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Résumé

Tout médicament administré par la voie orale doit étre absorbé sans étre métabolisé par
I’intestin et le foie pour atteindre la circulation systémique. Malgré son impact majeur sur
I’effet de premier passage de plusieurs médicaments, le métabolisme intestinal est souvent
négligé comparativement au métabolisme hépatique. L’objectif de ces travaux de maitrise est
donc d’utiliser, caractériser et développer différents outils in vitro et in vivo pour mieux
comprendre et prédire I’impact du métabolisme intestinal sur 1’effet de premier passage des
médicaments comparé au métabolisme hépatique. Pour se faire, différents substrats d’enzymes
du métabolisme ont été incubés dans des microsomes intestinaux et hépatiques et des
différences entre la vitesse de métabolisme et les métabolites produits ont ét¢ démontrés. Afin
de mieux comprendre 1’impact de ces différences in vivo, des études mécanistiques chez des
animaux canulés et traités avec des inhibiteurs enzymatiques ont été conduites avec le substrat
métoprolol. Ces études ont démontré 1’impact du métabolisme intestinal sur le premier
passage du métoprolol. De plus, elles ont révélé¢ I’effet sur la vidange gastrique du 1-
aminobenzotriazole, un inhibiteur des cytochromes p450, évitant ainsi une mauvaise
utilisation de cet outil dans le futur. Ces travaux de maitrise ont permis d’améliorer les
connaissances des différents outils in vitro et in vivo pour étudier le métabolisme intestinal
tout en permettant de mieux comprendre les différences entre le role de 1’intestin et du foie sur

I’effet de premier passage.

Mots-clés : Métabolisme intestinal des médicaments, pharmacocinétiques, métoprolol, effet de

premier passage, cytochrome p450, 1-aminobenzotriazole.



Abstract

To reach the systemic circulation, orally administered drugs have to be absorbed and
not metabolized by the intestine and the liver. Even though it has a major impact on the first
pass effect of many xenobiotics, the intestinal metabolism is often neglect compare to the
hepatic metabolism. The objective of this work is to use, characterize and develop multiple in
vitro and in vivo tools to better understand and predict the impact of intestinal metabolism on
the first pass effect of xenobiotics compared to the liver. To do so, multiple substrates of
metabolic enzymes were incubated in intestinal and hepatic microsomes and differences
between the rate of metabolism and the production of metabolites were demonstrated. To
better understand the impact of these differences in vivo, mechanistic studies were undergone
in rats cannulated or treated with enzymatic inhibitors with the substrate metoprolol. These
studies demonstrated the impact of intestinal metabolism on the first pass of metoprolol.
Moreover, they exposed the effect on gastric emptying of 1-aminobenzotriazole, a cytochrome
p450 inhibitor, avoiding its wrong utilisation in future studies. This work helped increase the
knowledge about the different in vitro and in vivo tools to study intestinal metabolism and to
better understand the differences between the role of the intestine and the liver on the first pass

effect.

Keywords : Intestinal metabolism, pharmacokinetics, metoprolol, first pass effect,

cytochrome p450, 1-aminobenzotriazole.
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Chapitre 1 : Introduction

1.1 — Mise en contexte

La prise de médicaments par voie orale est de loin la route d’administration la plus
favorable et la plus utilisée. Plus de 60 % des médicaments sont commercialisés en tant que
traitements oraux (1). Dans ces circonstances, il est important que les propriétés
pharmacocinétiques d’un médicament soient optimales pour qu’il atteigne la circulation
systémique. Ainsi, pour surmonter les barriéres a 1’absorption, les médicaments sont optimisés
en phase de développement pour avoir une bonne solubilité, une bonne perméabilité
intestinale et un faible premier passage hépatique (2). Etant donné que ’expression intestinale
des enzymes du métabolisme des médicaments représente seulement 1 % de celle du foie (3),
le métabolisme intestinal est rarement considéré comme un acteur majeur dans la
pharmacocinétique des médicaments. Ainsi, peu d’outils sont disponibles pour I’étudier (2).
Pourtant, il a été démontré que I’intestin joue un role significatif et parfois méme plus
important que le foie dans le métabolisme de plusieurs médicaments tels que le midazolam (4,
5), le tacrolimus (6), la félodipine (7) et le raloxiféne (8). Dans cette optique, il est important
de mieux comprendre I’impact du métabolisme intestinal sur la pharmacocinétique des
médicaments en comparaison avec le foie. Il est aussi essentiel d’avoir de bons outils pour
¢tudier le métabolisme intestinal des médicaments. L’objectif de ces travaux est donc
d’utiliser, caractériser et développer différents outils in vitro et in vivo pour mieux comprendre

et prédire I’impact du métabolisme intestinal sur la pharmacocinétique des médicaments.

1.2 — Pharmacocinétique et métabolisme des médicaments

Afin d’étre efficace, tout médicament doit atteindre son site d’action. La science qui
¢tudie le comportement d’une molécule dans I’organisme s’appelle la pharmacocinétique. On
la résume souvent par le terme ADME pour Absorption, Distribution, Métabolisme et

Excrétion. Dans cette section, il sera question des notions de base de pharmacocinétique.
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1.2.1 — Absorption

L’absorption est le passage d’un médicament de son site d’administration a la
circulation systémique. La notion d’absorption ne s’applique pas a la voie intraveineuse
puisque le médicament est administré directement dans le sang. Par contre, pour les
médicaments oraux, il s’agit d’une étape trés importante qui dépendra principalement de trois
facteurs : la solubilisation du composé dans le tube gastro-intestinal, sa perméabilité

membranaire et son niveau de métabolisme de premier passage (9).

Afin de pouvoir étre absorbé, un médicament doit a tout prix étre solubilisé dans le
fluide intestinal. La dissolution d’un médicament dépend principalement de sa formulation, de
sa solubilité intrinséque et, pour les acides et les bases, du pH intestinal (10). Pour savoir si la
solubilité d’un composé sera limitante & son absorption, il est possible d’évaluer in vitro la
solubilit¢ d’un composé dans des liquides gastriques ou intestinaux simulés (11). On
considerera la solubilité comme n’étant pas limitante quand la dose administrée chez [’humain

est soluble dans 250 mL (12).

Une fois solubilisé, le composé devra diffuser au travers de la membrane intestinale
pour atteindre le systéme porte. On appelle la capacité d’un médicament a diffuser au travers
des membranes la perméabilité. La plupart du temps, les médicaments traversent par diffusion
passive ou alors avec I’aide d’un transporteur intestinal. L’absorption d’un composé avec une
bonne perméabilité peut aussi étre diminuée par des transporteurs d’efflux qui repompent le
médicament dans la lumiére intestinale. Pour savoir si la perméabilit¢ d’un médicament est
limitante a son absorption, il est possible d’utiliser différents modéles cellulaires comme les
cellules Caco-2 pour estimer sa perméabilité cellulaire et son affinité pour les différents

transporteurs (10).

Pour se rendre a la circulation systémique, le médicament ne doit pas étre dégradé par
les enzymes du métabolisme présentes dans I’intestin et le foie. Puisque les molécules
absorbées par la voie orale n’ont pas d’autres choix que de traverser I’intestin et le foie, elles
sont fortement exposées aux enzymes du métabolisme. On appelle le métabolisme qui survient
dans la phase d’absorption le métabolisme de premier passage (10). Le métabolisme des

médicaments sera décrit plus en détail dans les sections subséquentes.
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On appelle la proportion de médicament qui atteint la circulation systémique la
biodisponibilité (% F). Elle est toujours rapportée a une administration i.v. On la calcule avec

I’équation suivante :

% F = SSCP.O. o Dose; ,,

S§5C;y.  Dosep,,

Ou SSC est la surface sous la courbe des concentrations plasmatiques. Cependant, pour
que la %F calculé soit valide, il faut que les valeurs de SSC p.o. et i.v. soient dans le méme

ordre de grandeur.

De plus, on peut séparer la biodisponibilité en trois parties distinctes: la fraction
absorbée (F,), la fraction non métabolisée par I’intestin (F,) et la fraction non métabolisée par
le foie (Fy) (Voir Figure 1). Ainsi, F, dépend de la solubilit¢ et de la perméabilité du

médicament et F, et F, du niveau de métabolisme intestinal et hépatique respectivement (13).

Administration
orale

Veine porte

Biodisponibilité

' Métabolisme Métabolisme
intestinal hépatique

Fa x Fg x Fh = F

Absorption

Figure 1 — Notion de biodisponibilité. Tirée et adaptée de (14)

Deux autres paramétres importants de 1’absorption sont la concentration maximale

(Cmax) et le temps au Cpax (Tmax). Ces deux parametres seront affectés par des changements
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d’absorption. Ainsi, si la vitesse d’absorption est diminuée, le Tmax sera augmenté et le Cmax

diminué et vice-versa (10).

1.2.2 — Distribution

La distribution d’un médicament correspond au passage d’un composé¢ de la circulation
systémique aux tissus. Elle dépend de la liaison aux protéines plasmatiques et du caractére
hydrophile et lipophile d’un composé. On représente 1’étendue de distribution d’un composé
par le volume de distribution (V4) qui se calcule avec I’équation suivante :

_ Dose
a= Co

Ou Cy est la concentration initiale suite a une administration intraveineuse (10).

La liaison aux protéines plasmatiques affecte grandement la distribution d’un
médicament. En effet, seulement la fraction libre du médicament peut traverser les capillaires
sanguins pour atteindre les tissus. Ainsi, c’est la concentration libre qui sera responsable de
I’action thérapeutique. Le méme raisonnement s’applique a I’¢limination puisque seulement la
fraction libre pourra atteindre le foie et les reins pour étre éliminée. Pour ces raisons, il est tres
important de prendre en compte la liaison aux protéines plasmatiques lorsqu’on étudie un

médicament (10).

1.2.3 — Métabolisme

Le métabolisme a comme premier objectif d’augmenter la polarité des médicaments
pour qu’ils soient plus facilement ¢liminés de I’organisme dans la bile et I'urine (10). On
appelle la molécule modifiée par le métabolisme un métabolite. Généralement, le métabolisme
aura pour effet d’inactiver le médicament. Par contre, il peut arriver que D’activité soit
augmentée ou que le métabolite produit soit toxique (15). Le métabolisme a principalement
lieu dans le foie, mais plusieurs autres organes expriment également des enzymes du
métabolisme comme 1’intestin, les reins et les poumons (16). De plus, I’intestin peut avoir un
role particuliérement important étant donné que les médicaments administrés oralement

n’auront pas d’autres choix que de traverser les cellules intestinales (17).
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On sépare généralement le métabolisme en deux catégories : les réactions de Phase I et
les réactions de Phase II. Les phases I sont les réactions qui modifient la structure de la
molécule alors que les Phases II sont 1’addition d’un groupement polaire. Une réaction de
Phase II peut avoir besoin d’une phase I pour avoir lieu, mais peut aussi survenir directement

sur la molécule mere (10, 15).

1.2.3.1 — Métabolisme de phase I

Les enzymes de phase I peuvent catalyser différentes réactions enzymatiques comme
I’oxydation, la réduction, I’hydrolyse et 1’hydratation (15). Plusieurs familles d’enzymes
peuvent effectuer ces réactions, mais le métabolisme des médicaments est généralement
associ¢ a la famille du cytochrome P450 (CYP). Les CYP sont des enzymes localisés sur la
membrane du réticulum endoplasmique (15). Par contre, on en retrouve aussi dans les
mitochondries (18). Ils sont composés d’un groupement héme qui contient un atome de fer.
C’est ce groupement qui est responsable de lier I’oxygene et de le transférer a la molécule via
une série de réactions (voir Figure 2). Ces réactions nécessitent la présence de NADPH qui,
via la NADPH-cytochrome p450 réductase, fourni les électrons nécessaires a la réduction du

Fe'" en Fe'"' (10).

® pon,, Fe P
3 //rf \ 3+
Fe** ROH Fe™ RH NADPH-P450 reductase™d

\15‘@

NADPH-P450 reductase®™

@ T Fe2+ RH

RH e PE_-
H* 2, 1e” b, red
@ Fe -— 02 RH 5
bsox
NADPH-P450 reductase™d NADPH-P450 reductase®™

Figure 2 — Cycle catalytique du cytochrome P450. Tirée de (10).
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A ce jour, 74 différentes isoformes du CYP ont été décrites (19). Chez 1’humain, le
métabolisme des médicaments est catalysé principalement par le CYP3A4/5, 2D6, 2C9, 2C19,
2E1 et 1A1/2 par ordre d’importance (20) (Voir Tableau 1 pour des exemples de

médicaments métabolisés par les CYP).

Isoformes Meédicaments

CYP1A2 Caféine, acétaminophéne, théophylline
CYP2C19 Oméprazole, phénytoine

CYP2C9 Ibuproféne, tolbutamide, warfarine

CYP2D6 Codéine, débrisoquine, métoprolol

CYP2E1 Alcool, acétaminophéne

CYP3A4,5,7 Cyclosporine, nifédipine, indinavir, simvastatin

Tableau 1 — Exemples de médicaments métabolisés par les CYP. Source : (19).

1.2.3.2 — Métabolisme de phase 11

Le métabolisme de phase II est I’addition d’un groupement polaire a la molécule dans
le but d’augmenter son caractere hydrophile. Les réactions de phase II les plus fréquentes sont
la glucuronidation, la sulfatation, 1’ajout de glutathionne, 1’acétylation, et 1’ajout d’acide
aminé. Il faut noter que toutes nécessitent 1’action d’une enzyme spécifique et la présence d’un
cofacteur. Sauf la glucuronidation qui se produit dans le réticulum endoplasmique, la majorité

des réactions de phase II se produisent dans le cytosol (10).

La glucuronidation est sans aucun doute la réaction de phase II la plus fréquente. Elle
consiste a ajouter une molécule d’acide glucuronique sur un oxygene, un azote ou un soufre.
Elle est catalysée par ’'UDP-Glucuronyltransférase (UGT) et nécessite la présence d’UDP-
glucuronique acide. Il existe 18 isoformes des UGT qu’on classifie en deux sous-familles :
UGT]1 et UGT2. La famille entiére des UGT]1 est dérivée d’un seul géne composé de 17 exons
dont une région constante de 4 exons est commune a tous les UGT1. Ainsi, un polymorphisme
dans la région constante aura un impact sur toutes les isoformes de la famille UGTI1. Les

isoformes de la famille UGT2 sont, quant a elles, toutes exprimées a partir de génes distincts

@1).
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1.2.3.3 — Inhibition et induction des enzymes métaboliques

Les enzymes du métabolisme sont impliquées dans une grande proportion des
interactions médicamenteuses. Ces interactions peuvent survenir quand un premier
médicament inhibe ou induit les enzymes métaboliques ce qui aura pour effet d’augmenter ou
de diminuer les concentrations plasmatiques d’un second médicament. On appelle le
médicament qui est la cause de ’interaction 1’agresseur et celui qui subit I’interaction la

victime (10, 15).

L’inhibition des enzymes métaboliques peut étre réversible ou irréversible. Dans le cas
d’une inhibition réversible, il y a compétition pour le site actif d’'une enzyme métabolique par
I’agresseur ce qui a pour effet de diminuer le métabolisme de la victime. Dans ce cas,
I’inhibition va s’atténuer si les concentrations plasmatiques de 1’agresseur diminuent. Dans le
cas d’une inhibition irréversible, I’agresseur se lie de maniere irréversible a I’enzyme ce qui a
pour effet de I’inactiver complétement. Dans ce type d’inhibition, il faut attendre que la

protéine soit synthétisée de nouveau pour que I’inhibition cesse (10, 15).

L’induction des enzymes métaboliques est causée par I’activation de récepteurs
nucléaires par un agresseur. Une fois activeés, ces récepteurs, tels que le Pregnane X Receptor
(PXR) ou le Constitutive Androstane Receptor (CAR), vont activer le geéne rapporteur de
certaines enzymes métaboliques ce qui aura pour effet d’augmenter la quantité de protéines et
ainsi le métabolisme de la victime (15). Par exemple, la rifampicine est un activateur du PXR
qui a pour effet d’induire le CYP3A4 (22, 23) ce qui peut rendre inactif plusieurs médicaments
comme le midazolam, la simvastatin, le verapamil et plusieurs bloqueurs des canaux calciques

(24).

1.2.4 — Excreétion

L’excrétion est la phase qui consiste a ¢liminer le médicament et ses métabolites de
I’organisme. L’excrétion se fait principalement dans le foie et dans les reins. Dans le foie, la
molécule mere et ses métabolites peuvent étre excrétés dans la bile a I’aide de transporteurs
similaires a ceux retrouvés dans I’intestin et les reins. Dans certains cas, il peut y avoir une
réabsorption du médicament par I’intestin : on parlera de cycle entéro-hépatique. S’il n’y a pas

de réabsorption, le médicament ou ses métabolites seront excrétés dans les féces.
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Trois mécanismes principaux sont responsables de [D’excrétion rénale des
médicaments : la filtration glomérulaire, la sécrétion tubulaire et la réabsorption tubulaire. La
filtration glomérulaire se produit dans le glomérule et permet la filtration de toutes les
molécules avec un poids moléculaire inférieur a 20 000 daltons. Ainsi, pratiquement tous les
médicaments non liés aux protéines plasmatiques seront filtrés dans le glomérule. Il peut aussi
y avoir transport de médicament du sang vers la lumicre tubulaire a 1’aide de transporteur.
C’est ce qu’on appelle la sécrétion tubulaire. Enfin, les médicaments présents dans le tubule
peuvent étre réabsorbés dans la circulation. La réabsorption tubulaire peut avoir lieu par
diffusion passive ou a I’aide de transporteurs. C’est la sommation de ces trois mécanismes qui

détermine la fraction de médicament qui sera éliminée dans [’urine (19).

Le parametre pharmacocinétique qui représente I’¢limination est la clairance (CL). La
clairance correspond au volume de plasma qui est complétement épuré du médicament en
fonction du temps. On peut déterminer la clairance plasmatique totale (CLt) d’un médicament
apres une administration intraveineuse avec 1’équation suivante :

Dose

Clr = <5¢

= CLy + CLg + CLgytres

Ou CLjy est la clairance hépatique par métabolisme, CLy la clairance rénale et CLyres

la clairance par les autres mécanismes d’élimination non standards (19).

On peut aussi se référer au temps de demi-vie (T;,) qui est le temps nécessaire pour
diminuer les concentrations plasmatiques de moiti¢. Par contre, ce parameétre inclut aussi la
distribution puisqu’il dépend a la fois de la clairance et du volume de distribution. Le T/, est

calculé par I’équation suivante :

0.693 V,
= 0.693 X =

V2= T CL

Ou k¢ est la pente d’¢élimination des concentrations plasmatiques (10, 19).

1.3 — Physiologie du tube gastro-intestinal

Le tube gastro-intestinal est composé de différents segments ayant chacun des

fonctions qui leurs sont propres. Tout d’abord, il y a I’estomac qui est un réservoir temporaire
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servant a entamer une digestion chimique et enzymatique de la nourriture dans un milieu
acide. Par la suite, il y a D’intestin gréle qui est séparé en trois segments principaux : le
duodénum, le jéjunum et I’iléon. La principale fonction de I’intestin gréle est la digestion et
I’absorption des aliments. Ainsi, a son arrivée dans le duodénum, le pH acide du contenu
intestinal est neutralisé par les sécrétions biliaires et pancréatiques. De plus, les sels biliaires et
les gras contenus dans la bile favoriseront I’émulsion et 1’absorption des lipides du contenu
intestinal tandis que les enzymes pancréatiques ainsi que celles retrouvées a la surface des
cellules intestinales favoriseront la digestion du contenu intestinal. L’absorption du contenu
intestinal est optimisée dans ’intestin gréle par la présence de plis circulaires, de villosités et
de microvillosités qui augmentent grandement la surface d’absorption (Voir Figure 3).
Finalement, le dernier segment du tube gastro-intestinal est le gros intestin qu’on appelle aussi
le colon. Le colon contient énormément de bactéries qui seront responsables de la digestion
des résidus alimentaires restants. C’est aussi dans cette région qu’a lieu ’absorption de la plus
grande partie de 1’eau résiduelle et des électrolytes. Enfin, le colon sert de stockage temporaire

des feces avant leur élimination par défécation (25).

Microvillosités (bordure en brosse)
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Figure 3 — Structure macroscopique de ’intestin gréle. Tirée et adaptée de (25).
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L’anatomie du tube gastro-intestinal affecte beaucoup ’absorption des médicaments.
Tout d’abord, I’estomac est un lieu peu propice a I’absorption des médicaments étant donné la
faible surface d’absorption et le pH acide. Ainsi, I’estomac crée un délai dans 1’absorption des
médicaments oraux qui est dépendant du temps de vidange gastrique. L’intestin gréle par
contre est le lieu ou se produira la majorité¢ de I’absorption des médicaments di a la trés
grande surface de contact et au volume ¢levé de fluides qui favoriseront la perméabilité et la
solubilit¢ des médicaments respectivement. Enfin, le colon est moins propice a 1’absorption
des médicaments que I’intestin gréle puisque la surface d’absorption et le volume de liquide y
sont moindres (10). Néanmoins, plusieurs médicaments avec une formulation & libération
prolongée relachée dans le colon sont tout de méme bien absorbés. Il faudra par contre que

leur profil de perméabilité et solubilité soit optimal (26).

Etant donné son réle clef dans ’absorption des médicaments, il est important de bien
comprendre la structure cellulaire de 1’épithélium intestinal. Tout d’abord, les villosités sont
entourées de cryptes intestinales qui contiennent les cellules souches et les cellules
prolifératives a 1’origine de tous les autres types cellulaires. En proliférant, les cellules vont se
différentier et migrer vers le bout des villosités pour devenir des cellules spécialisées : les
entérocytes, les cellules caliciformes et les cellules entéroendocrines. Une fois rendues au bout
des villosités, les cellules intestinales vont se détacher et entrer en apoptose. L’¢épithélium
intestinal se renouvelle ainsi tous les deux a quatre jours. Un quatrieme type cellulaire
spécialisé réside au bas de la crypte : les cellules de paneth. Les différents types cellulaires qui

composent les villosités et les cryptes de I’intestin gréle sont montrés a la Figure 4 (25, 27,

28).

Les entérocytes composent la majorité de I’épithélium intestinal. Ils sont pourvus de
trés nombreuses microvillosités et sont responsables de 1’absorption du contenu intestinal.
Quant a elles, les cellules caliciformes sont responsables de la sécrétion de mucus, les cellules
entéroendocrines de la sécrétion d’enzymes intestinales et d’hormones et les cellules de paneth

de la sécrétion d’agents antimicrobiens (25).
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Figure 4 — Types cellulaires composant les villosités et les cryptes intestinales. Tirée et

adaptée de (27).

1.4 — Le métabolisme intestinal des médicaments

L’intestin est 1’organe extra-hépatique exprimant le plus d’enzymes du métabolisme
(29). Le métabolisme intestinal a lieu lors de la phase d’absorption des médicaments
administrés par la voie orale au moment ou les molécules doivent traverser 1’épithélium
intestinal pour atteindre la circulation systémique. Il joue donc un role important dans 1’effet

de premier passage des médicaments (30).
1.4.1 — Enzymes impliquées dans le métabolisme intestinal des médicaments

1.4.1.1 — Métabolisme de phase I

Chez I’humain, les CYP3A4 et CYP3AS sont certainement les enzymes de phase I les
plus importantes du métabolisme intestinal. A eux seuls, ils correspondent & environ 80 % du

contenu total de CYP. Outre le CYP3A, seul le CYP2C9 est présent en grande partie. La
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Figure 5 montre 1’expression des différents CYP dans ’intestin gréle et le foie chez I’humain

(31).

CYP2C9 (14%)

CYP2B6 (<1%) CYP2E1 (9%)

CYP2C19 (2%) CYP2A6 (6% /
.{/cvpzDS(u.?%) e CYP1A2 (18%
———CYP2J2 (1.4%) CYP2D6 (2%)\ \" e

CYP3A (82%) CYP2C (25%)

CYP3A (40%)

INTESTIN FOIE

Figure 5 — Expression des cytochromes p450 dans l'intestin gréle et le foie chez ’humain.

Tirée et adaptée de (31).

Plusieurs études ont essayé de quantifier précisément le contenu total en CYP de
I’intestin gréle 1’estimant entre 20 et 210 pmol/mg. L’incertitude autour de cette valeur montre
bien la variabilité interindividuelle dans I’expression intestinale des CYP (3, 17, 31-33). En
comparaison, le foie contiendrait entre 210 et 580 pmol/mg de CYP total. De plus, le contenu
total en CYP dans l’intestin représenterait environ 1 % de celui du foie (3). Néanmoins,
plusieurs substrats du CYP, tels que le midazolam (4, 5), le tacrolimus (6), la nifédipine (34),

la félodipine (7) et le vérapamil (35) sont fortement métabolisés par 1’intestin.

L’expression des CYP dans I’intestin est plus élevée dans le duodénum et le jéjunum et
diminue considérablement dans I’iléum avec pratiquement aucune expression dans le colon
humain (33, 36-38). De plus, les CYP sont exprimés plus fortement dans les entérocytes
matures présents au bout des villosités et sont trés faiblement exprimés dans les cellules

prolifératives des cryptes intestinales (33, 36, 39).

Un médicament particulierement intéressant pour étudier le métabolisme intestinal de
phase I chez I’humain et le rat est le midazolam. Le midazolam est un substrat du CYP3A4
métabolis¢é en 1-hydroxymidazolam et en 4-hydroxymidazolam au niveau intestinal et

hépatique (40, 41). Chez I’humain, il subit une extraction intestinale de 50 % apres une
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administration orale (42). Les structures du midazolam et de ses deux métabolites sont illustrés

a la Figure 6.

Midazolam
N
g
N
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Cl
F
Hydroxylation Hydroxylation
CYP3A CYP3A
HO
N N
e 9
N N
OH
=N N
Cl Cl
F F
4-OH-Midazolam 1-OH-Midazolam

Figure 6 — Voies métaboliques du Midazolam chez I’humain et le rat. Source : (40, 41)
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1.4.1.2 — Métabolisme de phase 11

La glucuronidation est la réaction de phase II la plus importante et la mieux
caractérisée du métabolisme intestinal des médicaments. L’ajout de glutathione et la
sulfatation ont aussi été rapportés, mais sont moins bien connus (43). Plusieurs isoformes des
UGT sont exprimées dans le tube gastro-intestinal tels que 'UGT1A1, 1A7, 1A8, 1A10, 2B7,
2B15 et 2B17 (44-46). De plus, les UGTIA7, 1A8, 1A10 et 2B17 sont exprimés
spécifiquement dans I’intestin et sont indétectables dans le foie (44-47). Contrairement aux
CYP, les UGT ne diminuent pas systématiquement dans le colon et certaines isoformes sont
méme exprimées en quantité égale ou supérieure dans le colon comparé a I’intestin gréle (44,
46). Plusieurs médicaments sont glucuronidés par l’intestin chez I’humain tels que le

raloxiféne (8), le diclofenac, le telmisartan (48) et la troglitazone (49).

1.4.1.3 — Autres enzymes importantes

Outre le métabolisme de Phase I et de Phase II, I’intestin joue aussi un role important
dans la conversion de plusieurs promédicaments. Par exemple, il arrive souvent qu’un
groupement phosphate soit ajouté a une molécule afin d’améliorer sa solubilité. Dans ce cas, le
promédicament sera converti en médicament a la membrane des cellules intestinales par
I’alcaline phosphatase et sera rapidement absorbé (50). La fosphénytoine est un exemple de

promédicament phosphate utilisé pour améliorer la solubilité de la phénytoine (51).

I1 arrive aussi qu’un groupement lipophile soit ajouté par un lien ester a un médicament
peu perméable pour favoriser sa perméabilit¢. Dans un tel cas, le groupement ester sera
rapidement clivé par les estérases une fois absorbé. Comme les cellules intestinales
contiennent elles aussi des estérases, elles peuvent jouer un rdle dans le clivage de ces
promédicaments. Par exemple, 1’énalapril est un promédicament de type ester qui est converti

en énalaprilat une fois absorbé (52).

1.4.1.4 — Différences interespeces

Jusqu’a maintenant, il a été seulement question du métabolisme chez I’humain. Par
contre, les animaux ont aussi du métabolisme intestinal et hépatique. Il est important de savoir

qu’il existe énormément de différences interespéces dans le métabolisme des médicaments.
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Ainsi, le métabolisme d’un substrat peut étre entierement différent d’une espece a 1’autre. Par
exemple, un médicament métabolisé par le CYP3A chez I’humain ne sera pas nécessairement

métabolisé par le CYP3A chez le rat et vice-versa (53-55).

Chez le rat, on retrouve les mémes familles d’enzymes du métabolisme que chez
I’humain. Cependant, les isoformes sont différentes. Dans I’intestin de rat, on retrouve
plusieurs isoformes du CYP1A, 2B, 2C, 2D et plusieurs autres isoformes du 3A comme le
CYP3AI, 3A9, 3A18 et 3A62 (54, 56-60). Les isoformes du CYP3A et CYP2B seraient les
plus présentes au niveau intestinal chez le rat (57). Comme chez I’humain, la glucuronidation
joue aussi un role important dans le métabolisme intestinal chez le rat (54, 61). Le Tableau 2
montre différents substrats des enzymes du métabolisme qu’on peut utiliser pour étudier le

métabolisme intestinal chez le rat.

Substrats Isoformes Références
Phénacétine CYPI1A (62)
Bupropion CYP2B (63)
Propranolol CYP2D (64)
Métoprolol CYP2D et 3A (65)
Midazolam CYP3A (66)
Félodipine CYP3A (67)
Astémizole CYP2J et 3A (68)
Raloxiféne UGT (69)

Tableau 2 — Différents substrats du métabolisme chez le rat

Le métoprolol est particulicrement intéressant puisqu’il est complétement absorbé
(Fa=1), mais subit un trés fort premier passage intestinal et hépatique lorsqu’administré
oralement a des rats (70, 71). De plus, il est métabolisé en o-desméthy-metoprolol (ODM) par
le CYP3A et en a-hydroxy-métoprolol (OHM) et en métoprolol-acid (MA) par le CYP2D
(65). Puisque D’intestin de rat contient beaucoup de CYP3A et des niveaux minimes de
CYP2D (72), on peut s’attendre a des différences dans la production de ses métabolites entre

I’intestin et le foie. La Figure 7 montre les voies métaboliques de métoprolol chez le rat

27



PN PN

HO HO

O-Déalkylation

0 CYP3A 0
—
/O OH
Métoprolol ODM
Hydroxylation Oxidation
CYP2D CYP2D
HNJ\ HNJ\
HO HO
o o
o
OH
0 OH
OHM MA

Figure 7 — Voies métaboliques du métoprolol chez le rat. Source : (65).
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1.4.2 — Qutils in vitro pour étudier le métabolisme intestinal

Les outils in vitro permettent d’avoir une idée rapide du métabolisme d’un
médicament, sans avoir recours a des études chez les animaux. Avec les outils in vitro, il est
possible d’étudier différents parameétres, soit la clairance intrinséque d’un médicament, son
profil métabolique et méme son potentiel d’inhibition ou d’induction des enzymes
métaboliques (10). Alors que les outils pour étudier le métabolisme hépatique sont bien
décrits, ceux pour étudier le métabolisme intestinal sont encore en développement (2). Les
fractions cellulaires sont trés certainement 1’outil le plus utilisé, mais étant donné leurs
limitations, plusieurs travaux sont effectués pour développer un modele cellulaire qui

permettrait 1I’étude du métabolisme intestinal.

1.4.2.1 — Fractions cellulaires

Les fractions cellulaires sont obtenues par centrifugation différentielle suite a
I’homogénéisation mécanique des cellules intestinales. Selon les besoins, on peut utiliser
I’homogénat cellulaire, la fraction S9 (obtenue suite a une premiere centrifugation et qui
contient un mélange de cytosol et de microsomes), la fraction cytosolique ou la fraction
microsomiale. La fraction microsomiale est la plus utilisée puisqu’elle contient et concentre
tous les CYP et la majeure partie des UGT. Cependant, il peut étre nécessaire d’avoir recours

aux autres fractions quand on étudie une enzyme cytosolique par exemple (10, 73).

Il existe différentes méthodes d’isolation des cellules intestinales qui peuvent donner
des microsomes avec des activités tres différentes les unes des autres. Ainsi, certaines études
préparent les microsomes a partir de 1’intestin entier (73), d’autres récoltent uniquement la
mugqueuse intestinale soit par grattage (73-79) ou par élution avec du EDTA (78-81). De plus,
certaines études n’ajoutent pas d’inhibiteurs de protéases (73), alors que d’autres en ajoutent
(74, 77). En général, les microsomes préparés par élution avec EDTA en présence
d’inhibiteurs de protéases offrent la meilleure activité (78, 79). C’est aussi cette méthode qui
est utilisée par plusieurs vendeurs comme Xenotech. Par contre, cette méthode ajoute de la
variabilité puisque d’un expérimentateur a ’autre et d’un lot a 1’autre ce n’est pas la méme

proportion d’entérocytes matures qui sera ¢luée (81).
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1.4.2.2 — Modéles cellulaires

L’utilisation de cellules enti¢res comparativement aux fractions cellulaires pour étudier
le métabolisme apporterait énormément d’avantages. En effet, les cellules sont un modéle
dynamique qui ne nécessite pas I’ajout de cofacteurs, qui permet I’étude des interactions
médicamenteuses et qui prend en compte la perméabilité membranaire des composés et leurs
liaisons aux composantes cellulaires. Pour ces raisons, il a été démontré que les hépatocytes
sont plus représentatifs que les microsomes pour prédire le métabolisme hépatique (82-85).
Cependant, un seul article rapporte 1’utilisation d’entérocytes pour étudier le métabolisme
intestinal. Par contre, dans cette étude, la viabilité des entérocytes n’a pas été évaluée au-dela
de 90 minutes et les auteurs ont d utiliser 1.5 x 10" cellules/mL afin d’observer du
métabolisme (86). C’est 15 fois plus que le 1 x 10° cellules normalement utilisé pour les
¢tudes dans les hépatocytes (87). Le principal obstacle a I'utilisation des entérocytes semble
étre leur tres faible viabilité suite a 1’isolation puisque les entérocytes entrent rapidement en

apoptose quand ils sont détachés de la muqueuse intestinale (88, 89).

L’utilisation de cellules en culture plutét que de cellules fraichement isolées
permettrait d’enrayer le probléme de faible viabilité causé¢ par le stress de 1’isolation.
Cependant, 'utilisation de lignées cancéreuses intestinales comme les cellules Caco-2 n’est
pas possible puisqu’elles contiennent des quantités négligeables d’enzymes métaboliques (90).
Heureusement, les avancements dans le développement de culture primaire a partir de cellules
souches intestinales (91) permettront peut-étre dans quelques années de développer un modele

cellulaire pour étudier le métabolisme intestinal.

1.4.3 — Outils in vivo pour étudier le métabolisme intestinal

Bien que les outils in vitro nous permettent d’avoir une idée du métabolisme intestinal
d’un médicament, ce n’est qu'une fois dans le corps qu’on pourra réellement déterminer
I’impact du métabolisme intestinal sur la pharmacocinétique d’un médicament. Dans cette
section, il sera question des différents outils disponibles pour étudier le métabolisme intestinal

chez le rat.
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1.4.3.1 — Calculs a partir des paramétres pharmacocinétiques

La méthode la plus simple pour estimer la fraction non métabolisée par I’intestin in
vivo (Fg) est de la calculer a partir des paramétres pharmacocinétiques i.v. a I’aide des deux
formules suivantes (13) :

Eg:F_h et thl——H

Ou Qy est le débit sanguin hépatique (70 mL/min/kg chez le rat (92)) et CLy est
déterminée a partir de la clairance plasmatique suite a une administration i.v. Cette technique
fait plusieurs suppositions, soit que la fraction absorbée est complete (Fa = 1), que
I’¢limination du médicament est uniquement hépatique et que la cinétique du médicament est
linéaire (13). Ainsi, cette formule ne donne qu’une approximation du métabolisme intestinal et
seulement des études plus élaborées avec des rats canulés ou des inhibiteurs enzymatiques

permettent de déterminer plus précisément le niveau de métabolisme intestinal.

1.4.3.2 — Rats canulés

L’utilisation d’animaux canulés permet de déterminer précisément le Fg. Deux
différentes techniques existent. La premicre technique consiste a administrer le composé dans
le duodénum (i.d), dans la veine porte (i.p.) ainsi qu’i.v. et mesurer les concentrations
plasmatiques. Dans ce cas :

SS5C;p.

. F o« S5C; 4.
. * —_— e
SSC,, € a

F, = =
h 97 SSC;ip,

Cependant, cette technique est moins représentative d’une administration orale,
puisqu’en administrant un bolus dans le duodénum et la veine porte, on expose I’intestin et le
foie a des concentrations plus €levées de médicaments que lors d’une administration orale ce

qui peut saturer le métabolisme (93-95).

La seconde technique, plus récente, consiste a prélever des échantillons plasmatiques
dans la veine porte (v.p.) et la veine jugulaire (v.j.) suite a une administration orale. Dans ce
cas, on ¢évite de saturer le métabolisme. On pourra déterminer le Fg et le Fh correspondant

avec les équations suivantes :
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Ou Q.. est le débit sanguin dans la veine porte et S/P le ratio entre les concentrations
sanguines et plasmatiques du composé (96-100). Une problématique de cette technique est
qu’il faut connaitre avec précision le débit sanguin de la veine porte. Or, cette valeur varie
d’une étude a I’autre. En faisant la moyenne de 6 différentes études, cette valeur a été établie a

49.8 + 12.9 mL/min/kg (96, 101-105).

1.4.3.3 — Utilisation d’inhibiteurs

Un autre moyen de déterminer la contribution de 1’intestin au métabolisme de premier
passage est d’utiliser des inhibiteurs sélectifs du foie et de I’intestin. Dans ce cas, on ne fait
pas une mesure quantitative du métabolisme intestinal, mais plutdt qualitative pour mieux

comprendre la contribution de I’intestin au métabolisme d’un médicament.

1.4.3.3.1 — I-Aminobenzotriazole

1-Aminobenzotriazole (ABT) est un inhibiteur irréversible et non spécifique des CYP
(106). Puisqu’il est bien toléré a des doses allant jusqu’a 100 mg/kg chez le rat (107) et qu’il
est bien absorbé et a une faible clairance (108), il est trés souvent utilisé chez le rat pour
comprendre I’effet du métabolisme sur le premier passage (109) ou la toxicité d’un
médicament (110). De plus, il a été rapporté qu’une administration i.v. d’ABT permettrait
d’inhiber seulement le métabolisme hépatique alors qu’une administration p.o. inhiberait a la
fois I’intestin et le foie. Cette hypothése a été émise puisque la biodisponibilité du midazolam
est augmentée apres un traitement avec ABT p.o., mais ne 1’est pas apres un traitement avec
ABT i.v. (111). Par contre, il faut faire attention avec ABT puisqu’une étude récente suggere
qu’il pourrait affecter la vidange gastrique (112). Quoi qu'il en soit, il pourrait s’agir d’un outil

prometteur pour étudier le métabolisme intestinal in vivo.

1.4.3.3.2 — Jus de pamplemousse

Le jus de pamplemousse (GFJ) est connu pour les interactions médicamenteuses qu’il
peut causer chez I’humain avec plusieurs médicaments comme le midazolam (113) et la

felodipine (7). Plusieurs cas d’arréts cardiaques ont méme été rapportés suite a la prise de
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terfenadine aprés avoir consommé du pamplemousse (114). Ces interactions médicamenteuses
sont en fait causées par une forte inhibition du CYP3A4 intestinal par les furanocoumarins
présents dans le pamplemousse (7, 115). Plus précisément, le bergamottin, le bergaptol et le 6-
7-dihydroxybergamottin seraient tous les trois responsables dans des proportions différentes

(115-117).

L’inhibition sélective du CYP3A4 intestinal par le GFJ en fait un outil intéressant pour
étudier le métabolisme intestinal in vivo. Ainsi, différentes études chez le rat ont montré que le
GFJ pouvait affecter la pharmacocinétique de plusieurs substrats de la famille CYP3A (118-
120). Par contre, il faut faire attention en utilisant le GFJ puisque des interactions avec certains

transporteurs ont aussi été rapportées (121).

1.4.4 — Facteurs influencant le métabolisme intestinal

Le niveau de métabolisme intestinal d’un composé dépend de quatre principaux
facteurs : sa clairance intrinséque, sa perméabilité, sa liaison aux protéines et le débit mucosal
(13, 17). La clairance intrinséque d’un médicament est certainement le facteur le plus
important. Il s’agit de la capacité des enzymes du métabolisme a métaboliser le médicament
indépendamment des autres facteurs. C’est cette caractéristique qu’on détermine dans un
systtme de métabolisme in vitro (42). La perméabilité¢ influence aussi le métabolisme
intestinal d’un médicament puisque les médicaments trés perméables passeront que trés peu de
temps dans les cellules intestinales étant absorbés trés rapidement (13). A I’inverse, les
médicaments peu perméables ou substrats des transporteurs d’efflux seront particulierement
exposés aux enzymes puisqu’ils passeront plus de temps dans les cellules intestinales (122,
123). Le débit intestinal affecte le métabolisme de la méme maniére que la perméabilité
puisque si le débit est lent, les médicaments passeront plus de temps a entrer dans la
circulation. Enfin, la liaison aux protéines affecte aussi le métabolisme puisque c’est

seulement la fraction libre d’un médicament qui peut étre métabolisée (13, 17).

1.4.5 — Différences entre le métabolisme intestinal et hépatique

Le métabolisme intestinal est trés différent du métabolisme hépatique. Dans un premier

temps, les enzymes du métabolisme ne sont pas exprimées dans les mémes proportions dans
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les deux organes (31) et certaines isoformes comme les UGT1A8 et 1A10 sont méme
spécifiques a I’intestin (44). Une autre principale différence est I’exposition au médicament.
En effet, certaines régions de I’intestin lors de 1’absorption sont exposées a une trés grande
concentration de médicaments comparativement au foie (124). De plus, les molécules
absorbées doivent impérativement passer dans les entérocytes pour atteindre la circulation
alors que dans le foie les molécules se retrouvent dans le sang et n’entreront pas
nécessairement dans les hépatocytes (2). Ces différences font qu’un médicament ne sera pas
nécessairement métabolisé a la méme vitesse ni en les mémes métabolites dans I’intestin et le

foie.

Un bon exemple de I'impact de ces différences est le raloxiféne. Le raloxiféne est un
modulateur sélectif du récepteur a I’cestrogéne utilisé pour la prévention et le traitement de
I’ostéoporose et du cancer du sein (8, 125). Il a été¢ démontré dans des microsomes de foie que
le raloxiféne peut former des métabolites réactifs ce qui peut mener a de la toxicité (8).
Cependant, on n’observe pas la présence de ces métabolites réactifs chez 1’humain puisque le
raloxiféne est glucuronidé a 95 % par les UGT1A1, 1A8 et 1A10 au niveau de I’intestin lors
du premier passage (8, 125-127). Les UGT1AS8 et 1A10 n’étant pas exprimés au niveau du
foie, la glucuronidation du raloxiféne y joue un réle moins important laissant place a du
métabolisme de phase I qui, dans ce cas, forme des métabolites réactifs (8, 126, 127). Dans cet
exemple, I’intestin joue donc un role protecteur en évitant que le métabolisme se produise

dans le foie.

1.5 — Objectifs de recherche

L’objectif de ces travaux de maitrise est d’utiliser, caractériser et développer différents
outils in vitro et in vivo pour mieux comprendre et prédire I’impact du métabolisme intestinal
sur D’effet de premier passage des médicaments en comparaison avec le métabolisme

hépatique.

Pour ce faire, plusieurs composés controles ont été incubés dans des microsomes
intestinaux et hépatiques pour déterminer leur métabolisme afin de cibler les différences
quantitatives dans la vitesse de métabolisme ainsi que les différences qualitatives dans la

formation de métabolites entre les deux organes.
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Afin de mettre en perspective ’'impact de ces différences in vivo, des études
pharmacocinétiques avec ont été effectuées chez le rat en utilisant des rats canulés ou traités
avec des inhibiteurs enzymatiques. Le métoprolol a été choisi pour ces études puisqu’il est
métabolis¢ différemment par les deux organes. Enfin, 'utilisation d’ABT pour étudier le

métabolisme in vivo a été évaluée plus spécifiquement et a fait I’objet d’une publication.

Ces travaux ont permis d’améliorer la connaissance des différents outils in vitro et in
vivo pour étudier le métabolisme intestinal et ont aussi permis de mieux comprendre la

contribution du métabolisme intestinal au profil pharmacocinétique des médicaments.
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Chapitre 2 : Matériels et Méthodes

2.1 — Animaux

Des rats Sprague-Dawley males pesant entre 200 et 250 g ont été¢ obtenus de Charles
River (St-Constant, Qc, Canada). Ils ont été logés dans une piece a température contrdlée avec
un cycle de lumiére de 12 h et un accés illimité a de ’eau et de la nourriture. A moins
d’indications contraires, tous les rats ont été mis a jeun de nourriture 16 h avant d’effectuer les
expériences. Toutes les expériences effectuées avec les animaux ont été approuvées par un
comité d’éthique et ont été effectuées selon les régles du Conseil canadien de protection des

animaux en science.

2.2 — Préparation de microsomes intestinaux

Les microsomes intestinaux ont été préparés par ¢lution au EDTA selon un protocole
déja publié (128). En résumé, les deux premiers tiers du petit intestin ont été isolés et rincés
avec une solution saline tamponnée. L’intestin a été rempli d’une solution PBS contenant 1.5
mM EDTA, 3 U/mL héparine et 0.5 mM DTT et immergé dans du PBS contenant 20 %
Glycérol. L’intestin a été brassé vigoureusement pendant 15 minutes et les cellules détachées
ont été prélevées. Cette étape a été répétée 8 fois de fagon a obtenir 8 différentes factions. Les
cellules intestinales des 8 fractions ont été combinées, lavées puis lysées dans une solution
contenant 5 mM histidine, 250 mM sucrose et 0.5 mM EDTA a pH 7. Les microsomes ont été
préparés par centrifugation différentielle a 12 000 g et 100 000 g en utilisant une méthode déja
publiée (128).

Les microsomes hépatiques ont été préparés en utilisant un protocole standard (129).
Le foie a été coupé en petits morceaux de 1-5 mm” et a été congelé dans de ’azote liquide. Les
morceaux de foie ont été homogénéisés au Potter et les microsomes ont été préparés par

centrifugation différentielle a 12 000 g et 27 000 g.

Les microsomes ont été suspendus dans du tampon 0.1 M Tris-HCL pH 7.4 contenant
15 % Glycréol et 0.15 M NaCl. La concentration protéique des microsomes a été déterminée

en utilisant I’essai BCA (Life technologies).
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2.3 — Détermination de la clairance

Deux méthodes différentes ont été utilisées pour déterminer la clairance intrinseéque

(CLint). La premicre méthode consiste a déterminer la CL;y a partir de la pente d’élimination :
CLine(UL/Mmin/mg) = —Kg XV

Ou K est la pente d’élimination du médicament en fonction du temps sur une échelle
logarithmique et V est le volume d’incubation en uLL/mg de protéines microsomales. Pour la
déterminer, un composé a 1 pM a été incubé a 37 °C dans 0.5 mg/mL de microsomes
intestinaux ou 0.1 mg/mL de microsomes hépatiques en présence de 1.5 mM NADPH ou 1.5
mM UDPGA (UDPGA pour Raloxiféne seulement). Apres 0, 5, 15, 30, 60 et 120 minutes, 25
uL de réaction ont été prélevés. Les échantillons ont été extraits en ajoutant 25 uL de solution
1:1:1 ACN: MeOH : H,O et 150 uL d’ACN contenant 0.1 ug/mL du standard interne
labétalol. Si nécessaire, des courbes standards ont été préparées en utilisant des échantillons

controles. Les échantillons ont été dilués 1 :1 avec de I’eau et analysés par LC-MS/MS.

La seconde méthode consiste a mesurer la CLjy a partir des concentrations de
métabolites. Pour ce faire, I’apparition des métabolites d’un composé est évaluée aprés un
temps déterminé en présence de différentes concentrations du composé allant de 0.5 a 200 uM
dans les mémes conditions que celles mentionnées plus haut. Dans ce cas, la constante
d’affinité (K,,) et la vélocité maximale (Vmax) pour chaque métabolite ont été déterminées a
I’aide du logiciel GraphPad Prism et la CL;iy a été¢ déterminée en divisant le Vmax par le Km.
Les conditions spécifiques pour le midazolam et le métoprolol sont décrites dans le Tableau

3.

Concentration microsomes
Composés Intestinaux Hépatiques Temps Meétabolites mesurés
P patiq d’incubation
) ) 1-OH-Midazolam,
Midazolam 1 mg/mL 0.1 mg/mL 15 minutes 4-OH-Midazolam
Meétoprolol 1 mg/mL 0.5 mg/mL 30 minutes ODM, OHM, MA

Tableau 3 — Conditions d’incubation pour le Km et Vmax
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2.4 — Expériences pharmacocinétiques

Toutes les administrations orales ont ¢été effectuées en administrant un bolus
directement dans 1’estomac en utilisant une seringue a gavage. Les administrations
intraveineuses ont été réalisées en injectant un bolus dans une veine de la queue du rat. Dans
toutes les expériences pharmacocinétiques, les rats ont eu acces a de la nourriture 2 h apres

I’administration du médicament.

Pour les études pharmacocinétiques avec le métoprolol (3 animaux par groupe), le
métoprolol a été formulé a 2 mg/mL dans de I’eau et administré p.o. a 10 mg/kg (5 mL/kg) ou
1.v. a 2 mg/kg. Du sang a ¢été prélevé de la veine jugulaire aprés 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8 et 24 h.
Les échantillons sanguins ont immédiatement ét¢ transférés dans des tubes contenant du
EDTA K3 et le plasma a été isolé suite a une centrifugation de 10 minutes a 1620 g a 4 °C.
Les échantillons de plasma ont été conservés a -20 °C jusqu’a I’analyse. Pour les études dans
des rats canulés dans la veine porte et la veine jugulaire, des échantillons sanguins ont été
prélevés simultanément dans la veine porte et la veine jugulaire aprés 0.05, 0.12, 0.25, 0.5, 1,
2,4, 6 et 8 h. Pour les études avec du jus de pamplemousse, 2 mL de jus fraichement pressé de
pamplemousses du marché ont été administrés p.o. aux rats 16 h et 30 minutes avant
I’administration du métoprolol. Pour les ¢tudes d’excrétion, du métoprolol a ét¢ administré
p.o. (10 mg/kg) a des rats (n=3) et ['urine et les féces ont été collectées sur glace séche
pendant 72 h dans des cages métaboliques. Avant I’analyse, les féces ont ét¢ homogénéisées et

diluées 1 :10 avec de ’eau.

Les échantillons ont été extraits en ajoutant 25ul. de plasma a 25 uL de 1:1:1 ACN:
MeOH : HO et 150 uL de ACN contenant 0.1 ug/mL de labétalol. Une courbe standard de 1 a
10 000 ng/mL contenant le métoprolol et ses trois métabolites a aussi été préparée en méme
temps que les échantillons. Les échantillons ont été dilués 1 :1 avec de I’eau et ont été analysés

par LC-MS/MS.

2.5 — Analyses LC-MS/MS

Toutes les analyses de spectrométrie de masse ont été effectuées sur un spectrometre

de masse triple quadripolaire Vantage (Thermo Scientific). Les détails des conditions de
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spectrométrie de masse ainsi que les colonnes utilisées pour la chromatographie de tous les

composés testés sont décrits dans le Tableau 4.

2.6 — Analyse des données

Les parametres pharmacocinétiques (SSC, CLrt, T1/2, Tmax €t Cmax) ont été déterminés
par le logiciel Watson (Thermo Scientific) en utilisant une analyse non-compartimentale. Dans
tous les cas, la SSC a été calculée a partir des concentrations plasmatiques du temps 0 au
dernier temps avec des concentrations mesurables. La biodisponibilité (% F), le F,*F, et le Fy,

ont été déterminés a 1’aide des équations suivantes :

Y% F = SS5Cp.o. N Dose;,, P AN
SSC;,. ~ Dosey,,, " SsC,,
Fa " F:g _ Qv.p. * S/P * (SSCv.p. - SSCv.j.)

Dose

La valeur de 49.8 mL/min déterminé a partir de 6 articles (96, 101-105) a été utilisée
pour le débit sanguin dans la veine porte (Qyp). Pour déterminer le ratio entre les
concentrations sanguines et plasmatiques (S/P), un échantillon supplémentaire de sang a été
prélevé dans 1’étude avec les rats canulés en méme temps que 1’échantillon plasmatique de 2 h.
Le sang a été dilué 1 : 3 avec du citrate et a été extrait de la méme maniére que les échantillons

plasmatiques. Le ratio obtenu a été de 1.54 pour le métoprolol.

Les analyses statistiques entre les groupes ont été calculées en utilisant un test de
student pour les comparaisons entre 2 groupes ou en utilisant une analyse de la variance
unidirectionnelle (ANOVA) avec un test Tukey-Kramer pour les comparaisons entre plus de 2
groupes. Toutes les différences avec une valeur P de moins de 0.05 ont été considérées comme

¢étant statistiquement significatives.
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Energie

Composés ;li’r:l:aslil?f)l;‘sragmen t) de N Mode | Colonnes HPLC utilisées
collision
1-OH-Midazolam | 341.9->203.1 38 + Pursuit C8 50 x 2.1 mm (Agilent)
4-OH-Midazolam | 342.1->234.1 23 + Pursuit C8 50 x 2.1 mm (Agilent)
Astémizole 459.1-135 36 + Pursuit C8 50 x 2.1 mm (Agilent)
Bupropion 240.1->131.1 25 + Ace 3 C18-PFP 50 x 4.6mm (ACT)
Félodipine 384.1->338.0 14 Ace 3 C18-PFP 50 x 4.6mm (ACT)
Labétalol 2331:233; ;3 i Tous (Standard interne)
MA 268.2->145.2 21 + Ace 3 C18-PFP 50 x 4.6mm (ACT)
Meétoprolol 268.2->159.2 20 + Ace 3 C18-PFP 50 x 4.6mm (ACT)
Midazolam 326.1-291.2 26 + Pursuit C8 50 x 2.1 mm (Agilent)
ODM 268.2->159.2 20 + Ace 3 C18-PFP 50 x 4.6mm (ACT)
OHM 284.0->91.1 38 + Ace 3 C18-PFP 50 x 4.6mm (ACT)
Phenacétine 180.1-110.1 19 + Ace 3 CI18-PFP 50 x 4.6mm (ACT)
Propranolol 260.1->183.1 17 + Pursuit C8 50 x 2.1 mm (Agilent)
Raloxiféne 4742-5112.1 29 + Pursuit C8 50 x 2.1 mm (Agilent)
g?iziirff;z:- 650.2>474.2 26 + Pursuit C8 50 x 2.1 mm (Agilent)
2’;‘3’;?;35 650.2-5474.2 26 + | Pursuit C8 50 x 2.1 mm (Agilent)

Tableau 4 — Conditions LC-MS/MS utilisées.
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Chapitre 3 : Résultats

4.1 — Différences quantitatives et qualitatives entre le métabolisme

intestinal et hépatique dans les microsomes

Le Tableau 5 montre la clairance de différents substrats des enzymes de phase I et de
phase I dans des microsomes intestinaux et hépatiques de rats. En résumé, on n’observe que
trées peu de métabolisme intestinal pour les substrats du CYP1A, 2B et 2D alors que les
substrats du CYP3A, 2J et des UGT ont une clairance plus élevée. Il est important de noter
qu’on n’observe aucune corrélation entre le métabolisme intestinal et hépatique. Par exemple,
le midazolam a une clairance beaucoup plus élevée que le métoprolol dans les microsomes
hépatiques, mais ces deux substrats ont une clairance équivalente dans les microsomes
intestinaux. Aussi, 1’astémizole est le composé le plus métabolisé dans les microsomes

intestinaux et la félodipine le plus métabolis¢ dans les microsomes hépatiques.

La Figure 8 illustre les différences qualitatives entre le métabolisme intestinal et
hépatique chez le rat. Pour le midazolam, I’intestin de rat produit presque uniquement le 1-
OH-Midazolam alors que le foie produit en plus grande quantit¢ le 4-OH-Midazolam
comparativement au 1-OH-Midazolam. On observe aussi des différences pour le métoprolol
puisque I’intestin produit presque uniquement le ODM alors que le foie produit en plus grande

quantité le MA et le OHM et seulement en petite quantité le ODM.
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Clairance (uL/min/mg)
Substrats Isoformes Intestin Foie L
CLintestin
Phénacetine CYPIA Indétectable 24| -
Bupropion CYP2B 2.7 41.5 15.4
Propranolol CYP2D 3.8 282 74.2
Métoprolol CYP2D et 3A 19.2 62 33
Midazolam CYP3A 20.7 948.5 45.8
Félodipine CYP3A 8.7 1764 203
Astémizole CYP2J et 3A 188.8 596 3.2
Raloxiféne UGT 22 142 6.5

Tableau 5 — Différences quantitatives entre le métabolisme intestinal et hépatique. La
clairance de plusieurs substrats a ¢ét¢ déterminée dans des microsomes commerciaux

intestinaux et hépatiques par la méthode de la pente K.

44



Midazolam
50+

Il 1-OH-Midazolam
40 T E] 4-OH-Midazolam

30

20

10+

Clairance (uL/min/mg)

Métoprolol
40-
Il ODM
E] OHM

30
E VA

20

10+

Clairance (uL/min/mg)

Figure 8 — Différences qualitatives entre le métabolisme intestinal et hépatique de
midazolam (A.) et métoprolol (B.). La clairance des métabolites de midazolam et métoprolol
a été déterminée par la méthode du K,, et du V.« dans des microsomes intestinaux et

hépatiques préparés a partir de 3 rats. Les valeurs sont la moyenne + 1’écart type.
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3.2 — Utilisation et caractérisation de modeles in vivo chez le rat
pour comprendre les différences entre le métabolisme intestinal et

hépatique en utilisant le substrat métoprolol

3.2.1 — Pharmacocinétique et métabolisme de métoprolol chez le rat

Afin de déterminer son profil pharmacocinétique, le métoprolol a ét¢ administré i.v. a 2
mg/kg et p.o. a 10 mg/kg a des rats. Les principaux paramétres pharmacocinétiques mesurés
sont décrits dans le Tableau 6. De plus, la Figure 9 montre le profil pharmacocinétique oral
du métoprolol administré a 10 mg/kg. En résumé, le métoprolol subit un trés fort premier
passage puisque la biodisponibilit¢ mesurée est de 11.4 % et qu’on retrouve de plus grandes
quantités de métabolites en circulation que de molécule mere suite a une administration orale.
En effet, la SSC du métoprolol est seulement de 0.127 ug*h/mL alors que celles du MA, OHM
et ODM sont de 13.4, 1.03 et 0.304 ug*h/mL respectivement. Le métoprolol est éliminé par
les reins sous forme de métabolites puisque 90.0 % de la dose est excrétée dans I'urine de 0 a
72 h majoritairement en MA (76.5 %). Cependant, on y retrouve aussi du OHM (9.72 %) et du
ODM (3.36 %) et uniquement des traces de métoprolol (0.33 %). Dans les féces, on retrouve
moins de 5 % de la dose totale sous forme de métabolites ou de molécule mére (résultats non

présentés), ce qui indique une bonne absorption.

3.2.2 — Etude du métabolisme de metoprolol dans des rats canulés dans la

veine jugulaire et la veine porte

La Figure 10 montre les concentrations plasmatiques de métoprolol et ses métabolites
dans la veine porte et la veine jugulaire suite a une administration orale a 10 mg/kg. En
résumé, on retrouve beaucoup plus de métoprolol dans la veine porte que dans la veine
jugulaire (SSC de 1.78 et 0.53 ug*h/mL respectivement). De plus, seulement les
concentrations plasmatiques pendant les 30 premiéres minutes sont différentes entre les deux
veines, ce qui suggére que I’absorption du métoprolol a lieu pendant cette période. A partir de

ces données, on peut estimer le Fg a 0.577 £ 0.292 et le Fh a 0.313 + 0.112. Ainsi, 42.3 % de
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la dose du métoprolol serait métabolisée lors du premier passage intestinal et 39.6 % lors du

premier passage hépatique.

Il est important de mentionner que dans cette expérience, la SSC de métoprolol dans la
veine jugulaire est 4 fois plus élevée que celle obtenue dans 1’expérience précédente dans des
rats non canulés (0.53 versus 0.127 ug*h/mL). La biodisponibilit¢ mesurée est donc de 48 %
dans cette expérience plutot que 11.4 % dans les rats normaux. Les causes possibles de cette

différence seront discutées dans le chapitre 5.

3.2.3 — Utilisation des interactions médicamenteuses pour distinguer entre le

métabolisme intestinal et hépatique du métoprolol

3.2.3.1 — Utilisation du jus de pamplemousse

La Figure 11 montre ’effet du jus de pamplemousse sur le métabolisme intestinal et
hépatique. Dans le foie, on ne voit aucune inhibition significative de la formation des trois
métabolites de métoprolol : ODM et OHM ne sont pas modulés alors que le métabolisme de
MA est diminué¢ d’un facteur 2. Dans I’intestin par contre, le jus de pamplemousse a eu un
impact majeur et a diminué de 15 fois I’apparition du ODM et a rendu indétectable la

formation du MA.

La Figure 12 montre quant a elle I’effet du jus de pamplemousse sur les concentrations
plasmatiques du métoprolol et ses métabolites. En résumé, le jus de pamplemousse n’a eu
aucun impact sur les concentrations plasmatiques de métoprolol et seulement un effet mineur
et non significatif sur les concentrations plasmatiques de ODM et MA pendant la premicre
heure. De plus, aucun changement significatif de la SSC du métoprolol et de ses métabolites

n’a été observé.

3.2.3.2 — Utilisation de 1-Aminobenzotriazole

Cette section est présentée dans I’article contenu dans le Chapitre 4. En résumé, il a
¢té démontré que I’ABT inhibe a la fois le métabolisme intestinal et hépatique lorsque donnée

intraveineux ou oral. Par contre, il affecte aussi la vidange gastrique lorsqu’il est administré 1
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h avant le médicament

pharmacocinétique du métoprolol est discuté dans ’article.

d’intérét. L’impact de

’administration d’ABT sur la

Paramétres

pharmacocinétiques Métoprolol 2 mg/kg i.v. Métoprolol 10 mg/kg p.o.
SSC (ug*h/mL) 0222+ 0.015 0.127 = 0.081

CLt (mL/min/kg) 124+«3 |

Tiz (h) 0.42 +0.06 1.13+0.99

Va (L/kg) 407+066 |
Cua(ng/mL) | e 0.176 = 0.040
Twaxh) | 0.25

¥ | 114 £7.3

Tableau 6 — Paramétres pharmacocinétiques du métoprolol administré i.v. et p.o. La

surface sous la courbe du temps 0 au dernier temps avec une concentration mesurable (SSC),

la clairance plasmatique totale (CLry), le temps de demi-vie (T;.), le volume de distribution

V4, la concentration maximale (Cpax), le temps au Cpax (Tmax) et 1a biodisponibilité (% F) ont

été déterminés dans des rats suite a une administration intraveineuse de 2 mg/kg ou une

administration orale de 10 mg/kg du métoprolol (3 animaux par groupe). Les valeurs sont la

moyenne + 1’écart type.
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Figure 9 — Profil pharmacocinétique oral de métoprolol chez le rat. Les concentrations
plasmatiques (A.) et D’excrétion urinaire (B.) de métoprolol et ses métabolites ont été
déterminés dans des rats suite a I’administration orale de 10 mg/kg de métoprolol a 3 rats. Les

valeurs sont la moyenne + 1’écart type.
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Figure 10 — Concentrations plasmatiques de métoprolol et ses métabolites dans la veine

porte et jugulaire. Les concentrations plasmatiques de métoprolol (A.), ODM (B.), MA (C.)

et OHM (D.) ont été déterminées dans la veine porte et la veine jugulaire suite a

I’administration orale de 10 mg/kg de métoprolol a trois rats canulés. Les valeurs sont la

moyenne + 1’écart type.
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Figure 7 — Effet du jus de pamplemousse sur le métabolisme intestinal et hépatique de
métoprolol. La clairance de métoprolol a été déterminée dans des microsomes intestinaux (A.)
et hépatiques (B.) de rats témoins ou traités avec 2 mL de jus de pamplemousse 16 h et 30

minutes avant le sacrifice (3 animaux par groupes). Les valeurs sont la moyenne + 1’écart type.
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Figure 8 — Profil pharmacocinétique de métoprolol dans des rats témoins et traités avec
du jus de pamplemousse. Les concentrations plasmatiques de métoprolol (A.), ODM (B.),
MA (C.) et OHM (D.) ont été déterminées suite a 1’administration orale de 10 mg/kg de
métoprolol & des rats témoins ou prétraités avec 2 mL de jus de pamplemousse 16 h et 30

minutes avant I’administration de métoprolol (3 animaux par groupes). Les valeurs sont la

moyenne + 1’écart type.
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Abstract

1-Aminobenzotriazole (ABT) is regularly used in vivo as a non-specific and irreversible
cytochrome P450 inhibitor to elucidate the role of metabolism on the pharmacokinetic profile
of xenobiotics. However, few reports have considered the recent findings that ABT can alter
drug absorption or have investigated the possible differential inhibition of ABT on intestinal
and hepatic metabolism. To address these uncertainties, pharmacokinetic studies under well-
controlled and defined ABT pretreatment conditions (50 mg/kg, 1 h ABT i.v. and 16 h ABT
p.o.) were conducted prior to the oral administration of metoprolol, a permeable P450 probe
that undergoes extensive intestinal and hepatic metabolism. The pharmacokinetic profile of
metoprolol was affected differently by the two ABT pretreatments. An increase in AUC of 16-
fold with ABT p.o. and 6.5-fold with ABT i.v. was observed compared to control. Based on in
vitro studies, this difference could not be attributed to a differential inhibition of intestinal and
hepatic metabolism. In the ABT i.v. pretreatment, the increase in AUC was also associated
with a prolonged Tmax (24-fold versus control) suggesting a delay in absorption. This was
further confirmed by the administration of a charcoal meal which resulted in a 7-fold increase
in stomach weights in the 1 h ABT pretreated groups compared to untreated or 16 h ABT
pretreated rats. Based on these results, we recommend pretreating rats with ABT p.o. 16 h
before the administration of a test compound to preserve the inhibitory effect on intestinal and

hepatic metabolism and to avoid the confounding effect on drug absorption.
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Introduction

1-Aminobenzotriazole (ABT) is an irreversible and non-specific inhibitor of the major
cytochrome P450 enzymes responsible for the metabolism of many xenobiotics (Balani et al.,
2002). Upon oxidation, ABT forms a reactive benzyne intermediate which inactivates the
cytochrome P450 by alkylation of the protesthetic heme (Mico et al., 1988). Since ABT is
highly soluble, has a good in vivo bioavailability (%F), a low clearance (Town et al., 1993) and
a good safety profile at doses up to 100 mg/kg in rats (Meschter et al., 1994), it is used to
understand the role of metabolism on the pharmacokinetics (PK) of drugs in pre-clinical
species. For example, it has been reported that ABT can be used to discriminate between
poor absorption and extensive CYP-mediated metabolism for poorly bioavailable compounds
(Caldwell et al., 2005). It can also be valuable in distinguishing between the toxicity mediated
by the parent drug and its metabolites (Subramanian et al., 2014). There is even some
evidence that the route of administration of ABT could provide insights on the contribution of
hepatic versus intestinal metabolism to the first pass effect. This assumption is predicated on
the fact that the bioavailability of midazolam was not affected by a treatment with ABT i.v.,
while there was a significant increase when ABT was given orally. Since midazolam is known
to be highly metabolised in the gut, the authors concluded that ABT i.v. did not inhibit gut

enzymes in comparison to ABT p.o. (Strelevitz et al., 2006).

Although there are numerous studies demonstrating the ability of ABT to block
metabolism in vivo, there is a lack of consistent methodologies in these studies (Table 1) and
therefore, it is difficult to extrapolate conclusions from one study to another. In addition, most
studies report changes in the pharmacokinetic profiles of the probe substrates but few have
examined the corresponding changes in the pharmacokinetic profiles of the circulating

metabolites. This may lead to misinterpretation of the impact of ABT on in vivo metabolism, in
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light of the recent report that ABT may also affect intestinal transit time (Stringer et al., 2014).
Finally, none of these studies have undertaken a systematic approach to measure the impact

of ABT pretreatment on the role of gut and liver metabolism.

The aim of the present study is to define the best pretreatment conditions for the use
of ABT in rats to avoid any disturbance in the gastro-intestinal tract while maintaining its P450
inactivation. Metoprolol was selected as the P450 probe for these studies. Metoprolol is
completely absorbed but exhibits very poor bioavailability (F of 4%) due to high first pass
metabolism (Borg et al., 1975b) in the intestine and liver (Yoon et al., 2011). The metabolic
pathways of metoprolol are represented in Figure 1. Pharmacokinetic studies with metoprolol
were conducted in rats treated with ABT under well-controlled and defined dosing conditions
(50 mg/kg, 1 h ABT i.v. pretreatment and 16 h p.o. pretreatment). To obtain the complete
absorption and metabolic profile of metoprolol, the plasma levels of three major circulating
metabolites of metoprolol (a-hydroxy-metoprolol (OHM), o-desmethyl-metoprolol (ODM) and
metoprolol acid (MA) (Borg et al., 1975a)) were also measured. In addition, to put into
perspective the impact of ABT on metoprolol intestinal and hepatic metabolism, in vitro
metabolic studies using intestinal and hepatic microsomes preprared form ABT pretreated
rats were conducted. Finally the impact of ABT on the gastric emptying and the intestinal
transit time was assessed using the charcoal method. Based on our results, we provide

recommendations for the future use of ABT in pharmacokinetics studies.

Materials and methods

Drugs and chemicals.

Metoprolol tartrate salt, labetalol hydrochloride, activated charcoal and reduced [3-

NADPH sodium salt were purchased from Sigma Aldrich (St Louis, MO, United-States).
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Metoprolol acid (MA), a-hydroxy-metoprolol (OHM) and o-desmethylmetoprolol (ODM) were
obtained from Toronto Research Chemicals (Toronto, On, Canada). All other reagent were of

ACS grade or higher.

Animals.

Male Sprague-Dawley rats weighing 200-250 g were obtained from Charles River (St-
Constant, Quebec, Canada) and were housed in a temperature-controlled room with a 12 h
light-dark cycle. All rats were fasted 15-16 h prior to experiments and water was available ad
libitum. Oral administrations were performed by delivering a bolus of the drug in solution
directly into the stomach using a syringe with a flexible gavage needle. All i.v. administrations
were made by injecting a bolus of the drug solution via a tail vein. For pharmacokinetic
studies, standard rat chow was provided 2 h post administration of the drug. All the
experiments were approved by an ethical committee and were conducted according to the

Canadian Council on Animal Care guidelines for the care and use of laboratory animals.

Pharmacokinetics studies.

To assess the impact of ABT on the pharmacokinetics of metoprolol, metoprolol was
formulated in water and dosed p.o. at 10 mg/kg in control rats and rats pretreated 1 h with
ABT i.v. (60mg/kg in saline, 1mL/kg) or 16 h with ABT p.o. (50mg/kg in saline, 5mL/kg) n=5
per group, see Table 2 for specific conditions. Blood was collected from the jugular vein at
0.25, 0.5, 1, 2, 4, 9, 8 and 24 hrs post dosing. Samples were immediately transferred into
tubes containing EDTA K3 and plasma was obtained following a centrifugation at 1620 g for

10 min at 4°C. The plasma samples were stored at -30°C until analysis.
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Preparation of hepatic and intestinal microsomes.

To determine the effect of ABT on hepatic and intestinal enzymes, untreated as well
as ABT i.. and p.o. pretreated rats (see Table 2 for details) were anesthetized with
isoflurane and sacrificed by cervical dislocation (n=3 per group). The livers were immediately
collected, cut into pieces of 1-5 mm? and frozen in liquid nitrogen. The small intestine was

removed and the first 2/3 starting from the pyloric valve was placed in ice-cold PBS.

Liver tissues were homogenised and hepatic microsomes were prepared by
differential centrifugation using standard methods (Cinti et al., 1972). The preparation of
intestinal microsomes was performed using a previously reported protocol (Leblond et al.,
2002). Briefly, enterocytes were isolated from the first 2/3 of the small intestine by elution with
an EDTA containing solution. Then, the cells were lysed and microsomes were prepared
using two differential centrifugations at 12000 g and 100000 g. The pellets containing the
microsomes were resuspended in 0.1 M Tris (pH 7.4), 20 % glycerol and 0.15 M NaCl and
the microsomes obtained from each dose group were pooled. Protein concentration of
hepatic and intestinal preparations was measured using bicinchoninic acid (BCA) as

previously described (Smith et al., 1985).
Measurement of the intrinsic clearance in intestinal and hepatic microsomes.

Metoprolol was incubated at a final concentration between 0.5 and 200 uM for 30 min
in 100 mM phosphate buffer (pH=7,4) containing 1.5 mM NADPH using 1 mg/mL of intestinal
microsomes or 0.5 mg/mL of hepatic microsomes obtained from controls and ABT i.v. and
p.o. pretreated rats. These conditions were optimized to be under linear turn-over conditions
(results not shown). The reaction was terminated by the addition of acetonitrile containing 0.1

ug/mL of the internal standard labetalol.
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Gastric emptying and intestinal transit time study.

The charcoal meal technique was used to evaluate the impact of ABT on the gastric
emptying and the intestinal transit time. The protocol was designed based on published
methods (Mittelstadt et al., 2005; Prior et al.,, 2012). Untreated rats and ABT i.v. and p.o.
pretreated rats (see Table 2 for details) were used for this experiment (n=4 per group). A
control group pretreated 1h before with ABT p.o. was incorporated in the study to distinguish
between the time of administration and the route of administration. A volume of 2 mL of
charcoal meal (5 % (w/v) of activated charcoal in 2 % (w/v) of caboxymethyl-cellulose) was
administered to the animals and 30 minutes later, the rats were anesthetized with isoflurane,
sacrificed by cervical dislocation and the stomachs and the small intestines were collected.
The full stomach was weighted and its content was removed by washing in phosphate buffer
saline and then sponging with a gauze. The resulting empty stomachs were then weighted.
The full length of the small intestine, from the pyloric valve to the ileo-caecal junction, and the
maximal distance traveled by the charcoal from the pyloric valve to last visible charcoal were

measured.

Sample preparation and analytical methods.

To determine the concentration of metoprolol and its major metabolites in plasma and
microsomal incubates, samples were extracted by the addition of six volumes of acetonitrile
containing the internal standard labetalol (0.1 ug/mL). The samples were vortexed and
centrifuged at 2500 g for 11 minutes at 4 °C. The resulting supernatants were diluted 1:1 with

water and analyzed using liquid chromatography-tamdem mass spectrometry (LC-MS/MS).

LC-MS/MS analysis was performed using a Thermo Fisher Scientific system
composed of a TSQ Vantage mass spectrometer coupled with Accela U-HPLC system

(Thermo Fischer). Chromatographic separation was achieved on an ACE 3 C18-PFP column
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(50 x 4.6 mm, from Advanced chromatography Technologies Ltd) using a linear gradient at
0.9 mL/min. Mobile phase A consisted of 0.1 % acetic acid in water and mobile phase B
consisted of acetonitrile. A gradient program was initiated starting at 5 % B which was held
for 0.3 minutes, then ramped from 5 % to 90 % B in 2.2 minutes. After holding at 90% B for
an additional 1.2 minutes, the program changed back to 5% B. The column was equilibrated
with 5% B for 1.2 minutes before the next injection. The mass spectrometer was operated in
the positive mode with electrospray ionization. The following transition along with their
collision energy (CE) were used: 268.2 > 159.2 (CE : 20 V) for metoprolol, 254.1 > 177.1
(CE : 17 V) for ODM, 284.0 - 91.1 (CE : 38 V) for OHM, 268.2 - 145.2 (CE: 21 V) for MA

and 329.1 - 311.2 (CE: 12 V) for labetalol.

Data analysis.

Pharmacokinetic parameters were determined by non-compartmental method using
Watson (Thermo Scientific), a purpose-built laboratory information management system
designed to support drug metabolism and pharmacokinetic studies. The area under the
plasma concentration-time curve (AUC) from time 0 to last time point with a measurable
concentration (AUC,.1) was calculated by the trapezoidal method. The maximal plasma
concentration (Cax), the half-life (T4,) and the time to reach Cpax (Tmax) Were obtained from

the observed data.

The kinetic constant K., (the concentration at half the maximal activity) and V. (the
maximal velocity) were determined for each metabolite by fitting the data with the software
Graphpad Prism using the nonlinear regression analysis. The CL;; for each metabolite was

calculated by dividing the Vax by the K.
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Gastric emptying was evaluated by the weight of the stomach content which is equal
to the difference between the weight of the full stomach and the weight of the empty stomach.
Intestinal transit time was measured by the % of the small intestine traveled by the charcoal
and was calculated as follows: (distance traveled by the charcoal/small intestine length) x

100.

For group comparison, the statistical significance of the difference between mean
values was calculated using analysis of variance (ANOVA) with Tukey-Kramer test used for
multiple comparisons. Differences with a P value of less than 0.05 were considered to be

statistically significant.

Results

Effect of ABT on Metoprolol oral pharmacokinetics in rats.

To evaluate the effect of pretreatment of ABT on the oral pharmacokinetics of
metoprolol in rats, oral PK studies with metoprolol (10 mg/kg) were performed in control and
ABT treated rats. The PK profiles of metoprolol and its major metabolites are represented in
Figure 2 and the main PK parameters are shown in Table 3. Pretreatment with ABT p.o.
significantly affected the PK of metoprolol as it increased the AUC by 16-fold and the Cmax
by 5-fold versus untreated animals. In contrast to these finding, pretreatment with ABT i.v.
resulted in a moderate increase in AUC (6.5-fold) and no effect on the Cmax of metoprolol.
The inhibition of metoprolol metabolism by ABT is also confirmed by a decrease in the
production of metabolites as measured by the ratio of the total AUC of the metabolites divided
by the AUC of the parent compared to controls (from 81.2 in controls to 12.2 for ABT i.v. and

5.0 for ABT p.o.).
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For the metabolites, both group pretreated with ABT increased the AUC of OHM and
only ABT i.v. decreased the AUC of ODM. However, we found a significant reduction in the
Cmax of the three metabolites following ABT pretreatment (i.v. and p.o.) compared to control,
in line with a decrease in first pass metabolism. The decrease in the Cmax is more important

in the group ABT i.v. compared to ABT p.o. for OHM and MA.

Moreover, a significant delay in absorption was observed in the ABT i.v. pretreated
group (Tmax of 5.9 h) when compared to controls or ABT p.o. pretreated rats (0.25 and 0.5 h,
respectively). This also translated to a delayed Tmax (up to 17-fold) of the three metabolites

in the ABT i.v. pretreated group.

Effect of ABT on intestinal and liver metabolic enzymes.

To further put into perspective the PK data and elucidate the impact of pretreatment of
ABT i.v. and ABT p.o. on liver and intestinal metabolism, microsomes were prepared from the
liver and the intestine of untreated and ABT treated animals. The metabolic activity was
assessed by measuring the CL;; of metoprolol in the microsomal preparation with the K, and
Vmax method. Results are shown in Figure 3. In summary, ABT given orally or i.v inhibits
significantly and to a similar extent the metabolism in intestinal and hepatic microsomes (5-
fold and 3-fold, respectively). It is also worth mentioning that differences in metabolic
pathways were observed in hepatic and intestinal microsomal incubations. Indeed, hepatic
microsomes converted metoprolol mostly to MA and OHM while the intestinal microsomes

produced mostly ODM.

Effect of ABT on gastric emptying and intestinal transit time.

To elucidate the potential effect of ABT i.v. and ABT p.o. on delaying absorption,

gastric emptying and intestinal transit time were measured using the charcoal meal method.
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Four groups were studied: untreated, ABT i.v. 1 h before charcoal, ABT p.o. 16 h before
charcoal and ABT p.o. 1 h before charcoal. Results are shown in Table 4. It is clear that a
pretreatment of 1 h with ABT i.v. or p.o. significantly affects gastric emptying in rats as it
increases by 7-fold the weight of the stomach content while a pretreatment of 16 h with ABT
p.o. has no effect. Furthermore, no effect of ABT on intestinal transit was observed for all

groups.

Discussion

The goal of the present study was to characterize the role of ABT in drug-drug
interaction (DDI) studies by looking at its impact on absorption as well as its effect on
intestinal and hepatic metabolism. This was achieved by conducting pharmacokinetics
studies with metoprolol under two well-defined ABT pretreatments. The three main
metabolites of metoprolol were also monitored to corroborate the data obtained with the

parent drug.

The oral pretreatment with ABT (16 h pre dosing) resulted in a large increase in the
AUC and Cmax of metoprolol while ABT i.v (1 h pre-dosing) caused an increase of the AUC
with no impact on Cmax (Table 3). In addition, the Cmax of the metabolites decreased
compared to control. These results suggest that the inhibition of first pass metabolism is
important under both ABT pretreatment conditions (i.v. and p.o.), with a stronger effect
observed in the oral pretreatment group. This data could suggest that additional inhibition of
intestinal enzymes is occurring when ABT is given orally, as proposed by Strelevitz et al.,
2006. However, careful examination of the results may not support this hypothesis. Indeed,
the decrease in the Cmax of the metabolites is more important in the ABT i.v. group even
though the AUC of metoprolol increased less in this group compared to oral ABT group.

Moreover, in the ABT i.v. group, the Tmax of metoprolol and its three metabolites are
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considerably delayed compared to control or ABT p.o. pretreated group suggesting a delayed
absorption. Since the absorption is only delayed in the group ABT i.v., it is difficult then to
conclude that the differences observed in the i.v. and p.o. groups is due exclusively to

metabolism.

To clarify whether or not ABT i.v. inhibits intestinal metabolism, intestinal and hepatic
microsomes were prepared from control and ABT-pretreated rats. The CL;; of metoprolol
measured in these microsomes is decreased similarly in the two pretreatment groups (5-fold
and 3-fold in intestinal and hepatic microsomes, respectively) (Figure 3). These results
clearly indicate that ABT cannot be used to discriminate between intestinal and liver first pass
metabolism. In fact, based on the in vitro studies, both treatments inhibited more the intestine
than the liver. In addition, it is not unusual to observe such an effect when a drug is dosed i.v.

since the intestine is highly perfused (Dimich et al., 1991; Nakase et al., 2001)

Some differences were observed between the in vitro metabolism of metoprolol in rat
intestinal and hepatic microsomes. Intestinal microsomes metabolize metoprolol almost
exclusively in ODM while hepatic microsomes produced preferentially MA, followed by OHM
and ODM. This difference can be explained by the specificity of cytochrome P450 isoforms as
DDI studies with ketoconazole, cimetidine and quinidinie performed in rats demonstrated that
OHM and MA are produced by CYP2D and ODM by CYP3A (Boralli et al., 2009). As the rat
intestine contains higher quantities of CYP3A versus CYP2D (Mitschke et al., 2008), this
difference in expression levels will likely favor the formation of ODM in intestinal microsomes.
This may explain the importance of the ODM and MA pathway in untreated rats as the
intestine possibly produces a high amount of ODM that is later converted in MA by the liver.
This can also explain the significant increase in the AUC of OHM following ABT p.o.

pretreatment compared to control (Table 3). The intestine probably contribute less to the
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metabolism of metoprolol in ABT p.o. pretreated rats since it is more inhibited than the liver
(Figure 3) and can only metabolize the drug during the first pass and not the elimination
process. However, as the impact of ABT on the elimination of the metabolites themselves is

unknown, a precise interpretation of these results remains unclear.

Since the inhibition of the intestine and the liver metabolism is similar in vitro for the
ABT p.o. and ABT i.v. groups, we speculated that the delayed absorption observed in the
ABT i.v. pretreated group may, in part, explain the difference in the PK of metoprolol between
the ABT p.o. and i.v. groups. To better understand the impact of ABT on absorption, we
evaluated gastric emptying and intestinal transit time with the charcoal meal technique (Table
4). A 1 h pretreatment with ABT (i.v. or p.0o.) significantly inhibited the gastric emptying in rats.
This effect is only temporary since no effect is in the 16 h pretreatment with ABT. In addition,
it is worth noting that the charcoal meal technique can quickly and clearly distinguish between
an effect on gastric emptying or intestinal transit. Indeed, in the experiment with ABT, no

effect on intestinal transit was observed.

These results are consistent with the study of Stringer et al, 2014 who demonstrates
with a fluorescent marker that ABT inhibits the gastric emptying when dosed p.o. or
intraperitoneally 2 h before the test meal. They observed no significant difference when ABT
was dosed 15 h before the test meal in fasted male wistar rats. Therefore, we can conclude
that ABT affects the gastric emptying when dosed 1-2 h before the experiment regardless of
the route of administration and that this effect fades in time with no significant effect after 15-

16 h.

The change in the absorption is of high importance considering that if the drug is
liberated slowly from the stomach, the absorption will be delayed, the Cmax lowered and the

Tmax delayed. Since less drug enters the circulation, the first pass extraction may also be
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increased. This is exactly what we observed in the present study: less metoprolol reaches the
systemic circulation in the early time points in the i.v. ABT group likely due to the altered
gastric emptying (Figure 2). This gives the false impression that the intestinal first pass
metabolism is selectively inhibited in the ABT p.o. group. However, this is not the case as
demonstrated by the in vitro studies where both p.o. and i.v. pretreatments gave similar
reduced intestinal metabolic activity when compared to controls (Figure 3). Moreover, fewer
metabolites also enter in the ABT i.v. group compared to ABT p.o. during the early time points
which supports the conclusion that the absorption is altered (Figure 2). Thus, it is not
possible to make conclusions about metabolism when using ABT if the rate of absorption is

affected.

In conclusion, this study demonstrates that ABT cannot be used to distinguish
between intestinal and hepatic first pass metabolism. Also, we have clearly shown that ABT
can affect gastric emptying when rats are dosed 1-2 h prior to a pharmacokinetic study. For
future studies, we recommend ABT to be dosed 15-16 h before the experiment (50 mg/kg
p.o.). These conditions are sufficient for the inhibition of intestinal and hepatic metabolic
enzymes and do not affect the absorption phase. Therefore, ABT can still be a useful tool to
determine if the cause of low oral bioavailability is due to phase | first-pass metabolism or

poor absorption if it is correctly used.
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Tables

Table 1. Dosing regimen of ABT across different studies

Route of Time of pretreatment

administration ~ with ABT(hrs) References

Dose (mg/kg)

(Muzeeb et al., 2005; Sun et al.,

100 p.o. 2 2011)
50 o 5 (El-Kattan et al., 2008; Subramanian
P-O. etal., 2014)
) (Strelevitz et al., 2006; Anby et al.,
100 p.o. 15-16 2014; Matsuda et al., 2014)
50 i.p. 16 (Caldwell et al., 2005)
50 v 1 (Leong et al., 1997; Strelevitz et al.,

2006)..
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Table 2. ABT pretreatment conditions prior to metoprolol dosing

Dose Dose Time of
Treatment (mglkg) volume Formulation pretreatment
9%9) " (mLikg) (hrs)
ABT i.v. 50 1 Saline 1
ABT p.o. 50 5 Saline 16
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Table 3. Effect of ABT on the PK parameters of metoprolol and its metabolites in rats

PK parameter after p.o. administration of 10 mg/kg of metoprolol in control or ABT
treated rats. Data are mean and standard deviation of five rats.

Parameters Control ABT i.v.? ABT p.o.”
Metoprolol
AUCq 1 (ug*h/mL) 0.166 £ 0.215 1.08 + 0.37* 2.69 £ 0.77**##
Tmax (h) 0.250 5.90 + 4.98* 0.500#
Cmax (ug/mL) 0.255 + 0.296 0.233 + 0.028 1.29 + 0.37***###
Ti2 (h) 0.524 + 0.141 3.98 £3.92 0.936 + 0.199
OoDM
AUC,1 (ug*h/mL) 0.279+0.114 0.0439 + 0.0289*** 0.183 + 0.034#
Tmax (h) 0.350 £ 0.137 6.10 + 4.75* 1.30 £ 0.67#
Cmax (ug/mL) 0.138 £ 0.075 0.0224 + 0.0058** 0.0561 + 0.0153*
Ti2 (h) 1.39 + 0.366 N.D. 2.00 £ 0.589
OHM
AUC, 1 (ug*h/mL) 1.05+0.21 1.92 £ 0.32* 2.05+0.77*
Tmax (h) 0.350 £ 0.137 6.10 £ 4.75* 0.500#
Cmax (ug/mL) 0.718 £ 0.229 0.169 + 0.048* 1.29 + 0.37**###
T12 (D) 1.57 £ 0.943 2761444 2.22 +0.366
MA
AUC,1 (ug*h/mL) 122+1.1 11.3+1.3 11.3+0.7
Tmax (h) 1.00 6.40 + 4.34* 1.80 + 0.45#
Cmax (ug/mL) 4.86 + 1.00 1.02 £ 0.18*** 3.16 + 0.44* #H#
T12 (D) 2.78 +0.513 145+ 24.4 2.60+1.39

@ Rats were treated i.v. with 50 mg/kg of ABT 1 h before the administration of metoprolol
® Rats were treated p.o. with 50 mg/kg of ABT 16 h before the administration of metoprolol
Statistically significant differences: * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 ABT i.v. and ABT p.o.

versus control; # P<0.05, ## P<0.01, ### P<0.001 ABT i.v. versus ABT p.o.
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Table 4. Effect of ABT on stomach content and intestinal transit in rats dosed with a charcoal

meal

The stomach content (g) and the intestinal transit (% of the small intestine travelled by
the charcoal) were measured 30 minutes after the administration of 2 mL of activated
charcoal in control or 50 mg/kg ABT treated rats. Data are mean and standard deviation of
four rats.

Stomach content (g) Intestinal transit (%)
Control group 0.464 £ 0.063 67.7+23
ABT i.v. 1 h before charcoal 3.21*** £ 0.49 73.5+£11.0
ABT p.o. 16 h before charcoal 0.658 £ 0.510 69.1 £ 3.6
ABT p.o. 1 h before charcoal 3.33*** £ 0.86 68.8 £ 3.5

Statistically significant differences: * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 versus control
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Figure 1

PN N

HO HO
O-Dealkylation o
OH
Metoprolol ODM
Hydroxylation Oxidation

PN PN

HO HO.
0o 0
0,
OH
/0 OH
OHM MA

Fig. 1. Metabolic pathway of metoprolol in rats. ODM is o-desmethyl-metoprolol, OHM a-
hydroxy-metoprolol and MA metoprolol-acid (Borg et al., 1975a; Boralli et al., 2009).
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Figure 2
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Fig. 2. Plasmatic concentration of metoprolol (A), o-desmethyl-metoprolol (B), metoprolol-acid
(C) and a-hydroxy-metoprolol (D) following the administration of 10mg/kg of metoprolol in
untreated rats and in 50mg/kg ABT i.v. 1 h or ABT p.o. 16 h pretreated rats. Data are mean

and standard deviations of five rats.
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Fig. 3. Intrinsic clearance of metoprolol in hepatic (A) and intestinal (B) microsomes of
untreated rats or ABT i.v. 1h and ABT p.o. 16 h pretreated rats. ODM is o-desmethyl-

metoprolol, OHM a-hydroxy-metoprolol and MA metoprolol-acid.
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Chapitre S : Discussion

5.1 — Rappel des objectifs de recherche

Pour atteindre la circulation systémique, les médicaments administrés par la voie orale
doivent €tre absorbés dans I’intestin et éviter d’étre métabolisés lors de leur passage dans
Iintestin et le foie (10). Etant donné que 1’expression intestinale des enzymes du métabolisme
représente seulement 1 % de ’expression hépatique (4), le métabolisme intestinal a longtemps
¢été considéré comme ayant un impact mineur sur I’effet de premier passage. Par contre,
plusieurs études ont démontré qu’il peut jouer un role significatif et parfois méme plus
important que le foie pour plusieurs substrats (5-9). Cependant, le métabolisme intestinal reste
trés mal connu particulierement parce que les outils in vitro et in vivo pour 1’étudier sont
inexistants ou mal caractérisés (2). L’objectif de ces travaux est donc d’évaluer I’impact du
métabolisme intestinal sur I’effet de premier passage des médicaments en comparaison avec le
métabolisme hépatique. Pour ce faire, différents outils in vitro et in vivo ont été utilisés,
caractérisés et développés afin de permettre d’améliorer les outils et les connaissances sur le

métabolisme intestinal des médicaments.

Ainsi, différents substrats ont été incubés dans des microsomes intestinaux et
hépatiques pour cerner les différences quantitatives dans la vitesse de métabolisme et les
différences qualitatives dans la production de métabolites entre les deux organes. Par la suite,
¢tant donné que le substrat métoprolol a démontré des différences dans la production de
métabolites entre ’intestin et le foie, des études pharmacocinétiques ont été effectuées chez le
rat pour exposer I’importance du métabolisme intestinal sur 1’effet de premier passage et la
production de métabolites circulants. Ainsi, 1’utilisation d’animaux canulés dans la veine porte
et jugulaire ainsi que [’utilisation d’inhibiteurs des enzymes du métabolisme a été évaluée

pour mieux caractériser I’impact du métabolisme intestinal et hépatique séparément.
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5.2 — Différences quantitatives et qualitatives entre le métabolisme

intestinal et hépatique dans les microsomes

Afin de mieux comprendre le métabolisme intestinal, huit substrats de différentes
enzymes du métabolisme ont été incubés dans des microsomes intestinaux et hépatiques de
rats. La capacité des microsomes a métaboliser ces médicaments a été évaluée en mesurant la
clairance intrinséque de chaque substrat. Les résultats présentés dans le Tableau S montrent
premiérement que le métabolisme intestinal est beaucoup plus important pour les substrats du
CYP3A, 2] et pour les UGT, alors que les substrats du CYP1A, 2B et 2D ne sont pratiquement
pas métabolisés par 1’intestin. Ces résultats sont en lien avec ceux de la littérature puisque
I’intestin du rat exprime en grande quantité le CYP3A, mais en plus faible quantité les autres
isoformes comme le CYPI1A, et 2D (54, 56-60, 72). Par contre, une publication a démontré
que le CYP2B est treés présent dans D’intestin du rat (72). Pourtant, le substrat du CYP2B
utilisé dans cette étude, le buproprion (130), a été que trés faiblement métabolisé dans les
microsomes intestinaux. Il est donc possible que le métabolisme de ce substrat ne soit pas
représentatif de 1’expression de 1’enzyme. Enfin, il n’est pas surprenant d’observer beaucoup
de métabolisme dans les microsomes intestinaux pour le raloxiféne puisque les UGT sont bien

connues pour jouer un réle important dans le métabolisme intestinal chez le rat (54, 61).

Un second aspect de ces résultats est la différence entre la vitesse de métabolisme dans
les microsomes intestinaux et hépatiques. En effet, pour les 8 substrats testés, il n’existe aucun
lien entre les deux organes : le ratio entre la clairance intrinseque hépatique et intestinale varie
de 3.3 a 203 selon les substrats. Ainsi, le foie n’est pas du tout représentatif du métabolisme
intestinal. Pourtant, certains articles proposent d’estimer le métabolisme intestinal a partir des
données de métabolisme obtenues dans les microsomes hépatiques (13, 42). Ces articles se
basent principalement sur des données obtenues avec des substrats du CYP3A uniquement et
favorisent ainsi 1’idée que le métabolisme intestinal n’est qu’une version plus lente du
métabolisme hépatique. Par contre, les résultats présentés ici montrent que pour des substrats
d’enzymes distinctes, la vitesse de métabolisme est différente entre les deux organes. Cette

différence est méme observée pour les substrats métabolisés spécifiquement par le CYP3A.
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Dans un deuxieme temps, afin de mieux comprendre la formation des métabolites entre
les deux organes, le midazolam et le métoprolol ont été incubés dans des microsomes et la
formation de leurs principaux métabolites a été étudi¢e. Les résultats présentés a la Figure 8
illustrent bien les différences qualitatives dans la formation de métabolites entre 1’intestin et le
foie. En effet, le midazolam forme principalement le 1-OH-midazolam dans I’intestin, mais
forme en égale quantité le 1 et le 4-OH-midazolam dans le foie. Le métoprolol quant a lui
forme principalement le ODM dans I’intestin, et en plus grande quantité¢ le MA et le OHM
dans le foie. Ces résultats démontrent bien que les métabolites produits dans le foie ne seront
pas nécessairement prédictifs de ceux produits dans I’intestin. Ceci augmente 1’importance

d’étudier le métabolisme intestinal indépendamment du métabolisme hépatique.

Les différences quantitative et qualitative entre le métabolisme intestinal et hépatique
peuvent s’expliquer par les différences entre les proportions d’enzymes dans les deux organes.
En effet, I’intestin exprime majoritairement le CYP3A et trés peu des autres enzymes alors
que le foie a une plus grande diversité enzymatique (31, 72). Ainsi, un substrat du CYP3A
sera plus susceptible d’étre métabolisé dans 1’intestin qu’un substrat du CYP2D par exemple.
La situation se complexifie pour les composés métabolisés par plusieurs enzymes. Par
exemple, le métoprolol est métabolisé par le CYP2D et par le CYP3A chez le rat (65). Ainsi,
on pourrait s’attendre a ce que son métabolisme intestinal soit médi¢ principalement par le
CYP3A et que son métabolisme hépatique par le CYP2D et 3A. C’est probablement pour cette
raison que les microsomes intestinaux produisent principalement le ODM alors que ceux
hépatiques produisent le MA et le OHM, d’autant plus que le ODM serait produit par le
CYP3A et le MA et le OHM par le CYP2D (65). Pour le midazolam, la différence entre les
métabolites produits dans I’intestin et dans le foie est plus difficile a expliquer. En effet, le
midazolam est connu pour étre un substrat sélectif du CYP3A chez le rat (66). Les métabolites
produits dans D’intestin et le foie devraient donc étre similaires. Pourtant, on observe une
formation majoritaire de 1-OH-midazolam dans I’intestin alors que le foie produit en quantité
similaire le 1 et le 4-OH-midazolam. Le métabolisme du midazolam doit donc se faire
différemment dans les deux organes. Il est possible que les différents isoformes du CYP3A

exprimés dans I’intestin, le CYP3AI1, 3A9, 3A18 et 3A62 (54, 56-60), puissent produire
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sélectivement le 1-OH-midazolam comparativement au CYP3A2 qui est I’isoforme principale

du CYP3A dans le foie du rat (131).

Chez I’humain, on peut aussi s’attendre a de telles différences entre le métabolisme
hépatique et intestinal puisque 1’expression des enzymes est aussi différente entre les deux
organes (31). Cependant, ce n’est pas nécessairement le cas pour le midazolam et le
métoprolol puisqu’il existe beaucoup de différence interespéces entre les spécificités des

enzymes (53-55).

Quoi qu'il en soit, ces résultats démontrent I’importance d’étudier le métabolisme
intestinal d’un composé¢ indépendamment de son métabolisme hépatique. En effet, puisque les
outils in vitro pour étudier le métabolisme intestinal sont trés peu utilisés en phase de
développement du médicament, il pourrait étre possible de manquer la formation d’un
métabolite produit uniquement dans I’intestin. Ainsi, lors des études cliniques, on pourrait
découvrir la formation d’un nouveau métabolite qui n’avait pas nécessairement été détecté
dans les microsomes hépatiques ou les espéces animales. Etant donné que les agences
réglementaires exigent que les métabolites identifiés dans le plasma chez ’humain circulent au
moins dans des niveaux similaires dans les ¢tudes de toxicologies animales (132), cette
situation pourrait retarder la mise en marché d’un médicament. De plus, la présence de
métabolisme intestinal peut aussi diminuer les concentrations systémiques attendues du

médicament ou méme changer le risque d’interactions médicamenteuses.

5.3 — Utilisation et caractérisation de modeles in vivo chez le rat
pour comprendre les différences entre le métabolisme intestinal et

hépatique en utilisant le substrat métoprolol

Pour mieux comprendre I’'impact des différences observées entre le métabolisme
intestinal et hépatique sur la pharmacocinétique des médicaments in vivo, plusieurs
expériences pharmacocinétiques ont été effectuées chez le rat en utilisant le métoprolol. Ainsi,
différents modéles permettant de comprendre la contribution de l’intestin et du foie au

métabolisme du métoprolol ont été utilisés et développés. Plus particuliérement, 1’impact de
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I’intestin sur les métabolites circulants du métoprolol a été¢ évalué pour mettre en perspective

les résultats obtenus in vitro.

5.3.1 — Pharmacocinétique et métabolisme de métoprolol chez le rat

Le métoprolol est ¢éliminé trés rapidement chez le rat ce qui méne a une clairance
plasmatique trés élevée (124 mL/min/kg) ainsi qu'un temps de demi-vie trés court (0.42 h)
suite a une administration i.v. Son volume de distribution de 4.07 L/kg est tres élevé ce qui
suggere une distribution du métoprolol dans les tissus. Bien que le métoprolol soit absorbé trés
rapidement avec un Tmax de 0.25 h suite a une administration orale, sa biodisponibilité est
seulement de 11.4 %. De plus, on retrouve de plus grandes concentrations de métabolites que
de molécule mére dans la circulation systémique. Etant donné que 90 % de la dose orale du
métoprolol est excrété¢ dans les urines principalement sous forme de métabolites, on peut
conclure que la plus grande majorit¢ du métoprolol administré est absorbé dans 1’intestin et
subit par la suite un trés fort premier passage intestinal et hépatique. Ces résultats sont en lien
avec les données historiques de la littérature puisque le métoprolol est connu pour étre
completement absorbé, mais avoir une tres faible % F due a un fort premier passage intestinal

et hépatique (65, 70, 71, 133).

Suite a une administration orale le principal métabolite en circulation et excrété dans
les urines est le métoprolol acide (MA). On retrouve aussi de plus faibles quantités de OHM et
de ODM. Ceci est en lien avec les données dans les microsomes qui montraient une formation
majoritaire du ODM dans I’intestin suivi d’une plus grande formation de MA et de OHM dans
le foie. Ainsi, une partie du métoprolol administré est probablement transformé en ODM dans
I’intestin. Lors de son passage au foie, une autre partiec du métoprolol restant doit étre converti
en MA et en OHM, et le ODM produit dans 1’intestin est probablement retransformé en MA,

résultant en des niveaux circulants de MA trés importants.

5.3.2 — Etude du métabolisme de metoprolol dans des rats canulés dans la

veine jugulaire et la veine porte

Pour mieux comprendre la contribution respective de I’intestin et du foie au

métabolisme de premier passage, des rats canulés dans la veine porte et la veine jugulaire ont
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été utilisés. Ce modele permet d’administrer un médicament oralement et de prendre des
prélévements sanguins dans la veine porte et la veine jugulaire. Puisque la biodisponibilité
d’un médicament peut étre décrite comme étant la fraction d’un médicament passant d’un
compartiment a un second compartiment, il est possible de mesurer la fraction de la dose qui
atteint la veine porte et qui est donc absorbée et non métabolisée par I'intestin (F,*Fy). 1l
permet aussi de calculer la fraction du médicament qui passera de la veine porte a la
circulation systémique et qui sera ainsi non métabolisée par le foie (Fp). Pour cette raison,
plusieurs articles ont décrit 1’utilisation d’animaux canulés pour comprendre le métabolisme
intestinal pour les médicaments complétement absorbés (F,=1) (96, 98-100) ou mieux
comprendre la fraction absorbée pour les médicaments n’ayant pas de métabolisme intestinal
(Fg=1) (97). Cependant, un des principaux défauts de ce mod¢le est que la formule permettant
de calculer le F,*F, nécessite de connaitre le débit sanguin dans la veine porte chez le rat.
Puisque cette valeur varie d’un article a un autre, la valeur de 49.8 + 12.9 mL/min a été utilisée
dans cette étude. Cette valeur a été déterminée en faisant la moyenne de 6 différents articles
(96, 101-105). Cependant, il faut garder en téte que la valeur du F,*F, peut varier grandement

selon le débit sanguin utilisé.

Tel que discuté précédemment, le métoprolol est completement absorbé chez le rat
(Fa=1), mais subit un fort premier passage intestinal et hépatique menant a une biodisponibilité
de 11.4 %. Ainsi, le modéle de rats canulés était le modele idéal pour mesurer exactement le
F, et le Fr, du métoprolol suite & une administration orale. Tout d’abord, si on observe les
concentrations plasmatiques dans la veine porte et la veine jugulaire du métoprolol et ses
métabolites (Figure 10), on voit que seules les concentrations du métoprolol et du ODM
varient entre les deux veines. Ce résultat démontre que seul le métoprolol et le ODM sont
absorbés a partir de I’intestin, ce qui est en lien avec les données dans les microsomes ou seul
le ODM était produit par I’intestin. De plus, ces données nous permettent de calculer un F, de
0.577+0.292 et un F; de 0.313 + 0.112, ce qui veut dire que 42.3 % de la dose administrée est
métabolisée par I’intestin en ODM et que 39.6 % de la dose est métabolisée par le foie ne
laissant que 18.1 % en circulation. Ceci est trés prés de la biodisponibilité de 11.4 % calculé
dans les rats normaux. Ces résultats suggerent donc que I’intestin contribue en plus grande

partie au métabolisme de la dose totale comparativement au foie. Méme si le F, est plus petit
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que le Fp, étant donné que le métabolisme intestinal survient en premier il contribue en plus
grande partie au métabolisme de métoprolol et donc a la formation de métabolites. Ainsi,
environ 40 % de la dose est transformée en ODM dans I’intestin qui est vraisemblablement
reconverti en MA au foie. Ceci explique probablement pourquoi le MA est le métabolite
majoritaire excrété dans 1’urine et que le OHM y est moins présent méme s’il est pourtant
produit en grande quantité dans les microsomes hépatiques. Ces résultats démontrent encore
une fois qu’il est trés important d’étudier le métabolisme intestinal lors du développement
d’un médicament puisque dans le cas du métoprolol, ¢’est davantage le métabolisme intestinal

qui est responsable de la production des métabolites retrouvés en circulation.

Par contre, certains bémols par rapport aux résultats de cette étude sont a mentionner.
Tout d’abord, la SSC du métoprolol dans la veine jugulaire est 4 fois plus ¢levée que celle
obtenue dans des rats non canulés. Ainsi, la % F calculé a partir d’une administration i.v. est
de 48 %. Etrangement, la % F calculé dans cette expérience a partir du Fa*Fg et du Fh est de
18.1 % ce qui est plus proche de la valeur de 11.4 % obtenue dans les rats normaux. Il est donc
possible que la chirurgie ou la présence de canules chez le rat affecte d’une certaine fagcon
I’¢limination du métoprolol en changeant le métabolisme ou alors le débit sanguin dans la
veine porte. Pourtant, il a été montré dans la littérature que la canulation n’affectait pas les
parametres physiologiques des animaux y compris I’activité des enzymes métaboliques (96).
Par contre, il est possible que ce ne soit pas le cas pour les rats utilisés dans cette étude. Dans
ce cas, si le métabolisme était inhibé, une plus grande quantité de médicaments atteindrait la
circulation systémique. A I’inverse, si le débit sanguin dans la veine porte était affecté, alors
I’¢limination du métoprolol serait directement diminuée puisque la clairance hépatique du
métoprolol est dépendante de la quantité qui se rend au foie et donc du débit sanguin
hépatique. Dans ce cas, I’élimination serait beaucoup plus affectée que le métabolisme de
premier passage qui ne dépend pas du débit sanguin. Etant donné que la % F calculé a partir
du F, et du F}, est trés prés de la valeur dans les rats normaux alors que celle calculée a partir
de la SSC est plus élevée, il est plus probable que ce soit 1’élimination du composé qui soit
affectée par la canulation et non I’effet de premier passage. En effet, si I’¢limination du

composé est affecté, la SSC sera augmenté méme si la %F réelle demeurera inchangé.
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Ces ¢études ont tout de méme permis de mieux comprendre la fraction du métoprolol
métabolisé par I’intestin et le foie. Elles ont aussi permis de démontrer que I’intestin est un

acteur clef menant a la faible % F et a la production de métabolites circulants chez le rat.

5.3.3 — Utilisation des interactions médicamenteuses pour distinguer entre le

métabolisme intestinal et hépatique du métoprolol

Pour aller plus loin dans la compréhension du réle du métabolisme intestinal et
hépatique dans le métabolisme de premier passage et la production des métabolites circulants,
le jus de pamplemousse (GFJ) et le 1-aminobenzotriazole (ABT) ont ét¢ utilisés pour produire
des interactions médicamenteuses avec le métoprolol. Le GFJ est un inhibiteur connu et
sélectif du métabolisme intestinal. I1 permet donc de voir I’'impact de D’inhibition du
métabolisme intestinal sur la %F et les métabolites circulant du métoprolol. Pour ABT,
certains articles suggérent qu’une administration i.v. permettrait une inhibition sélective des
enzymes hépatiques. Ces deux modeles ont donc été utilisés pour approfondir notre

compréhension de la contribution des deux organes au métabolisme de premier passage.

5.3.3.1 — Utilisation du jus de pamplemousse

Le GFJ est bien connu pour son inhibition sélective du CYP3A4 intestinal qui méne a
des interactions médicamenteuses avec plusieurs médicaments. Ces interactions sont aussi
observées chez le rat pour plusieurs substrats de la famille CYP3A (118-120). Pour mieux
comprendre 1’impact de I’intestin sur la production de métabolites circulants et le premier
passage du métoprolol, un modele utilisant le GFJ a été développés chez le rat. Puisque les
protocoles employés dans la littérature varient entre les articles (118-120), 2 mL par rat de jus
de pamplemousse ont été administrés 16 h et 30 minutes avant le métoprolol afin d’obtenir
une inhibition maximale du métabolisme intestinal. Afin de confirmer que le métabolisme du
métoprolol était inhibé dans ces conditions, des microsomes intestinaux et hépatiques ont été
préparés a partir de rats traités avec du jus de pamplemousses et la clairance intrinséque a été
déterminé en mesurant le K, et le V.. Les résultats illustrés a la Figure 11 démontrent

clairement une inhibition sélective du métabolisme intestinal par le GFJ. Etant donné que le
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GFJ est connu pour inhiber sélectivement la famille du CYP3A, ces résultats suggérent encore

une fois que le ODM est produit par cette famille d’enzyme dans I’intestin.

Afin de voir I’effet de I’inhibition du métabolisme intestinal sur la PK du métoprolol,
le métoprolol a été administré oralement a des rats prétraités avec du jus de pamplemousse.
Etonnamment, aucun changement majeur de la SSC de métoprolol et de ses métabolites n’a
¢été observé. Par contre, les concentrations plasmatiques du ODM et du MA sont légeérement

diminuées pendant la premiére heure dans le groupe traité avec le GFJ (Figure 12).

Il est surprenant que 1’inhibition du métabolisme intestinal avec le GFJ n’ait eu qu’un
impact trés mineur sur les concentrations plasmatiques du parent et des métabolites puisque
les résultats obtenus chez les animaux canulés montrent que 40 % de la dose est métabolisée
par D’intestin. Il est possible que le métabolisme hépatique compense pour la perte de
métabolisme intestinal chez les rats traités avec le GFJ. Ainsi, il est possible que bien que
I’intestin ne métabolise plus le métoprolol dans les rats traités par le GFJ, le foie compense
pour le métoprolol supplémentaire ce qui rend les concentrations systémiques du métoprolol et
ses métabolites inchangés. De plus, comme le métabolisme intestinal ne survient que la phase
d’absorption, son impact est plus important lors de la phase d’absorption dans la premicre
heure. Il serait intéressant d’observer 1’impact d’administrer du GFJ a des animaux canulés
pour voir ’'impact sur le F, et Fy,. Cette étude permettrait de mieux comprendre I’effet du GFJ

sur métoprolol.

Dans la littérature, les substrats connus pour étre significativement affectés par le GFJ
chez le rat sont principalement des substrats du pgp. En effet, la cyclosporine (118) et le
lopinavir (119) sont significativement affectés par le GFJ alors qu’une augmentation non
significative est observée pour le midazolam (120). Ces résultats suggerent donc que les
substrats des transporteurs d’efflux sont davantage affectés par une inhibition du métabolisme
intestinal puisqu’ils entrent et sortent a plusieurs reprises dans les entérocytes ce qui augmente
leur exposition aux enzymes intestinales. Les autres substrats par contre ne pourront étre
victime du métabolisme intestinal qu’une seule fois lors de leur absorption et ainsi seront

potentiellement moins affectés par une inhibition du métabolisme intestinal.
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5.3.3.2 — Utilisation de 1-Aminobenzotriazole

Etant donné que 1’inhibition du métabolisme intestinal n’a qu’un effet mineur sur la
pharmacocinétique du métoprolol, I’utilisation d’un inhibiteur sélectif du métabolisme
hépatique a été envisagée pour mieux comprendre la contribution de I’intestin au premier
passage du métoprolol. ABT, un inhibiteur non sélectif et irréversible des CYP (106), a été
choisi pour ces études puisqu’un article suggérait que varier sa voie d’administration pouvait
permettre d’avoir une inhibition sélective du métabolisme hépatique. En fait, les auteurs
avaient démontré que la biodisponibilit¢ du midazolam n’était pas affectée par un
prétraitement d’une heure avec ABT donné i.v. alors qu’un prétraitement de 16 h avec ABT
donné oralement augmentait significativement la biodisponibilit¢ du midazolam. Puisque le
midazolam est connu pour avoir un fort premier passage intestinal chez le rat, les auteurs en
ont conclu que I’effet mineur du groupe ABT 1i.v. sur midazolam était causé par son absence

d’inhibition intestinal (111).

L’article présenté au chapitre 4 montre les travaux qui ont été effectués pour mieux
comprendre 'utilisation d’ABT dans des études de DDI chez le rat. Des résultats similaires a
ceux rapportés pour le midazolam ont été obtenus lorsque le métoprolol a été¢ administré a des
rats prétraités avec ABT. Tout d’abord, un prétraitement avec ABT p.o. 16 h avant
I’administration du métoprolol a résulté¢ en une forte augmentation de la SSC et du Cy.x de
métoprolol alors qu’un traitement avec ABT i.v. (1 h avant) a résulté en une augmentation
plus modeste de la SSC et aucun changement du C,,. Ainsi, en prenant en compte
uniquement ces données, on pourrait porter une conclusion similaire a celle obtenue par
I’étude antérieur avec le midazolam soit que le groupe ABT p.o. exerce une inhibition
supplémentaire du métabolisme intestinal menant a une augmentation plus marquée des
concentrations plasmatiques. Cependant, si on porte attention aux données des métabolites, on
se rend compte que les concentrations plasmatiques des trois métabolites du métoprolol sont
fortement diminuées dans le groupe ABT i.v., méme si ce groupe a eu un effet moins
important sur la SSC de métoprolol qu’ABT p.o. De plus, le Tmax du métoprolol et ses
métabolites est retardé dans le groupe ABT iv., ce qui suggeére un changement dans
I’absorption du métoprolol. Ainsi, si I’absorption du métoprolol est affectée par un traitement

avec ABT i.v., il devient difficile de porter des conclusions sur son effet sur le métabolisme.
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Etant donné que toutes les études suggérant une inhibition sélective du métabolisme
hépatique par ABT i.v. s’étaient uniquement basées sur des données pharmacocinétiques, des
microsomes hépatiques et intestinaux ont été préparés a partir de rats prétraités avec ABT pour
réfuter ou confirmer cette hypothése. Nous résultats ont démontrés que peu importe la voie
d’administration d’ABT, ce dernier inhibe le métabolisme dans I’intestin et le foie de 5 fois et
3 fois respectivement. Ainsi I’hypothése selon laquelle ABT i.v. pouvait inhiber sélectivement

le foie était erronée.

Puisque I’inhibition des enzymes du métabolisme est similaire entre les deux
traitements, nous avons suppos¢ que les différences dans la pharmacocinétique du métoprolol
et du midazolam pouvaient étre expliquées par un changement dans I’absorption. De plus, un
article récent dans la littérature démontrait qu’ABT pouvait affecter la vidange gastrique
(112). Ainsi, la vidange gastrique et le temps de transit intestinal ont été¢ évalués dans des rats
témoins et prétraités avec ABT i.v. administré 1 h avant ou ABT p.o. administré 1 h et 16 h
avant. Nos résultats ont démontrés qu”’ABT inhibe fortement la vidange gastrique lorsqu’il est
administré 1 h avant I’expérience alors qu’il n’a aucun effet significatif lorsqu’administré 16 h

avant.

Ainsi, la différence entre les deux groupes ABT 1i.v. et p.o. peut étre expliqué par
I’inhibition de la vidange gastrique dans le groupe i.v. ce qui affecte 1’absorption du
métoprolol résultant en des concentrations plasmatiques moins élevées que le groupe ABT p.o.
Cette démonstration est d’une haute importance puisque plusieurs articles utilisent ABT pour
comprendre I’effet du métabolisme sur la biodisponibilité des médicaments ou méme sur la
toxicité de ses métabolites (100, 109-111, 134-138). D’autant plus que plusieurs de ces articles
administrent ABT 1-2 h avant de faire 1’expérience (110, 111, 134-136, 138) ce qui affecte
I’absorption et peut biaiser leurs conclusions. Ainsi, les résultats de ces travaux permettront de
mieux planifier les études futures avec ABT pour étudier I’impact du métabolisme sur la

biodisponibilité ou la toxicité des médicaments.

Malheureusement, nos travaux ont démontré qu’ABT ne peut étre utilisé¢ pour induire
une inhibition sélective du métabolisme hépatique, ce qui ne nous permet pas d’avoir un
modele animal ayant uniquement du métabolisme intestinal pour mieux comprendre le

métabolisme de premier passage du métoprolol. Cependant, certaines observations peuvent
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étre faites sur le profil métabolique du métoprolol dans les rats traités avec ABT. En effet,
dans le groupe ABT p.o., les résultats in vitro ont montré une inhibition plus marquée des
enzymes intestinales (5 fois) comparativement aux enzymes hépatiques (3 fois). Aussi, étant
donné que le métabolisme intestinal ne peut survenir que dans la phase d’absorption alors que
le métabolisme hépatique participe aussi a la phase d’élimination, un traitement avec ABT p.o.
aura probablement un effet plus important sur le métabolisme intestinal que sur le
métabolisme hépatique. Cette hypothése explique peut-étre pourquoi le OHM est le seul
métabolite ayant un SSC et un Cmax affecté par un prétraitement avec ABT p.o. En effet,
puisque ce métabolite est uniquement formé dans le foie, si le métabolisme du métoprolol est
redirigé vers le foie, ses concentrations risquent d’augmentées. Par contre, étant donné
qu’aucune différence n’avait été observée dans les rats traités avec le GFJ, il faut faire
attention avec cette hypothése d’autant plus que 1’inhibition d’ABT peut étre différente d’une

isoenzyme a une autre.

Finalement, bien que les travaux avec ABT ne permettent pas de mieux comprendre
I’impact du métabolisme intestinal sur la pharmacocinétique du métoprolol, ils ont permis de
mettre a jour I’impact d’ABT sur la vidange gastrique et ainsi d’émettre des recommandations
pour que les études futures avec ABT soient faites adéquatement pour éviter de porter des

conclusions erronées par rapport au métabolisme quand 1’absorption est aussi affectée.
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Chapitre 6 : Conclusion

En conclusion, ces travaux ont permis de d’améliorer les connaissances des différents
outils in vitro et in vivo. 1ls ont aussi aidés a démontrer I’importance d’étudier le métabolisme
intestinal et les différences entre le role de I’intestin et le foie sur 1’effet de premier passage.
Dans un premier temps, I’étude de différents substrats dans les microsomes intestinaux et
hépatiques a permis de montrer que la vitesse de métabolisme dans I’intestin n’est pas en lien
avec celle du foie. Ainsi, il est important de caractériser séparément les deux organes puisque
ce n’est pas parce qu’un médicament est faiblement métabolisé dans le foie qu’il le sera dans
I’intestin. Dans un deuxiéme temps, ces résultats ont permis de mettre ’emphase sur les
différences dans la production des métabolites entre I’intestin et le foie chez le rat pour deux

substrats, le métoprolol et le midazolam.

Afin de mettre en perspective I’impact de ces différences in vivo, le profil métabolique
du métoprolol a été analysé dans différents modeles pharmacocinétiques chez le rat. Ainsi,
’utilisation de rats canulés a permis de déterminer que I’intestin et le foie contribuaient tous
les deux au métabolisme d’environ 40 % de la dose menant a une faible biodisponibilité. Ce
modele a aussi permis de confirmer que le ODM ¢était le seul métabolite produit par I’intestin
in vivo comme in vitro. Par contre, aucune différence dans les concentrations plasmatiques du
métoprolol et ses métabolites n’a été observée suite a [’administration de jus de
pamplemousse, ce qui suggere que le métabolisme hépatique compense pour la perte de
métabolisme intestinal pour ce composé. Par contre, il est probable que les conclusions
auraient ¢été différentes pour un autre médicament, particulierement s’il est substrats des

transporteurs d’efflux.

Finalement, 1’utilisation d’ABT comme outil pour étudier le métabolisme intestinal et
hépatique a été évaluée et a fait I’objet d’une publication. Ce qui a ét¢ démontré est que, peu
importe la voie d’administration d’ABT, le métabolisme intestinal et hépatique sont tous les
deux inhibés par ABT. Cependant, I’administration d’ABT 1 h avant une étude PK affecte
I’absorption en retardant la vidange gastrique. Il faut donc pour les études futures qu’ABT soit
administré 16 h avant pour conserver I’inhibition du métabolisme intestinal et hépatique tout

en évitant son effet sur I’absorption.
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Ces ¢études ont permis d’améliorer les connaissances du métabolisme intestinal en
démontrant qu’il peut avoir un réle majeur sur le premier passage des médicaments et la
production de métabolites circulants. De plus, ces études ont aussi permis d’améliorer nos
connaissances des différents outils pour mieux comprendre séparément le réle de I’intestin et

du foie dans I’effet de premier passage.

Cependant, plusieurs études restent a venir. Il serait important d’améliorer les
connaissances des outils in vitro pour étudier le métabolisme intestinal. Le développement, par
exemple, d’un mode¢le cellulaire permettant I’étude du métabolisme intestinal serait un grand
avancement puisqu’il serait plus proche de la situation physiologique que les fractions
cellulaires et permettrait aussi 1I’étude de I’induction intestinale des enzymes métaboliques. De
plus, il serait important d’améliorer les connaissances par rapport a la prédiction du
métabolisme intestinal a partir des données in vitro pour rendre 1’é¢tude du métabolisme

intestinal plus facile.
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