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"INTRODUCTION

Le fenpentadiol* est le 2-méthyl-4-p-chlorophényl-2,4~pentane~
diol. Il appartient & une série de B-diols bi-tertiaires dérivant
du propane diol-1,3 et préparée par Valette et Coll (88) (8%).

Ces auteurs, et notamment Rolland (17), ont recherché une cor-
rélation entre la structure chimique et l'activité pharmacologique
des différents dérivés obtenus par écartement des carbones hydroxy-
lés et diverses substitutions sur la chaine latérale, en prenant
un o—~diol biternaire : le phéneglycodel comme molécule de référence.
Ayant oboerve que les dérivés du phényl~1l propane-diol-1.3 associent
de facon intéressante des propriétés stinulantes et aépressives au
‘niveau du systéme nerveux central et que ces propriétés paraissent
liées a plusieurs pcints de structure - dont 1l'écartement des

arbénes hydroxyliques -, ces auteurs porté&rent finalement leur choix

sur l'un des dérivés : le fenpentadiol.

Par ailleurs, Kriegel et Coll (49) n'ont pas observé d'ancma-
lie pondérale, hématologigue ou anatomo-pathologique, au cours des
études de toxicit# chronique poursuivies pendant un an dans cer-
tains cas. Ainsi, les essais de toxicité aigué ont démontré la
faible toxicité du produit, la DLSO étant, par voie orale, de
950 mg/kg chez la Souris et 920 mg/kg chez le Rat. De méme, la to-
xicité subaigu? a &t& recherchée chez le Rat, par 1'administration

quotldleﬁne de fenpentadicl per-dant 30 jours, par voie orale ; la

4

50 déterminée aprds ce traitement répété et prclongé est de

-

625 mg/kg soit une dose représentant 25 fois la dose thérapeutigue

e

(.

'y

forte . Enfin, 1'étude de toxicitd chronique, réalisée chez le Ra

* Dénomination comrune internationale recommandée {(D.C.I}=

{(Laboratoire de 1'Hépatrcl).




qﬁe 1'on a soumis au fenpentadiol pendant un an,kpar‘voie orale,
d des doses de 50 a 200 mg/kg, ¢ 'est-a-dire 2 a 8 fois la dose
thérapeutique forte, a montré que la mortallte etalt nulle.
D'autre part, la recherche des effets teratogenes, chez trois
espéces : souris, fat, lapin, s'est‘réVéléé'tOtélement négative :

Lechat (5%), Kriegel (50).

Sur le plan pharmacdlogique, Ginet et Coll (35) (36) ont
montré que le fenpentadiol posséde les propriétés caractéristiques
de la serle chlmlque des diols : il est anticonvulsivant, relaxant

médullaire, et potentialise 1° effet hypnogene des barhlturlques.

Ce produit présente par ailleurs des composantes stimulantes

originales. On peut distinguer :

- une composante antldepre551ve mise en évidence experlqen~
ta]em@nt par la potentlallsatlon des effets de 1'amphétamine
chez le Rat,‘le fenpentadlol n'étant pas anti-réserpinique
“nllMAO,;/ ”‘

- une composante anxiolytique sans effet sé&datif, prouvée
par l'augmentation de la réaction d'exploration et par le
raccourcissement du temps de sortie dans 1'épreuve de condi-

‘tlcnnemcnt au Labyrlnthe chez le Rat ;

- ‘une composante psyCHOmanaleptloue demontree par l'augmen-
tatlon de la motlllte, 1'8lévation du nlveau de vigilance
sur les tracés électro- cortlcographlquea et 1°' amel*orac1on des

réflexes conditionnés.

anln, les ré sultats obtenus par les technlques biochimiques,
CytOChlmquEb, radlochlquuea et enzymolog Llques permettent a
L'Hermite 6t Coll (&) d emeftre 1 nypothese selon lagquelle une
administration de tenpéntadlol chez le Ra;f auralt pour effet
a' augmenter le taux des catecholamlnes au niveau des récepteurs

dans 1es format:ons ﬂentrales etudlecs (hypobhalamug et noyau

ICaude)




Les propriétés thérapeutiques du fenpentadiol ont &t mises en
k . On
trouvera dans les publicaticns de Volmat et Coll (80) (381), Postel
et Coll (11), Cohadon et Coll (14), Sutter et Coll (84) et Felts

(21) la bibliographie des principaux essais.cliniques.

évidence par de tré&s nombreuses expérimentations cliniques

En régle générale, il ressort de ces travaux que le fenpentadiol
se distingue des tranquillisants vrais (a-diols) par ses trois effets

observés en clinique humaine :

~- l'action antidépressive qui léve 1'inhibition :
~ l'action psychostimulante ;
-~ ltaction relaxante, sans action sédative ;
En définitive, le fenpentadiol est apparu & de nombreux auteurs,
(Ssaillant~Klein et Coll (§1), Mouren et Coll (65), Rosier (79) et
Masquin et Coll (64)) comme un anxiolytique psychostimulant parfai-
tement maniable. En ce qui concerne son effet sur 1l anxiété, les
meilleurs résultats semblent avoir été obtenus dans les cas de né-
vroses d'angoisse, de névroses obsessionnelles, d!états &épressifs,
de dépressions névyxotigques, de dépressions réactionnellies et des
troubles de 1'humeur. '

Le fenpentadiol se présente donc comme un psychctrope antidé-
presseur et anxiolytique, doué d'une excellente tolérance et d'une
toxicité faible , ce gui autorise sa prescription , sans aucun
risque, sous sa principale forme pharmaceutique actuelle ( comprimés
sécables dosés a 250 mg de principe actif).

D'une maniére générale, les malades regouivent une dose qguoti-
dienne de 750 mg a 1 gramme, sous forme de 3 & 4 comprim@s répartis
sur lfensemble de la journée, mais selcn certains auvteurs (Sutter

et Coll (83), Parquet (BY), Rosier (19)), on peut penser que des

Enfin, il reste a ncter qu'une forme injectable de fenpentadiol
n'a pu, jusqgn'ad présent, &tre mise 3 la disposition de la thérapeu-
tique. Aprés "solubilisation” du produit & l'aide d'un alcool cyclique,

Broussolle (13) a pourtant démontré 1lfintérét guiaurait une




injection intraveineuse lente de fenpentadiol, Selon Rosier (78),
le fenpentadiol Qdmlnlstre par voile intraveineuse apparalt comme
1 une des tnerapeuthues ‘les nlus puls santes actuellement cornuns

du raptuc anx1eux.

De plus, il n'est pas sans intérét de rappeler dque pour
Rosier (18), le fenpentadiol a une latence d'action trés bréve
(1 3 3 minutes) ; la durée de l'effet est relativement courte
(35 & 40 minutes) et l'on observe ensuite un maintien du fond ha-

bituel d'anxiété du malade, sans reprise du raptus.

En fait, ces études, malgré leur int8r&t, ne furent pas pour-
suivies car le fenpentadiol intraveineux ne pouvait prétendre &tre

un anxiolytique parfaitement maniable.

Dans des conditions aussi voisines que posgible de celles des
essais cliniques, nous avons finalement vérifi& .si les proprié&tés
phdlmacoloquues et thérapeutiques du fcngentadlol pouvaient &tre

en Lapport avec les caracterlqtlnueo pharmacocinétiques de la

" molécule. La prpsente &étude est réalisée dans ce but, chez l'animal,

3 1'aide du fenpentadiol marqué au carbone 14.

Nous nous proposons donc d'étudier l’abqO‘ption, la distribution,
14

1 llnlnatlon et 1e métabolisme du fenpentadiol-""C chez le Rat et le

;APorc. En outre, noua indiquerons, dans un chapitre consacré & 1'ex-

ploitation mathématique des résultats, les paramé&tres pharmacociné-

fiques obtenus aprds injection intraveineuse du produit marqué,

Dans un article récent, Boissier (10) rappelle qu'il n’est plus

pessible actuellement de concevoir'etfd'appliquer un nouveau médica-

ment sans connaitre son sort dans 1° organlsme, depuis la résorption

‘juoqu a v elelnatlon. Cet auteur soullgne également que les recher-

Ches sur le métabolisse et 1la pharmacociné ique doivent &tre consi-
dérablement amplifiées pour le plus grand bhien des malades. En

réalité, les e+ude° metabollqueu et pharmacocinétiques ont été

‘considéré es 1ongfemfs ‘comme des recherches purement formelles ou

-

s;mvlement necessalres, dans lL cadre des "accords et licences" des

laboratoires bharmaceuthues, pov1 le deV@loopément international

des nouveaux mé dicamenfu.




Pourtant, et toujours selon Boissier (§), ces études conduisent
a des conclusions si importantes qu'elles constituent & 1l'heure ac~
tuelle une des étapes fondamentales dans la connaissance de la rhar-
macologie d'un médicament nouveau. Boissier ajoute encore qu'il appa-
raitra inconcevéble, dans quelques années,; d'administrer i I 'Homme
une substance dont on ne connaitra pas - au moins dans ses grandes

lignes - le sort dans l'organisme. : :

En France, la pharmacocinétique a &té définie par un arrété
du 27 avril 1972 (J.0 du 28 mai 1972). Le ministdre de la Santé
Publique et de la Sécurité Sociale entendait par pharmacocinéfique:
"le sort que le médicament subit dans l'organisme, et comprenant
1'étude de 1'absorption, de la répartition, de la biotransformation
(ou métabolisme) et de 1l'élimination. L'é&tude de ces différente
phases peut &tre effectuée 3 l'aide de méthodes physiques, chimiqueq
ou biologiques, ainsi que par l'observation de 1l'activitsd pharmaco-

dynamique méme du produit".

Cette recherche, chez l'animal, est relativement limitde
puisgu'elle ne concerne gque les produits chimiothérapeuntigues (an=-
tibiotiques) et les médicaments dont 1'usage repose sur des effets

)

non pharmscodynamiques {(moyens de diagnostic, etc). et dans tous
les cas oll les rense ignements obtenus sont indispensables pour
l'application chez 1'Homme. Le ministére &tend cette nécessitd aux
proau1to doués d'effets pharmacodynamigues, "1'examen pharmacocins—
igue est souhaitable et peut donner des informations importantes”.
Par contre, le ministére ajoute "Dans Je cas d'agsociations nou~
velles de médicaments déj3 connus et étudiés d'apris les nrésentes
normes ou de médicaments gui n'ont pas été €tudiés d'aprés les
présentes normes mais qui sont connus et largement acceptés en
thérapeutique humaine depuis au moins trois années, les recherches
pharmacocinétiques ne geront pas exigées si les essais toxicologiques
et. 1'expérimentation clinigue ont suffisamment caractirisg les dites

associations”

Ainsi, il ressort de ce protocole d'essai, chez 1l'animal, que
les données pharmacocinétiques ne sont toujours pas strictement in-
dispensables pour la constitution d'un dossier d'autorisation de

mise sur le marché (A.M.M) d'un nouveau médicament,




Pourtant, un arrété du 16 décembre 1975 (J.O0 du 11 janvier 1976)
spécifie que des essais mettant en évidence la biotransformation
(métabolisme) et les &léments pharmacocinétiques essentiels doivent
&tre inclus dans les comptes rendus d'essais cliniques poursuivis

dans le respect du protocoleﬁapplicable d l'expertise clinique des

"médicaments,

Les techniques d'études ont tellement progressé gu'une telle
exigence apparait parfaitement légitime bien gque l'utilisation des

molécules marquées en pharmacologie clinique, ainsi que 1l'emploi

de volontaires, puisse encore poser des problémes d'ordre éthique.

Quoigu'il en soit, une recherche sur plusiecurs esp&ces animales
s'avére é&videmment indispensable avant de passer aux é&tudes de

pharmacologie clinigue.

La pharmaccc1net1 jue, terme employé nour la premiére foiﬁ par
bost (23) en 1953, est la.partie de la pharmacologie qui studie
les variations, en fonction du temps, de la concentration d'un

médicament et/ou de ses métabolites & l'intérieur des différents

milieux de 1 organisme tels que le sang, l'urine et les organes

ou tissus. Ces données ehpellmental :g peuvein 1t conduire 3 1'é&tablis-
sement de modéles‘aits "modéles pharmacocinétiques™ capables d'étre
interprétés mathématiﬁuement. La pharmacocinétique différe donc de
la pharmacodyndmln pulsqu contrairement a celle-ci, elle ne'sa'
préoccupe pas de la nature de l'activiteé des médicaments sur 1'or-
ganisme, mais se propose d'expliciter les modalités de cette action.
L'intensité de 1l'effet médi camenteux est &videmment liée i la quan-
tité de substance gui parvient au contaCu du site recepieur et 3 la

variation de cette quantité en fonction du temps°

~ Dans les lignes qui sulvent, nous ne tenterons pas de faire
une biblio gla phie exhaustive sur le sujet pulsqu ‘on peut trouver,
notamment Gans 1° Juvrdge de Wagner (§4) la t@tallbe des travaux pu-
bliés jusqu'en 197C. Cependant, a 1’ instar de nombreux auteurs tels
que Bieder et Galllot ( 7) et Valette (81), nous citerons parti-
culleremenf les plcmlan travaux de Theorell (85), puis de Dost (23},
Lapp ( 3) {54) et Krileger- Thxemcr (52)'en'Furope‘ et de Levy (80),
Garrett (?0), Rlegﬁlmdn (73), ‘Gibaldi et Feldman (34) et Wagner (§3)

aux htafc—”nls. Par alllﬂutq,'on frouvera le bupporf mathemathue




de l'analyse compartimentale dans les ouvrages de Atkins { 2),
Jacquez (4b), Rescigno et Segre (73), Riggs (76), Sheppard (82),
Theorell (86) et Wagner (85).

Quant. & la disponibilité des mé&dicaments (biodisponibilité),
partie initiale de la pharmacocinétique, elle est caractérisée par
la quantité de médicament gui atteint la circulation sanguine géné-~
rale , ainsi que par la vitesse avec laquelle elle l'atteint. Cette
définition est celle de 1'0.M.S (Rapport technique n® 536, 1974),
Les problémes de biodisponibilité sont extr&mement importants
puisqu'ils concernent avant tout 1l'efficacité thérapeutique Jdes
médicaments. Nous citercns nctamment les revues de Hirtz (44), de
Lesne (§§). l'ouvrage de Wagner (34) ainsi que les "Proceedings of

the Conference on Bioavailability of Drugs. Washington, 1271%(12).

Sur le plan de la pharmacclogie, le raisonnement pharmacociné-—
tique pourrait conduire, selon Bieder et Gaillot (6§31, a expliciter
les relations existantes entre les donndes biochi imigues dynamigues
et Jla cinétique diaction pharmacologique vue notaument sous les an-
gles de la durée et de l'intensit& d'action. L'&tude pharmacocinéti-
que préalable peut seule assurer la mise en évidence du secteur pri-
vilégié responsable de l'activité, et dans ce sens elle constitue

une &tape décisive vers la pharmacologie mol&culaire.

On trouvera dans le livre de Goodman et Gilman (41) ainsi que
dans les travaux d'auteurs tels que Levy et Coll (58) (80) (§1),
Gibaldi et Ceoll (33) et Berkowitz (8 ) de nombreux exemples de cor-
lation entre la distribution du médicament dans l'organisme et
1teffet pharmacclogigue qui en résulte.

Par ailleurs, C'Reilly (68) montre gue les &tudes pharmacocinéti-
ques comparatives peuvent fournir au pharmacclogue et au toxicologue
des div. ormations utiles, en extrapolant les efxe s pharmacologiguesg

-

et toxicologigues des nmédicaments, des animaux a 1'Homnme,

La pharmacocinétigue clinigue est une discipline relativement

ti
récente et, depuis les premicres recherches telles que celles de
Garrett (28) (23}, nous asszistons & l'éclosion fulgurante d'une lit-
térature consacrée a cette excroissance naturelle

€
clinigue. Nous citerons enco les revues générales récentes de




Drayer (25) sur 1° act1v1te pharmacologique des métabolites actifs,
Barza et Weinstein (3) sur les pénicillines, HVldbcrg et Dam (45)
sur les antlconvu151vants, Fabre et Balant (26) dans le cas de

1'insuffisance ré&nale et de”Rane (72) chez 1'enfant.

Ces travaux montrent essentiellement 1'intérét de l'applica-
tion des principes de la pharmacocin&tique clinique dans l'ajuste-
ment de la posologie des médicamnnts. Ces principes pérméttent de
determlner la dose initiale, la dose de malntlen et 1° 1nuervalle
poaologlque de plusieurs medlcaments dont le poLentlel toxlque est
augmenté dans des situations cliniques partlculleres (1nsufflsan~

ce hépatique et rénale).

Ces recherches ont eu comme conséquence la réalisation &'un nom-
bre important de concepts thérapeutiques. Elles ont &établi en par-
ticulier que la relation entre la concentration plasmatique d'un mé-
dicament et 1'intensité de- son effet est nettement plus valable que
la relation entre la .dose exprimée en termes absolus et l'effet.

A cet égard, on pourra consulter les "pProceedings” d'un symposium

relativement récent de la British Pharmacological Society (17).

T.e probléme des intéractioﬂs médicamenteuses de type pharmacc-—
cinétique a été largement soulevé par des auteurs tels que Glasson
(40), Heusghem et Lechat (843) et Kristensen (51). Ces intéractions
médicamenteuses sont susceptibles de modifier un ou plusieurs pa-
ramdtres reliés au début de l'action pharmacologique, 3 son inten-
sité et A sa durde. Les intéractions pharmacocinétiques peuvent se
produire au niveau de 1' absorption gastro-intestinale, de l'élimi~-

nation, de la répartition tissulaire et du siége d'action.

Les intéractions au niveau de 1l'élimination peuvent relever
d'une modification du mé&tabolisme par stimulation (induction en-
zymatique) ou par inhibition. Au niveau de la répaxtition tissu-
laire, on peut essentiellement souligner une modification indé-
sirable de 1la fixation du mé&dicament aux protéines plasmatiques,
par déplacement compétitif. Ce genre d'intéraction est particu-
lidrement fraquent avec les anticoagulants et les hypoglycémiants
qui sont déplacés de leurs sites de fixation par la phénylbuta-

zone. Notons &galement que la fraction du médicament liée aux




protéines diminue, a4 dose &levée, quand tous les sites de fixation
sont saturés. La fraction du médicament diminue aussi dans les cas
d'hypoprotéinémie comme 1' hrpoalbumlnemle, et ceci peut entrainer
des effets indésirables d'un médicament tel que la prednisone ad-

ministrée aux doses thérapeutiques habituelles.

Dans le cadre de ce travail, nous ne pouvons pas insister
sur ce probléme dont les conséquences sont d'une extréme gravité
en'thérapeutique, mais 1'on trouvera une dccumentation importante,:
notamment dans les revues générales de Glasson (31), Jusko et
Gretch (47) et de Koch-Weser et Sellers (48) .







I ~MATERIEL ET METHODES

I .1 - PREPARATICN ET CONTRCLE DU FENPENTADIOL~14C

En vue de son &€tude métabolique, la synthése marguée® au
~carbone 14 du fenpentadiol a été réalissde en choisissant, comme
position de marquage, le carbone 4 de la chalne rentane diol de

1a molécule :

lOH

C!.(Q c" o, — 0 — o
I

Hy CH,

I 1.1 - Synthése du fenpentadiol_l4c

No&l et Coll (87) ont réalisé la synthése du néthyl ~2p-
chlorophényl - 4 pentane diol 2,4 14C"-4 (fenpentadiol, DCI) par
action de l'iodure de méthyle mavne51um sur le p-chlorophényl-

3 hydroxy~-3 butyrate d'éthyle C 3.

Le rendement des six étapes de synthése est de 31,38 % sur

ila baqe du carbonate de baryum initialement mis en oceuvre.

L'activité spécifique a &t8 déﬁerminée en mesurant la radio-
activité par scintillation liquide et la concentration par spectro-
métrie UV ; elle est de 25,3 mCi/mM. Cette activitd spécifique s'est
avérée largement suffisante pour la détermination du produit inchangé

et des métabolites au niveau sanguin chez le Ralt et le Porc.
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Les six &tapes sont les suivantes

/

’ 4
1. l “co, (Ba'to,+H,S0,)

(acide p-ch!orobenzo‘n‘queMC)

(chioture ds 1'acide p-chiorobenzoigue **C)

Vi ' . \ .
Cl
CH,= NO=N®
Hbl

Cl (j\\_“p (p-chloropheny! diazoacétophenone CO)
CH'\‘H )

4. l Ht
ci ‘ \ 14(:’3’0 (p-chIoroacétOphénoneMCO)
NCH,
5. l Zn. E‘x.(“H COOC,Hy
Cl- Q» MCp--— CHy— COOC,H; (p-chicrophenyi-3 5*\;druv=
\_ 3 butyraie d ethyw ic-3)
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Mg/
i ~CH,
’ OH leH
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\A-ﬂ((/\‘ NG CH, —~ C —CH; (fenpentadiol "C)
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I 1.2 -Purification et vureté radiochimique

)

4

k

La purification du fenpentadiol-""C a été réalisée par chro-

matographie sur colonne & gradient d'élution et par recristalli-
grap . g P

sation dans l'hexane. Le contrdle de la puret& chimique et radio-

chimique de la molécule marquée est effectué ensuite par chromato-
graphie en couche mince. La radioactivité est localisée par autora-
dicgraphie et par enregistrement & l'aide du compteur proportion-
nel Berthold (L.B.2721). ‘

Les systémes chromatographiques sont donnés dans le takleau 1 .

- Tableau 1 - Deterimination du Rf du 6ehpéntadioﬁwz4c
selon Les suystimes chriomatoghaphiques wlilisds
SYSTEME CHROMATOGRAPHIQUE* , Rf

benzéne/acétate 4d'éthyle 90/10 | 0,13
benzéne/acétate d'éthyle 80/20 1| 0,37
benzéne/acétate d'éthyle 60/40 | 6,64
benzéne/acétone 90/10} 0,36
benzéne/acétone ‘ 80/20 | 0,73
cyclohexane/éthanol ' 80/20 1} 0,67
cyclohexane/acétate d'éthyle 70/320 | 0,44

% Plaque schleicher et Schull silicagel F,
support plastique

o ias oz . 14
Dans tous les systémes utilisés, le fenpentadiocl-""C ne pro-
duit gu'une seule zone radioactive dont le Rf est identique & owlui

de 1'échantillon té&moin.

En outre, la comparaison des spectres UV et de masse du produit




14 . . . . .
de référence et du fenpentadiol-~""C indique une parfaite identité.

I .1.3 - Stockage et stabilité& du produit

.

-~

Le fenpentadiol—l4c, 3 1'état cristallisé, peut étre conservé &
-20°C pour éviter tcute dégradation éventuelle. En fait, le contrd-
le de la stabilité du produit mis en solution dans un mélange étha-
nol-benzéne et stocké a + 5°C, a montré gu'il n'y a pas de dégrada~
tion. Aprés une péricde de douze a quinze mois, le taux d'impuretésg
radioactives n'est que de 1 %. En définitive, la stabilité du fen~

14

pentadiol-""C est particulidrement remarquable malgré une activité

spécifique relativement &levée (25,3 mCi/mM) .

I .2 ~ SYNTHESE, PURIFICATION ET CONTROLE DU DERIVE ‘

Comme nous le verrons dans un prochain chapitre, nous avons pu
R . I e . ~ . 14
isoler et identifier un métabolite hydroxylé du fenpentadiol~""C

dans les urines du Rat.

Dans ces conditions, il était intéressant de ré2aliser la syn-
thése de ce nouveau conposé et de contrbler ensuite sa structure

chimique aprés purification.

La synthése du (chloro-4 phényl)-1 diméthyl 2,3 butane triecll,

3, 4, s'effectue en deux étapes :

- par réaction de la p-chlorcacétophénone sur le dérivé magné-

sien du chlorure de méthallyle.

@

CH,
ol | ,
S cn_-'(\/ C = CH, — C = CH,
" . ~ ! l
~/ 0OH

CH,

O

—CH, + Cl—Mg - CH, — C = CH,
|
CH,

O n=




-~ puis par hydratation du dérivé éthylénique par le perman-

ganate de potassium.

CH, (|3H3
|
c': — CH, — (I: — CH,OH

OH OH

KMnO
e cl

Le produit visqueux récupéré est recristallisé& dans un minimum
d'eau et sa pureté chimique est déterminée par quatre passages suc-—
cessifs sur plaques préparatives de Silicagel (Merck F 254) dans le
systéme chromatographique suivant : benzéhe/acétate d'éthyle :
30/70 (V/V).

La comparaison du spectre de masse du produit de synthése avec
celui obtenu pour le métabolite hydroxylé isolé dans l'urine permet

de confirmer la structure chimique de ce dernier produit.

100
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IO c-cufngmcng
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Figure 1 ~ Spectre de masse du métabolite de synthdse
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indique le pic parent dont la masse correspond au poids moléculaire.

du métabolite : m/e 244.

I .3 -~ PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DU FENPENTADTIOL

I .3.1 - Solubilité

Les résultats sont donnds dans le tableau 2 -

bt e ; 18-S fomhivteh 4

~ Tableau 2 - Solubllit? du fenpentadiof

SOLVANTS SOLUBILITE
Eau insoluble 3 20°C
Hexane peu soluble
Ethanol soluble
Ether soluble
Chloroforme soluble
Benzéne trés soluble

Le fenpentadiol est une molécule particuliérement hydrophobe qui
ne permet pas une détermination précise du coefficient de partage

dans le mélange chloroforme/eaun ( rapport > a 1.000).

I .3.2 -~ Point de fusion instantané : 77°C.

I .3.3 - Spectre U.V

Dans 1l'hexane, a la concentration de 0,57 mg/ml, maximum, nous

obtenons les valeurs présentes dans le tableau 3 .




~ Tableau 3 - Absoaption dans £'U.V du fenpentadiol
en dolution dans £'hexdane

A max r Ema
273 0,65 262
265 0,85 344
257 - 0,685 276

.I 4 - CONDITIONS D'ADMINISTRATION ET D'EXPERIMENTATION

I .4.1 - Espéces animales
Nos expériences sont conduites sur deux espéces animales :

- rats Wiétar* males, adultes, pesant 140+ 10 g pour la plu-~
part des expériences et 210+ 10 g pour 1'dtude de 1'&limination
biliaire. A

~ porcs® "Large White" males et femelhx;d'un poids de 40 kg

environ.

T .4.2 - Conditicons d'administration

e TEM N4 vm vz w8 et Tl Uk e e 6w T S e I Sk G Wk S mn B s S e PR mn T i St e # Sa e AR Sk o e e o o

- 14 gt ~ s s s
Le fenpentadiol-""C est administré par vaie intraveineuse

soit chez le Rat & la dose de 30 mg/kg, soit chez le Porc 3 la dose
de 5 mg/kg équivalente & la dose thérapeutique : 300 mg pour un hom-

me de 60 kg.

# Elevage IFFA CREDO ~ Centre de ILyon ~ Les Oncins

*# Bilevage du CNRZ - La Miniére 91
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Par voie orale, la dose administrée est généralement de 100 myg
F )

/kg pour le Rat et de 5 mg/kg pour le Porc.

Chez le Rat, les quantités de radiocactivité administrées sont

de 1l'ordre de 130 uCi, d l'exception des animaux utilisés pour la
4

mesure du 1 CO2 expiré : environ 25 uCi.
Pour le Porc, nous administrons le plus souvent des quantités

de radiocactivité de l'ordre de 300 uCi.

b) Nature de_ l'excipient

s e e o o e P own v s i G e (o o

i Le fenpentadicl étant insoluble dans l'eau, il est possible
i de rem&dier i cette difficulté en utilisant un surfactif (mouillant

et émulsionnant) gui peut le "solubiliser" dans le sérum physiolo-

gigque. Aussi, avons—nous choisi pour la plupart des expériences le

Tween 80 dont 1l'emploi aux doses thérapeutigues n'offre aucun dan-

ger.

Le tableau 4 résume les conditions dfutilisation des exci-
pients utilisés pour les administrations par voies intraveineuse et

- 14 -
orale du fenpenta GLOW— C chez le Rat et le Porc.

~ Tableau 4 - Nafure de L'excipient

i
N 41 0 s o
n N de . S Proportions { Observations
z L, v es COMPGSITION P ! serve
I i'excipient V/V ou p/V
: ] Tween 80 - Sérum b 1d Voie iv
0 physiologique
; 2 Tweern 80 - SZrum 1:5 Joie crale
I physiologique (& wtlliser dans
! La jowrnée)
X 3 Propyléne~glycol 9 : 1 Voie iv
A (PPG}~Sé&rum phy-
1 siologique
; 4 Somme arabique - I @10 Voie orale
! equ




Chez le Porc, l'administration par voie orale du prdduit s'ef-
fectue par incorporatioh du fenpentadiol“l4c dans une petite quan-
tité de nourriture ou par administration, & l1l'aide d'une sonde oceso-
phagienne, du produit dissous dans le Tween 80. Le Rat recoit éga-
lemént, d lfaide d‘une‘aiguille boutonnée, le fenpentadiol-l4c‘dig~
sous dans le Tween 80 ou en suspension dans de la gomme arébique a
10 & .

Quel que soit l'excipientvutilisé, il nous parait intéressant
~de noter que l'on retrouve toujours un important effet potentiali~
sateur du fenpentadiol sur. la durée du sommeil produit par le
Nembutal, sans pour autant constater une différence significative

entre les différents excipients soumis 3 l'essai. (§2)

14
Notons, 4 autre part, que le fenpentadiol-""C est constamment
dilué avec du produit "froid" pour atteindre la dose env1sagee.
Enfin, les animaux sont toujours mis au jefine la veille du jour

ol ils recevront le produit par voie orale.

c) 292Q5t599§_éngzngzam§nzg1192
Chez le Rat, les prélavements sanguins sont effectués selon
une technique de cathétérisme permanent de l'aorte qui consiste 3
implanter dans l'aorte thoracique un cathéter en polyéthyléne in-

troduit par la carotide gauche, et dont 1'extrdmité libre débouche
d la base du cou : Waeldele et Stoclet (9§2).

Quant au Porc, nous prélevons le sang, sans difficulté, a -
l'aide d'un cathéter permanent au niveau des veines cave ou porte.
D'autre part, le cath&térisme des voies biliaires permet de recueil-

lir la bile sur le méme sujet (59 .

Pour les expériences comportant 1l'établissement de bilans ou,
plus spécialement, pour 1'étude des éliminations urinaire et fécalé,
l'animal est placé dans une cage mét dbollque dérivée de celle de
Roth (BOY et de dimensions adap tées a 1l'espace etudle ; cette cage

permet de recueillir sépar &ment: 1es urines et ]9% matleres fécales.




Si ia durée de l'expérience se prolonge, un dispositif en forme de
tunnel autorise le Rat & s'alimenter normalement tout en lui évi-

tant de souiller ses propres excréments par leg débris alimentaires

Dans le cas des expériences concernant la distribution du pro-
duit, le rat est sacrifié par ponction cardiaque sous lé&gére anes-
thésie & 1'éther. Dans tous les autres cas, en fin d'expérimenta-
tion, l'animal est sacrifié& par narcose au chloroforme avant d'étre

dventuellement soumis & 1l'autopsie généralisée.

L'étude des cinétiques biliaires s'effectuant sur 1! aalma]
éveillé, le Rat est alors placé dans un appareil & contention dont
les tiges de maintien, réglables 3 volonté, évitent une trop grande
contrainte tout en laissant & l'animal la po sibilité de boire et
de se reposer facilement sur ses pattes. Cette technique, ainsi que
la mise en place d'une fistule biliaire permanente cholédocienne, a

&té décrite précédemment (21) .

T .5 - PREPARATION DES ECHANTILLONS ET MESURES DE LA RA"J‘OAC”TVIU

En ce qui concerne les techniques de la scintillation lJiguide
appliqudes 3 1'étude du métabolisme des médicaments, nous avong, le

plus souvent, utilisé les méthodes préconisées par Glasson et

Benakis (38) (38) (4).

I .5.1 -~ DPréparation des échantillons

-

Les techniq1es de préparaticn des échantilions, élaborées préa-
iablement 3 la mesure de la radioactivité =n scintilliation 1

sont résumées dans le tableau 5 .

a) Echantilions_ sang:

La mesure de la radioactivité du sang ou des hématies est

-

faite sur une prise d'essal de 25 pl, solubilisée 3 aide d'un

'1

1t
mélange (0,4 ml) de Solugne 100 (Packard) et d'Isops ropancl (R.PY1:1).




-~ Tableau 5 ~ Résumé des conditions de p&érJaaa,twn des Gchantillons
pour La scantifhlation Liquide

T : TECHNIQUES SYSTEMES
'H ISES .

ECHANTILLONS PRISE DE MESURE SCINTILIANTS
Plasma=-urine jusqu'd 1 ml directe 10 ml.n"!
Bile , 50-100 ul directe 10 ml.n°!

‘ 5~10ul(cycle ' +1ml OHy dist.
“E.H)
Liaions protéinigues| "aliquote" directe 10 ml.n®d
(dilalyse) | de 10 nl
Spot de silice , v extraction 10 ml.n°1

{chromatoplaque) ‘ directe
Solutions orcganicuesl 10 - 50 pl directe ‘ 10 ml.n%4
{&ther, aleool etc...) :

, - 5
ACO,, expiré ) directe 10 m1.n°5
Sang, Globules ' 25 ul Solubilisation dans
rouges : ‘ 0,4 ml du mélange
' (SOLUENE 160 - Iso- 19 ml.n°2
propanol 1/1)+0,1ml
HZOZ(IIO Vol.)‘
Crganes et tissus Organe entier|Sclubilisation par
frais & 1l'exception|le SOLUENE 100 10 ml.n%4
du foie (aliquote de 100mg)
(3x200 mg)
Poudre séche
(Selles—peau-"carcasse") 25 mg suspension 10 m1.n"3
‘ + 500mg de
CAB.O.81L.

La solution est ensuite décolorée par addition de 0,1 ml d'eau oxy-

génée, puis diluée dans 19 ml du systéme scintillant n°2.

La détermination du rapport érythro-plasmatique est effectuée
en mesurant respectivement la radioactivitd du plasma dans 10 ml
d'Instagel (Packard) et celle des hématies comme il est indiqué’

pour  le sang.




Ces dernidres sont séparées par centrifugation du sang hépariné

3 2.000 tours/minute pendant 15 minutes puis lavées 3 deux reprises

i 1l'aide du sérum physiologigue a 9 p.10CO.

La mesure dans le plasma, des taux respectifs de fenpentadiol
libre et de fenpentadiol 1ié& aux protéines, est réalisée par la mé-

thode de dialyse éguilibrée selon les techniques de Plessas (10) .

Tl en est de méme pour les techniques d'électrophorése et d'im-
munoélectrophoré&se gui sont utilises pour séparer les fractions

protéiniques qui ont éventuellement fix& le fenpentadiol.

o o o o i i an o e e e R Gt Y s A T AT e SRS A W

Pour 1l'étude de la distribution guantitative du fenpentadiol-
14C administré chez le Rat, nous mesurons, a des temps prédéterminés
par les autoradiographies du Rat entier (I0) et les cinétiques san~
guines, la radiocactivité au niveau des organes et tissus ainsi que

la radiocactivité éliminée par les voies urinaire et fécale.

L'animal est sacrifié par spoliation sanguine brutaie et totale
au niveau du coeur. Le volume de sang est mesuré et les organes sont
prélevés par dissection, rincés au sérum physiologique, puis vesés

P

a liétat frais.

Dans le cas des tissus, la prise d'essai concerne généralement
1'organe entier, & 1l'exception du foie dont on prélaéve trois frac-

tions aliquotes de 200 mg.

Les tissus sont ensulte solubilisés a 60°C; durant plusieurs
heures en agitant de temps en temps, dans un volume de Socluérne 100
(Packard) 3 raison de 1 ml pour 100 mg de tissu frais. Une partie
aliquote de 100 mg est ensuite introduite dans une fiole de conmnptage

contenant 10 ml du systéme scintillant n°4.

Tous les &chantillons préparés sont conservés, & l'obscurité,

a + 40(:-




Dans le cas des bilans obtenus aprés injection intraveineuse
‘ . 14 - N .
de fenpentadiol-"""C, la carcasse, c¢'est-a3-dire le reste de l'animal
comprenant le squelette, la masse musculaire, la peau et la queue,

est congelée dans l'azote liquide.

Les opérations suivantes ( broyage 3 froid et sé&chage sous
vide, dégraissage a 1'é&ther suivi d'un séchage sous vide, brovage
d sec et tamisage ) conduisent finalement & l'obtention d'une poudre
trés fine dont un é&chantillon (25 mg) est mis en suspension & 1'ai-
de d'un gel thixotropique : le Cab-0.Sil. (500 mg) avec 10 ml du

systéme scintillant n°3.

Dans nos expériences, la peau (abdominale cou dorsale) est trai-

tée séparément selon un mode opératoire identique.
Enfin, la radicactivité des fractions é&thérées est mesurée

dans 10 ml du systéme scintillant n®°4, et les valeurs obtenues sont

ajoutées a celles des poudres correspondantes.

- Urines : apreés mesure du volume urinaire, une prise d'es-

sai variant entre 0,2 et 1 ml d'urine est mélangée & 10 ml

du systéme scintillant n°l (Instagel Packard).

a

- Matiéres fécales : les fices, pesées & 1'é&tat frais, sont
n S e

traitées dans les mémes conditions gque celles décrites pour

1
lJa carcasse et la peau. La technigue de mesure de la ra-

dicactivité est également identique.

- Bile : les prélévements de bile varient 1

plus souvent

entre 50 & 100 pl,meis les prises d'essai sont réduites 3

Qe

e
o)

5 ou 10 pli dans le cas du cycle entéro-hdpatique. La kile
e

réalablement

4o

est ensuite diluée dans 1 ml d'eau distilid
a8 la mesure de la radioactivité dans 10 nl

{(Packard) .
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- Air expiré : la mesure du CO, éliminé dans l'air expiré

par le Rat est effectude gréce a dn‘dispositif désormais bien
connu (4 ). Les animaux sont placés dans des cages a métabo-
lisme dont l‘atmoéphére est régénérée par aspiraﬁion avec un
débit* d'environ 350 & 400 c.c/min. Aprés séchage sur chlorure
de calcium et saturation par le méthanoi, le courant d'air
passe dans des barboteurs contenant 10 ml du mélange absorbant :
méthanol/éthanolamine (systéme scintillant n°5) réfrigéré

par un bain de glace.

T .5.2 - Mesure de la radiocactivité par scintillation licguide

Les comptages des échantillons s'effectuent en scintillation

liquide.

~ Spectrométre & scintillation liquide

Nous utilisons un' spectrométre 3 scintillation liguide
Packard, modéle Tri-Carb 3320, préalablement étalonné pour
‘la"mésure‘du carbone 14 (canal vert 50 ~ 1000, gain 7 p.1l0Q)
et pour le contrdle de ces mesures par la mé&thode du stan-

dard externe (canal bleu 350 - o, gain 2 p.100).

- Systémes scintillants

Pour nos systémes scintillants, nous utilisons le PPO comme

soluté primaire et le diméthy1-POPOP comme soluté secondaire .

.. - Pour - les solutions aqueuses (plasma, urine, bile), nous
utilisons:le systéme scintillant n°l qui est 1'Instagel
{packard) .

- Pour le sang complet et les hématies, et apreés préparation
des échantillons, nous employons le systéme scintillant n® 2

qui se compose comme suit 2

* Débitmétre ~ type rotameétre d bille de SHO RATE - BROOKS.




Instagel (Packard) : -9C mi
HClL O;5 N : 10 ml

- Pour le comptage des poudres séches maintenues en suspen-
sion par le Cab.0.5il, nous utilisons le systéme scintillant

n°3 :

% PPO : 3 g
¥» diméthy1-POPOP : 0,1 g
tcluéne : Q.5.P 1 L

- Pour les soluticons organiques et les tissus solubilisés,

nous utilisons le systéme scintillant n®°4 :

PPO : 3 g

diméthyl-POPOP: 0,1 g
naphtaléne : 100 g
. dioxane : 700 ml

toluéne 300 ml

- Pour le comptage de 1'éthanolaminewC02 (14C02),nous uti-

lisons le systéme scintillant n°5 :

PPO : 5g¢g

Aiméthyl-POPCP: O,1 g
toluéne ¢ 330 'ml
méthanol : 400 ml

éthanolamine : 270 ml

‘Au cours de ce travail, nous avons utilisé des flacons en ver -
re au borosilicate dont le bruit de fond est tyrés faible : environ

20 cpm.

%xPPC : 2,5 diphényloxazole.
#% diméthy 1l -POPOP : 1,4~pis-2{4rméthyl~5-phényloxazolyl)-benzéne
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- Bfficacité de comptage - Correction du guenching.

En régle générale, nous corrigeons le quenching 3 l'aide
de la méthode de 1'dtalon externe afin d'obtenir un rendement pré-
cis lors du comptage d'é&chantillons fortement colorés (foie, héma-
ties, etc). Pour cela, nous &tablissons des courbes de correction
pour chaqgue type d'échantillon. Dans les autres cas, nous utilisons
la méthode de 1'étalon interne (hexadecane“¥4c comme référence)

pour,déterminér 1'efficacité de comptage.

T .6 - ANALYSE CHROMATOGRAPHIQUE DES URINES, DE LA BILE ET DU SANG

I .6.1 ~ Techniques chromatographigues

La chromatographié”éur couches minceéb(CCM) a permis de puri-
fier le Fenpentadiol—l4c de séparer le mé&dicament inchangé de ses
métabolites au niveau des urines, de la bile et du sang et d'iden-
LlfLer le métabolite hydroxylé du fenpentadicl- 4C par comparaison

5, oz em
avec le produit de référence.
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Le support est un gel de silice de 0,25 mm d'épaisseur, sur
plaque de verre. Il s'agit le plus souvent dé plagques Silicagel
F 254 (Merck) pour CCM.- ‘ ‘ ‘

" Sur. la méme plaque sont déposés, d'une part, les préparations

-~

des échantillong biologiques, d'autre part, 20 & 50 ul d'une solu-

- tion étalon de fenpentadiol~14c {étalon externe).

Aprds séchage, les plagues sont soumises & une chromatographie
ascendante dans une cuve d migration contenant le systéme chromato-

graphique choisi.

. Le tableau 6 indique la composition des six systémes chroma-
tographiques utilisés pour notre ntud@ métaboligque du fenpentadiol-
C ° '




~ Tableau 6 ~ Composdtion des sys: temes 1 JMAM pour Lo

chiomatographie en couche mince

N°® du COMPOSITION Proportions|Durée 3 24°C (h)
systéme v/v pour les prinei-
: paux systemes
utilisés
1 Benzdne - acétate d'éthyle 70730 ~ 1,5
2 Ethanol - cyclohexane 20/80 1
3 Benzéne ~ acé&tone 95/5
4 ~Butanol - éthanol - eau 20/20/10 ~ 10
5 n-Butanol ~ acide acétique~| 50/25/25 ~ 6
eau ‘
6 n~Butanol {(saturé d'eau) ~ 7

Aprés migration, les plaques sont séchfes puis mises en
contact avec des films radiosensibles Eastman Kodak du type Kodi-

rex (support bleu, émulsionné sur une face).

Les taux respectifs des différentes zones radiocactives peu-

vent déji étre déterminés par enregistrement de la radiocactiviteé

des chromatoplaques & l'aide d'un compteur proportionnel, & cir-

culation gazeuse, type Scanner IT Bertholé”™ L.B.2722 avec détec-
. . 14

teur 2 Pi et enregistreur Autochrone x.y. Pour Ile C, cet ap-

pareil permet d'obtenir, selon 1'épaisseur de la couche, des ren-
dements de 15 a 30 &, et sa sensibilité de détection, sur une zone

radiocactive, peut &tre de l'ordre de 10=3uCi.

Cependant, dans la plupart des cas, la mesure de la radioacti-

vité des différents spots est faite, aprés grattage, par mise

¢
o}

suspencion de la gilice dans un mélange de 10 ml d'Instagel et de
3 ml d'eau distillée, de maniére 2 obtenir un gel stabhle pour main-

tenir dispersés les graine de silice,

¥ Bexrthold-France - 92 ~ La Garerine-Cclombes
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Un étalonnage préalable est fait 3 partir de dépdts sur pla-
‘oz ‘ 14, . - Ll
gue de guantités connues de ~ C afin de déterminer les facteurs

.

de correction dus a l1l'anto-~absorption du milieu.

b) Détermination des_ Rf
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Le tableau 7 donne les Rf obtenus, en couche mince,; dans

les différents systémes chromatographiques.

~ Tableau 7 - Rf des substances de rZférence dans Les systemes
wtilists pour La chuomatographie en couche mince

- PRODUITS ~  T— 1 2 1.3 4 5 6

—

Fenpentadiol-’rC 0,450,58|0,23{0,90}0,78| 0,72

Fenpentadiol hydroxylé- €3y 0,10/0,38}0,00 0,88]0,9C]0,86
(métabolite-OH)

T .6.2 — Séparation du médicament inchangé et des métabolites

Identification des produits de bictransformation ‘du

fenpentadiol-l4c.

‘La séparation du médicament inchang& et des produits de bio-
transformation’defenpentadiol—l4C s'effectue par chromatographie
ascendante sur couches de silice (Silicagel F.254 Merck), pour tous
les 8chantillons biologiques soumis a l'analyse : urine, bile, sang,
plasma et hématies. ‘

3

T .. 14 . . - . . .
Le fenpentadiol- 4C inchangé et ses métabolites sont extraits

* du matériel biolcgique, 3 pH convenable, & l'aide de solvants clas-

siques tels que 1'éthanol et 1'éther.
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L'identification du fenpentadiol-""C inchangé et de son
métabolite radiocactif est faite sur couches minces par comparai-
son de leurs Rf avec ceux des prcduits de ré&férence dans divers

systémes chromatographiques (Tableaux 6et7).

Pour éviter une éventuelle déconjugaison des composés présents,
les urines et .la . bile sont toujours conservées a -20°C.
D'autre part, la radiocactivité des prélevements se situe entre 2 et
20.10% d.p.m.

Dans la plupart des cas, une fraction aliquote d'urine ou de
bile est chromatographiée en couche mince préparative de Silicagel
(Merck), dans le systdme n°l. Les zones radioactives sont locaii~
sées par autoradiographie, puls grattées et traité@es plusieurs fois

par un mélange eau-&thanol (5C : 50).

La récupération de la radiocactivité initialement présente (dé-
pdt) est de l'ordre de 95 %. L'identificaticn dans l'urine ou ia
bile des métabolites du fenpentadiol~l4c susceptibles d'étre &ldimi-
nés, sous forme glucuro-ou-sulfo-conjuguée, nécessite une hydrolyse
préalable du milien. Cette hydrolyse dcit é&tre de préférence enzy-
matigue en raison de la dégradation du fenpentadiol qui 2 &té ob-
servée, a chaud, au cours de l'hydrolyse provoqude par 1'HCl N
(2 h a 50°C).

La phase hydroalcooliique est ensuite concentrée & 1'évaporatceur
rotatif, sous vide, et 1l'hydrolyse enzymatigque est réalisée
=S

trait mis en solution dans 1 & 2 ml du tampon acétate (pH

- acide acétique concentré : 0,i6 ml
- acétate de sodium : 1,04 g

-~ eau distillée Q.5 pour 100 ml de mélange




Nous utilisons comme enzymes =

- soit le suc d'Helix pomatia (Hélicase¥*) : 20,000 unités

Fishman/ml de g~glucuronidase et 30.000 unités Roy/ml de sulfatase.
- soit 1la S"glucuronidase** qui titre 100 unités Fishman/mg,

- soit l'taryl sulfatase™¥ qui titre 1,000 unités sulfatase

/0,118 g.

Les mélanges sont incubés durant 24 heures a 37°C, Pour contrd-
ler le rendement de chaque hydrolyse, nous effectuons des essais a

blanc (sans enzymes) de maniére a obtenir le taux de 1'hydrolyse

réalisée par le tampon acétate (pH 5,4)..

Aprés refroidissement de 1'incubat, les composés radioactifs
sont extraits, sous courant d'azote, par l'éther. Par rapport a la
radioactivité initiale, le rendement est toujours de 1l'ordre de

95 . L'extrait éthéré est ensuite chromatographié, en couche

"mince, dans- les systémes indiqués dans le tableau 6 , afin de

comparer le ou les Rf obtenus avec ceux des produits de référence

(tableau 7 ).

Nous pouvons ainsi déterminer le pourcentage de chaque produit

déconjugué. -
Les rendements d'hydrolyse sont les suivants :

- 1l'aryl sulfatase est pratiquement sanus effet : le taux de
déconjugaison n'est pas supdrieur & celuil qui a &té observé au

cours des essais a blanc (2 a2 3 %).

‘11 est & ndter gu'un second traitement n'améliore pas le

rendement d'hydrolyse.

«"Hélicase"~ Industrie Biologigue Frangaise, Gennevilli.'rs,France
#x8—glucuronidase Fliika, EURCBIO - PARIS
Fx¥ArYl sulfatase Sigma, EUROBIO - PARIS




- la B-glucuronidase favorise 1'hydrolyse, et l'on obtient
aprés deux traitements successifs, des rendements d'hydrolyse de °
l'ordre de 70 %.

- le suc d'Helix pomatia permet une déconjugaison presque
totale des extraits urinaires traitds ( ¥ 95 %), et les Rf des
composés retrouvés sont identiques 3 ceux que l'on a observé apres

hydrolyse par la B—glucuronidase.

Dans ces conditions, nous avons choisi le suc d'Helix pomatia
pour assurer une déconjugaison quantitative de tous nos extraits,

quelle gu'en soit l'origine : urine, bile ou sang.

Les hydrolyses enzymatiques des extraits urinaires permettent
finalement de préciser la nature de la conjugaison. En outre, ces
hydrolyses ont permis de déceler la présence d'un métabolite dent
1'identité, déterminde par chromatographie, a pu. &tre confirmée

par synthé&se du composé analogue.

Aprés séparation et purification de ce métabolite radicactif,

la spectrométrie de masse a permig de contrdier son identité par

(&)

comparaison avec le spectre de masse du produit de syntheés

(figure 1 ).

Pour nos essais d'identification, nous utilisons un spectro-
AT

motre de masse®, type VARIAN CH7 (systéme a impact dfélectrons)

dont les principales caractéristiques sont les suivantes :

- Source d'icns : 8&nergie d'utilisation : 702V, émission d'élec~
trons : réglée & 100 upA, température variable de 120 jusgu'a

300°C, cathode en rhénium.

- Introduction diracte : des &chantillons (1O ng)entye 20 et 450°C

(température utilisée : 80°C).

- Gengibilitéd relative : pour la détection de traces : 0,05 p.p.m.

# Appareil mis & notre disposition par le DEpartement des Mol&cuies
marquées du CEN. SACLAY.
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Au niveau sanguin,

-

le procédé d'extraction du fenpentadiol-
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“%C et de ses métabolites est identique a celui qui vient d'étre

décrit pour l'urine et la bile.
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Ce procédé d'extraction donne entigdre satisfaction puisque
1'on retrouve, dans la phase terminale, plus de 95 % de la ra-
dicactivité totale mesurée prédalablement sur une fraction ali-

quote de sang (Tableau 25 ).

T .7 - EXPLOITATION MATHEMATIQUE DES RESULTATS — ANALYSE
COMPARTIMENTALE

T .7.1 - Rappel théorique de l'analyse pharmacocinétique

Pour un systéme ouvert & deux compartiments, la terminologie

de l'analyse compartimentale est essentiellement la suivante :

(ug/ml).......... — concentration en médicament dans 1'organisme 23
chaque instant, t (concentration mesurée généra-
lement dans le sang) ;

C% (ug/ml).......... = concentration initiale en médicament obtenue
graphiquement ou & l'aide du calculateur ;

A, B (ug/ml) +«--... = valeurs de concentrations constantes pour cha-—
que exponentielle ;

¢, 8 (h™')eeveeiee.s = constantes de vitesse correspondant aux di
rentes exponentlelles, dites ronstantes de wites~
se hybrides ("hybrid rate constants”}. Le texme
B désigne également la constante d'élimipation

apparente

-1 . . . .
k12’k2’ ("' ).eses.. = constantes de vitesse de distribution ;
k13 1) ......... = constante d'Bliminaticn (excrétion et métaholisme)
encore appelée constante d'Zlimiuation vraie ;

N

X° (ug,mg ocu mg/kg). — dose initiale administrée (voie intraveineuse) ;

Xy (ug ou mg)e..... — quantité totale de médicament présente dans 1'o0r~-
ganisme i chaque instant, b ;

0,693/a (min.)..... — demi-vie correspondant & lz phase rapide de 1la
distribution ;

0,693/8 (min.)..... = demi-vie correspondant & la e lente de la
distribution, ou période biclogigque du médicament

~a

\J

0,693/k13 (min.)+ ... — demi-vie de 1'@liminaticn globale (excrétion et

métabolisma} ;




i
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Cltot.(ml/min. ou .....s — tledrance totale du médicament (excrétion
mi/kg/min.) et métabolisme) ;

Surf.(pg/ml.h) ......... = surface délimitée par la courbe de concentra-
tion sanguine entre t = o et t = o (é” Cpdt) 3

Vp (ml ou L/Kg) ........ — volume de distribution du médicament dans le
compartiment central ;

AVAR

Vi (ml ou L/Kg)...... — volume de distribution du médicament dans le

compartiment périphérique (tissulaire) ;

Iy

(Vd)ss (ml ou L/Kg)..... — volume de distribution du médicament 3 1'é&tat
d'équilibre stationnaire (''steady state condi-~
tion") ;

(Vd)8 (ml ou L/Kg) ..... = volume de distribution du médicament 3 1'état

d'équilibre de pseudo-distribution.

(Vdyextrap.(ml ou L/Kg). — volume de distribution extrapolé& & partir de
la phase B ;

(Vd)surf.(ml ou L/Kg)... — volume de distribution calculé & partir de la
surface délimitée par-la courbe de concentration
sanguine entre t = 0 et t = o.

Aprés injection intraveineuse d'un médicament, 1'é@volution
des concentrations plasmatigues en fonction du temps est décrite

le plus souvent par une équation biexponentielle de la forme :

Cp = A.e %F + B, BT

(Eq. 1)
L'équation 1 peut &tre interprétée selon la terminclogie d'un
modéle ouvert 3 deux compartiments représenté schématiquement par

la figure 3.
Un tel modéle suppose :

1 - que l'organisme est constitué de deux compartiments
(central et périphérique) de volumes respectifs Vp et Vr/p),
le compartiment central représentant généralement le sang
-total et les tissus fortement irrigués : feoie, reins, coeur,
cerveau..., et le compartiment périphérique regroupant les
tissus et organes & échange lent, tels que le tissu adipeux.

Toa +a8mimoenrtae. 1Toa g o s




2 - que la dose est administrée instantanément dans le
compartiment 1, d'oll elle s'échange ensuite de maniére
réversible entre 1 et 2, selon les constantes de vitesse

kip et kyy g

3 - gque 1l'€limination de la dose (excrétion et métabolisme)
se fait & partir du compartiment 1 et est caractérisée
par la constante kl ;

3 4
4 - gue les constantes de vitesse de distribution (k12 et kZl)
et d'élimination (k13) sont, en toute hypothése, du premier
ordre ;

A 1 , 2
Compartiment i‘(12 Compartiment
DOSE central el périphérique
[V =% V "“K‘" - i (tissus)

P 21 Vi, o

._._‘-«*“/
Ziiminatio
(excretion +
metabolisme

Figure 3 - Modéle ouvert & deux compartiments ; k12’

k21 et k 5 sont les constantes de
vitesse éu premier ordre ; Vp et Vy/p sont
les volumes apparents des deux compartiments.

 Sur la base d'un systéme ouvert a deux compartiments, nous
nous inspirerons tout particuliérement des conceptions de Riegelman
et Coll (74) (1%), de Gibaldi et Coll (31) et Gibaldi (32) pour

-

présenter les grandes lignes de l'analyse pharmacoccinétique -
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- Le compartiment central est le seul accessible pour les pré-
lévements, et l'analyse des échantillons sanguins donne finalement
la concentration en médicament soit dans le sang, soit dans le

plasma ou le sérum.

L'estimation des param&tres A, B, o, B est obtenue directement

a partir de la courbe biexponentielle répondant a 1'équation géné-

rale précédemment mentionnée (Eg.1l).

1

D'aprés le modé&le représenté par la figure 3 , les équations

différentielles appropriées sont les suivantes :

dX /At = = (k4 * kj,) X+ kyy Xp (Eq.2) .

it

et X, /dt = kX = ky Xy (Eq.3)

127¢

ol Xc et X, sont les quantités de mé&dicament présentes respectivement

T
dans les compartiments central et périphérique, aprés injection in-
traveineuse d'une dose X° dans le compartiment central, au temps

t = o.
Les constantes k12' k2l et kl3 sont définies par les relations

suivantes, découlant de l'intégration et du déveldppement des équa-
tions 2 et 3

13 (Eq.4)

a B =k, k (Eq.5)

D'autre part, on peut observer que C°p = A + B

174
(a4
It
o

ou1=A +B

C°p C’p

ER I

et 1l'on peut également écrire :

/2 cpar =-Aos B C%p_ dose (Eq.6)
[e]

a 8. k Vp.k1

13 3




dss lors [k,3] = LPo= y/(c /a+ C,/8)  (Eq.7)
1 3 —Ai:- _’_' "-‘PE)—A o
o B
et {k2£] = ¢, B%Ca (Eq.8)
k..l = c.c, (B-a)? /k (Eq.9)
12 172 21 q-

Enfin, 1l'intégration et le développement des équations 2 et 3
donnent :

X,/ X° =c e % e P (Eq.10)
et X /X =cl.e %4t PE (Eq.11)

ol X /X° et X,/X° sont les fractions de la dose initiale X°
présentes respectivement dans les compartiments central et périphé-

rigque, au tenps, t apreés l'injection intraveineuse du mddicazrent.

Notons que 1l'on peut cbtenir lez valeurs de C; et "é par le
équations suivantes :

C] = k]2 /[ (B~ a) (Eq.12)
et c; =k, / (a-8) (Eg.13)

- Définition de la c¢learance totale {Cltot.)

Selon Bieder et Gaillot (1), en termes de pharmacocinétigue

la clearance serait plug significativement explicit&e en remplagant

la notion de volume sanguin épuré par celle de la portion de vo-
lume de distribution exigée pour fournir la guantité de composé

excrétée par unité de temps.

Dés lors, le calcul de la clearance totale découle de 1'é&guatiocn
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- D&finition des volumes de distribution pour un modé&le ouvert

d deux compartiments

Dans un systéme ouvert a deux compartiments, il faut distin-
guer les volumes respectifs des compartiments central (Vp). et pé-

riphérique (pr) .

La forme d'expression la plus généralement utilisée détermine
le volume de distribution (Vd)ss, au moment ol les vitesses d'é-
change entre les deux compartiments sont identiques, ce gqui revient
a dire qu'd ce moment seul, le compartiment périphérique céde au
compartiment central une quantité de médicament égale a celle gu'il
regoit de ce méme compartiment central. Ce moment est défini comme
un état d'équilibre stationnaire ("Stady state condition") par
Riegelman et Coll (75) et comme &tat d'équilibre de distribution

par Riggs (16).

A ce moment

dXT/dt = klZ XC - k21 X.T = o (Eq.14)

ou k12 Vp Cp = k21 XT ‘ V (Eq. 15)

i k X '

et V., o 12 _ T (Eq.16)
| [1/;7] K, . Vp o | |

et par définition, on peut écrire :

Dose = X° = Vp.C°p

X° X
“ i 7 =% =
.d'ot E;ﬂ p “EK+B , (Eq.17)

Le terme VT/a a 8té défini par Rigges (718) comme &tant le vo-
lume de distribution du médicament dans le compartiment péripné-
rique, en se référant aux données de concentrations sanguines expé-

rimentales (Cp}.
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En ccnséquence, l= volume total de distribution du mé&dica-

ment & l'état d'équilibre est :

pO

3 K k
[(Vd_) ss] = Vp + VT/ = 21k+ i . Vp (Eq. 18)
P 21

Il est cependant nécessaire de noter que la valeur (Vd)ss pos-
séde un champ d'application assez limité ; en effet, si & partir
de cette valeur et des concentrations sanguines Cp, on recherche
la gquantité totale de médicament, Xp, présente dans l'organisme

3 chaque instant, on constate que la relation :

X, = (Vd)ss.Cp n'est vérifiée gqu'a l'instant ou
B P
dX.
_..._....].?__= O
dt
c'est-d~dire & l'état dféguilibre stationraire. - Aux autres temps,

,XB est soit surestimé {avant 1'état d'égquilibre), soit sousestimé

(aprés cet état).

! A4 .

~ Volume de distribution & 1'@tat d'Bquilibre de pseudo-distribu-

TION (Vd), .

-

Nagashima et Coll (56) ont montré que l'stat d'équilibre de
pseudo-distribution est atteint, 4 un certain temps aprés 1'admi-
nistration du médicadenﬁ, quand s'annule la premiére exponentiel-
le, A;e"“t, de la courbe de concentrations sanqguines {log Cp) en
fonction du temps ; & cet instant, le segment terminal correspon-

dant 3 la phase d'@limination (phase 8) devient linéaire, et le
?

X. . s s - ;
rapport _ T des fractions de la dose initiale réparties res-
X
C
pectivement dans les deux compartiments, demeure constant
XT . T
X £
Cc C

o £ et f, sont les fracticns de la gquantité de médicament X
(dans 1l'organisme) présantes respectivement dans les comparitiments

central et périphérique.
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Dans la phase B les équations appropriées peuvent finalement

s'écrire :

fC = C, / (C, + Cy) (Eq.19)
et Ly =Cy / (Cy+ Cy) (Eq.20)

A 1l'état d'équilibre de la pseudo-distribution, on a donc :

X, / X, =¢C, / C, | (Eq.21)

et £ / fc = C, / €,y (Eq.22)

Il peut aussi étre démontré qu'a l'état d'équilibre de pseudo-
distribution, la gquantité totale de médicament présente dans l'or-
ganisme est donnée par l'é&quation suivante. :

X Vp.Cp

X e - = —

£ £
c c

(Eq.23)

(Va) , est une constante de proportionnalité reliant les concentra-
15}

tions sanguines (Cp) & la quantité totale de médicament présente

dans 1l'organisme (XB) 3 un certain temps apreés atteinte de 1l'état

d'équilibre de pseudo—-distribution :

(Eq.24)

(Va) g« Cp = Xy

et par réarrangement des &quations 23 et 24, on obtient :

[(Vd)s] = YR | , (Eq 25)

fe

!

Ainsi, (Vd)B

.

1 - exprime le velume total de distribution a partir du volume

~

du compartiment central, Vp (X°/( A+ E)}
2 - permet de calculer les différentes valeurs de Xp a
n’'importe quel instant suivant 1'é&tablissement de l'équilibre

de pseudo—distribution.
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- Relation entre (Vd)surf et ﬁm)s

‘Riegelman et Coll (153) ont donné une méthode permettant de
rechercher le volume de distribution, (Vd)surf, 3 partir de la
surface délimitée par la courbe de concentration sanguine entre

t=0et t =m.

Pendant la phase B, on peut écrire :

cp = B.e Pt

[ee]

ou .(/; Cpdt = -~-1]§-« = gurface

Dose _ Dose (Eq.26)-
B B (surface)

et (Vd)surf =

Dans un systéme ouvert a deux compartiments, on obtient

j k
[(Vd)surf] = (Vd)ss + <_.-n._l.:f’.__.§> Vp (Eq.27)
. k21
: Ccp
et d'autre part, comme : (surface) = =
- 13

on obtient la relation :

Dose.k Vp. k
[(Vd) surf] = LE 13 (Eq.28)
' B.C°p B

et puisgue Nagashima et Coll (66) ont montré que B ‘est égal au
produit de la constante d'é&limination, kl3 et de la fraction du
médicament (ﬁl) présente dans le compartiment ol l'élimination

apparait :

£ (Eq.29)

B :k13' c

dés lors [(Vd)surf = S (Eq.30)

Jd0 £

On remargue qgue les valeurs (Vd)ﬁ et (Vd)surf sont identiques

(voir équation 25).




- Méthode d'extrapolation

Riegelman et Coll (75) ont &galement défini le volume de

distribution, (Vd)extrap. & partir de la phase B.

Comme & ce moment : Cp = B.e_Bt

l'extrapolation de cette derniére équation, au temps zéro, donne::

B = _...__.Ec_)..s_g_.__ ou (Vd) extrap. = -—122-5-9:—— (Eq.31)
(Vd)extrap B

Or dans un modé&le ouvert & deux compartiments :

B = _15_1_2.")*.. C°p = (k?I - B) . Dose (Eq.32)
(o = B) (e - B) “Vp
Dé&s lors : “(Vd)extrap. = Lo - 8)Vp (Eq.33)
ko1 - 8

T .7.2 - Méthodes de calcul

L'analyse des équations biexponentielles peut se faire par' trois

méthodes :

La décomposition graphique de la courbe biexponentielle re-
présentée’ par la figure 4 , en coordonnées semi-~logarithmiques,

peut se faire de la maniére suivante

-~ B
,303
e ;

- la pente, , de la partie linéaire terminale de la

2
courbe est déterminé

- 1'intersection de la droite ainsi obtenue, avec l'axe des

ordonnées (t = o), donne la valeur de la constante B. Les points

situés sur cette droite répondent 3 1l'équation B.e Bt ;

- la différence entre les valeurs expérimentales (Cp) et les
valeurs calculées (B.e P%), permet d'obtenir une droite de pente éj%ﬁs;




Conc. Plasmatique (Ech.log.)

NN
\ \

Temps

Figure 4 - Exemple de décomposition
graphique d'une courbe de
concentrations sanguines

~ l'intersection de cette droite avec l'axe des ordonnées a

t = o donne la wvaleur de la constante A.

L'éguation générale de la courbe peut dés lors g'écrire :

cp = A.e °F 4 B.e Pt
Fn outre, il est & remarquer que la dé&composition graphiéue

d'une courbe multiexponentielle du type :

Cp = A.e_at + B.e"Bt e, + N.eTBF peut se faire de

la méme maniére.

En pratique, cette méthode est peu satisfaisante car il est
trés difficile de déterminer avec précision les premiers points de

la courbe des concentrations sanguines.

b) Méthode de_calcul analcgigue

Le calculateur analogigue permet de construire grice a la

variation d'un certain nombre de paramétres tels que volitage,



f

résistance, capacité, une courbe analogue simulant la courbe ex-

périmentale.

L'emploi d'un tel appareil électronique nous a permis d'ajus-
ter correctement une courbe triexponentielle afin de nous approcher
au plus prés de la courbe expérimentale : DORMARD et LEVRON (22).

pelloghveienebiogh it s gl R st en g s PERE-ag= g~ g

Pour résoudre nos problémes de lissage des courbes de
concentrations sanguines et pour déterminef les paramétres pharma-
cocinétiques, nous avons, dans la plupart des cas, utilisé un cal-
culateur programmable algébrique, type Hewlett-Packard 9820 A muni

u

de son traceur analogigue X-Y.

Le langage algébrique d'utilisation facile, de ce type de cal-
culateur, nous a simplifié la programmation du calcul des coeffi-

cients d'une courbe biexponentielle.

Le principe mé&me de cette programmation est basé sur l'appli-
cation directe de la méthode graphigque. Le programme peut également
convenir a la résolution d'une courbe sanguine présentant l'allure
d'une triexponentielle si le nombre de points expérimentaux est suf-
fisant. En fait, le calculateur programmable nous a permis, par sa
souplesse d'utilisation et 1l'autonomie qu'il accorde & 1'expérimen-

tateur, de résoudre la plupart de nos problémes de pharmacocinétique.

Le calculateur programmable permet également de mesurer la sur-
face sous la courbe des concentrations sanguines aprés administra-
tion par voies intraveineuse et orale du médicament. On péut ainsi
déterminer la biodisponibilité relative du principe actif lui-méme

qui correspond selon Devissaguet et Coll (18) & la premiére phase,

pharmacocinétique, d'une étude biogalénique d'un médicament.

Enfin Hirtz (44), passant récemment en revue les différentes
méthodes mises en oeuvre pour la détermination de la disponibilité

biologigue d'un médicament, souligne l'intérét évident du calculateur




IT-RESULTATS

IT.1 - ABSORPTION ET DISTRIBUTION DU FENPENTADIOL~14C

‘ IT.1.1 - Cinétigue du taux sanguin et distributicn quantitative

chez le Rat aprés administration de 30 mg/kg de

. 14 C s .
fenpentadiol-""C par voie intraveineuse

L'étude de la cinétique sanguine est réalisée sﬁr une période
de 12 heures en prélevant le sang dans l'aorte thoracique 3, 7, 15,
30 minutes, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 et 12 heures aprés l'injection
intraveineuse du fenpentadiol—14c (30 mg/kg) dissous dans le
solvant 1. La figure 5§ montre que le taux sanguin, exprimé en ug

s 14 . oy .
éauivalent de fenpentadlol~* C /ml de sang, décroit exponentiel-

lement et passe d'une valeur initiale de 21,7 ug/ml a une valeur

de 2,77 ug/ml, 12 heures aprés l'injection du produit.

- La distributicn quantitative du fenpentadiol~l4c est étudiée
en sacrifiant les rats 5, 30 minutes, 3 et 12 heures aprés l'in-
jection du produit. Pour chaque temps de sacrifice, les expériences

ont &té répétées au moins trois fois. Le sang est prélevé par

ponction cardiaque et les valeurs sont exprimées en ug &quivalent
de fenpentadiol par ml. D'autre part, la carcasse, la peau et la
gueue sont trait@es séparément afin d'obtenir une meilleure homo-

généité des échantillons A compter,

Les résultats sont exprimés soit en pourcentage de la radio-
activité retrouvée par rapport & la radiocactivité injectée, soit

en pg éguivalent de fenpentadiol par g d'organe frais (tableaux 8 et 9),
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Figure 5 - Cinétique sanguine chez le Rat apr
de 30 mg/kg de fenpentadiol-*"C pa
- Moyenne sur 8 animaux (£ o).

&5 administration
r voie intraveineuse

L'étude de l1la distribution du fenpentadicl dans les organes
montre, 5 minutes aprés l'injection intraveineuse du produit,

que la plus fcrte proportion se situe dans le £foie, la carcasse
{y compris la gqueue), ia peaun et ltintestin gré&le, ces guatre
organes retenant au total plus de 80 % de la dose adnministrée.

Les autres organes, tels le coeur, les poumons ou 1l'estomac,

n'en contiennent gu'un taux inférieur a 1 %. Les reins et le car-
veau retiennent respectivement en moyenae 1,83 et 1,1 % de la dose

injectée.
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Cependant, en rapportant les valeurs obtenues au gramme de
tissu frais, on constate que la concentration dans le cerveau ou
le cervelet représente a peu prés la moitié& de celle du foie frais.
D'autre part, le'cerveau montrant une concentration radicactive
correspondant & 38,9 ug/g de fenpentadiol—l4c, on doit conclure
du fait que cette concentration est significativement supérieure

3 la concentration sanguine (21,9 ug/ml) qu'elle traduit la dif-

fusion du fenpentadiol & travers la barrieére hémo-méningée,

L'examen des autres résultats améne les commentaires suivants

- 30 minutes apré&s l'injection, nous observons toujours une
trés forte distribution de la radiocactivité au niveau du foie,
des reins, de la vessie, de l'intestin gréle et de l'ensemble :
cerveau, cervelet, moelle épiniére. Toutefois, les concentra~
tions commencent a décroitre, d l'exception des organes d'éli-
mination, et de la peau qui capte d ce temps de sacrifice, le

maximum de radioactivitd soit environ 3,8 % de la dose injectée.

- 3 heures aprés l'injection, nous notons une décroissance de’
plus en plus accentuée de la concentration radioactive au

niveau de tcus les organes ou tissus examinés, mais nous trouvons
touijours une accurmlation de la radioactivit?d dans l'intestin

gréle,

- 12 heures aprés l'injection, nous retrouvons encore une ac-
cumulation assez notable au niveau du foie (8,4 ug/g), de
l1'estomac (7,4 ug/g) et des organes d'é@limination : reins,

vessie et intestins.




3ﬁ* Ir .1.2 ~ gbsorption et distribution du fenpentadiol—14C chez le

Rat aprds administration par veie orale (30 et 100 mg/ka}
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Figure 6 - Taux sanguin du fenpentadiol ec de ses métabolites
radioactifs chez le Rat apr&s administration orale
(dose : 100 mg/kg)
~ Moyenne sur 4 Rats (% Gy .

La figure 6 montre 1'é&volution en fonction du temps des taux
sanguins chez le Rat (moyenne sur 4 animaux) aprés administration

. - ws 414
par voie crale d'une dose de 10C ng/kyg de fenpentadiol-""C.




Les prélévements sanguins sont effectués dans l'acrte thoracigue
3, 7, 15 minutes, 1, 2, 4, 5, 6 et 12 heures aprés l'administration

du produit dissous dans le solvant 2,

La résorption du fenpentadiolwl4c par la muqueuse intestinale
est rapide puisque le temps nécessaire pour atteindre le point ma -
ximum de la phase d'absorption (53,5 ug/ml) peut &tre estimé sur
la courbe & environ 30 minutes. La concentration sanguine décroit
ensuite exponentiellement jusqu'au dernier prélévement soit 22 ug/ml,

12 heures aprés l'administration du fenpentadiol—l4c.

Une étude gquantitative de la distribution a é&galement &tée
réalisée au niveau du foie, du cerveau, de 1l'estomac, des intestins
(y compris les féces) et du sang. Les rats regoivent une dose de
100 mg/kg de fenpentadiol par voie orale ; ils sont sacrifiés 15,
60 minutes, 3 et 5 heures aprés l'administiration du produit. Pour

chague temps de sacrifice, les expériences ont &L& répétées au

moing tois fois.

Les tableaux 10 et 11 montrent les résultats exprimés en pour-
centage de la dose administrée ou en ug/g d’'organe frais, a 1'ex-

ception du tractus gastro—-intestinal et des féces.

La radioactivité localisée au niveau du foie est plus impor-
tante et le taux maximum retrouvé 15 minutes aprés 1l'administra-
tion (environ 10 %) confirme la rapidité de la résorption intesti-

nale du fenpentadicl.

Si 1'on examine les résultats trcuvés au niveau du cerveau, On
constate que la concentration est assez importante puisqu'elle re-
résente 34 % de la concentration hépatique 15 minutes aprés

l1fadministration.

On peut également noter que les concentrations dans le cerveau

sont toujours supérieures a celles trouvées dans le sang,
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Enfin, la radiocactivité retrouvée dans le tractus gastro-
intestinal représente plus de 30 % de la dose administrée pour

chaque temps de sacrifice &tudié.

IT .1.3 - Etude de la biodisponibilité du fenpentadiol~14c chez

le Rat

L'Etude de la biodisponibilité relative de la molécule mar-
quée est réalisée sur deux lots de 3 rats qui regoivent une dose
de 30 mg/kg de fenpentadiol—l4c scit par voie intraveineuse

(solvant 1), soit par voie orale (solvant 2).
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Figure 7 ~ Evolution comparde du taux de radicactivité sanguine
entre la voie intvaveineuse ef la voie orale {(courbe
en pointillés) aprds administration de fenpentadicl
e chez le Rat (30 mg/kg).
=~ Moyenne sur 3 animaux pour chaque expérience.




Les courbes de concentration sanguine du fenpentadiolél4c
(figure 7) sont établies sur une période de 3 heures en pré-
levant le sang dans 1l'aorte thoracique, 3, 7, 10, 15, 30 minutes,
1, 2, et 3 heures aprés l'injection intraveineuse et 10, 15, 20,
25, 30, 40, 50 minutes, 1, 1,5, 2, 2,5 et 3 heures aprés 1'admi-

nistration par voie orale.

Aprés l'injection du produit, la courbe de la figure 7 montre
que le taux sanguin décroit exponentiellement d'une valeur initiale

de 22,5 pg/ml {3 minutes aprés l'injection) & une valeur finale de

4,7 wg/ml {3 heures aprés l'injection).

L'absorvtion du fenpentadiol par  la mudgueuse intestinale est
rapide puisque le taux sanguin maximum est - atteint en moins de
15 minutes aprés l'administration par voie orale du produit. La
figure7?7 montre &galement que la courbe "{v" coupe la courbe

"orafe"® au voisinage de son taux maximum et les deux courbes sont

.ensuite identiques jusqu'au dernier temps de l'étude. Ces observa-

tions indiquent déj3d que la biodispenibilité du fenpentadiol est
pratiguement totale chez le Rat. En fait, si l'on calcule les sur-
faces ( f3") sous chague courbe des taux sanguins, on obtient les

valeurs 3@ 1248 et 1157 (calculApoint pary point d l'aide du calcu-
lateur type : Helwett-Packard) respectivement pour les voles in-

traveineuse et orale. Finalement, le rapport de ces surfaces indi-
que pour le fenpentadiol un taux de biodisponibkilité voisin de 93 %

de la dose administrée.

II .1.4 - Cinétigue sanguine et biodisponibilité chez le Porc aprés

.. s o 14 .
administration de 5 mg/kg de fenventadiol—-""C par voie

intraveineuse et var voie orale

éetté étudéiest»réalisée sur un jeune porc midle de 45 kg gui
regoit, & dix jours d'intervalle, deux administrations successives
de‘fenpentadiol~l4c,Soit:pour chacune 300 uCi correspondant a la
dose équivalente thérapeutique de 5 mg/kg. La premidre de. ces admi-
nistrations"est effeétuée par voile intraveineuse (solvant 2) et la
seconde, par voie orale en inccrporant le prodult dans une petite

guantité de nourriture.
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L'évoluticon du taux sanguin est suivie durant huit heures
au niveau de la veine porte dans le cas de l'administration
orale et de la veine cave aprés l'injection intraveineuse du

produit.

2.1

Mg équivalents /mi de sang
[
3

o
—
N -
O
Do
(3]
o)
!
[pe]
=

|

§

Figure 8 - Evolution comparée du taux de radiocactivité sanguine
du fenpentadiocl-l%C (5mg/kg) entre la veine porte
{courbe en pointillés) (administraticn orale) et la
veine cave (injection 4v) chez le Pore n°6.

La figure 8 montre les cinétiques sauguines du fenpentadiol

qui correspondent, l'une et l'autre, & une scmme d'exponentielles.




Nous pouvons ainsi observer que le taux sanguin décroit rapi-
dement d'une valeur initiale de 3,54 ug/ml (10 minutes aprés 1l'in-
jection) & une valeur de 0,25 ug/ml 8 heures aprés l'injection
intraveineuse. Par voie orale, la valeur du taux sanguin maximum
est de 1,57 ug/ml et la valeur finale est du méme ordre que celle

observée aprés injection intraveineuse, soit 0,28 ug/ml.

L'étude de l'évolution simultanée des taux sanguins en fonction
de la voie d'administration permet d'évaluer la biodisponibilité

relative du fenpentadiol chez le Porc.

La phase d'absorption présente un maximum d'intensité qui est
atteint en 30 minutes et leg deux cinétiques sanguines sont ensuite

identiques.

On peut observer également que 1e‘point d'intersection entre
ia courbe "{v" et la courbe "onale " est voisin du taux sanguin
maximum de cette derniére et les surfaces délimitées par les deux
‘courbes sont peu différentes. L'intégration, réalisée point par
peint 8 l'aide du calculateur, donne pour les voies intraveineuse
et orale respectivement 58 = 6,65 et 68 = 5,46, soit un taux de

o,

biodisponibiliité équivalent 3 82 % de la dose administrée.

IT .1.5 - Répartition de la radicactivité entre le plasma et les

hématies - Rapport &rvthro-plasmatigue

Cette étude a &té réalisée "in vitro" sur du sang de rat et

. . . 14
de porc avec des concentrations variables en fenpentadiol-""C.

Lz mesure de 1a radiocactivité du culot globulaire séparé par
centrifugaition du sang et lavé 3 plusieurs reprises avec du sérum
physiclogique, ainsi que du plasma, donne le rapport érythro-

plasmatique.

Le tableau 12 montre que le rapport érythro-plasmatigque est
de l'ordre de 0,23 indiguant gu'une partie assez notable du

fenpentadicl circulant est localisée dans les nématies.




Ce rapport reste constant quelles gue soient l'espeéce animale et

les concentrations utilisées.

- Tableau {2 - Rapport erytivio-plasmatique du 5enpentad£o£~?4c
ESPECE g incubss % de Radioactivité Rapgort
par Hamaties Plasma Exythro-plasmstigue
ml de sarg

RAT 9,62 19,5 80,5 G,24

35,40 21,5 78,5 0,27
PORC 9,0 18,8 : 81,2 0,23

¢0,0 = . 17,0 83,0 : 0,20
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IT .1.6 - Taux de liaison du fenpentadiol-""C avec

plasnatiques

Le degré de liaison du fenpentadiol avec les protéines plas-
matiques est déterminé in vitro sur du sérum humain, de rat et de

porc et in vivo chez le Rat et le Porc.

Dans ce dernier cas, les animauxregoivent 5 mg/kg de fenpen-
o 14 , . . . . , . .
tadicl~""C par voie intraveineuse, da l'exception du rat gui regocit
le

1la dose habituel de 30 mg/kg du produit dissous dans le golwvant 1.

La technique utilisée est la dialyse en &quilibre.

a) Taux de liaison in _vivo
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Le tableau 13 adonne les résultats

01

(meyenne sur 3 animaux) 30 minutes et 1 heure



produit (30 mg/kg) et chez le Porc (moyenne sur 5 animaux) 15, 30

minutes, 1, 3, et 6 heures aprés l'injection intraveineuse (5 mg/kg).

~ Tableau 13 - Evolution en fonction du temps du taux
' ' de Liaison pretdinique

Temps de TAUX DE LIAISON IN VIVO ( %)
prélévement Rat Porc Large-White mile

(n=3) (n=5)
15 min. 10,8
30 min. | 30,9 12,2
1h 28,8 | 16,2
3h - 17,1
6h ‘ 20,4

Ces experaences moutrent que le fenpentadiol ect peu 1lié aux
prouelnes plasmatiques. En effet, les taux de liaison sont de
1'ordre de 30 % pour le Rét et de 15 Q'pour le Porc. Cependant,
si l'on examane les resultats trouvés chez le Porc, on constate .
que.le taux de 11a1son a tendance a s'@lever lentement en fonction

du temps.

La recherche du deqré de liaison du fenpentadiol avec les
Protéines plasmatiqgues a égalément été effectuée sur deux porcs
apreés administration orale du produit (5 mg/kg). Dans ce cas, 15
minutes et ¢ heures aprés 1'administration orale du produit, les
taux de liaison sont respectlvoment de 9 et 15 % et sont par
conséquent du m3me ordre’ que ceux ob%erves aprés injection intra-

veineuse du fenppntadnol—]4
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Le pourcentage de fenpentadiol 1i& aux protéines plasma-

tiques est déterminé in vitro sur du sérum de rat et de porc ainsgi

gue sur du sérum humain, de 1'albumine humaine et des «, £, ¥V: globu~
. . * )
lines humaines.

La technique employée est également la dialyse en éqguilibre
. . 14 . .
et la concentration en fenpentadiol-""C varie entre les limites
des taux plasmatiques mesurés in vivo.

Les résultats de ces essais sont donnés dans le tableau 1i4

- Tableau 14 - Ingluence de La concentration suwr Le Faux de
Liaison du éenpeniadioz-74c
TADX DE LIATSON PROTEINIOUE TN VITRO (%)_
Mg incubés
Plasma de Rat Plasma de Porc
] (1 ml) (1 ml)
0,4 58,4 37,4
075 - 33,3
115 - 38,2
3,7 56,9 -
3,9 - 37,7
510 - 33,3
i1,0 56,6 -

[S]
o -
o]

% albumin human, fraction V 24 % Pentex HMO
¥ «a globulin human, fraction IV 95 % Pentex EM 4062,

8

Pentex HM 7062,

9
% B globulin human, fraction II 95
85 Z Pentex HM 972

e
™

e

a

% P globulin human, fraction TI




i, On peut ainsi constater que les taux de liaison trouvés pour
le rat et le porc, sont plus importants gue ceux mesurés in vivo.

D'autre part, on peut noter que l'influence de la concentration

sur le degré de liaison du fenpentadiol est pratiquement nulle

dans l'intervalle des taux plasmatiques observés.

Le tableau 15 donne la répartition du taux de liaison mesuré

sur différentes fractions protéiniques humaines.

{ ~ Tableau 15 - Taux de Lialson protéinique in vitho
" FRACTION SANCUINE TAUX DE LIATSON (%)
I _
: Sérum de Rat | 56,6
Sérum de Porc 33,3
Sérun hnain : 34,0
Albanine hanzine - 8,4
a-glokbuline huraine ' 9,2
B-~globuline humaine 0,05
V-—-globuline humainev 0,6
i

Q

Les taux de liaiscn sont -les suivants : 8,4 et 9,2 % du pro-
duit se lie respectivement avec la sérum albumine et les a-globu-
lines. Les taux de liaison sont trés faibles avec les B - glchbulines

(0,05 %) et les ¥y =globulines (0,6 %).




II..1.7 ~ Doses multiples

Les résultats qui précédent ont mis en évidence des fixations
tissulaires diverses et non limitées aux seuls organes de stockage
ou d'élimination. En conséquence, il nous est apparu nécessaire de
mesurer les concentrations obtenues apreés administration de doses

multiples de fenpentadiol—l4c par voies intraveineuse et orale.

A cet effet, nous avons utilisé& des rats ayant recgu, durant
15 jours consécutifs et par voie orale, une dose guotidienne de
100 mg/kg de fenpentadiol non marqué en suspension dans la gomme

arabique.

a) Effet d'un prétraitement_sur_la distribution_du_ fenpenta-

Le jour de l'expérience, les animaux regoivent par voie
14C (6 mCi/mM)

et sont sacrifiés (3 par temps) 5, 30 minutes et 3 heures apreés

intraveineuse une dose de 30 mg/kg de fenpentadiol-

1'administration du produit. Les résultats exprimés en % de dose
administrée/g de tissu frais sont comparés avec ceux obtenus,
dans des conditions tout & fait comparables, sur des rats n'ayant

pas subi le prétraitement préalable (figure ¢ ).

Quel que soit le tissu examing, la mesure des concentrations
tissulaires réveéle une trés nette diminution des valeurs observées
chez les animaux prétraités. Ainsi, les concentrations hépatique
et cérébrale, 3 heures aprés l'injection du produit margué, sont
respectivement de 0,75 et 0,37 % pour les rats témoins et de 0,18

et 0,03 $ pour les rat prétraités.

b) Effet prétraitement sur la_ distribution du fenpenta-

>z le_Rat_aprés_administration par _voie orale

Un deuxiéme grcupe d'animaux prétraités regoit une dose de
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de 100 mg/kg de fenpentadiol“l4c (2,15 mCi/mM) par voie orale et

sont sacrifiés (3 par temps) 1, 3 et 5 heures aprés l'administra-

tion du produit.

gl

TEMOIHS

(X}
tete
.

i

o PRETRAITES

CERVEAU

F;im;m
4

% dose administréelg de tissu

Smin. 30 min. 3h.

g VOIE LV e VOIE ORALE

g

Figure 9 -~ Distribution de la radioactivité chez le
Rat témoin (dose unique) et prétraité
aprés administration par voie Av (30mg/kg)
ou orale (100mg/kg) de fenpentadiol-lic,
Résultats exprimés en % de dose/par g de
tissu frais — Moyennes sur 3 rats. .




Comme le montre 1la figure 9 , les taux tissulaires sont as-
sez voisins de ceux trouvés précédemment et 1'on constate également
que les concentrations mesurées dans les tissus des rats prétrai-
tés sont significativement plus faibles que celles observées aprés

administration d'une dose unique du produit.

Dans ce cas, les concentrations hépatique et Cérébrale,
3 heures aprés l'administration orale du fenpentadiol-l4c, sont
respectivement de 0,99 et 0,50 % pour les rats témoins et de O,30v
et 0,09 % pour les rats prétraités. Nous avons pu également mesu-
rer l'importance de la radiocactivité résiduelle dans le tractus
gastro-intestinal (y compris les féces). Nous trouvons, notamment
3 heures aprés l'administration du produit, 67,3 et 32,7 % de 1la
dose administrée respebtivement pour les animaux prétraités et lesg
animéux n'ayant re¢u qu'une dose unique de fenpenfadiol~l4c. Cette
différence assez notable peut sans doute s'expliquer par une
augmentation de 1'é€limination biliaire du produit et/bu de ses

métabolites.

IT .1.8 - Recherche d'une relation entre les concentrationq

tissulaires et la valeur de 1la dose chez la Rat

Le but de ces expériences est d'établir une relation entre les
concentrations tissulaires et la valeur de la dose administrée.
cette fin, les animaux (2 rats par dose) regoivent quatre doses
différentes de fenpentadiol—14c soit par veie orale : 50, 100, 150
et 200 mg/kg du produit en suspension dans la gcmme arabicue, =oit
par voie intraveineuse : 30, 40, 50 et 60 mg/kg de produit dissous

dans le solvant 2.

Dans l'un et l'autre cas, les animaux sont sacrifiés 30 minutes
) . 14 . .
aprés l'administration de fenpentadiocl-""C. Les concentrations, ex-
primées en pg équivalent par g de tissu frais, sont déterminées au

niveau du sang, du cerveau et du foie.
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Sur les graphiques des figures 10 et 11, on a reporté en
abscisses les doses administrées et en ordonnées les concentrations
mesurées. Le fait que l'on obtienne une droite pour chagque tissu
prouve que les concentrations au niveau du sang, du foie et du
cerveau sont directement proportionnelles d la dose administrée
yquélle que soit la voie choisie, ce qui montre, en outre, qu'aucun

de ces tissus n'est saturé dans 1l'intervalle posologique étudié.

IT.2 - ELIMINATION DU FENPENTADIOL*l*C CHEZ LE RAT ET LE PORC

IT.2.1 - Elimination du 140 dans l'air expiré par le Rat

- Tableau 16 - 14007 expint chez Le Rat apnds administiation

= 1
de 5enpaniad£0£—]4€ parn vole intriavedinéusde {30 mg/hg) ou par
-~ vode orale (100 mg/kg)

72 dose administrde x 10-3
TEMPS Voie Intraveineuse Voie Orale
Rat n®25] Rat n°26 | Ratm27i Rat n°28
0 - 15min 0,12 0,09 0,65 0,71
15 - 30 min 0,52 0,39 1,14 0,55
0,5 -~ 1lh 0,87 0,86 2,62 1,74
1 - 2h 1,46 1,92 5,71 4,33
2 - 3nh 1,03 | 1,29 4,08 2,92
3 - 4h 0,84 1,18 3,38 3,30
4 - 5h . 0,96 1,19 2,44 | 2,79
5 - 6h 1,07 1,20 2,71 2,60
& - 7h 0,79 0,84 2,91 1,9
- 8nh - - 2,27 4,26
TOTAL 7,66 - 8,96 27,91 | 25,16




La radiocactivité des solutions d'éthanolamine dans lesquelles

est recueilli l'air expiré démontre la présence de 1400 . Les ciné-
pa.xri 2

tiques sont données dans le tableau 16 .

Aprés injection intraveineuse (30 mg/kg), on retrouve environ

0,008 % de la dose injectée pour une observation de 8 heures.

as 14 . . .
Lorsque le fenpentadiol-""C est administre par voie orale

(100 mg/kg), 1'élimination pulmonaire du 14C02 est, durant les

oe

huit heures de 1'expérience, de l'ordre de 0,03 de la dose admi-

nistrée.

On peut ainsi noter que, dans l'ensemble, la proportion de
14 P « o s s : . .
CO? éliminée aprés administration orale ou intraveineuse ne
. ; - . . . . 14
représente au total qu'une trés faible partie du fenpentadiol-""C

J | administré.

TT .2.2 - Eliminations urinaire et fécale chez le Rat

- g .
a) Aprés_adminigtration_ de fenpentadlol—"4c par_veie

Pour la mesure de la radiocactivité &liminée par
1'vrine, les périodes de recueil sont de O &3 3 h, de 3 & 12 h,

de 123 24 h, de 24 3 32 h et de 32 a 48 h.

14

La figure 12 montre la cintique de 1'élimination
urinaire du fenpentadiol~""C, pour guatre explri s

différentes,

[
D
)
O
(¥

r
aprds injection intraveineuse du produit dissous dans le solvant 1
(30 ma/kq) .

Nous retrouvons environ 72 % de la radiocactivité
injectée dans l'urine des 48 heures.
Cette &liminati nce puisque les premidres

o C
utrines émises trois heures aprés 1l'injiec¢tion intraveineuse du




produit contiennent déjd le 1/5 de la quantité& éliminée durant la
la journée, soit pour les urines recueillies en 3 et en 24 heures,

respectivement 10,7 et 55,8 % en moyenne de la dose administrée.

Eliminations
Urinaire le
Rat n° 29
0 -~ 3h [=swws 12,6
3-12h b 5% 18,4
12 = 24 e L
24 =320 Ermem 24~ 480 11
32 - 48h 1 11,5%
Rat n® 30
0- 2h
3~12hk
12 ~ 2410 «mé"-&,~ SRS e i
24 - 32n & o B0 24 = 48h L? 2.3 R—
32 ~48h é;mdé ' 8,7 %;
76,5 % oot
8.8
s 11,17
sommrenzs 11,6
24 ~ 32h gz 110 ‘
32 - 48h o 0] - 22,1%
8%
Rat n®32 Rat n”:
O - 3h s*m 85
3---12h§;m3%?3!1[!4 , 0 - 24
: wrmenEr 28,3 ‘
i@ 15,6 24 ~48n g g4 A
32 - 48h bam 1.1 | 6,45
67.5 % mm——
Figure 12 -~ Eliminations urinaire et fécale de la radioactivité chez le

- ¢ . . . . ! .
‘Rat aprds injection intraveineuse de fempentadiol='"C{(30ug/keg)




L'élimination urinaire décroit notablement entre le premier
et le second jour (figure 12).

Nous pouvons également'constater gque la vitesse d'excrétion
fécale est encore plué rapide puisque la quantité éliminée dans
les féces recueillies durant 24 heures est déjad de 1l'ordre de
10 % de la dose injectée alors que la quantité excrétée en

48 heures ne représente que 12 % en moyenne de cette dose.

"Enfin, l'examen des valeurs obtenues au cours de la
derniére période de recueil montre clairement que les é&limina-
tions urinaire et fécale se poursuivent encore zu bout .de

48 heures.

b) Apzrés administration de fengentadiol—l C_par_voie_orale

T i e et e e A wn e s S P M W L Mo o nt e e s S e A A S Wt Fn N N Sem P M s e s S WY Gt e T B WTe AT e e o e

Dans ce typerd'expériencé réalisée sur 4 animaux également,
l}uiine est recueillie de 0 & 8 h, de 8 & 24 h, de 24 & 32 h et de
32 & 48 h. La figure 13 montre gue 1l'é&limination urinaire de la
radiocactivité est de 1l'ordre de 67 % de la dose administrée au bout
de 48 heures. ‘ '

_ _ Cependant, on peut observer que la radiocactivité &liminée
dans les huit heures qui suivent l'administration est déja de

l'ordre de 13 % et, durant les 24 premidres heures, représente

dés lors prés de 53 % de la radiocactivité administrée.

L'excrétion fécale décroit considérablement entre le premier
et le second jour puisque les quantités présentes dans les ma-
tidres fécales au bout ‘de 24 et 48 heuvées,; correspondent respecti-

vement en moyenne 4 13 et 16 % de la :.se administiree.

Enfin, on peut remarquer - comme dans le cas de l'administration
var voie intraveineuse - que les éliminations urinaire et fécale se

poursuivent au deld de 48 heures avant d'é@tre complétes,
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Eliminations

5.0
‘
24—48|~.E§ 1,1
6.7 %
Rat n°®34 ~ jRat n°34
0 -24h
24 —48hLa i
75,3%( H,&“/':E

Rat n® 3% Rat n®35
0-8h b 4,

8'*24h!§@ TSR 413 0~ 24h
e 68 .
§ rormm R
32 ~ AShiIEEER !D,ﬁ 24 -48h "__,:E 7’8
62,2% 21,8 %
Rat n°36 ’ t n°36
0-8h [
8-24h{
24 -32p
32-48hi3 24-48hk.d 49 :
56.1% : 28.3%
Figure 13 ~ Eliminations urinaire et fécale de la radioactivité chez le

.. s - . L 1L 4
Rat aprés administration orale de fenpentadiol-*"“C(100mg/kg)




IT .2.3 - Eliminations urinaire et fécale chez le Porc

_69_

L'étude de l'élimination urinaire et fécale du fenpentadiol- 4

a été reallsee sur cing porcs (3 madles et 2. femelles) aprés admlnlc—

tration par voie intraveineuse (5 mg/kg) du produit dissous dans

le solvant 1 et sur deux autres porcs méles aprés administration

par voie orale (5 mg/kg) du produit incorporé dans une petite

quantité de nourriture.

Les résultats exprimés en pourcentage de la dose. administrée

sont établis sur une période de 24 heures (Tableaui7 ).

- Tableau 17

- Ebiminations wringire et {Feale du fempentadiot-'%c

chez fe Ponre
Poids Voies Dose Eliminations
N° Porej Sexe | corporel| Adm. mg/kg (% de dose en 24 h)
~{kg) Urinaire Fécale
1 mdle 45 L.V 5 78,4 < 1
2 " 35 " 5 83,4 < 0,5
3 ferelle 41 " 5 70,4 < 0,5
4 " 32 " 5 76,3 < 0,1
5 mile 41 " 5 78,0 < 1
6 w 40 ohale 5 75,2 < 0,3
7 " 55 " 5 60,5 < 0,1
Quels gue scient le sexe de 1'animal et la voie d'administra-

tion, on peut remarguer gue 1'&limination du fenpentadiol chez

cette espéce s'effectue essentiellement par la voie urinaire.




L'élimination de la radicactivit?® est rapide puisque 60 a

84 % de la dose administrée sont déja &liminés en 24 heoures.

L'excrétion fécale est iusignifiante et représente, pour

une observation de 24 heures, moins de 1 $ de la dose administrée.

La figure 14 montre la cinétique de 1'élimination urinaire
de la radioactivité pour deux porcs ayant reg¢u une dose de
5 mg/kg de fenpentadiol-14c, par voie intraveineuse. L'examen
des deux courbes met particuliérement en évidence la rapidité des
processus d'excrétion par la voie urinaire puisque la quantité de
fenpentadiol~l4c éliminée dans les urines du porc n®4 représente
déja plus de 60 % de la dose injectée, 6 heures aprés 1'adminis-
tration du produit. Enfin, on peut observer que 1'@limination de
la radiocactivité se poursuit encore, mais trés lehtement, au dela

de 48 heures.

100 4

80 4

- 60 .

40 % / ~ Porec n't1

20 _

s N i { : =g B
6 12 24 48 h
Figure 14 -~ Elimination urinaire chez le Porc mile(n®i) et femelle (n°4)
APTES adming et rr Fiem Ao FTrammmmbadamTa 2 amge ao t S
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IT .2.4 - Elimination biliaire du fenpentadiol«l4c chez le Rat

et ie Porc

a) Chez le Rat

o o e e e San e o o 5

, ‘L'élimination biliaire de la radioactivité est mesurée
chez le Rat porteur d'une fistule cholédocienne permanente 21) aprés
administration de fenpentadiol—l4c par voie intraveineuse (30 mg/kg)

.. cu par voie orale (100 mg/kg).

P Pour chague voie d'administration, nous avons utilisé deux ani-
maux et les.résultats sont exprimés en pourcentage de la dose admi-

v nistrée, soit par intervalle de temps, soit en % cumulé.

P , Les résultats de ces expériences sont donnés dans les tableaux

; 18 et 192.
!
t gé - Tableau 18 - Elimination biliaine de fa nadicactivits chez Re Rat
i ’ . . T . 14
‘apres infection 1V (30 mg/kg) de fenpentadiof-'*c
Intervalle % dose injectée % cumulé
de temps par intervalle de temps
(min.) ' ,
- Rat n®°37 Rat n°38 "Rat n®37 Rat n°38
0 - 24 16,26 15,95 16,26 . 15,95
24 - 48 12,05 12,80 28,31 28,75
48 -~ 72 7,04 7,30 35,35 36,05
72 - 96 4,34 4,77 39,69 40,82
96 - 120 3,22 3,39 42,91 44,21
120 - 144 2,48 2,65 45,39 46,86
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- Tableau 19 - Elimination biliaine de 2a nadioactivité chez fe Rat
aprls administration ohale (100 mg/kg) de'ﬁenpentadio£—74c

Intervalle %dose administrée % cumulé

de temps par intervalle de temps

(min.) Rat n° 39 | Rat n° 40" Rat n°39  Rat n®40"

0 - 10 0,26 0,83 0,26 0,83

10 -~ 30 2,71 2,97

30 - 60 5,40 15,85 8,37 16,68

60 - 120 10,72 12,43 19,09 29,11
120 - 180 9,97 - - 29,06 -

* Pour le Rat n°40 , la bile a &té collectée entre 10 et

60 minutes.

Dés les premiéres minutes qui suivent l'injection intravei-
neuse de fenpentadiol—l4c, la bile présente la plus forte concen-
tration radioactive qui, exprimée en % de dose, cecrrespond &
environ 16 % pour les 24 premiéres minutes. L'élimination de la
radiocactivité par la bile décroit ensuite en fonction du temps
pour atteindre environ 2,6 % de la dose injéctée entre 120 et
144 minutes.

Lorsque le fenpentadiol est administré par la voie orale,
1'élimination biliaire est mcins précoce puisqué le maximum
(10,7 %) n'est atteint qgu’entre 60 et 120 minutes pour le rat
n® 39. Si 1l'on exprime les résultats en % cumulé, on constate
qu'en .2 heures, l1'élimination est d'environ 44 ¢ de la dose
administrée pour la voie intraveineuse et de 24 %2 environ pour

la voie orale.
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Enfin, d'autres résultats rapportés antérieurement (21) ont

montré l'existence d’un cycle entéro-hépatique assez notable pour

le fenpentadiol administré par voie intraveineuse chez le Rat.

b) Chez le Porc
L'élimination biliaire de la radiocactivité est mesurée
chez un Porc aprés administration par voie intraveineuse de

5 mg/kg de fenpentadiol~l4c.

i
¥
b
4
1

Une intervention chirurgicale est pratiquée au préalable afin de

permettre l'introduction d'un drain de Kehr dont une branche remonte

dans le canal hépatique et l'autre descend dans le cholédoque (58).

‘ _ Cn s . . 14 <
| La premiére injection de fenpentadiol-""C s'effectue dans la

veine cave et, huit jours aprés, l'animal recoit une dose identi-
L

‘que de produit dans la veine porte. Ce mode opératoire permet

ainsi au méme individu d'étre son propre témoin.

La figure 15 montre les deux cinétiques de 1'élimination
biliaire de la radioactivité, les résultats étant exprimés en

pourcentage de la dose administrée par ml de bile.

Chez ce Porc gui a conservé son cycle entéro-hépatigque, la
nesure de la radioactivité de la bile montre gue l'excrétion

biliaire est rapide et notable.

Si l'on examine les deux courbes de la figure 15 , on consta-
te que 1'é€limination biliaire est trés précoce, soit pour les in-
jections "cave" et "porte", respectivement 5 et 10 minutes apres
l'administration du produit. Dans le cas de la veine cave, le
taux biliaire passe par un maximum (15 minutes) correspondant &
0,068 % de la dose par ml de bile. L'élimination de la radiocacti-
vité par la bile décroit ensuite en foaction du temps selon une

courbe d'allure exponentielle.

- . . 14 . P : .
Lorsque le fenpentadiol-""C est injecté dans la veine porte,




-~

% de 1la

on observe un retard dans l'apparition du taux biliaire maximum

(30 minutes) et la valeur de ce taux n'est que de 0,028

dose par ml de bile. L'é€limination biliaire décroit ensuite ra-
pidement en fonction du temps et la courbe se confond pratiquement

avec la précédente (veine cave).

0,07
0,06
0,05 .
0,04 _|
2
a
o 0,03
o
o
o 0,02 _ $
° ' 4
= .'
1
]
]
0,01 . ?
i
!
[}
[}
]
[
o) —
L ] T ! T i ; =T
05 1 2 3 4 h
Figure 15 Elimination biliaire de la radioactivité chez le
Porc n°3 aprds injection v (5 mg/kg) de fenpen-

tadiol-1%C soit dans la veine cave o0, soit
dans la veine porte ©@@.
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I1..3. - BIOTRANSFORMATION DU FENPENTADXOL-14C CHEZ LE RAT ET

LE PORC.

IT .3.1 - Métabolisme urinaire

a) Séparation_du_produit_inchangé_et_ des métabolites

Le fenpentadiol est extractible par 1'éther aprés avoir,
amené l'urine i un pH acide voisin de 1 par addition de HC1 N. L'ex-
trait &théré est ensuite concentré jusqu'a 1 ou 2 ml sous courant

d'azote.

Ce procédé permet de récupérer 90 a 100 % de la radioactivité

initiale.

L'extrait est soumis 3 une hydrolyse enzymatique par le suc
d'Helix pomatia et la radioactivité est, & nouveau, extraite a
.1'éther jusqu'd obtention de 90 & 95 % de la radioactivité présente

dans 1l'urine.

- Tableau 20 - R{ des substances retrouvies dans L'urine par
chromatoaraphie sun plague (Silicagel F 254 Merch)

Systémes_ : Rf du 14 Rf avant ~ Rf apres
Chromatographiques | Fenpentadiol™ C hydrclyse hydrolyse enzymatigue
ténoin enzymatigque

Zone 1 Zone Z

1 0,45 0,00 c,10 0,45

2 0,58 0,02 0,38 0,58

3 0,23 0,01 0,00 0,23

4 0,90 : 0,70 . 0,88 0,90

5 0,78 0,25 0,90 0,78

6 0,72 - 0,25 , 0,86 0,72




La chromatographie en couche mince des urines soumises a
1'hydrolyse enzymatique permet, a l'aide de plusieurs systémes
chromatographiques, de ueparel deux zones radioactives distinctes
dont 1'une (zone 2) correspond au fenpentadiol- 4C témoin et la

seconde, a un métabolite radioactif (zone 1).

Le tableau 20 donne les Rf des deux produits séparés par

cette méthode.

On peut immédiatement noter gu'il existe un composé conju-~

gué correspondant & chacun des deux produits.
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Figure 16 ~ Epregistrement de la radiocactivité aprés chromategraphie
-sur plaque (Silicagel T 254 Mcrck) dfurine tvaitde par
le suc d'Helix pomatia (Systéme n°i - Urine de la 6 &me
heure d'un rat ayant rogu, par voie v, unc dose de
30 mg/kg de fempentadiol-1"C.




Il s'agirait de glucuronides hydrolysables par action de la
B-glucuronidase ou de la sulfatase du'suc'd'Helix.pomatia. Cette
forme de conjugaison peut impliguer la pré&sence d'un ou plusieurs
radicaux-0H, ce qui est précisément le .cas du fenpentadiol. D'autre
part, nous avons pu observer que le traitement par l'aryl-sulfatase
est pratiquement sans effet sur la libé&ration du fenpentédiol alors
que la R-glucuronidase én libére environ 70 % et le suc d'Helix po-

matia, plus de 90 %.

La figure 160 . est. un enregistrement caractéristique au
compteur proportionnel, type Berthold, des deux substances radio-
actives isolées aprés chromatographie en couche mince d'une urine

traitée par le suc d'Helix pomatia.

1 - Isolement

Au cours de nos travaux sur 1'interaction é&ventuelle
des barbituriques sur le métabolisme du fenpentadiol—14c (20),

nous avions remarque que le phenobarbltal stimule le métabolisme

de c= prodult chez le Rat.

En effet, un prétraitement au phénobarbital durant 3 jours,
par voie intrapéritonéale (80 mg/kg/jour), accrolt considéra-
blement les quantités de métabolite retrouvées dans les urines

4
du Rat aprés injection intraveineuse de fenpentadiol~l'c (30 mg/kqg)

‘Le tableaa 21 donne les réaultats obtenus en fonction du temps
sur une moyennn de 6 antnaux apres l'hydrolyce enzymathue par le

suc d'Helix pomatia.

‘Dans ces édﬁdiﬁions; nous avons-iSolé le métabolite dans les
urines du Rat prétraité au phénobarbital durant 3 jours (80 mg/kg
"/ jour) par voie 1ntraper1toneale et regevant le fenpentadlol— 4
par voie intraveineuse (30 mg/kg), ?4 heures apres la derniére

injection de phénobarbital.




Tableau 21 - Influence d'un préiraitement au phénobarbital sur fes
proportions nespectives de 5enpentadioﬁ«}4c et de son métabolite
OH 4C netfrouvées dans Les uwrninesd du Rat

%de radicactivité déposée sur la plaque de Silicagel

(Systéme chroamatographique n° 1)

Temps de Prélévement 0O~ 3 3 - 5 6 - 8
(heures)
FENPENTADIOL 42 48 49
METABOLITE - OH 58 52 51

Les urines sont amenées a pH 5,4 par addition de tampon
‘acétate/acide acétique pour &tre ensuite traitées pendant 48 heures

-~

i 37°C par le suc d'Helix pomatia,

Aprés extraction 3 1'éther du milieu d'hydrolyse, le composé
est séparé du fenpentadiol et des impuretés par duatre passages
_successifs sur plaque préparative de Silicagel (Merck F 254) dans

le systéme chromatographique n°1l.

2 - Identificaticn

La structure du métabolite ainsi isolé& en quantité mi-
nime est alors résclue par spectrométrie de masse.
La comparaison de son spectre de masse avec celul du

produit de référence permet de proposer la structure suivante :

OH OR

| I
CL{G}\ ¢~ CH,— € —CH
2;;>mi t o

CH, . CiH, OH
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Cette molécule posséde une masse de 244 et serait le résultat
de 1l'hydroxylation de 1l'un des groupes méthyles portés par le car-

~bone 3.

Le métabolite du fenpentadiol est dqnc‘le (chloro—-4 phényl)-2
hydroxyméthyléne-4 pentane diol 2,4,

La figure 17 schématise les principaux fragments obtenus

& 1'aide d'un appareil type Varian (introduction directe & 80°C -
ionisation.E.V 70 eV - Source 100 ua). ’

- 100 .
oH 04
! P
tl,@.l“: _.cuz_i..cu3
80 thy £, oH
43
» 185
60 _
40 _|
139
, ' ‘J57_ . 229
20 df 1 .
\. 5;,'. 75 185 231
31 L4 141
\.l \g " ‘“ 197 ?]3 2
13 215 244;
; T ¥ h/ < L L" l' S‘!l.
50 100 150 . 200 m/e 250

Figure 17 - Spectre de masse du métabolite extrait des
- urines de Rat.

La corrélation avec le spectre de masse du produit de référence

s'avére excelliente.

-

Cependant, il est a remarquer que si les doublets m/e - m/e

+ 2 existent hien dans le rapport correct du 35C1 / 37/C1(75ﬁ»@4,5),

notamment pour les fragments n/e 139-4:1, 155-57, 195-97, 21i3-15,

229431, la présence de triplets m/e ~ m/e + 2 - m/e + 4 dis au l4C,




respectives { %)

¥

Proportions

n'a pu étre mise en é&vidence, lors de l'analyse du métabolite iso-

1é¢ in vivo, en raison de sa trop faible radioactivité spécifique
(370 uCi/mM). Enfin, le pic "parent" dont la masse correspond au
poids moléculaire du composé 6 existe a 1'état de doublet :

m/e 244-246,mais son importance relative est treés faible.

c) Vitesse de formation du_métabolite hydroxylé chez le_ Rat
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L'évolution en fonction du temps des proportions respec-

tives de fenpentadiol~l4c et de son métabolite hydroxylé 14C re-

trouvées dans l'urine est étudiée chez le Rat aprés administration

de fenpentadiol—l4c par voie intraveineuse (30 mg/kg) ou par voie
orale (100 mg/kg) . -

La figure 18 montre les proportions calculées aprés hydro-
lyse de 1l'urine par le suc d'Helix pomatia ; elles sont établies
d'aprés une moyenne sur 5 rats pour la voie intraveineuse et sur

2 rats, pour la voie orale.

VOIE LV (n=5) VOIE ORALE (n=2)

Fenpentadiol 14C
Métabolite — OH V¢

aBhn Ba2dn . 0a8nh & a24n

Figure 18 - Evolution en fonction du temps des proportions respectives

de fenpentadiol-!%C et de son métabolite hydroxylé g
dans 1'urine excrétée par le Rat,

S S



Quelle que soit la voie d'administration, nous constatons que
1'excrétion du fenpentadiol est toujours trés prépondérante. Cepen-
dant, on peut observer que l'excrétion urinaire du métabolite hydro-
xylé s'accroit progressivement en fonction du temps et représente
dans les urines de 8 & 24 heures, une proportion assez importante

de la radiocactivité retrouvée.
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L'étude de l1l'élimination urinaire du fenpentadiol inchangé
et de son métabolite hydroxylé est réalisée chez le Porc aprés ad-
ministration de fenpentadiol—14c (5 mg/kg) par voie intraveineuse

ou orale.

Le tableau 22 donne, aprés hydrolyse par le suc d'Helix poma-
tia, les valeurs exprimées en pourcentage de la dose administrée
pour les urines de deux porcs collectées durant 24 heures (voie

intraveineuse) et 12 heures (voie orale).

- Tableau 22 - Ebimination wrinaire du {enpentadiof-'%c
et de son métabolite hydnoxyle
VOIE I.V - VOIE ORALE
PORC N° 2 3 6 7 -
Durée de 1l'expérience f O a 24 0az24 O a 12 0 a12
(heures)

FENPENTADIOL 73,6 66,4 59,3 47,7
METABOLITE - OH 9,7 4 O 5,3
Total 83,3 70,4 | 59,3 53,0

Comme chez le Rat,- il ressort de cette expérience que le prin-

cipal produit éliminé dans les urines du Porc, aprés déconjugaison,



est le fenpentadiol inchangé, quelle que scit la voie d'administra-

tion, intraveineuse ou orale.

IT .3.2 - Métabolisme biliaire chez le Rat

-~ ~

... Lorsgu'on procéde & une extraction a 1'éther de la bile,
dans les mémes conditions que celles décrites pour l'urine, on
constate aprés chromatographie en couche mince dans le systéme n°l;
que la majeure partie du fenpentadiol~l4c se trouve sous une .forme
conjuguée dés les premidres minutes qui suivent l'injection par

voie intraveineuse du preoduit (30 mg/kg).

- Tableau 23 - Evolution en fonction du temps des
' proportions respectives des produits radivactifs retrouvés

au niveau biliaire chez Le Rat apies injéciidn'iv de'éenpenzudio£u14c (30 mg/kq)

Temps du Cycle Avant hydrolyse Aprés hydrolyse
entéro-hépatique enzymatique enzymatique
(min)¥*
Fenpentadiol Procduits Fenpentadiol jMétabolite-CH
inchangé COrjugués inchengé
81,0 19,0 100 -
7,5 92,5 100 -
0,5 99,5 100 -
15 traces 100 100 traces
30 - 120 " 100 100 "

¥ Moyenne sur 2 animaux

Comme le montre le tableau 23 , on retrouve déja 100 % de
produits conjugués entre les temps : 7 et 15 minubes du cycle

entérohépatique du fenpentadiol—l4c.

En revanche, si la bile a subi une hydrolvse enzyvmatigue
préalable 3 l'aide du suc d'Helix pomatia, on retrouve la tota-
1ité du fenpentadiocl inchangé, quel gue soit le temps de prélé-

vement de la bile. Cependant, des traces de mEtabolite hydroxylé




commencent a apparaltre dé&s la quinziéme minute du cycle.

Le métabolite biliaire principal du fenpentadiol serait donc

le produit glucuroconjugué.. Au contraire, si le Rat subit un
prétraitement préalable au phénobarbital, dans les mémes conditions
que celles décrites précédemment ( voir II,3.1 - b)1l) on peut éga-
lement observer une &lévation trés importante du taux de métabolite
hydroxylé de Rf (0,10) en fonction du temps.

Le tableau 24 donne les résultats exprimés en pourcentage du
dépdt sur la plaque ou de la dose injectée pour un rat prétraité
au phénobarbital et recevant par voie intraveineuse une dose de
30 mg/kg de fenpentadiol-14c (soit 83 uCi), 24 heures aprés la

derniére injection intrapéritonéale du barbiturique.

La bile est recueillie par fistule biliaire permanente entre
Oet 2h, 2 et 6 het6et 10 h 30. |

-

Elle est soumise 3 une hydrolyse enzymatique préalable par le
suc d'Helix pomatia et l'extrait é&théré est ensuite chromatographié

dans le systéme n°1.

= Tableau 24 - Métabolisme biliaine chez Lo Rat padtraité au

phénobarbital
.14 — . 14
fenpentadiol-" C métabolite hydroxyié~""C
TEMPS Rf ((,45) Rf (0,10}
D'ELIMINATION] 7 du dépdt % dose Z du dépdt % dose
’ injectée injectée
a 2h 89 6,60 1 0,81
a 6h 76 2,73 0,86
6 & 10 h30 63 3,70 3 2,17




La figure 19 présente l'autoradiographie d'une chromatopla-

que de bile dans le systéme n°l, aprés hydrolyse enzymatique

(Rat prétraité au phénobarbital) .

LK
_n»fenpentadio{—MC
,« Rf (0.45)
Métabolite
e -a>hydrcxy!éjﬁ3
&?\f Rf (0,10)
[ {
be & N
24 kit
R4 ' S0
fenpentadio!-''C bile - bile. -
témoin . 0a2h 236h 6 310h30
Figure 19 - Radiochromatogramme de bile d'un rat prétraité

au phénobarbital, aprés hyvdrolyse enzymatique
(Systéme n°1 - plaque de Silicagel Merck F 254)




- IT .3.3 - Métabolisme du fenpentadiolrl4c au niveau sanguin

La radioactivité est extraite quantitativement, a 1l'é&thanol,

du plasma et des hématies ayant subi une lyse préalable dans 1'eau

distillée.

La chromatographie en couche mince des extraits alcooliques

(systéme n°l) permet de séparer facilement les formes inchangée

- et conjuguée du fenpentadiol et de son métabolite hydroxylé.

——— — ——

dans le solvant 1
de 5,53 mCi/mM.

a) Chez_le Rat_aprés_administration_par_voie_intraveineuse

e —— e o s it s e e B ap Pmn ATn St

A . s . . 1
ministration par voie intraveineuse de fenpentadiol-

-Des rats mdles pesant environ 130 g sont éacrifiés, par
groupe de deux, 10, 20, 30 minutes, 1, 3 et 6 heures aprés 1'ad-
4C'dissous

(30 mg/kg) et dont l'activité spécifique est

- Tableau 25 - Evolution, en {onction du temps, du faux sanguin
du produit inchangé et des métabolites apnes administration par
—, P ., 14 '
voie intraveinzuse de fenpentadiol- "C chez Le Rat
TAUX SANGUINS DU FENPENTADIOL ET DE SES METABOLITES™
(en % de la radicactivité totale par ml de sang) )
TEMPS  asaipe- - 10 min. 20 min. 30 min. 1h 3h 6 h
Fenpentadiol total 96}51 94,85 93,60 91,38 85,94 75,92
o irchengé 79,93 75,30 77,38 75,88 69,64 54,42
" conjugué | 16,58 19,55 116,22 15,50 16,30 21,50
M&tabolite-OHtotal 2,02 3,23 4,24 5,59 8,99  |15,64
" inchangé 2,02 3,23 3,78 4,00° 5,78 6,24
" conjugué 0 0 0,46 1,59 3,21 9,40
% Ietrouvs  wmmin 98,53 98,08 97,84 56,97 94,93 91,56

“* Moyenne sur 2 animaux pour chague temps




Le tableau25 donne les taux sanguins des formes inchangée et
conjuguée du fenpentadiol—l4c et de son : métabolite hydroxvlé ;

ils sont exprimés en pourcentage de la radioactivité totale par

ml de sang et en fonction du temps.

L'examen de ce tableau améne les commentaires suivants

~ l'extraction alcoolique est satisfaisante puisque le pour-
centage retrouvé est toujours trés supérieur a 90 % de la

radiocactivité totale par ml de sang.

- le fenpentadiol est présent sous ses deux formes, a chaque

temps de ‘sacrifice,

- le taux de fenpentadiol inchangé décroit en fonction du
temps au profit du taux de sa forme conjuguée. Cependant,
la proportion du médicament inchangé reste prépondérante

pendant toute la durée de l'expérience.

~ le taux de métabolite hydroxylé&, déjd notable dés la

dixiéme minute, s'accrolt progressivement en fonction du

temps et la forme conjuguée de ce métabolite n'apparalit
seulement que 30 minutes aprés l'injection intraveineuse
du produit.

En outre, d'aprés la figure 20 qui représente la cinétigue
sanguine de la radiocactivité totale, du produit inchangé et du
glucuronide, on peut remarcquer que les taux de fenpentadicl
inchangé restent toujours trés importants jusqu'd la sixiéme

heure.

Enfin, on peut observer que les courbes représentatives des
o . - e px ; - .. 14
cinétiques de la radiocactivité totale et du fenpentadicl-" 'C

inchangé&, sont presque confondues.

& PATE
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Radioactivité totale

injectée par ml de sang

02
Fenpentadiol inchangé
o
o
°)
[
T . : P .
P | Fenpentadiol conjugué ——~—__ ™
. ' : g A
T j T | T T 7 -
05 1 3 6h
e P . - . 14 . .
Figure 20 - Cinétique sanguine du fenmpentadiol- 'C inchangé

et de son glucuronide apré&s administration par
voie AV chez le Rat (30 mg/kg). Moyenne sur 2
animaux pour chaque temps.

U . ~ as 4 14 .
Apras injection intraveineuse de fenpentadiol-""C (environ

400 uCi) dans la carotide du porc n°4, le sang est recueilli sur
héparine aprés prélévement dans la veine jugulaire, soit 12 prises

de sang de 4 & 120 minutes aprés l'administration du produit.

Les hématies sont séparées du plasma par centrifugation et
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et les extraits alcooligques de chacune des deux fractions sanguines
sont chromatographiés sur plaque de Silicagel (F 254 Merck) dans
le systéme n°l. Enfin, les taux des produits radiocactifs retrou-

vés, au niveau du plasma et des hématies, sont exprimés en pcur-

centage de la radioactivité totale par ml de sang.

Au niveau plasmatique, le tableau 26 montre que le taux de
fenpentadiol inchangé décroit en fonction du temps au profit de 4

sa forme glucuroconjuguée ‘qui s'accroit progressivement jusqu'a

la fin de 1l'expérience (59,8 % & 120 min.)

- Tableau26 - Evolution en fonction du femps du taux du produit inchangé
(et des métabolites) au niveau du plasma apnes infection Lv (5 mg/kg)
' de 5enpentadio£-}4c chez fe Porc n’4

TAUX DE FENPENTADIOL ET DES METABOLITES AU NIVEAU PLASMATIQUE
(en % de la radicactivité totale par ml de sang)
Temps Fenpentadiol Fenpentadiol | Métabolite - OH|Mé&tabolite - OH
(min.) inchangé conjugué conjugué
94,4 3,9 - -
86,6 11,5 - -
10 69,7 28,3 2,0 -
15 59,6 35,7 2,8 1,9
20 47,2 47,1 2,6 3,1
30 48,4 46,1 3,3 2,2
40 39,3 51,3 1,0 8,3
50 36,8 56,3 1,6 5,2
60 36,8 54,4 0,9 7,7
80 40,8 51,2 1,3 6,6
100 37,3 54,4 1,2 7,1
120 34,7 59,8 1,3 4,3

Le métabolite hydroxylé apparait dés la dixziéme minute ‘suivant

l'injection mais son taux reste  toujours treés faible.
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La forme conjuguée du métabolite apparait dés la quinziéme minute
dans des propOrtiohs un peu plus imbortantes.'Cependant, on peut
observer que le taux max1mum du métabolite, 1nchange cu conjugue,

-~

n'excade pas 7 4 8 % de la radioactivité totale.

)
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X ‘ Radioactivité totale
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Figure 21 - Cinétique sanguine du fenpentad101-x4c inchangé et

‘de son gchulonlde (courbe en p01nt111es) aprés in-
Jectlon Av j& mg/kg) chez le Pore n®4.

La figure 21 represente la cxnathuﬁ du taux sanguln de fen-

pentadiol et de sa forme conjugure chez le Porc n°4.




On peut ainsi remarquer qgue la vitesse de glucuroconjugaison

du produit est trés rapide puisque le taux sanguin maximum du
fenpentadiol—l4c glucuroconjugué. est atteint 20 minutes apras
l'injection intraveineuse du produit. Nous observons ensuite une
décroissance analogue du taux circulant des deux formes du fen-

pentadiol.

Au niveau des hématies, nous avens suivi 1'évolution, en

fonction du temps, du fenpentadiol—l4c, du métabolite]hydrokylé

14 _ . - \ . .
C et du total des composés conjugués jusqu'd la trentidme mi-
nute suivant l'injection intraveineuse du produit. Les résultats
sont également exprimés en pourcentage de la radiocactivité totale

par ml de sang (tableau 27 ).

" - Tableau 27 - Evolution en fonction du temps du taux
du produit inchang? (et des mitabolites § au niveaw des
hématies apnes injection Lv {5 mg/hg) de 5enpentad£a£-14c chez fo Ponre n°4

TAUX DE FENPENTADIOL ET DES METABOLITES AU NIVEAU DES HEMATIES
(en % de la radiocactivité totale par ml de sang)

Temps Fenpentadiol Métabolite -~ OH Total des
(min.) _ composés conjugués
4 - 97,3 - 2,7%
6 96,4 - 3,6%
10 80,7 3,8 5,5
15 80,5 - 9,0 10,5
20 77,2 : 8,2 14,6 -
30 70,0 - 8,0 22,0

* fenpentadiol glucuroconjugué unigquement

Comme précédemment, le taux des deux composés conjugués s'ac-
croit en fonction du temps, mais il est intéressant de noter que
le taux de fenpentadiocl inchangé reste toujours tras prépondérant

dans les hématie$s jusqu'‘d~la fin'de 1'expérience,




La figure 22 illustre cette dernidre observation puisque
la cinétique du taux de fenpentadiol inchangé correspond pra-

-~

tiquement a celle observée pour la radioactivité totale.

Enfin, comme nous l'aVons‘déjé vu, il est important de sou-
ligner que les quantités de fenpentadiol localisées dans les hé-
maties sont notablement plus petites que celles retrouvées dans

-~

le plasma 3 chaque temps de 1l'expérience.
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Figure 22 - - Evolution en fonction du temps du taux du wddicament

inchangé au niveau des hématies apr®s injection Av
(5 mg/kg) de fenpentadiol-1%C chez le Porc n°4.
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II.3.4 - Métabolisme du fenpentadiol—l’c au niveau du cerveau

Les cerveaux de 3 rats, sacrifiés 1 heure aprés administration

par voie intraveineuse ce fenpentadiol-—14

C (30 mg/kg), sont prélevés
et congelés immédiatement dans 1l'azote liquide. Aprés broyage, la
poudre est reprise par HClO4 M, puis centrifugée a plusieurs reprises.
Le surnageant obtenu, aprés addition de KOE 5N et centrifugation,
constitue la fraction acido-soluble. Aprés centrifugation, le culot
traité par l'alcool, puis par un mélangé alcocl/éther & 1lfébullition,

donne un surnageant gui constitue la fraction lipidique.

Dans ces conditions, la chromatographie en couche mince
(systéme n°l) des deux extraits, a permis d'é&valuer des quantités
g ~ . 14 .

approximativement égales de fenpentadiol-""C dans les fractions

acido-soluble et lipidique du cerveau.

II.4 - ANALYSE PHARMACOCINETIQUE DES COURBES DE TAUX SANGUINS DU
FENPENTADIOL '

L'dtude de 1l'évolution chronologique des concentrations san-
guines permet une analysé pharmacocinétique des résultats obtenus
aprés injection intraveineuse rapide de fenpentadiol*l4c chez le
Rat et le Porc.

Les conditions d'expdrimentation, chez ces deux espéces, ont
déja été rapportées dans un paragraphe précédent consacré au mé-

tabolisme sanguin du fenpentadiol—l4c.

Le tableau 28 donne les valeurs des concentrations sanguines

exprimées en pg de fenpentadiol inchang€ par ml de sang.

On peut ainsi remarquer gue la corrélation-entre les valeurs
trouvées par dosage et les valeurs calculées (H.P 9820 A) est
satisfaisante, 3 l'exception des premiers taux sanguins chez le

Porc (4 et 6 min. aprés l'injection).
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L'analyse des courbes permet d'élaborer un mod&le ouvert 3
deux compartiments descriptif du devenir-in vivo du fenpentadiol

aprés son injection intraveineuse .

- Tableau 28 - Concentrations sanguines (ug/mf) aonds adminis-
Tration pan vode Antrhavelneuse de 5enpentadéo£—1
chez Le Rat et Le Pore

4e

Temps aprés . RAT 2 PORC n°3P PORC N°4€
injection 4.v (30 mg/kg) (5 mg/kg) (5 mg/kg)
{min. ) Observées |Galculées }Observécs | Calculées | Observées | Calculées
- - 17,20 |- 10,98 7,57 5,88
- - 5,50 - 7,36 4,26 4,67
10 10,64 11,20 4,00 4,00 3,17 3,17
15 - - © 2,90 2,65 2,48 2,23
20 8,76 8,76 2,40 | 2,22 1,77 1,77
30 7,88 7,43 1,90 1,90 1,55 1,35
40 - - 1,60 1,69 G,99 . 1,13
50 - - - - 0,84 0,97
60 1 5,60 | 5,80 1,10 1,36 0,72 0,83
80 - - 0,90 . 1,09 C,67 0,62
100 - - - - 0,43 0,46
120 - - . 0,70 0,70 | 0,34 0,34
150 1 - - ~ 0,70 0,50 - -
180 3,61 | 3,54 | 0,23 0,36 - -
360 . 1,75 1,75 - - - -

a Moyenne sur 2 rats mldles (130 g * 5 g) sacrifiésa chague temps
considéré. - b Porc femelle pesant 41 kg. - ¢ Porc femelle
pesant 32 kg. -

Les concentrations sanguines sont déterminées 3 des temps suf-
fisamment rapprochés de 1'injection pour s'inscrire suivant une

-~

courbe biexponentielle répondant & l'é&quation générale :
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L'existence de deux exponentielles dans une telle équation

permet déja de supposer que l'évolution des concentrations san-— ;

guines est régie par plusieurs phénoménes successifs :
1. distribution du fenpentadiol entre les différents tissus

2. élimination du fenpentadiol par biotransformation et excré-

tion.

L'analyse mathématique de la’ courbe biexponentielle qui pro-
cure les é&léments essentiels : A, B, o, B-ainsi que le calcul des
parametres du modéle ont été faits sur calculatrice programﬁable
H.P 9820 A, selon les méthodes de calcul décrites précédemment
(chapitre 1I). Toutefois, il peut &tre intéressant de rappeler

le modéle proposé :

Compartiment

Central 0

Toniad Elimination

3 (métabolisme f

: +excrétion) 3

ktzv Koy ¢

{

Compartiment 3

Péripherique . : 2

i

Figure 23 - Mod&le ouvert a deux compartiments

3

IT .4.1 - Analyse pharmacocinétique chez le Rat ;
i/

L'examen de la figure 24 représentant la courbe des concentra- {

. . L. 14 o s . . . 4
tions sanguines du fenpentadiol-" "C aprés injection intraveineuse @
X

chez le Rat, montre qu'il s'agit d'une courbe biexponentielle dont :
~ . ~ . "
l'équation est donnée dans le tableau 29.. .
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20

Concentrations Sanguines, ugiml
ns = - "

) 5

! .|

ot
!

1 i {
1 2 3 4
Temps, h.

-
-

4 Figure 24 - Cinétique sanguine aprés injection Av
= 4 de 30 mg/kg de fenpentadiol-1"C chez
: le Rat. Moyenne sur 2 animaux par temps
(& , points expérimentaux ;-——courbe
"}issée" 3 1l'aide du calculateur H.P 9820A)

-4,231t -0,235¢t

L'éguation : Cp = 8,7.e +7,18.e permet de cal-

culer les différents parametres pharmaéocinétiques (k12' k2], k13)
et les demi-vies du fenpentadiol (tableau 30).

Pour une dose de 30 mg/kg, la valeur moyenne de Cp° est de
15,88 pg/ml et la surface totale sous la courbe des concentrations

sanguines (32,609 ug.h.mlul) permet de calculer la clearance totale

du fenpentadiol (excrétion -+ métabolisme) qui est de 2 ml.min, soit

15,4 ml.kg.min pour le Rat.




- Tableau 28 - Données obtenues chez ZLe Rat et Le Porc aprnés une Aimole
Anfection intravelneuse de 5an.pen,mdéo.£-]4c

Espace Dose Equations des Surface Dose/Surface -
. courbes sanguines -1, ({clearance totale) £
Animale (mg) it Bt (pg.h.ml. ) i
Cp = A.e “+B.e o §v
(t en h.) oj Cpdt ml.min |ml.Kg.min %
% 4,231t 0,235t f
Rat - 3,9 81.e +7,18. 32,609 2,0 15,4 §.;_ ‘
_15,415t .0,663% ' f
Porc n°3 205 {2527e +2p42 5,521 618,8 15,1 !
10357t . _opoot .
Porc n°4 160 rerse” +2,055.€ P 3,046 875,4 27,3 E :
-*Moyenne sur 2 rats sacrifiés & chaque temps ‘i
Les résultats consignés dans le tableau 30 indiquent gque les A
constantes de vitesses de distribution (k]2 et k,)]) sont plus ”
grandes que la constante globale d'é&limination (k5) et que le rap- 1rg; |
port k12 / k21 est trés voisin de 1. ;
!
£
- Tableau 30 - Estimation des constantes de vitesse et des 4
, . . . 5
demi-vies pour Le fenpentadiol * /'
: CONSTANTES DE VITESSE DEMI-VIES
Espéce -1 : g
Animale (h™") ’ min.)
8,693 0,693 | 0,593 t
k k k > L §
Rat** 1,9373{ 2,0418} 0,4869f 10 176 85
Porc n°3 9,87021 2,1529 5,0549 2,5 62,7 3
Porc n°4 5,13991| 2,8562] 2,2599 4,0 46,2 i3
¥ Calculs basés sur un systéme ouvert & 2Z compartiments
**%*Moyenne sur 2 rats sacrifiés & chaque temps.
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Il apparait également sur ce tableau que la constante d'élimination
vraie (kl3) est plus élevée que la constante d'élimination apparen-
te (B); cette différence expliqué ainsi l'existence d'une distri-

bution tissulaire importante gui se superpose & l'é€limination.

La période biologique du fenpentadiol (0,693/8) est de 176 mi-
nutes et la demi-vie de 1l'é&limination (O,693/kl3) est deux fois

plus courte (85 min.).

Ce phénoméne peut s'expliquer par le fait gque 1l'importante dis--
tribution du fenpentadiol dans le compartiment périphérique rend ce pro-
duit provisoirement indisponible pour 1'élimination qui s'effectue,
selon la théorie, & partir du compartiment central. ‘

En accord avec le modéle, le fenpentadiol semble se distri-
buer rapidement -dans le compartiment pé&riphérique aprés une pre-

miére dilution dans le compartiment central.

Le tableau 31 . donne les valeurs deés différents.volumes_ de

distribution qui sont exprimés en litre par kg de poids corporel.

- Tableau ’31 - Valeurns™ de Vp, Vel ,(Vd)ss, (Vd)ext, (Vd)g et
(Vd)surf. pour Le fenpentadiocl.

Espéce Vp VT/p (Vd)ss (Vd) ext. (Vd) B ‘(Vd)surf.

animale | (L/Kg) |(L/Kg) (LY Kg) [{L/Kg) |{L/Kg) {(L/Kg)
* % . .

Rat 1,89 1,79 | 3,68 4,18 3,91 | 3,91

Porc n'3 0,18 0,82 1,C0 1,89 1,36 1,36

Porc n'4 0,50 0,91 | 1,41 2,43 | 1,82 1,82

% Valeurs basées sur un systéme ouvert 3 2 cavpartiments.
% # Moyenne sur 2 rats sacrifiés a chaque temps.




Le volume apparent du compartiment central (Vp= 1,89 L/kg)
représente pratiquement la moitié du volume de distribution a
1'6tat d'équilibre ( (Vd)gg) = 3,68 L/kg). Ces résultats indi-
guent que le fenpentadiol se dilue initialement dans le liquide
extracellulaire du compartiment central, incluant le sang, pour
se distribuer ensuite rapidement dans l'espace extracellulaire

des tissus (compartiment périphérique).

Dans ce modéle, nous devons rappeler que les tissus hautement

perfusés, tels que le foie et les reins, sont inclus dans le compar-
timent central.

Enfin, le tableau 31 permet de constater que le volume de dis-
tribution (Vd)B mesuré 3 l'état d'égquilibre de pseudo-distribution,
est, conformément & la théorie,identique 2a Vdsurf,qui est calculé &
partir de la surface délimit@e par la courbe de concentration san-

guine entre t = o et t = @ .

La figure 25 représente les fractions de la dose initiale de
fenpentadiol, présentes a chaque instant (t) soit dans le compar-
timent central, soit dans le compartiment périph&rique . Elle per-
met é&galement de suivre l'élimihation glcbale du produit en fonc-
tion du temps. Les courbes sont traces 4 l'aide de la table tra-
cante x - y de la calculatrice programmable H.P 2820 A. Ainsi, on
peut observer que le compartiment central ne prédomine pas sur le
compartiment périphérique. L'importance de ce dernier prouve gue
la distribution tissulaire du fenpentadiol est importante et ra-

pide.

D'autre part, 1l faut noter que 1l'élimination globale du
fenpentadiol (excrétion + métabolisme) atteint, en 6 heures, prés

de 80 % de la dose injectée.
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l’ Figure 25 - Injection £v de 30 mg/kg de fenpentadiol-1%C chez le

N _ . Rat-: fraction de la dose initiale présente dans
b : ~ - le compartiment central (a), dans le compartiment
. périphérique (b ) et éliminée (c).

i I1 .4.2 - Analyse pharmacocinétigue chez le Porc

La flgure 26 montre ld c1net1que sangulqe du fenpentadlol— 4

(injecticn 1nfravenneuse mg/kg) chez le Porc n°3.

On peut d1n51 nocer que la Lorrelatlon entre les points expé-
rlmentaux et lec 901nts calculec 5 1" aide du calculateur, est treés
bonne. Le tau sanguln décrolt . rapldemcnt, en fonction du temps,

uelon une COLrbe d'allurn ble ponentlellg.
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La durée totale de l'expérience est de trois heures et 1'é~
quation de la courbe, ainsi que celle se rapportant au porc n® 4,
est donnée dans Je tableau 29.

,uglml
7

o
!

Concentrations Sanguines,

5.
0 : 3
' 1 i {
1 2 3
Temps, h.
Figure 26 - Cinétique sanguine aprés injection £v de 5 mg/kg

de fenpentadiol—qu chez le Porc n°3.
(A,valeurs expérimentales courbe "lissée"

SN

’
3 1'aide du calculateur H.P S3204)

Aprés injection intraveineuse d'uns dose de 30 mg/kg de fen-
pentadiol~l4c, les valeurs individuelles ‘e Cp® pour les porcs

n® 3 et 4 sont respectivement de 27,91 et de 9,93 ug/ml de sang‘
et leurs clearances totales (excrétion + métaboliSme)'sont respec-

tivement de 15,1 et de 27,3 ml.kg.min.
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Le tableau 30 donne les valeurs des cohstantes de distribu-
“tion (kjp et koy) ainsi que les valeurs de la constante globale
d'élimination (k13). On peut ainsi remarquer que k;; est trés su—
périeur & k21 mais la constante de vitesse de distribution vers
le compartiment périphérique (ki2) prédomine largement les deux

autres.

Les rapports kjs/ ko1 sont trés supérieurs 3 1, ils sont

respectivement égaux 3 environ 4,5 et 1,8 pour les porcs n° 3 et 4,

De ces constatations, on peut déduire que la distribution
tissulaire se poursuit, dans la masse musculaire et adipeuse de

1'animal, pendant toute la durée de cette expérience (3 h).

Cependant, il est 38 noter que 1'é€limination globale du fenpen-
tadiol (excrétion + métabolisme) s'effectue tré&s rapidement & partir

dwu compartiment central.

D'autre part, on peut &galement remarquer que la constante
d'élimination vraie (k;3) est considérablement plus élevée que la

constante d'élimination apparente ( B).

Ces derniers résultats prouvent qu'il y a toujours compétition
entre les processus régissant la distribution et 1'élimination glo-
bale du fenpentadiol durant les trois heures gui suivent 1l'injection

intraveineuse du produit.

Enfin, nouslpouvqns encore conétater‘que les demi-vies de 1'é-
liminétion (O,693/k13) sont notablement plus courtes que les pé-"
riodes biologiques (0,693/8) ; dé&s lors, cette différence montre .-
qu'une fraction non négligeable du produit retenu par les tissus
n'est pas, &au moins dans 1'immédiat, susceptible d'étre &liminée
globaleméht.

Lés valeurs’des différents volumes de distribution sont

consignées dans le tableau 31 .

Ces derniers paramétres pharmacocinétiques montrent é&galement

1fimportance de la distribution du fenpentadiol dans 1'espace
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extracellulaire des tissus puisque les volumes de distribution (Vp)
sont environ trois & cing fois plus petits que les volumes de distri-
bution & 1l'état d'équilibre (Vd)ss.

La figure 27 traduit les résultats qui viennent d'étre

commentés et montre que le compartiment pé&riphérique prédomine

toujours considérablement sur le compartiment central.

1,0 N

Fraction de dose

-

]
. Temps, h.

| 4

Figure 27 - Injection Lv de 5 wg/kg de fenpentadiol~]4c chez
1e Porc n°3 : fraction de la dose initiale présente
dans le compartiment central (a) dans le compartiment
périphérique (b) et &liminée {c),

En outre, nous pouvons observer dque 1'8limination globale du
o,

fenpentadiol (excrétion + métabolisme) est déja de 1'ordre de 90 %

de la dose injectée, 3 heures aprds 1l'administration du produit,

NS

i
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III - DISCUSSION ' 5

L'étude pharmacocinétique et métabolique du fenpentadiol—14c
a étéd réalisée chez le Rat et le Porc, aprés administration par
voies intraveineuse et orale de la molécule marguée au carbone 14,
en position 4 de la chalne pentane diol (activité spécifique :
25,3 mCi/mM).

Bien que la pharmacocinétique soit 1'étude de l'absorption,

de la distribution, de l'élimination et du mé&tabclisme ({(biotrans-

formation) du médicament (A.D.M.E), nous distinguerons ici

-
.

la

pharmacocinétique qui est 1'étude en fonction du temps

des dif-

férents mouvements des médicaments et, é&ventuellement, mais pas
obligatoirement, de ses métabolites d travers l'organisme, et le
métabolisme du mé&dicament qui est 1'étude des transformations
chimiques qu'il subit & l'intérieur de l'organisme. Il est d'ail-
leurs nécessaire de noter que l'essentiel du métabolisme est d'iden-

tifier et, éventuellement ensuite, de doser les mé&tabolites.

" Le fenpentadiol est une molécule trés liposoluble malgré ia
présence de deux fonctions "alcool". Il résulte de ces derniéres

caractéristiques physico-chimiques gue le coefficient de partage de

la molécule reste indé&terminé. Aprés dissolution du produit dans
le sérum physiologique, 3 l'aide d'un mouillant et émulsionnant tel
gque le Tween 80, la liposolubilité du fenpentadiol va lui permettre
de diffuser rapidement dans tout l'organisme. Les résultats de la
distribution quantitative du fenpentadiol—l4c, au niveau des tissus I

ou organes, sont ainsi en accord avec ceux obtenus précédemment par

autoradiographie du Rat entier (20). Ils traduisent notamment le
passage tré&s rapide de la molécule & travers la "barrié&re hémo-
méningée" puisque, dés les cing premiéres minutes qui suivent 1'in-
jection intraveineuse, nous trouvons, au niveau du cerveau, une
concentration plus &levée que la concentration sanguine correspondante.
Par ailleurs, nous avons pu constater que les concentrations tissu-

laires sont, la plupart du temps, plus &levies que les concentrations

sanguines, ce qui montre que la rapide décroissance des taux sanguins
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n'est pas attribuable & la seule élimination du produit, mais aussi

d sa éaptation paf les organes{ Parmi ceux-ci, le foie fetient na-
turellement ia plus forte'prbportion de fenpéntadiol, mais il n'est
pas sans intérét de rappeler gue la peau retient, en particulier

a la trentiéme minute suivant 1l'injection iﬁtraveineuse, une fraction
asséz‘notable de cette molécule liposoluble. Toujours chéz le Rat,

ét aprés administration pér voie orale, le produit, déja résorbé
partiellement au niveau de l'estomac (20), est rapidement absorbé

a travers la muqueﬁse intestinale puisque le taux sanguin maximum

de la phase d'absorption est atteint en 30 minutes.

Dans les tissus, la distribution du fenpentadiol est sensi-
blament du méme type que celle trouvée precedemment apres injection
intravelneube, mais les concentrations sont plus élevées, la dose

administrée étant alors plus forte.

Comme précédemment, il est intéressant de noter que les concen-
trations tisgsulaires de pfoduits radiocactifs, observées au niveau
du foie et du ce*veah, gont toujours plus grandeg que les concen-
bratlons sangulnes correspondantes. Alnol, a la qu1n21eme ninute,
les rapports tissu/sang (ug equlv./g de tissu ou de sang) pour le
foie et le cerveau sont respectivemnt de l'ordre de 9 et de 3.

Aux doses utilisées et quéile que soit la voie d'administration

(intraveineuse ou orale) on a donc une concentration du fenpentadiol
plus élevée dans les tissus que dans le sang, ce qui implique que

cette substance possé&de une forte affinitéd pour les tissus.

Enfln, on peut observer que dans chacun des tissus examinés,
la rad10acn1v1+e, mesurée en fonction du temps, passe par un maxi-
mum, puls décroit. Cbc1 prouve que la liaison tlssulalre nlest pas

irréversible. Il n' y a donc pas, dans les tlbsus etudles de risque

dtaccumulation ocu de retentlon, soit du fennentadlol soit d'un de
ses metabolltes radloactlfs,qsl une posoloqle rationnelle est

respectea

’ ' Nous avons egalement etudle la blOdlSpoanlllte relat:ve du

fenpcntadlol ‘au cours de la premleve phase, pharma0001net1qu

consacrée au principe actif lul—meme,-afln de rendre compte des

relations entre le sujet récepteur et la molécule chimique.
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A cette fin, en prenant comme référence la voie intraveineuse

qui, par définition, assure une biodisponibilité totale et instan--

tanée, nous avons pu exprimer la quantité résorbée de fenpentadiol
aprés son administration par voie orale. La bicdisponibilité re-
lative du produit s'avére pratiquement gquantitative pour le Rat et

le Porc, soit respectivement 93 et 82 % de la dose administrée,

Ainsi, la résorption de cette molécule trés liposcluble est
- presque en accord avec les principes de Dost (24) malgré la pré-
sence de plusieurs facteurs pouvant limiter la précision des ré-

sultats obtenus, savoir :

- la mesure de la radiocactivité totale exclue totalement
le concept de biodisponibilité du médicament inchangé ;

-~ 1'utilisation inévitable des moyennes chez le Rat ;

- 1'étude de la biodisponibilité du produit sur un seul porc.
Toutefois, le mé&me animal étant utilisé au cours des diffé-
. rentes phases, les variations intra-individuelles sont ré-

duites ou éliminées ;

- le choix de l'excipient pour solubiliser le fenpentadiol :
le Tween 80 risque en effet de perturber les processus
d'absorption et de distribution du produit ainsi que sa

diffusion aprés l'injection intraveineuse ;

Enfin, et péur clore cette bréve incursion dans le domaine de
la bicdisponibilité de cette molécule, il est important de souli-
gner que la vitesse de ré&sorption du produit est rapide, puisque
le taux sanguin maximum est atteint en 30 minutes aprés son admi-

nistration, par voie orale, chez le Porc.

Le fenpentadiol circulant est inégalement réparti entre les
hématies et le plasma et le rapport des fractions plasmatique et
globulaire reste constant (0,23) guelles gue soient 1l'espéce

animale et les concentrations utilisées dans les essais in vitro,
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Toujours au niveau sanguin, le fenpentadiol se‘troﬁve, en
partie, sous forme liée aux protéines plasmatiques., La proportion
de fenpentadiol plasmatique 1ié est de 30 $ pour le Rat, alors
qu'elle ne représente que 15 $ environ chez .le Porc., Cependant,
en ce qui concerne cette derniére espéce, il convient de remarquer
- que le degré de liaison a tendance & s'@lever lentement en fonction
du temps.

D'autre part, des essais réalisés in vitro, sur du plaéma de
Rat ou de Porc, indiquent un accroissement trés notable, dans les
deux cas, du taux de liaison du fenpentadiol aux protéines plasma-
tiques, mais l'influence de la concentration sur le degré'de liaison
demeure pratiquement nulle. Ces derniers résultats montrent gque la
seule détermination in vitro du taux de liaison proté&inique d'un
médicament risque de conduire a des interprétations erronées des
résultats lors d'une exploitation mathématique des données pharma-
cocinétiques. En fait, il-est essentiel de s'assurer que la quan-
tité de médicament qui reste libre représente, in vivo, une frac-
tion.constante de la totalité du médicament présent dans le sang

dans tout 1'intervalle des concentrations étudiées.

Parmi les fractions sanguines qui fixent, in vitro, le fen-
pentadiol, il est intéressant de noter que le taux de liaisbn .
déterminé sur du sérum humain (34 %) est du méme ordre que celui
:observé-pbu: du sérum de Porc (33,3 %). D'autre part, on peut
remarquer que le fenpentadiol se fixe préférentiellement au niveau
de la sérum albumine et des a-globulines humaines, soit respecti-

vement 8,4 et 9,2 % de produit 1lié.-

De cette étude de la liaison du fenpentadiol aux protéines

- plasmatiques, il ressort que la forme libre, toujours fortement
prépondérante chez le Rat et surtout chez le Porc, permet au pro-
‘duit de diffuser rapidement dans les tissus et d'exercer ses effets
pharmacologiques au niveau du ou des récepteurs spécifiques. La
forme li8e, représentant une fraction non négligeable chez le Rat,
est stockée‘provisoirement'au nivéau du plasma. Toutefois, la
liaison &tant réversible, cette fraction sera progressivement 1i-
bérée pour prolonger, dans une certaine mesure, l'effet pharmaco-

logique.
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Aprés administration de doses multiples de fenpentadiol par
voie orale et quelle que soit ensuite la voie d'administraticn
choisie (intraveineuse ou ocrale) pour mesurer les taux tissulaires
de fenpentadiolhl4c, nous avons constaté une diminution tré&s no-
table de ces concentrations chez les rats prétraités comparativement
aux rats témoins., En fait, tout se passe comme si le fenpentadiol
agissait comme un inducteur enzymatigue au niveau des microsomes
hépatiques. Et ainsi, en renouvelant l'administration du produit,
on ne peut gqu'accélérer son propre métabolisme., Les effets pharman'
cologiques seront alors progressivement medifiés par inactivation
médicamenteuse (phénoméne de tolérance}. Il resscrt de cette obser-
vation gque la dose thérapeutique doit, en conséquence, étre adaptée

pour obteniry une intensité constante des effets observés,

Enfin, la recherche d'une relation entre les concentrations tis-
sulaires et la valeur de la dose chez le Rat, permet de démontrer
la linéarité de la relation dose/concentration et de poser comme
hypothé&se que les processus de distribution et d‘'éliminaticn obéis-
sent & des cinétiques d'ordre premier apparent {&volution exponen-
tielle). Ces derniers résultats sont intéressants dauns la mesure
ol ils permettront d'avancer que le modé&le établi n'est pas dépen-
dant de la dose &ministrée puisque les processus saturables sont

inexistants dans 1l'intervalle posolcgigque étudié,

Quelle gue scit la voie d'administration utilisée c¢hez le Rat

(intraveineuse ou orale), la tré&s faible quantité de 14CO2 cbtenu,

par la voie pulmenaire, indique que la position de marquage choisgie

n'‘est pas atteinte par le processus métabolique.

Toujours indépendamment de la voie d‘'administration, le fenpen-

tadiol est 8liminé, chez le Rat, par les trois voies d'excrétion :

urinaire, biliaire et fécale. Durant les premiéres 48 heures, les
excrétions urinaire et fécale représentent au total 84 % environ

de la dose administrée. L'excrétion urinaire est nettement plus ime
portante que l'excrétion fécale. En effet, durant les premiéres

24 heures, elle correspond 3 54 % environ de la dose administrée

alors que l'excrétion fécale ne représente que 12 % environ.
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Par contre, l'élimination du fenpentadicl s'effectue, chez
le Porc, presque totalement par la voie urinaire, quels gue soient
le sexe de l'animal et la voie d'administration.utilisée. Cette
élimination est.importange et rapide puisqu’elle peut atteindre
80 & environ de la dose administré&e au cours des premiéres
24 heures.

Enfin, et pour les deux espéces animales choisies, il est 4
remarquer que l'é@limination de la radioactivité se poursuit encore,

bien au-deld de 48 heures.

Chez le Rat, il apparait qu'une importante partie de la ra-
diocactivité excrétée dans les féces_ provient de la bile. En effet,
cette dernidre contient, dé&s les deux premiéres heures qui suivent
1'administration du produit, 44 et 24 % environ de la dose,'respec—

tivement pour les voies intraveineuse et orale.

Quoiqu'il en soit, il éxiste, chez le Rat, un cycle entéro-
hépatique qui porte sur une fraction importante de la dose &liminée
dans la bile (21}.

L'importance de la voie biliaire est €galement constatée chez
un porc dont la bile présente une concentration radioactive maximum
dés la quinziéme minute suivant l'injection intraveineuse du pro-
duit. D'autre part, chez ce Porc, la bile n'é&tant pas déviée hors
de son cycle normal, ‘il apparait que la quasi~totalité de la dose
éliminée dans la bile est réabsorbée puisque l'excrétion fécale est

pratiquement inexistante chez cette espéce animale.

En ce qui concerne 1'élimination du produit, il apparait
ainsi une différence assez. notable entre les espéces choisies.
Enfin, 1l'importance du cycle entéro-hépatique du fenpentadiol,
observée dans les deux cas, peut contribuer & la prolongation de
la durée de l'activitéd du produit si, toutefois, les composés

réabsorbés sont encore actifs.
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Les voies proposées pour le métabolisme du fenpentadiol sont
relativement simples. Il s'agit exclusivement de processus de glu-

curoconjugaison et d'hydroxylation (figure 28).

~ OH OH
l, |
cl _CY . CcH, _C._CH,;
| | \
CH, CH,

fenpentadiol He

: o _Glucuronides
(Rat -Porc) hydroxyiation. ' (Rat-Porc)

-OH OH
' l ' |
Cl C*_ CH, - C_-CHJ
I |
CH, CH,0H !

métabolite hydmxy!éMC

. . 14
Figure 28 - Schéma métabolique du fenpentadiol- C

(* pesitien du 14C}. %

La spectrométrie de masse a permis d'identifier le mé&tabolite

hydroxylé du fenpentadiol apré&s extraction de ce composé des urines
de rats traités prBalablement au phénobarbital. Nous avons ainsi
utiliséd le principe de l'induction enzymatique afin d'cbtenir une
quantité assez appréciable du métabolite par stimulation de la
biotransformation du fenpentadiol.

Ce mécanisme est procbablement caractirisé par un accroissement

A

de la synthése d'enzymes du réticulum endoplasmique (au niveau des
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hépatocytes) qui président & l'inactivation de nombreux médicaments.

L'oxydation de la chaine latérale d'un noyau aromatique conduit
toujours a des moleculeo plus polaires que la molécule initiale.
Elles diffusent moins dans les tissus, ne sont pratiquement pas fl—
xées par les protéines plasmatiques et sont, ainsi, rapidement éli-

minées par les reins.

D'aprés Williams (86), les voies possibles de la biotransforma-
tion des alcools tertiaires sont la glucuroconjugaison des grou-
pements hydroxyles et l'oxydation de 1'un ou plusieurs des substi-
tuants alkyls. Cependant, si Williams mentionne de nombreux exemples
de glucuroéonjugaison, il ne cite pas de travaﬁx mettant en évidence
une oxydation d'un substituant alkyl d'un alcool tertiaire. A notre
connaissance, ce type de/métabolisme n'est pas encore mentionné dans
la,liftérature, Néanmoins, l'oxydation}biologique d'une chaine ali-
phatiqgue est décrite pour-un grand nombre de composés tels que le
pentobarbital (11) (16) et le probénécide. (47).

. Pour conclure sur ce métabolite,~il est intéressant de noter
que sa structure chimique, presque analogue & celie du fenpentadiol,
lui confére des activités pharmacologiques identiques, mais il s'est
montré moins toxique et un peu moins actif dans la plupart‘des

épreuves effectuées chez la Souris (63).

Dans les urines du Rat et du Porc, nous avons pu extraire deux
substances trés polaires sensibles d l'action de la B-glucuronidase
du suc d'Helix Pomatia, sans, pour autant, observer une différence
gualitative ou quantitative entre ces deux espéces. Aprés déconju-
gaison, il y a toujours une prédominance du fenpentadiol inchangé,
mais. la vitesse de formation du métabolite hydroxylé s'accroit
notablement en fonctiorn du temps. Ces derniers résultats sont int 3~
ressants_dans:la.mesuré7oﬁ 1'on considére gue 1l‘'hydroxylation et la
conjugaison. sont des processus métaboliques 'représentant des méca-

nismes de détoxication.trés importants.

- En outre, il ressort de cette étude gue les produits conjugués

représentent la totalité des métabolites urinaires du fenpentadiol-

14 . . o . . .
C, quelle que soit la voie d'administration, intraveineuse ou orale.
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Le processus de glucuroconjugaison peut expliquer 1'importante
élimination biliaire du fenpentadiocl chez le Rat et le Porc. En ef-
fet, la radioactivité &liminée au niveau biliaire, représente eg- ¥
sentiellement le produit glucuroconjugué (99 %), 7 minutes apreés |
injection intraveineuse de fenpentadiol—l4c chez le Rat. Selon 3
Williams (387) la formation préalable des conjugués est nécessaire «&
3 leur excrétion intensive dans la bile et 1'importance de la conju- |

-

gaison tient & ce qu'elle accroit le poids moléculaire et donne

-

une polarité & la molécule.

Ces derniéres remarques s'appliquent au fenpentadiol car son
glucuronide polaire, de poids moléculaire supérieur a 300, est ex-

tensivement excrété dans la bile.

Quand le Rat est traité préalablement au phénobarbital, on
peut également observer que la quantité du métabolite hydroxylé
s'accroit, en fonction du temps, au cours de 1'élimination biliaire
de ia radiocactivité. Dans ces conditions, le fenpentadicl et son
métabolite se retrcuvent, sous une forme glucurcconjuguée, dans la
bile, d8s les premidres minutes gui suivent l'injection intraveineuse
du fenpentadiol- %c.

Chez le Porc, le composé glucuroconjugué du fenpentadiol re-
présente également la presque totalité de la radiocactivité &limi-

nde dans la bile au cours du cycle entéro-hépatique.

D'autre part, il est intéressant de noter que l'analyse des

prélévements sanguins effectués au niveau de la veine porte du
porc a permis de mesurer des quantités importantes de glucuronide, :

Cependant, ces derniers résultats ne peuvent démontrer, avec cer- !

titude, que le composé conjugué est réabsorbé, sans déconjugaison
préalable, 3 partir de 1l'intestin. On sait, en réalité&, que la
source de B-glucuronidase se trouve dans le milieu bactérien in-
testinal et que gé&néralement, le glucuronide est, en majeure par-
tie, scindé, ce qui favorise la réabsorption du produit libre au

cours de la circulation entdro-hépatique du médicament {(§7).,
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Au niveau sanguin, si 1'on compare, chez .le Rat et le Porc,
les cinétiques du.fenpentadiol-14c inchangé .ou conjuqué, on observe
essentiellement des variations dans.l'intensité& des processus de
glucuroconjugaison. C'est aihsivque l'on retrouve, 60 minutes aprés
l’injection intraveineuse du produit, 3,5 fois plues de fenpentadiol
conjugué chez le Porc. Par contre, on peut constater que les vi~
tesses de formation du métabolite hydroxylé sont pratiquement iden-
tiques pour les deux espéces. Dans les deux cas, le métabolite est
déja décelé dés les premidres dix minutes qui suivent l'injection
intraveineuse du fenpentadiol»l4c, et son taux s'accroit progressi-
vement en fonctlon du temps ainsi que celul du composé . conjugué
correspondant

Il semble donc, qu en ce qul concerne 1es taux sanguins, les
varlatlovs sont relativement faibles tant pour les cinétiques elles-
mémes que pour les bioctransformations observées. Toutefois, il est
nécessaire de tenir compte de l'espéce qui sert 3 l'expérience
pulsque le processus de glucuroconjugalson a tendance a se dévelop-
per plus rapldement chez le Porb. .

En ce qui Concerne_le métabolisme . du fenpentadiol«l4c au ni-
véau'deé hématies du Porc, on retrouve encore, aprés 10 minutes,
plus de 90 % du produit inchangé et le total des composés conjugués
et du métabolite hydroxylé ne représente que 30 % de la. radioactité
_tctale, 30 mlnutea apres l'lnjectlon intraveineuse du fenpentadiol-
14
et 1l'on peut &galement observer que le taux de fenpentadiol inchangé
décrolt rapidemeht,jusqu'a la fin de l'expérience {30 minutes).

Enfin, des essais de localisation dans le cerveau ont pérmis
d'evaluer approximativement.des quantités‘égales de fenpentadiol—l4c
dans les fractions acido-soluble et lipidique de cet organe. Ainsi,
l'activité pharmacologique du fenpentadiol, sur. le systéme nerveux
‘cenﬁral, ne peut &tre attribuée, du moins pour la fraction libre,

qu'au médicament, inchangé ayant diffusé dans le tissu cérébral.

C. En fait, la fixation du produit sur les hématies est tr&s faible,




L'étude des processus d'absorption, de distribution, de méta-
bolisme et d'élimination (A.D.M.E) du fenpentadiol~l4c ne serait

pas compléte sans la détermination des principaux paramétres phar-

macocinétiques et 1l'é&laboration d'un modéle descriptif du chemi-
nement de ce mé&dicament dans l'organisme. En fait, une molécule
trés liposoluble comme le fenpentadiol, dont 1'excrétion est in-

-~

timement liée & la vitesse de métabolisme individuel, est 1l'une des

P - s - I

plus aptes & bénéficier d'un traitement pharmacocinétique.

Cependant, une précision expérimentale insuffisante rend sou~-
vent caduque l'interprétation mathématique, Si, par exemple, une
méthode analytique n'a pas un degré de spécificité suffisant pour
discriminer la substance-mére de ses métabolites, les résultats
seront invariablement inutilisables. Les problémes analytiques se
compliquent du fait de la qualité du milieu : milieu biologique
d'une extréme complexité,

Parmi les méthodes les plus actuelles, nous avons choisi la
molécule marquée pour doser le fenpentadiolw14c dans le sang’de
l'animal. En effet, la molécule marquée est un remarquable instru-
ment de mesure quantitative d'une &tonnante sensibilité. La nano-
mole est tré&s facilement accessible pour veu de l'activité‘spéci—
fique soit moyennement élevée, Elle a, en plus, l'avantage de
pouvoir contrSler facilement l'extraction quantitative du produit
et/ou de ses métabolites dans les différents milieux biologiques,
Par contre, la molécule marquée utilisé@e conjointement avec 1a
chromatographie en couche mince n‘évite pas certains stades ana-
lytiques gui sont toujours longs et relativement laborieux 3 met-
tre en oeuvre : extraction, autoradiographie, "grattage" des chro-
matoplaques, etc ... De plus, il faut souligner gue la technique ra-

dicactive est actuellement inutilisable en pharmacocinétique clinique.

Chez le Rat et le Porc, l'exploitation mathématique des résul-
tats de notre étude pharmacocinétique4s“est avérée pvlus difficile
que celle réalisée précédemment chez la Brebis ofi nous avions obte-—
nu une ‘courbe sanguine triexponentielle (19) (27), permettant d'ex-
ploiter, & l'aide d'un calculateur analogyique, le modéle ouvert A
trois compartiments proposé par ﬁagashima, Levy et O'Reilly pour la

bishydroxyccumarine {§5).
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En fait, vu les &carts expérimentaux. inhérents i tout essai
biologique, il est souvent illusoire d'analyser une courbhe compor-
tant plus de_deux'exponentielles.-Dans le cas du Rat, il faut
ajouter que des impératifs, d'ordre technique, n'ont pas permis de
déterminer les concentrations sanguines du fenpentadiol—l4c in-
changé a des temps suffisamment rapprochés de 1'injection. Dans
ces conditions, nous n'avons pas obtenu la premiére exponentielle,
de pente trés importante, correspondant a la diffusion rapide du
produit dans le compartiment sanguin. Quant au Porc, la distribu-

tion massive et rapide de cette molécule lipophile dans le compar-

timent tissulaire peut sans doute étre & l'origine de l'imprécision

des premleres mesures sanguines.

Cependant, il est trés probable que 1l'excipient utilisé
(Tween 80) soit le principal responsable des perturbations obser-
vées dés les premiers instants qui suivent 1l'injection intravei-

neuse du\fenpentadiol-l4c.

. Dé&s lors, nous avons élaboré un moddle ouvert 3 deux compar-
timents susceptible de se rapprocher au maximum des données blclo—
g:ques. 'Les deux compartlments sont différencids par ‘leur taux
a’ 1rr1gatlon (14) et leur cinétique d'échange :

- le premier, dit "compartiment central® englobant le sang
et les tissus fortement irrigués : foie, reins, cerveau,
poumons, etc ;

- le second, dit "compartiment périphérique ou tissulaire"
groupant les tissus moins irrigués : muscle, peau, os,
tissus adipeux, etc...

La figure 29 représente les mouvements internes du fenpentadiol-

14C dans 1’ organlome du Rat & la trentleme minute suivant 1l'injection

1ntravplneuse du prodult (30 mg/kg)
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Ce systéme, trés proche des modéles théoriques de Cohen {1§)
et de O'Reilly (68), a le mérite, par sa complexité&, de souligner

une des principales limites de la pharmacocinétique.
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Figure 29 - Exemple d'un modéle multi-compartimental pour le fenmpentadiol,
30 min. aprés injection i,v (30 mg/kg} chez le Rat. (1 : organes
inclus dans le compt.central, 2 : orgaces inclus dans i compt.
périphérique), Le compt.sanguin comprend également le liquide
extraceliulaire et le systé&me lymphatique.




En effet, le systéme présenté est en réalité bien plus
complexe ; de plus, 1es‘danées,intr0duites sont de toute. évidence

incomplétes et nécéssitent par surcroit le sacrifice de l'animal.

En deflnltlve, l'avantage de 1la represeptatlon en modele du
sort pharmacocinétique d'un medlcament ‘réside dans une synthése
suc01ncte,mals suggestive, d'un processus complexe. Une telle fi-
gure est plus lisible qu'une série de tableaux de chiffres, mais
il n apporte pas plus, pulsqu il est élaboré i partir de ces chif-
fres.

si 1l'on éomﬁare}les différents,paramétres,pharmacocinétiques
déterminés chez le Rat et le Porc, on peut observer des variations
1mportantes selon 1' espnce étudice. La clearance totale du fenpen-
, tadlol (excretlon et métabolisme) est de l'ordre de 15 ml.kg.min.
pour 1e Rat Elle est du méme ordre pour l'un des porcs, mais
s eleve a 27 3 ml kg.min. pour le second animal. Ces derniéres va-
leurs etant, dans les deux cas, trés supérieures aux taux de fil-
traflon glomerulalre (1), i1 apparait donc que l'estimation de la
clearance totale est en accord avec l'importance et la rapidité des
processus de glucuroconjugalson du fenpentadiol chez ces deux espé-

ces animales.

Chez le,Rat, les constantes de vitesse de distribution sont
treo superleures a la constante globale d'élimination, et le rap-
port klz/x21, tres voisin de l'unlte, indique que le médicament se

dlstrlbue a:? une maniére identique dans les deux compartiments.

Par'contre,vil apparait gue la distribution se poursuit dans
la masse musculaire et adipeuse des deux porcs, durant les trois

heures qui suivent 1'injection intraveineuse du fenpentadiol (kj,/
kpy >1). |

Dans ies déux‘éas, on peut cependant observer que la constante
d'élimihation vraie (k13) est toujours plus &levée que la constante
dféliminatioh apparente (6),c0 gui montre que les processus de
dlstrlbut*on ngsqlasre et d'élimination restent en compétition pen-

dant toute la durée des expé iences.




Chez le Rat, la période bioclogique (C,693/8) et la demi-vie
de 1'élimination globale (0,693/k;3) sont respectivement trois et

huit fois environ plus élevées gue chez le Porc. Toutefois, et pour

les deux espéces, il est intéressant de remarquer que les demi-vies
de 1'élimination sont toujours plus courtes que les périodes biclo-
giques, indiquant ainsi qu'une fraction notable du produit, retenu
dans le compartiment périphérique, n'est pas immédiatement sus-

ceptible d'étre éliminée a partir du compartiment central.

Toujours chez le Rat, on peut encore noter que le volume de
distribution (VdB) est au moins deux fois plus important que celui

gui est dé&terminé chez le Porc.

Cette derniére observation est intéressante dans la mesure ol
le volume de distribution est en rapport avec la quantité efficace
de médicament nécessaire pour obtenir une action pharmacologique

d’'intensité& voulue.

Dans un modéle ouvert & deux compartiments, le médicament
administré (voie intraveineuse) se distribue rapidement dans le
compartiment central, d'ol il se fépartit d une vitesse variable
(k12)en direction du compartimeﬂt périphérique. Cette vitesse est
fonction de différents facteurs tels gue les volumes de distribu-
tion du produit, le coefficient de partage du mé&dicament entre les
deux compartiments et la vitesse de circulation du sang dans les
tissus. Dé&s lors, la répartition, dans les deux conmpartiments, de
la dose initiale administrée ainsi que 1l'élimination globale du
fenpentadiol dépendront essentiellement du choix de i'espéce ani-
male. Ainsi, si les courbes de répartition du fenpentadicl permet-
tent de constater, en accord avec la liposolubilité du produit, que
la distribution tissulaire est importante et rapide pour les deux
especes, elles montrent &€galement gue le compartiment p&riphérique
prédomine plus considérabiement sur le compartiment central, dans
le cas du Porc. Par ailleurs, il est important de rappeler gue le
taux des liaisons protéiniques est deux fois plus élevé chez le
Rat, et cette différence peut sans doute expliquer, du moins en par-~
tie, l'importance du compartiment central chéz cette derniére espeé-
ce. Il convient de noter enfin gue le rdls présumé joud par le

compartiment périphérigque, en tant gue “réservoir" 3 médicament, ne
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semble pas s'appliquef au Porc puisque, trois heures aprés 1'admi-
nistration du fenpentadiol4l4c, 1'élimination globale du produit
est déja de l'ordre de 90 % de la dose ihjectée. Par contre,
1'élimination globale du produit ne représente, chez le Rat, que
55 % environ de la dose injectée pour un temps d'observation iden-
-tique (3 heures). ' '

De cette analyse mathématique des données pharmacocinétiques,
il ressort que le modéle choisi est en accord avec les principaux
‘résultats de métabolisme et de 1'é&limination du fenpentadiolfl4c.
Enfin, nous voudrions encore ajoﬁter que le Porc ne constitue pas
un modéle  animal privilégié pour 1'étude pharmacocinétique de cette
molécule trésbliposoluble. Au contraire, il apparait gque l'effet
médicamenteux” observé_chez le Rat, vu notamment sous les angles
de la durée et de 1l'intensité d'action, est en conformité avec les

'-principales‘caractéristiqueS’pharmacocinétiques du fenpentadiol.
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CONCLUSION GENERALE

Dans la premiére partie de ce travail, nous avons étudié
'absorption, la distribution, l'élimination et le métabolisme du

fenpentadiol—14C chez le Rat et le Porc,

Dans une seconde étapé,'aprés injéction intraveineuse du pro-
duit, nous avons effectu£2 une analyse mathématique des résultats,
afin d'élaborer un modé@le ouvert & deux compartiments descriptif
du cheminement de ce psychotrope dans l'organisme, et d4'établir

les parameétres pharmacocinétiques caractéristiques du fenpentadiol,

Les résultats obtenus montrent, d'abord, que le médicament
est bien absorbé lorsqu'il est administré par voie orale. En effet,
l'absorption du produit est tré&s rapide, comme en témoignent les
taux sanguins et tissulaires mesurés dans l'heure qui suit 1'inges-
tion du fenpentadiol—l4c. Aprés administration orale d'une dose
unique, l1l'absorption est presque totale puisque la bicdisponibilité
relative du fenpentadiocl cortespond, pour le Rat, & plus de 90 %
de la dose administrée. Chez le Porc, il semble que la bicdispo-

nibilité correspond & un taux d'absorption légérement inférieur.

Chez le Rat, et quelle que soit la voie d'administration, nous
constatons que les concentrations tissulaires du fenpentadiol sont
toujours plus €levées que les concentrations sanguines correspon-

dantes, ‘ -

Lorsque la dose est administrée par voie orale, la distributicn
du fenpentadicl est comparable & celle trouvée apré&s injection in-
traveineuse. En ce qui concerne la répartition de la radioactivité,
nous observons que le fole retient la plus forte concentration de
fenpentadiol, mais des concentrations trés importantes sont retrou-

vEes notamment au niveau des reins et du cerveau,

L'étude de la distribution montre donc un passage important et
trés rapide du produit 3 travers la barriére hémc-méningéde, méme

lorsqu'il s'agit de l'administration par voie orale.
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Néanmoins, nous constatons qu'en aucun cas la. llalson tissulaire
n'est irréversible : il n'y a donc pas de risque a’ accumulation

ou de rétention du produit et/ou de ses metabolltes‘radloaCtlfs.

De méme qu'il se fixe partiellement sur les hématies selon
un rapport érythro-plasmatique qui reste constant quelle que soit
l'espéce, le fenpentadiol se trouve, en partie,ylié aux protéines
plésmatiques, les taux de .liaison é&tant de l'ordre de 30 et 15 %
respectivement pour le Rat et le Porc. Ainsi, la forme libre du
prodult est trés prépondérante, ce qui assure une diffusion ra-
pide du fenpentadiol vers les tissus et ses récepteurs spécifiques.
De cette étude des liaisons protéiniques, il ressort &galement que
la distribution du fenpentadiol dans l’organisme, et en particulier
son transfert a travers la barriére hémo-méningée, ne dépend pas
seulement du caractere lipophile de la molécule, mais aussi de
1 1mportance de ld fraction libre circulante. C'est ainsi que 1l'on
trouve, 01nq minutes aprés 1nject10n intraveineuse de fenpentadlol—
14C chez le Rat, une concentration radioactive environ deux fois

plus 8levée dans le cerveau que dans le sang.

‘ Lors de 1'administration de doses multiples de fenpentadiol
par voie ovale, nous n'avons pas decele le moindre signe d'accumu-
lation. Tout au conyralre, les concentratlons tissulaires sont
tOUjOLrb moins &levées chez les rats prétraités que chez ceux qui ne-
”re901vent qu' une dose unlque de fenpentadiol- 4C Ceci peut signi-
',fler que le fenpentadlol agit comme un inducteur enzymatique au
niveau des microsomes hépatiques, et l'administration répétée du

produit ne fait alors qu'accélérer son propre métabolisme.

Par ailleurs, nous constatons une linfarité& parfaite dans les
relations dose/concentration tissulaire. Ceci permet d'avancer
1'hypothése selon laquelle il n'y a pas de phénoméne de saturation

dans 1l'intervalle posolocgigque &tudié,

En ce qu1 concerne l'eliminétion, elle s'effectune chez le Rat,
par voie urlnalre, blllalr° et fpcale, 1’élimination pulmonaire,
sous forme de 4C02, gtant prathuement Qulle,‘quel que scit le

mode d'administration.
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Au total, 1l'é@limination de la radicactivité représente 84 3
environ de la dose administrée durant les premi&res 48 heures,.
L'excrétion urinaire est trés prépondérante puisqu'elle correspond,

en 24 heures, & 54 % de la dose administrée.

Chez le Porc, 1'élimination du fenpentadiol s'effectue presque
exclusivement par voie urinaire et biliaire, L'exrétion urirnaire
est importante et rapide puisqu'elle atteint 80 % de la dose admi-
nistrée durant les premiéres 24 heures. De plus, il apparait que
la presque totalité& de la dose éliminée dans la bile est réabsorbée
puisque l'excrétion fécale est insignifiante. Ainsi, ces résultats
confirment que la biodisponibilité du fenpentadiol est totale chez

cette espéce.

Nos observations peuvent signifier que 1'importance du cycle
entéro-hépaticque, serait susceptible, chez ces deux espéces, de
prolonger la durée d'actién du produit sous réserve gque les compow

sés réabsorbés soient encore pharmacologiquement actifs.

Les processus de glucuroconjugaison et d'hydroxylaticn pariti-
cipent activement d la biotransformation du fenpentadiol, Ceci semble
confirmer que ces processus conduisent @ une étape indispensable et
importante gui doit précéder 1l'élimination du produit. Effectivement,
les formes glucuroconjuguées du fenpentadicl et de son métabolite
hydroxylé représentent la totalité des produits de biotransformation

retrouvés dans les urines des deux espéces soumises a notre é&tude.

Nous remarquons également que la biotransformation du fenpen-
tadiol, en son analogue hydroxylé&, est accélérée par un traitemeﬁt

préalable au phénobarbital, inducteur enzymatique de référence.

L'intensité des processus de glucuroconjugaison explique 1'im=
portance de 1'élimination biliaire dn fenpentadiol chez ces deux
espéces. En outre, le traitement préalable au phénobarbital accroit
également, chez le Rat) la proportion du métabolite glucuroccnjugué
présent dans la bile, dés les premiers temps qui suivent l'injection

Fl

. . - . 14
intraveineuse de fenpentadiol-"C,




- 122 ~

Au niveau sanguin, si l'on compare les cinétiques de biotrans-
formation des deux espéces, on constate essentiellement des varia-
tions dans l'intensité des processus de glucuroconjugaison, ces
derniers ayant tendance 3 s'accélérer chez le Porc. Ceci semble
en accord avec la rapidité de 1'excrétion urinaire des formes conju-
guées du fenpentadiol et de son métabolite que l'on a observée chez
cette espéce. '

Par contre, nous remarquons que les vitesses de formation du
métabolite hydroxylé sont pratiquement identiques pour le Rat et le

.Porc.

L'étude de la distribution du fenpentadioluléc,~permet également
une comparaison d'ordre pharmacocinétique. En effet, aprés injection
intraveineuse du produit, si l'on compare les résultats obtenus 3
partir de l'exploitation mathématique des courbes sanguines, nous
constatons des différences importantes, entre le Rat et le Pbrc,

en ce qui concerne les paramétres pharmacocinétiques,
Pour mieux traduire ce fait, nous avons admis que 1l'organisme
de chacune des deux espéces se comporte comme un modele ouvert &

deux compartiments, aprés injection intraveineuse du produit.

‘Chez le Rat, les valeurs de la période biologique (0,693/8)

‘et de la demi-vie de lféliminationAglobale.(01693/Kl3)(Sont, par

exemple, respectivement trois et huit fois plus &levées que chez le
Porc.

Dans le cas de la clearance  totale du fenpentadiol, la dif-
férence semble &tre moins significative. Pour ces deux espéces, il
apparalit néanmoins que l'estimation de la clearance totale est
€galement en accord avec l'importance et la rapidité des processus

de glucuroconjugaison du fenpentadiol.

'En outre, nous remarquons que la distribution du produit est
fonction de l'esp&ce étudiée. Efigcctivement - nous avons constaté
que, chez le Rat, la distribution du fenpentadioul s'effec: 1e, entre

les deux compartiments du modéle, selon des fractions de dose

egales, alors que la distribution se poursuit encore dans la ..asse

musculaire ou adipeuse des deux porcs, durant les trois heures qui

PR R T - g v s L 'l . . - .
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L'analyse pharmacocinétique montre aussi que le fenpentadiol
se répartit mieux dans l'organisme du Rat. C'est ainsi que le
volume de distribution (VdB) est, chez cette espéce, environ deux

fois plus important que chez le Porc.

Enfin, si l'on établit une comparaison entre les cinétiques de
l'élimination globale du produit (excrétion plus métabolisme), nousg
pouvons remarquer que la différence est, de nouveau, en accord
avec les résultats de notre étude pharmacocinétique. En effet, nous
constatons que l'élimination globale du fenpentadiol atteint, chez
le Porc, environ 90 % de la dose injectée alors qu'elle n'en repré-
sente que 55 % chez le Rat, trois heures aprés l'injection intra~

veineuse du produit.

Dans le cas du fenpentadiol, les principales variations obser-

vées, entre le Rat et le Porc, se situent notamment au niveau :

des €liminations

du cycle entéro-hépatigue’

de l'intensité du processus de gilucuroconjugaison
- des paramétres pharmacocinétiques tels que le volume de

distribution et la période bioclogigque.

En d&finitive, nous disposerons désormais d'arguments expé-
rimentaux qui confirment 1'intéré&t des é&tudes métaboliques et phar-
macocinétiques dans une recherche pharmacologique sur un psycho=

trope tel que le fenpentadiol.
Ces recherches sur l'animal ont permis notamment :

~ de mesurer la biodisponibilité relative du produit ;
2 - de vérifier le passage intensif du médicament a travers la
barriére hémo-méningée ;
3 - de suivre spécialement la cinétique du psychotrope au niveau du
cerveau ;
4 - de contrdler l'absence d'un risque d'accumulation tissulaire du
produit et/ou de ses nétabolites, aux doses pharmacologiques

utilisées ;
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5 -~ d'établir qu'il existe une relation dose/concentration linéaire
dans l'intervalle posologique choisi- ; »

6 - de montrer que le traitement chronique a pour conséquence d'ac-
croitre le métabolisme du fenpentadiol, ce dernier agissant
probablement comme un inducteur enzymatique ;

7 - de déterminer les voies de 1'&limination qui sont, chez le Porc
en particulier, essentiellement urinaire et biliaire avec re-
cyclage entéro-hépatique ;

8 - de contrdler le degré et la vitesse de 1'élimination qui est

‘ pratiquement comolete en 48 heures ;

9 - d'élucider la nature des deux voies de biotransformation du
fenpentadiol ;

10 - d'élaborer un modéle descriptif du cheminement du produit

- dans l'organisme afin d'établir les pafamétres pharmacocinétiques
qui lui soht;propres ; ‘ o
‘11 - de montrer que l'on peut estimer 1'intensité et la durée d'action
- d'un médicament.

Sur le plan thérapeutique, nos recherches définissent la nature
d'une interaction &ventuelle avec certains barbituriques comme le
phénobarbital.'Elles établissent &galement que le fenpentadiol est
faiblement fixé aux protéines plasmatiques.

Toutes les observations rapportées ci-dessus font ainsi apparai-
tre qu'une posOlogie plus forte pouvait &tre prescrite afin d'obte-
nir le maximum d'effet thérapeutique tout en se préservant du moin-
dre risque. A cet &gard, il convient de rappeler que certains
cliniciens avaient dé€jd suggéré une augmentation sensible de la dose
journaliére. Cependant, 1*hypothése d'un schéma posologique condui-
sant 3 une meilleure efficacité du psybhotrope’nécessiterait, avant
d'étre reter.:, une confirmation expérimentale qui ne peut &tre
obtenue que dans le cadre d'une recherche de pharmacocinétique
‘clinique. De ce fait, une &tude de ce type pourrait prédire, quitte
d& augmenter considérablement -le dosage du comprimé, la valeur de
la dose initiale, la dose de maintien et l'intervalle posologique

‘afin d'atteindre une corncentration encore plus' efficace du psycho-

trope au 'niveau du ou ‘des récepteurs spécifiques,
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Et ainsi, sachant Que 1'administration répétée de fenpentadiol
semble accélérer son propre métabolisme, un ajustement du schéma
posologique pourrait sans doute &viter les conséquences de ce phé-
noméne d'induction. Ce dernier peut, somme toute, disparaitre si
les différentes administrations sont suffisamment espacées afin que
l'activation enzymatigue induite par une dose ait cessé quand sur-

vient l1'administration de la dose suivante.

.Enfin, il est & rappeler gu'une corrélation assez satisfaisante
'semble exister entre notre analyse pharmacccinétique et la durée de
l'effet thérapeutique observé lorsqu'on administre, par voie intra-

veineuse, une dose de fenpentadiol 3 des sujets humains.

Dans le cas du raptus anxieux, on observe, effectivement, que
la durée d'action du psychotrope est relativement bré&ve soit, tout
au plus, une durée de 60 minutes. Ce temps de réponse thérapeutique
correspond finalement, dans une certaine mesure, & la périocde bio-
logique qui a 8té calculde aprés injection intraveineuse de fenpen-

4
tadiol—l‘c chez le Porc.

En conclusion, il est clair que l'appréciation de la valeur
thérapeutique rédelle d'un médicament est généralement délicate.
Aprés les essais expérimentaux chez 1'animal, le passage a 1'homme
s'est longtemps fait de fagon empirique. Ainsi donc, le dévelop-
pement des études pharmacocinétiques permet assurément de mieux
définir les posolcogies en fonction de la concentration sanguine,

chez le sujet sain et au cours d'états pathologigques divers,

Les faits que nous venons d'exposer montrent, de toute évi-
dence, l'importance de 1°fétude pharmacocinétigue d’un médicament
tel le fenpentadiol, dans la recherche pharmaceutique actuelle.
Tout d'akerd, en matiére de création d'un nouveau mé&dicament, s'il
est évident qu'un screening” pharmacocinétique ne peut &tre le
seul &lément dont il faut tenir compte, il est pcssible tcutefois
en modulant la pharmacocinétique d'un médicament, par modification
de la structure, d'optimiser favorablement 1l'action thé&rapeutique
d'une nouvelle molZcule. D'autre part, et & l'instar des rnombreux
auteurs cités en ré&férence, nous pensons €galenent que le raison-
nement pharmacocinétigue peut amener le pharmaccologue 3 une meil-

l1aur: comeréhension de l'action pharmacologiogue des médicamenrts,




et Mt

‘La place'de la pharmacocinétique animale, dans une recherche
pharmaceutique moderne, devrait donc se situer, ' en toute logique,
au niveau de la premidre phase d'une recherche pharmacologique,
avant d'entreprendre les études de biopharmacie et finalement de

pharmacocinétique clinique.
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