Ol 0.01 
non signi- 
ficative 

Autoradiographie de la souris 
Les images de distribution du carbone 14 obtenues chez les six souris sacrifices a 

5 ou 15 min sont cornparables. La Fig. 4 represente une autoradiographie obtenue 
. 
a -30” a partir dune transection sagittale dune souris tu6e 15 min aprBs adminis- 
tration intraveineuse de l’anesthesique. Le cerveau parait stre I’organe le plus riche 
en urethane; la radioactivite est Bgalement distribuee entre le sang, le foie, les muscles, 

I p-e L.C.R. 

Cerv. 

Carot. 

V I I I I _ 

15 30 45 75 
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FIG. 5. Teneur du sang carotidien (tarot), du cerveau (cerv.) et du liquide cephiilo-rachidien (L.C.R.) 
en carbamate d’dthyle apr&s injection intramusculaire de 1,25 g/kg chez le Rat. 

En ordonnee: c-concentration d’urethane en pg/g de tissu frais. En abcisse: t-temps en min. 
1-Disparition de la coordination motrice (Marche) et du r&exe de redressement; Z--&spa&ion 

des mouvements spontanes de la t&e; 3-disparition du tonus musculaire abdominal; 4-dispari- 
tion du reflexe d’evitement a un stimulus douloureux. 
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les poumons et les glandes salivaires; la graisse brune interscapulaire, la graisse in- 
testinale sont peu radioactives. 

Cette experience souligne la diffusion t&s rapide du carbamate d’tthyle dans le 
cerveau et dam tout le corps dune facon g&r&ale et attire l’attention sur l’impregna- 
tion faible des tissus lipidiques de reserve, 

DISCUSSION 

Nous avons entrepris ce travail afin de mettre en relation de faeon directe I’effet 
d’une substance et sa localisation au niveau de I’effecteur. 

Le choix du carbamate d’ethyle s’explique par le fait qu’il s’agit d’une molecule de 
formule chimique simple hydrosoluble et Iiposoluble : en effet 1 g d’urtthane se 
dissout dam 05 ml d’eau, 0,8 ml d’alcool ethylique, 0,9 ml de chloroforme et 32 ml 
d’huile d’olive. 

La molecule marqke par un indicateur nucl&aire se prGte A une mesure rapide de 
sa concentration dans les tissus, a l’encontre de toute methode chimique plus delicate 
B mettre en oeuvre. Yanalyse chromatographique confnme l’identite de la substance 
radioactive doscie. 

Si l’on compare l’induction de l’anesthesie a la concentration de carbamate d’ethyle 
trouve dans le cerveau, le sang de la carotide et le liquide cephalo-rachidien, on 
constate que l’anesthesie est Ctablie pour une concentration certbrale de l’ordre de 
1500 pg d’ur&hane par gramme de tissu frais La Fig. 5 illustre cette observation: 
Les act&&s matrices spontanees ou reflexes que nous avions num&ot~es de 1 a 
4 disparaissent avec une progression parallele A ~enrichissement du sang, du cerveau 
et du liquide c~phalo-rachidien en carbamate d’ethyfe. Nous avons pu rendre 
progressives les &apes de l’anesthksie par I’artifice du depot au sein d’une masse 
musculaire de l’urdthane qui diffuse de facon constante vers le sang tout au Iong de 
I’experience. 

L’intensite de l’envahissement du cerveau par l’urtthane parait dependre de la 
concentration de l’anesthesique dans le sang. Les autoradiographies de Souris ne 
montrent pas de difference dans la repartition dans les diverses structures cerebrales, 

D’autre part il nous faut souligner que l’urethane, qui a un coefficient de partage 
eau/huile Cgal Q 64 en faveur de l’eau, penttre dans le cerveau et diffuse dans ie 
liquide ckphalo-rachidien. Constitue-t-i1 une exception a la rbgle suivant laquelle le 
phenomene de barrikre h&matoencephalique se manifeste de pkfkence B l’egard des 
substances hydrosolubles? Les autoradio~aphies mettent en kvidence le defaut de 
charge en urdthane des tissus lipidiques de reserve et le depot important dans le 
cerveau. Cette distinction pourrait s’expliquer par l’intensit~ i&gale de l’irrigation 
sanguine &es deux tissus. 

La comparaison des concentrations d’urCthane dans le sang et le cerveau ne r%le 
aucune difference significative tandis qu’entre sang ou cerveau et liquide cephalo- 
rachidien la difference est significative. 

Entre sang de la carotide et sang de la jugulaire la difference est significative sauf 
quand l’anesthesie est bien install&e. La concentration dans le sang arteriel est 
suptrieure P la concentration dam le sang veineux qui draine la t&e, ce qui s’explique 
si l’on admet que l’urkthane est retenu par le cerveau et le liquide cephalo-rachidien 
au tours de I’induction de I’anesthbie. Celle-ci &ant installke, les diffdrences tendent 
A s’estomper. Enfin le sang ~riph~rique, prbleve par section de la queue provient 



FIG. 4. Autoradiographie & - 30” du corps de la souris sectionnt suivant un plan sagittal. Mor 
par immersion dans I’azote liquide 15 min apr&s injection intraveineuse de I,25 g/kg 

d’urCthane l?C (400 &kg). 
c-Cerveau; co-cavit8 cardiaque; f-foie; g.b.-graisse brune interscapulaire; g.i.-graisse in 

testinale ; m-muscles ; p-poumons ; r-rein ; v-vessie. 

facing page I82 B.P. 
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probablement autant de l’artbe que des veines caudales. 11 est beaucoup moins riche 
en urethane que le sang de l’ardre carotide ou de la veine jugulaire. 11 est permis 
d’attribuer ce phenombne a une diffusion de l’urethane hors du compartiment vas- 
culaire, vers la masse musculaire et visctrale. 

Nous avons etudie les relations qui existent entre les phases de l’anesthesie h 
l’urethane (carbamate d’ethyle) et l’accumulation de cette substance dans le systeme 
nerveux central du Rat. Les phases de l’anesthesie ont Ctt definies en fonction de 
cridres de motricite, la concentration de l’anesthesique a CtC mesuree grace a l’emploi 
d’urtthane marque au carbone 14 sur le carboxyle. MalgrC un coefficient de partage 
eau/huile de 64 en faveur de l’eau, le carbamate diffuse tres rapidement dans le 
cerveau et le liquide cephalo-rachidien. Les teneurs dans le cerveau, le sang de la 
carotide et le L.C.R. sont identiques pendant les phases d’induction de l’anesthesie. 
Elles different et atteignent un plateau au moment de l’anesthesie (environ 1500 yg/g 
de tissus frais dans le sang et le cerveau, 1700 pg/g dans le L.C.R.). Le sang des gros 
troncs de la We, carotide et jugulaire est plus riche que le sang peripherique prtlevt a la 
queue. 

Des autoradiographies de Sours entieres montrent une radioactivite importante, 
uniformement rtpartie dans le cerveau, plus faible dans le sang, le foie, les.muscles, 
les poumons et les glandes salivaires, encore moins accenttree dans les graisses de 
reserve. 
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