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Résumé — Objectif : Le cannabis, drogue la plus consommée dans le monde, engendre de nombreux troubles notamment
comportementaux. Le cannabis contient, outre le A®-THC habituellement étudié, du cannabidiol et du cannabinol. Les
effets des cannabinoides semblant se poursuivre au-dela de leur présence dans le sang, un décalage de cinétique entre
cerveau et sang pourrait exister pour ces molécules. Méthode : Aprés mise au point et validation d’une technique
permettant le dosage, par CPG/SM, du A’-THC, de ses métabolites, du cannabinol et du cannabidiol, nous avons effectué
des cinétiques de ces composés dans le sang, dans les hémispheres cérébraux et dans le cervelet chez la souris. Nous avons
également dosé ces composés dans le sang, les urines et sept zones de cerveau chez des patients autopsiés.
Résultats : Nous avons mis en évidence la présence de cannabidiol dans le cerveau de souris alors qu’il n’est plus présent
dans le sang. Une telle persistance a également été retrouvée pour le cannabidiol, mais également le THC et le cannabinol,
sur des prélevements de cerveau de personnes décédées. Conclusion : il semble que certains cannabinoides persistent dans
le cerveau apres disparition du sang. Cette persistance pourrait expliquer certains troubles spatio-temporaux durables des
personnes consommatrices de cette drogue.

Mots clés : Cannabis, souris, cinétiques, sang, cerveau

Abstract — Objectives: Cannabis, one of the most abused drugs in the world, is the cause of many symptoms including
behavioral disorders. Cannabis contains, in addition to the A9-THC usually studied, cannabidiol and cannabinol. Since
the effects of cannabinoids seem to continue beyond their presence in the blood, a kinetic shift between the brain and blood
could exist for these compounds. Method: After development and validation of a GC/MS method for the simultaneous
measurement of A9-THC, its metabolites, cannabinol and cannabidiol, we examined the kinetics of the cannabinoid
compounds in blood and in different cerebral areas in mice. We also measured these compounds in blood, urine and
different brain areas in deceased humans after autopsies. Results: Cannabidiol is still present in the brain of mice when
it has disappeared from the blood. Such persistence was also found in samples from deceased persons for cannabidiol,
but also for THC and cannabinol. Conclusion: This study highlighted the persistence of some cannabinoids in the brain
after they have disappeared from the blood. This may explain the continuing spatio-temporal disorders of people abusing
this drug.
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1 Introduction

Le cannabis est de loin la drogue la plus répandue et la plus
consommée dans le monde entier sous différentes formes
(herbe, hashich, huile de cannabis, graines de cannabis). De
nombreuses études ayant démontré que le cannabis engendre
des altérations significatives de la capacité a conduire un véhi-
cule (notamment 1’étude récente de Giroud et coll. [1]), cette
drogue appartient aux quatre classes de stupéfiants recherchées
en cas d’accident de la circulation routiere avec les amphéta-
mines, les opiacés et la cocaine (délit puni en France depuis
2003, [2, 3]). En France, une étude a montré, des 2003, la tres
forte prévalence de consommation de cannabis notamment chez
les jeunes [4]. Une étude plus récente publiée par 'OFDT [5]
a démontré que cette substance reste majoritairement la plus
consommée en France et a indiqué que son usage régulier
(consommation de cannabis au moins 10 fois au cours du mois
et au moins 120 fois au cours de 1’année) concerne plus d’un
million de personnes en France. Toujours d’apres cette étude,
plus de 13 millions de Frangais ont déclaré avoir expérimenté
le cannabis et plus de cinq cent mille personnes consomment
quotidiennement du cannabis. Deux études ont par ailleurs mis
en évidence une augmentation trés importante de la consom-
mation de cannabis chez les conducteurs impliqués dans un
accident de la voie publique [6, 7]. De méme, nous avions
détecté une prépondérance des cannabinoides parmi les stupé-
fiants retrouvés lors de recherche de causes de déces [8]. Ce
phénomene de recrudescence du cannabis est inquiétant, car
méme Si « on ne meurt pas du cannabis... il tue ! » [9] — de
maniere indirecte. De plus, Reid et coll. [10] ont démontré que
les cannabinoides peuvent augmenter les concentrations et les
actions pharmacologiques d’autres drogues dans le cerveau
(telles que la cocaine ou le PCP). Devant cette augmentation du
nombre de consommateurs de cannabis et les effets déléteres de
cette substance, certains se demandent méme s’il ne convient
pas aujourd’hui de renforcer les mesures 1égislatives prises dans
le cadre de la loi de 2003 [6].

Parmi les cannabinoides contenus dans la plante de canna-
bis, le A9-transtétrahydrocannabinol (plus communément
appelé A’-THC) est I’un des constituants majeurs et représente
le principe actif de cette plante de part ses propriétés psycho-
dysleptiques. Le A’-THC a trés largement été étudié ; il est le
cannabinoide recherché lors des dosages sanguins dans le cadre
de laloi de 2003. Le A’-THC est rapidement métabolisé (méta-
bolisme impliquant les cytochromes P450 notamment les
enzymes CYP2C9 et CYP3A4 chez ’homme) en 11-hydroxy-
tétrahydrocannabinol (11-OH-THC) qui est potentiellement
actif. Ce composé est ensuite oxydé pour former 1’acide
11-nor-tétrahydrocannabinol carboxylique (THC-COOH),
dénué de toute activité psychotrope.

Il est maintenant clairement établi que, la plupart des
cannabinoides étant tres lipophiles, ceux-ci quittent rapidement
le systeme vasculaire pour aller se fixer dans le cerveau et les
autres tissus de I’organisme riches en lipides [11]. Cette forte
lipophilie du cannabis et I’existence d’un cycle entéro-
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hépatique ont pour corollaire une exceptionnelle rémanence de
la drogue dans l’organisme. Certains auteurs ont en effet
retrouvé des métabolites du A°-THC (en particulier le THC-
COOH) dans les urines de gros fumeurs jusqu’a 72 jours apres
la derniere cigarette [11]. L’élimination des cannabinoides est
donc lente. Cette élimination est essentiellement biliaire mais
aussi rénale.

La lipophilie des cannabinoides leur permet un franchisse-
ment aisé de la barriere hémato-encéphalique. Une équipe [12]
amontré que les effets du cannabis sur la conduite (apres inha-
lation d’une cigarette de cannabis) sont tres rapides, avec un
maximum 15 minutes aprés consommation, et restent obser-
vables pendant plusieurs heures ensuite. L’étude de Chiang et
Barnett[13] aconclu queles effets dus al’inhalation de cannabis
adifférentes doses sont directement proportionnels aux concen-
trations de THC sanguins seulement entre une et quatre heures
apres le début de I’inhalation. Cone et Huestis [14] ont mis en
évidence un décalage entre cinétique plasmatique du THC et ses
effets puisque leur étude a montré, en particulier, qu’il existe
une relation directe entre les concentrations de THC dans le sang
et les effets observés qu’une fois 1’équilibre sang/tissu obtenu.
Plus récemment, le Professeur Costentin [15] insiste sur le fait
que les effets du A’-THC se poursuivent bien au-dela de sa pré-
sence dans le sang. Il existe donc probablement une différence
de cinétique sanguine et cérébrale du A°-THC pour expliquer
ce décalage entre cinétique plasmatique et effets du cannabis.

Outre le Ag—THC, la plante de cannabis contient également
du cannabidiol. Il est le constituant prédominant et le précurseur
des autres cannabinoides [11]. Le cannabidiol (CBD) est
dégradé (catabolisme in situ) en cannabinol (CBN). L’étude de
ces composés est tres intéressante d’un point de vue médico-
1égal puisque leur mise en évidence dans un échantillon peut étre
un indicateur supplémentaire de la prise de cannabis. Ceci est
notamment vrai en ce qui concerne les échantillons de cheveux,
puisque le cannabidiol est souvent le produit majoritairement
retrouvé [16]. D autre part, méme si le réle du cannabidiol dans
les effets pharmacologiques de la marijuana reste encore flou,
Hayakawa et coll. [17] ont mis en évidence une modification
de certains effets du A>-THC par le cannabidiol, notamment par
son action inhibitrice du métabolisme hépatique du A’-THC
[10]. Le cannabidiol a également été décrit comme ayant des
effets anxiolytiques, anticonvulsifs et anti-inflammatoires [18,
19]. Le cannabinol possede lui aussi des propriétés anti-inflam-
matoires [11]. Ainsi, le dosage de ces deux cannabinoides, en
plus du dosage du A®-THC et de ses métabolites, pourrait per-
mettre de mieux appréhender la nature du contenu réel des
cigarettes inhalées par ’homme.

Une technique de dosage par chromatographie gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse est utilisée en routine dans
notre laboratoire d’apres la technique utilisée par Brunet et coll.
[22], elle-méme basée sur la technique décrite dans la
publication de Kemp et coll. [21]. Nous avons adapté cette
méthode analytique au dosage simultané du A’-THC, de ses
meétabolites, du cannabinol et du cannabidiol, et nous 1’avons
validé.
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Les effets des cannabinoides pouvant se poursuivre méme
apres leur disparition dans le sang [12], ’hypothése de notre
étude est qu’il pourrait exister un décalage des cinétiques des
cannabinoides entre le sang et le cerveau comme 1’a
précédemment évoqué le Docteur Mura sur quelques cas [22].
Toutes les études de cinétique ont été réalisées jusqu’a présent
dans des prélevements de sang mais aucune étude n’a comparé
les concentrations des cannabinoides a la fois dans le sang et
dansle cerveau apres exposition au cannabis. L’ objectif de notre
étude est donc de comparer les cinétiques sanguines et
cérébrales des cannabinoides pour savoir si les concentrations
plasmatiques de A’-THC refletent réellement le niveau
d’imprégnation comme suggéré par Hollister et coll. [23]. Nous
avons donc effectué parallelement des cinétiques sanguines et
cérébrales de AQ—THC, de cannabinol et de cannabidiol chez la
souris. La souris a été utilisée comme modele en raison de la
tres forte homologie des récepteurs CB1 aux cannabinoides
chez cette espece et chez I’homme [24] et en raison de la
similitude de localisation de ces récepteurs [25, 26]. De plus,
Senn et coll. [27] ont montré qu’une administration, méme
d’une tres faible dose de A’-THC (0,001 mg/kg), induisait des
détériorations des performances chez la souris avec des effets
se poursuivant jusqu’a trois semaines apres injection, indiquant
donc une probable persistance de cette molécule également chez
la souris.

Parallelement, nous avons dosé les cannabinoides dans des
prélevements de sang et de cerveau de personnes décédées
connues pour consommer du cannabis. Sept zones de cerveau
ont été étudiées car décrites comme particulierement riches en
récepteurs CB1 aux cannabinoides [17, 28] : putamen, palli-
dum, cortex préfrontal, lobes cérébelleux, gyrus cingulaire,
hippocampe, noyaux caudés. D’ autres régions du cerveau, telles
que le thalamus, le tronc cérébral et la moelle épiniere, sont
dépourvues de ces récepteurs, expliquant probablement la faible
toxicité somatique des cannabinoides [11].

2 Matériel et méthodes

2.1 Mise au point et validation de la technique
de dosage des cannabinoides

Tous les solvants utilisés sont de qualité chromatogra-
phique.L’extractiondu THC et ses métabolites (le 1 1-OH-THC,
le THC-COOH), le CBD et le CBN est réalisée en deux étapes.
Tout d’abord, une extraction basique en présence de NaOH 2M
et du mélange d’extraction heptane/acétate d’éthyle (7/1, v/v)
permet d’extraire le THC, le 11-OH-THC, le CBD et le CBN.

Apres agitation et centrifugation, la phase organique est
recueillie et évaporée sous azote. Le résidu est ensuite repris par
un mélange de dérivatisation BSTFA/TMCS, chauffé a 70 °C
et injecté dans le chromatographe. Puis, I’extraction acide, a
partir de la phase aqueuse restante, en présence d’HCI 1N et du
mélange d’extraction heptane/acétate d’éthyle permet d’ obtenir
le THC-COOH. Apres agitation et centrifugation, la phase
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organique est recueillie et évaporée sous azote. Le résidu est
ensuite repris par un mélange de dérivatisation BSTFA/TMCS,
chauffé a 70 °C et injecté dans le chromatographe. Le dosage
est réalisé par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométriec de masse (CPG/SM) sur colonne capillaire. Le
systtme chromatographique utilisé est équipé d’un passeur
automatique (ThermoFischer Triplus Duo), d’un chromatographe
phase gazeuse (ThermoFischer Focus), d’un spectrometre de
masse (ThermoFischer DSQ-2), d’une colonne DB-5MS de type
greffée, de longueur 30 m et de diametre interne 0,25 mm.

Les étalons internes (EI) utilisés sont le tétrahydrocannabi-
nol-D3, le 11-hydroxy-THC-D3 et I’acide 11-nor-THC-
carboxylique-D3.

Laméthode a été validée sur du plasma humain. Les criteres
de validation suivants ont été évalués pour cette méthode : ren-
dement d’extraction, linéarité, répétabilité, reproductibilité,
exactitude, limite de quantification et de détection et enfin sta-
bilité aux phases de congélation/décongélation. Le rendement
d’extraction a été évalué sur 3 niveaux de concentrations (1 ;2,5
et 10 ng/mL pourle THC, 11-OH-THC,CBD etCBNet5 ;12,5
et 50 ng/mL pour le THC-COOH). La linéarité a été évaluée sur
six gammes d’étalonnage réalisées pour trois d’entre elles la
méme journée et pour les trois autres sur des jours différents (une
gamme par jour), chaque gamme comportant 8 points de cali-
bration (0,1 ;0,2;0,5;1;2;5;10et 20 pourle THC, 11-OH-
THC,CBD etCBNet0,5;1;2;5;10;25;50; 100 pour le
THC-COOH).

La répétabilité a été déterminée par la variabilité de six
déterminations de chaque CQ (Contréles de Qualité) chaque
jour pendant trois jours, la reproductibilité par la variabilité du
jour de l’analyse et I’exactitude par la moyenne de la
concentration calculée avec la concentration cible du contrdle
de qualité.

La validation n’a pas été effectuée sur les cerveaux.
Toutefois, les contrdles de qualité analysés lors de chaque série
de dosage réalisés sur cette matrice ont été réalisés dans des
cerveaux vierges surchargés.

2.2 Cinétiques sanguines et cérébrales
des cannabinoides chez la souris

Les animaux utilisés sont des souris non consanguines
Swiss, males de poids compris entre 16 et 20 grammes (agées
de 4 a5 semaines). Des injections intrapéritonéales simultanées
de THC, de CBD et de CBN ont été réalisées. Différentes doses
ont été injectées : une solution contenant une dose de 0,25 mg/
kg de THC, de CBD et de CBN, une contenant 1 mg/kg des
3 cannabinoides, une contenant 10 mg/kg de THC et 3 mg/kg
de CBD etde CBN, une quatrieme contenant 10 mg/kg de CBD
seul et une derniere contenant 50 mg/kg de A°-THC.

Les souris sont anesthésiées avec du thiopental (Pentothal®)
préparé aladose de 1 gramme pour 100 mL d’eauavec une injec-
tion intra-péritonéale de 0,3 mL par souris. Les souris sont
ensuite sacrifiées par décapitation. Des souris témoins, ayant
recu une injection de méme volume de chlorure de sodium a
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Tableau I. Rendements d’extraction des différentes molécules a trois niveaux de concentration obtenus dans du plasma humain.

Niveaux de concentration Molécules Rendements d’extraction
A9-THC 97.4 %
C tration de A9-THC, 11-OH-THC, CBD, CBN : 1 ng/mL H-ORTHC o
e 1Cognci:ntration (,le THC—COOI,-I 5 n’g/mL o THC-COOH o
CBD 93,3 %
CBN 108,0 %
A9-THC 97,2 %
C tration de A9-THC, 11-OH-THC, CBD, CBN : 2,5 ng/mL H-OR-THE o
e (ljoélnc::ntration d,e THC—COOﬁ : 12,5’ ng/mI; o THC-COOH 100.2%
CBD 96,4 %
CBN 93,2 %
A9-THC 99,6 %
C tration de A9-THC, 11-OH-THC, CBD, CBN : 10 ng/mL -OHAHE o
e lCogncez:ntration csle THC—COOi{ : 50 ’ng/mL. " THC-COOH 190:3%
CBD 85,2 %
CBN 90,5 %

CBD : cannabidiol ; CBN : cannabinol

0,9 %, sont également sacrifiées par décapitation aprés anes-
thésie. Trois prélevements sont réalisés pour chaque souris : du
sang dans la région cardiaque, les hémispheres cérébraux et le
cervelet excepté pour 1’expérience avec le CBD ou seuls les
hémispheres cérébraux ont été prélevés.

Les prélevements d’hémispheres cérébraux et de cervelet
sont pesés, broyés a 1’aide de potters, puis repris dans 1 mL
d’eau ultrapure (Millipore, Direct-Q® 3, Molsheim). A 500 uL
de sang, sont ajoutés 20 uL. de 1a solution d’étalons internes. Les
cannabinoides sont extraits a partir des prélevements des souris
(prise d’essai pour le cerveau : 1 mL) et dosés par chromato-
graphie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse selon la
technique décrite précédemment.

2.3 Dosages sanguins et cérébraux des cannabinoides
chez des personnes décédées

Un dépistage urinaire est réalisé lors des autopsies lorsqu’il
existe une présomption de consommation de cannabis ou
lorsqu’il existe des antécédents de consommation. Lorsque ce
dépistage est positif ous’il s’agit de personnes connues pour étre
consommatrice, les médecins 1égistes prélevent le sang péri-
phérique et sept zones du cerveau particulierement riches en
récepteurs aux cannabinoides. Dans tous les cas, les personnes
ont été autopsiées le lendemain ou le surlendemain de leur mort
et les prélevements réalisés ont été congelés. Apres décongéla-
tion, les prélevements sont broyés apres avoir été pesés et repris
par 5 mL d’eau Millipore. Le broyage est réalisé a 15 000 rpm
grace aun broyeur POLYTRON (KINEMATICA AG, Suisse).

Les cannabinoides sont dosés a partir des prélevements de
sang périphérique et de cerveaux selon notre technique validée.
Les sept prélevements de chaque cerveau humain sont dosés en
double.
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3 Résultats

3.1 Mise au point et validation de la technique
de dosage des cannabinoides

Notre méthode montre des rendements d’extraction
supérieurs a 85 % pour les trois niveaux de CQ utilisés (tableau I),
des CV intra-séries et inter-séries inférieurs respectivement a 13
et 14 %, une exactitude vérifiée (tableau II) et une stabilité a la
congélation/décongélation des contréles de qualité. Les limites
de quantification s’établissent a 0,2 ng/mL pour le A°-THC et
20,5 ng/mL pour le 11-OH-THC, le CBN, le CBD et a 1,5 ng/mL
pour le THC-COOH. Un chromatogramme obtenu a la limite de
quantification est présenté sur la figure 1. La limite de détection
estde 0,1 ng/mL pourle A°-THC, de 0,2 ng/mL pourle 11-OH-
THC, le CBN et le CBD et de 0,5 ng/mL pour le THC-COOH.
Dans le cerveau, les limites de quantification sont de 0,3 ng/g
pour le A’-THC et de 0,7 ng/g pour le CBN et le CBD.

3.2 Cinétiques sanguines et cérébrales
des cannabinoides chez la souris

Les cinétiques obtenues pour le A’-THC, le CBD et le CBN
a différentes doses sont représentées respectivement sur les
figures 2-4. Les principaux métabolites du A-THC chez
I’homme, le 11-OH-THC et le THC-COOH, n’ont pas été
retrouvés dans le sang des souris analysées, a aucune dose
injectée de A°-THC.

Le A’-THC est détecté dans le sang des le premier temps
de cinétique (15 min), puis la concentration augmente jusqu’a
atteindre un maximum (C,,,) de 1,4 ng/mL a un T,, de
30 minutes apreés injection. Ensuite, la concentration de
A°-THC diminue jusqu’a disparaitre 4 heures apres injection
(figure 2A). L’apparition du A’-THC dans les hémispheres
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Tableau II. Justesse, coefficients de variation (CV) intra- et inter-séries exprimés en pourcentage pour les trois niveaux de contrdles de qualité

réalisés dans du plasma humain.

Niveaux de concentration Molécules CV intra-série ~ CV inter-série Justesse

A9-THC 7,31 % 6,63 % 101,3 %

C ion de AO-THC, 11-OH-THC, CBD, CBN : 1 ng/ml o THC TS0 1208 % 102:2%
Oncemratlcoznci‘,ntration ée THC-COOi—I :5 n,g/mL e THC-COOH 3,33 % 2,13 % 96,4 %
CBD 13,01 % 13,97 % 101,2 %

CBN 11,38 % 10,30 % 104,3 %

A9-THC 4,07 % 7,75 % 106,7 %

C ion de A9-THC, 11-OH-THC, CBD, CBN : 2.5 ng/ul. -+ -1 HC 028% 1210% 1.3%
Oncemratéool;c:ntration d’e THC—COOI—’I : 12,5 ng/ml; e THC-COOH 4,64 % 3,27 % 92,7 %
CBD 8,86 % 11,30 % 103,6 %

CBN 10,55 % 12,29 % 99,8 %

A9-THC 4,02 % 11,38 % 105,4 %

C tion de A9-THC, 11-OH-THC, CBD, CBN : 10ng/ml, o 1 ol 0% 158 %
oneentr 1glcznci:ntration (,16 THC—COOI:I 150 ’ng/mL. e THC-COOH 3,03 % 2,48 % 102,9 %
CBD 6,74 % 12,06 % 94,7 %

CBN 6,23 % 13,12 % 100,8 %

CBD : cannabidiol ; CBN : cannabinol

cérébraux et le cervelet est plus tardive que dans le sang, le
A’-THC n’étant pas encore détecté dans ces deux matrices
15 minutes apres injection. La concentration maximale de
A-THC est également obtenue plus tardivement (T, a
45 minutes dans les hémispheres cérébraux, figure 2B et a
1 heure dans le cervelet, figure 2C). La concentration maximale
de A°-THC obtenue dans le cervelet est supérieure a celle obte-
nue dans les hémispheres cérébraux.

La concentration de CBD dans le sang semble a son maxi-
mum des le premier temps de cinétique (15 min) puis décroit
jusqu’a disparition dans le sang dés 45 minutes apres injection
(figure 3A). A T’inverse, le CBD commence 2 étre détectable
dans le cerveau (figure 3B) seulement entre 15 et 30 minutes
apreés injection avec une Cmax de 0,96 ng/g a un T,,, de
45 minutes. Deux heures apres injection, le CBD n’est plus
retrouvé dans le cerveau.

Dans le sang (figure 4A), la concentration de CBN montre
une augmentation progressive entre 15 minutes et sa
concentration maximale atteinte une heure apres injection.
Quatre heures apres injection, le CBN est toujours détectable
dans le sang. Les cinétiques du CBN dans les hémispheres
cérébraux (figure 4B) et dans le cervelet (figure 4C) présentent
un méme profil avec un T, 30 minutes aprés injection puis
une diminution importante de la concentration entre 30 minutes
et 45 minutes et une disparition du CBN dans ces deux milieux
deux heures apres injection.

3.3 Dosages sanguins et cérébraux des cannabinoides
chez des personnes décédées

Les tableaux ITI-VIII présentent les résultats des analyses
effectuées chez six patients décédés (sang et sept zones de cerveau).

Dans le cas de M. A. (tableau III) et M. D. (tableau VI), des
cannabinoides ont été retrouvés a la fois dans le sang et a la fois
dans les prélevements de cerveau.

Chez M. C., seul du THC-COOH a été mesuré dans le sang
et les urines, et il a ét€ mis en évidence du CBD sur cing des sept
zones et du CBN sur trois des sept zones (tableau V). Concernant
Mme B (tableau IV) et M F (tableau VIII), il a été retrouvé du
THC-COOH dans les urines avec absence de cannabinoides
dansle sang. Enrevanche, il aété détectélaprésence de A°-THC,
de CBD et de CBN dans différentes zones cérébrales.

Concernant M. E. (tableau VII), aucun des cinq
cannabinoides n’a été retrouvé ni dans le sang ni dans 1’urine,
tandis que du AQ-THC, du CBD et du CBN ont été mis en
évidence dans certaines zones de cerveau.

4 Discussion

L’analyse des cannabinoides dans le sang humain par chro-
matographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse est
utilisée en routine dans de nombreux laboratoires. Seulement,
la plupart du temps, seuls le A’-THC et ses métabolites (le
11-OH-THC et le THC-COOQOH) sont recherchés [29, 22, 30].
Notre technique mise au point ici permet de doser dans une
méme méthode également le cannabinol et le cannabidiol. Nous
utilisons, en raison du caractere non volatile des cannabinoides,
une étape de dérivation indispensable [31]. En effet, Nadulski
et coll. [32] ont montré que sans cette étape de dérivation, les
métabolites du A>-THC ne seraient pas détectés et les sensibi-
lités seraient insuffisantes. Ainsi, les cinq molécules étudiées
sont dosées avec notre technique avec une reproductibilité, une
répétabilité et une exactitude satisfaisantes. Les limites de quanti-
fication obtenues avec cette technique (0,2 ng/ml pour le A-THC,
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Fig. 1. Tracés chromatographiques du THC, CBD et CBN obtenus a
la limite de quantification (0,2 ng/mL pour le THC et 0,5 ng/mL pour
le CBD et le CBN).
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1A : Cinétique du A9-THC dans le sang
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1C : Cinétique du A9-THC dans le cervelet
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Fig. 2. Cinétiques du A°-THC (50 mg/kg) dans le sang (A), dans les
hémispheres cérébraux (B) et dans le cervelet (C). Chaque point
représente une moyenne (n = 3 souris) avec les barres d’erreurs
représentant les écarts types.

0,5 ng/mL pour le 11-OH-THC, le CBN et le CBD et 1,5 ng/mL
pour le THC-COOH) sont également satisfaisantes pour per-
mettre des études cinétiques.

Le modele souris nous apparaissait un modele satisfaisant
pour étudier les cannabinoides: tres faibles contraintes
d’expérimentation et facilité de manipulation de ces animaux.
De plus, une tres forte homologie de séquence des récepteurs
CB1 aux cannabinoides a ét€ montrée entre la souris et I’homme
[24] ainsi qu’une homologie anatomique du cortex préfrontal
[28] et un profil de métabolites primaires trés proche de celui
de I'homme [33]. Les effets des cannabinoides ont été tres
largement étudiés chez les rongeurs avec méme parfois une
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Tableau III. Cas humain n° 1 : M. A, 30 ans, décédé lors d’un accident de la route.

Lieu de prélevement THC 11-OH CBD CBN THC-COOH
Gyrus 24 ngl/g neg neg 3,35 ng/g neg
Cortex préfrontal neg neg neg neg neg
Hippocampe neg neg neg neg neg
Putamen 11,3 ng/g neg neg neg neg
Pallidum neg neg neg neg neg
Lobes 8,9 ng/g neg neg neg neg
Noyau caudé 1,25 ng/g neg neg neg neg

Sang 3,7 ng/mL 2,4 ng/mL ND ND 130 ng/mL

Urines abs abs ND ND abs

Neg : négatif ; ND : non déterminé, Abs : absence de prélevement

3A : Cinétique du cannabidiol dans le sang
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Fig. 3. Cinétiques du cannabidiol (10 mg/kg) dans le sang (A) et dans
le cerveau (B). Chaque point représente une moyenne (n = 3 souris)
avec les barres d’erreurs représentant les écarts types.

persistance des troubles engendrés par ces molécules [27]
comme celle observée chez I’homme.

Nous avons choisi comme premiere dose a injecter, la dose
de 0,25 mg/kg de A°-THC, de cannabinol et de cannabidiol.
Pourle A’-THC, cette dose correspond a la quantité administrée
en moyenne par ’homme lors de I’inhalation de la fumée d’un
joint. De plus, Senn et ses collaborateurs [27] ayant mis en évi-
dence, chez la souris, des déficits cognitifs a long terme apres
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Fig. 4. Cinétiques du cannabinol (3 mg/kg) dans le sang (A), dans les
hémispheres cérébraux (B) et dans le cervelet (C). Chaque point
représente une moyenne (n = 3 souris) avec les barres d’erreurs
représentant les écarts types.
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Tableau IV. Cas humain n° 2 : Mme B., décédée par défénestration.

Lieu de prélevement THC 11-OH CBD CBN THC-COOH

Gyrus neg neg 61 ng/g neg neg
Cortex préfrontal 4,7 ngl/g neg 91 ng/g 2,5 ngl/g neg
Hippocampe neg neg 103 ng/g neg neg
Putamen neg neg 88 ng/g neg neg
Pallidum neg neg 303 ng/g 8,6 ng/g neg
Lobes neg neg 29 ng/g neg neg
Noyau caudé neg neg neg 7,2 nglg neg
Sang neg neg ND ND neg

Urines neg neg ND ND 60 ng/mL

Neg : négatif ; ND : non déterminé

Tableau V. Cas humain n° 3 : M. C., 26 ans, alcoolique chronique, consommateur de cannabis, décédé chez lui.

Lieu de prélevement THC 11-OH CBD CBN THC-COOH

Gyrus neg neg 116 ng/g neg neg
Cortex préfrontal neg neg neg neg neg
Hippocampe neg neg 80 ng/g neg neg
Putamen neg neg 310 ng/g 4,8 ng/g neg
Pallidum neg neg 684 ng/g 7,5 nglg neg
Lobes neg neg neg neg neg
Noyau caudé neg neg 165 ng/g 4,7 ng/g neg

Sang neg neg ND ND 9,8 ng/mL

Urines neg neg ND ND 41 ng/mL

Neg : négatif ; ND : non déterminé

Tableau VI. Cas humain n° 4 : M. D., 38 ans, SDF, décédé dans un squat.

Lieu de prélevement THC 11-OH CBD CBN THC-COOH
Gyrus 0,6 ng/g neg 16,5 ng/g 2,4 ng/g neg
Cortex préfrontal 2,04 ng/g neg neg 3,5 ng/g neg
Hippocampe 1,38 ng/g neg neg neg neg
Putamen neg neg 7,7 nglg 1,8 ng/g neg
Pallidum neg neg neg neg neg
Lobes neg neg neg neg neg
Noyau caudé neg neg neg neg neg

Sang 2,2 ng/mL 2,9 ng/mL ND ND 28,8 ng/mL

Urines neg neg ND ND 82 ng/mL

Neg : négatif ; ND : non déterminé
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Tableau VII. Cas humain n° 5 : M. E., 27 ans, notion de toxicomanie au cannabis, décédé chez lui d’une overdose a I’héroine.

Lieu de prélevement THC 11-OH CBD CBN THC-COOH
Gyrus 0,59 ng/g neg 10 ng/g 1,1 ng/g neg
Cortex préfrontal neg neg neg neg neg
Hippocampe 8,9 ng/g neg 50 ng/g neg neg
Putamen neg neg 11 ng/g neg neg
Pallidum 1,12 ng/g neg 8,4 ngl/g neg neg
Lobes neg neg neg neg neg
Noyau caudé neg neg neg neg neg
Sang neg neg ND ND neg
Urines neg neg ND ND neg
Neg : négatif ; ND : non déterminé
Tableau VIIIL. Cas humain n° 6 : M. F., décédé en prison, notion de consommation de cannabis.
Lieu de prélevement THC 11-OH CBD CBN THC-COOH

Gyrus neg neg neg neg neg
Cortex préfrontal 0,42 ng/g neg 10,7 ng/g 2,1 ngl/g neg
Hippocampe 0,98 ng/g neg neg neg neg
Putamen neg neg neg neg neg
Pallidum neg neg neg neg neg
Lobes 0,31 ng/g neg neg 1,1 ng/g neg
Noyau caudé 1,2 ng/g neg neg neg neg
Sang neg neg ND ND neg

Urines neg neg ND ND 128 ng/mL

Neg : négatif ; ND : non déterminé

une injection d’une tres faible dose de A’-THC (0,001 mg/kg),
nous pensions donc que la dose de 0,25 mg/kg serait suffisante
pour permettre de détecter la présence de cannabinoides dans
le sang et dans le cerveau. Malgré une technique analytique
reproductible et sensible, nous avons constaté une forte varia-
bilité inter-individuelle des concentrations de cannabinoides
mesurées chez les souris (et parfois souvent leur absence) a cette
dose de 0,25 mg/kg. Cette grande dispersion des résultats,
notamment aux faibles doses, provient probablement de la
variabilité métabolique de chaque souris. Cela étant, un défaut
de reproductibilité de I’injection intra-péritonéale et des diffé-
rences au niveau de 1’absorption peuvent également intervenir.
Cette dose de 0,25 mg/kg était probablement trop faible car,
comme le soulignent Brunet et coll. [20], les rongeurs sont peu
sensibles au THC et requierent donc I’ utilisation de fortes doses
de THC, supérieures a celles consommées par ’homme.
D’autres doses ont été testées. Tout d’abord des doses de
1 mg/kg de A9-THC, de CBN et de CBD, dose intermédiaire
souvent administrée a la souris lors de tests comportementaux
concernant le A’ THC. Ensuite, une dose de 10 mg/kg de
A’-THC (dose induisant certains troubles tels qu’une
hypothermie, une hypoactivité [34], une diminution de la

sensation de douleur, de latempérature rectale [35]), et des doses
de 3 mg/kg de CBD et de CBN. Nous n’avons pas obtenu de
résultats interprétables concernant le A°-THC et le CBD, ces
doses étant probablement encore trop faibles. En effet, outre la
faible sensibilité des rongeurs au THC, Wiley et son équipe [35]
ont montré la nécessité d’injecter de plus fortes doses en
intrapéritonéal pour obtenir les mémes effets par rapport a une
injection intraveineuse ou une inhalation pour lesquels le
passage des cannabinoides est tres rapide. De plus, comme I’ ont
observé Tseng et coll. [36] apres injection de THC radiomarqué
en intrapéritonéal, une majorit¢é du THC, en raison de son
extréme lipophilie, va se fixer directement sur le péritoine. Le
mode d’injection utilisé dans notre expérimentation est donc
trés probablement a I’ origine des tres faibles concentrations en
principes actifs et de 1’absence de métabolites observés dans le
sang de nos souris (les concentrations sanguines obtenues en
THC sont si faibles que les concentrations des métabolites
produits restent indétectables). Un autre type d’administration
aurait probablement été préférable mais plus difficilement
réalisable (injection intra-veineuse demandant une grande
expérience chez la souris ou systeéme d’inhalation en enceinte
fermée non disponible au laboratoire).
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En revanche, concernant le cannabinol, nous avons pu
établir des cinétiques dans le sang, dans les hémispheres
cérébraux et dans le cervelet (figures 4A—4C) avec cette dose de
3 mg/kg. Les résultats sont surprenants puisque le pic de CBN
est obtenu plus précocement dans les hémispheres cérébraux et
dans le cervelet par rapport au sang. Une hypothese peut étre
que le CBN se concentre trés rapidement dans le cerveau puis
est relargué dans le sang d’oll un pic sanguin plus tardif.

Mc Mahon et coll. [34] ont mis en évidence des effets
maximums (hypothermie, catalepsie et hypoactivité) avec des
injections intrapéritonéales allant de 30 2 100 mg/kg de A°-THC.
Nous avons donc choisi d’injecter anos souris une dose de 50 mg/
kg de A’-THC seul. Avec cette dose, notre hypothese de
persistance du THC dans le cerveau apres disparition du sang
n’apas été vérifiée, puisque deux heures apres administration on
retrouve du THC dans I’ensemble des prélevements et qu’apres
4 heures, tous les résultats sont négatifs. D’autres analyses
seraient nécessaires, notamment 1’ étude des concentrations a des
temps intermédiaires entre 2 et 4 heures apres injection. Par
contre, un décalage de cinétique a été observé avec un pic
plasmatique obtenu précocement (T30 min) par rapport au
Tmax correspondant a la concentration maximale observée dans
les hémispheres cérébraux (T45 min) et le cervelet (T1 heure).

Concernant le cannabidiol, il a été effectivement mis en
évidence une persistance cérébrale apres disparition du sang
apres injection d’une dose de 10 mg/kg de CBD (figures 3A et
3B). En effet, 45 minutes apreés administration, le cannabidiol
a totalement disparu du sang alors qu’il est a sa concentration
maximale dans les hémispheres cérébraux. Entre 45 minutes et
deux heures apres son administration, le cannabidiol est donc
absent du sang et présent uniquement dans le cerveau. Ce
résultat semble donc confirmer la présence de certains
cannabinoides dans le cerveau alors méme qu’ils ont disparu du
sang.

Concernant les prélevements humains, les dosages sanguins
ayant été réalisés avec la technique de routine du laboratoire,
le cannabinol et le cannabidiol n’ont pas été€ dosés. Malgré tout,
notre objectif principal concernant ces prélevements de per-
sonnes décédées était de mettre en évidence la présence de
cannabinoides dans les zones de cerveau étudiées alors méme
que le THC n’était plus présent dans le sang. Une telle persis-
tance a pu étre mise en évidence pour quatre des six personnes
étudiées (tableaux IV, V, VII et VIII). Ces résultats concordent
avec ceux de I’équipe de Mura [22]. Cette persistance semble
durer relativement longtemps puisque chez M. E. (tableau VII),
le THCCOOH urinaire, connu pour persister plusieurs jours
dans les urines, est négatif alors que I’ensemble des cannabi-
noides, a savoir THC, CBN et CBD sont encore retrouvés au
niveau cérébral. Il est impossible de tirer de conclusion quant
a la présence plus longue de I’un ou I’autre des cannabinoides
sur un nombre aussi peu élevé d’échantillons. Toutefois, il sem-
blerait que lorsque le THC est encore présent dans le sang,
(tableaux III et V1), le cerveau contient essentiellement du THC
et peu ou pas de CBD etde CBN, alors que lorsque le THC n’est
plus présent dans le sang (tableaux IV, V, VII), ce sont le CBN
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et le CBD qui deviennent majoritaires au niveau cérébral, avec
notamment des concentrations en CBD parfois élevées. Une
étude basée sur 1’étude des effets cognitifs et non sur des
mesures de concentrations cérébrales [37] a également permis
de mettre en évidence une persistance de ces effets jusqu’a
sept jours apres abstinence et donc apres disparition du THC
dans le sang. Dans nos résultats, il est intéressant de constater
que les concentrations les plus fortes observées dans le cerveau
concernent le cannabidiol. Or, une persistance dans le cerveau
a également été observée pour cette molécule apres disparition
totale du sang chez les souris que nous avons étudié. Le canna-
bidiol pourrait donc étre la molécule la plus impliquée dans les
phénomenes de rémanence des effets du cannabis. Pourtant,
cette molécule semble étre dénuée de propriétés psychoactives,
et pourrait méme avoir des effets antipsychotiques [38]. Il sem-
blerait nécessaire de conduire de nouvelles expériences avec ce
composé pour en déterminer le réle exact au niveau cérébral.

Concernant les zones de cerveau étudiées, nous avions
choisi de nous intéresser a différentes zones riches en récepteurs
CBI1. Cependant, le nombre de sujets analysés est trop faible
pour mettre en évidence un tropisme particulier des cannabi-
noides envers une zone particuliere du cerveau parmi ces 7 zones
sélectionnées. Il aurait été €également intéressant d’analyser des
zones pauvres en récepteurs CB1 afin d’effectuer une compa-
raison par rapport aux zones riches et ainsi affiner le tropisme
cérébral du THC.

Notre étude est malgré tout la premiere, a notre
connaissance, a montrer une persistance dans le cerveau de
cannabidiol apres disparition dans le sang aussi bien chez
I’homme que chez la souris, en plus du décalage de cinétique
constaté pour le A-THC.

5 Conclusion

Ces résultats préliminaires semblent montrer qu’il existe
bien un décalage de cinétique au niveau des Tmax du A’-THC,
du cannabidiol et du cannabinol entre le cerveau et le sang avec
par ailleurs persistance du cannabidiol dans le cerveau apres dis-
parition totale du sang. Ces résultats doivent étre confirmés sur
un nombre plus important de patients décédés consommateurs
de cannabis. Des prélevements dans ce sens se poursuivent dans
notre laboratoire.

Conflits d’intéréts. Les auteurs déclarent ne pas avoir de
conflits d’intéréts.
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