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RESUME

Certains bloqueurs neuromusculaires (BNM) tels que I'atracurium, le cisatracurium et
le mivacurium subissent une élimination indépendante des organes telle qu‘une
hydrolyse chimique ou enzymatique. Etant donné la distribution tissulaire des
enzymes, et le fait que I'hydrolyse chimique soit dépendante du pH et de la
température corporelle, il est possible que la dégradation de telles molécules puisse

avoir lieu aussi bien dans le plasma que les tissus périphériques.

En se basant sur des études cliniques, nous avons constaté que le mivacurium avait un
trés faible volume apparent de distribution (équivalent tout au plus au volume
vasculaire) lorsqu’on utilisait un modéle pharmacocinétique traditionnel, sans inclure
une constante d’élimination au niveau du compartiment périphérique. Cette sous-
estimation du volume de distribution indiquait qu’'un modéle avec élimination centrale
était inadéquat. Par conséquent, nous avons énoncé I'hypothése que le mivacurium est
hydrolysé dans les tissus périphériques et nous avons entrepris I'évaluation du

gradient artério-veineux a I'état d’équilibre chez le patient anesthésié.

Lors d'une perfusion intraveineuse continue chez 7 patients anesthésiés, nous avons
démontré la présence d'un gradient artérioveineux (variant entre 34% et 42%) au
niveau de l'avant-bras pour les isomeéres actifs du mivacurium (cis trans et trans
trans). Ces résultats démontrent que le choix du site de prélévement sanguin, artériel

ou veineux serait crucial pour caractériser la relation concentration-effet du

mivacurium.

A la lumiére de ces résultats et sachant que le mivacurium est un ammonium
quaternaire distribué exclusivement dans le liquide interstitiel, nous avons émis notre
deuxiéme hypothése: le mivacurium est hydrolysé dans le liquide interstitiel du
muscle, représentant la biophase. Pour le démontrer, nous avons décidé de quantifier
la concentration du mivacurium dans le liquide interstitiel par microdialyse. Cette
information s'avérerait d'une importance inestimable d'une part, pour proposer un
facteur de correction pour les concentrations effet dans la biophase, et d'autre part,

pour valider les modeles pharmacocinétiques paramétriques.
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La microdialyse, une technique donnant accés a Ia biophase, permettrait la
quantification des concentrations interstitielles du mivacurium. Dans un premier
temps, nous devions valider cette technique chez un modéle animal en utilisant un
BNM dont I’élimination corporelle dépend exclusivement des organes (contréle négatif).
Nous avons choisi le rocuronium puisqu’il est distribué dans le liquide extracellulaire et
éliminé par excrétion biliaire et rénale. La validation de Ia technique de microdialyse
consistait a mesurer les concentrations interstitielles du rocuronium & I'état d’équilibre
chez 8 chiens anesthésiés. En démontrant qu‘a I'état d'équilibre, les concentrations
interstitielles de rocuronium étaient similaires aux concentrations veineuses libres,
nous avons conclu que la technique de microdialyse était fiable et exacte lorsque la
méthode de calibration de la sonde est adéquate.

En caractérisant la relation concentration-effet du rocuronium et en se servant des
données de microdialyse, nous avons confirmé expérimentalement Ia légitimité des
hypothéses émises lors de Ia modélisation pharmacocinétique-pharmacodynamique
pour la prédiction des concentrations dans le compartiment périphérique ou le
compartiment effet. Nos travaux ont également permis de démontrer, pour la
premiére fois, que le rocuronium s’accumule fortement dans le muscle, et ce,
probablement par une liaison non spécifique aux protéines tissulaires.

Finalement, nous avons appliqué la technique de microdialyse pour quantifier les
concentrations interstitielles du mivacurium chez 7 chiens anesthésiés. Contrairement
aux résultats observés chez I'hnomme, les demi-vies d’élimination des isoméres actifs
du mivacurium se sont avérées 30 fois plus longues chez le chien. De plus, les
métabolites monoester et alcool issus de la dégradation enzymatique du mivacurium
par la cholinestérase plasmatique n'étaient pas formés in vivo ou aprés incubation in
vitro. L'absence d’extraction musculaire pour le mivacurium chez le chien en dépit
d’'une activité normale de Ia cholinestérase plasmatique souligne l'importance
d’effectuer des études in vivo. Nos résultats indiquent que la butyrylcholine n'est pas
un substrat adéquat pour représenter la vitesse d’hydrolyse plasmatique du
mivacurium in vitro mais également in vivo. Ce constat remet en question la valeur
prédictive des extrapolations in vitro - in vivo, et ce, pour une méme espece.
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Nous avons toutefois été capables de caractériser la relation concentration-effet du
mivacurium chez le chien pour la premiére fois. Nos résultats ont démontré, qu‘a part
une sensibilité accrue, le temps d‘équilibre entre le plasma et le site d‘action est

semblable a celui dérivé chez I'homme.

Mots-clés: mivacurium, hydrolyse musculaire, gradient artérioveineux, microdialyse,

rocuronium, pharmacocinétique, pharmacodynamie
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ABSTRACT

Some neuromuscular blocking agents (NMBAs) are rapidly eliminated in the
bloodstream by organ independent pathways such as enzymatic or chemical
hydrolysis. These drugs may undergo elimination in the peripheral tissues as well.
Mivacurium is a mixture of three stereoisomers, two of which are known to be
pharmacologically active and rapidly broken down by plasma cholinesterase

(butyrylcholinesterase).

Based on previous clinical studies, mivacurium had a small volume of distribution when
using traditional compartmental pharmacokinetic model including elimination from
central compartment only. The underestimation of the volume of distribution indicates
that pharmacokinetic model was inadequate for mivacurium. Accordingly, we

hypothetized that mivacurium may undergo elimination in the peripheral tissues as
well.

The purpose of our first study was to investigate if mivacurium undergoes peripheral
elimination in muscle tissue. The arteriovenous gradient was measured in the forearm
under steady state conditions in 7 anesthetized patients undergoing elective surgery.
Our study revelaled a significant extraction of the two active isomers of mivacurium
(cis trans and trans trans) during their transit through the microcirculation of the
forearm. These results prove that the choice of the sampling site (arterial or venous)

have significant impact in studies designed to characterize the concentration-effect
relation of such drugs.

According to our results and in view of the extracellular distribution of mivacurium, it
would be reasonable to infer that mivacurium may be hydrolyzed in the interstitial fluid
of the muscle tissue, representing the biophase. Indeed, direct measurement of
interstitial concentrations of mivacurium would be invaluable since it would offer

experimental evidence in support of the choice of the sampling site.

Microdialysis, an in vivo sampling technique, provides a unique tool to evaluate

interstitial drug concentrations in the muscle tissue. The issue of probe calibration is a
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critical requirement for quantitative determination of drug concentration in tissue
interstitial fluid. The purpose of our second study was to develop and validate a
microdialysis technique in the muscle tissue of anesthetized dogs using rocuronium, a
NMBA exclusively distributed in the extracellular fluid and eliminated mainly by biliary
and renal excretion. We demonstrated that, under steady state conditions, unbound
rocuronium concentrations are similar in muscle interstitial fluid and venous plasma
when microdialysis probe is properly calibrated. These results prove that microdialysis

is an accurate and reliable in vivo calibration technique.

When characterizing the concentration-effect relation of rocuronium in these dogs, we
found that rocuronium unbound concentrations measured in the muscle interstitial fluid
under steady state conditions confirm that parametric PK-PD modeling gives reliable
estimates of effect site concentrations. This is also the first study reporting a

significant accumulation of rocuronium in the muscle tissue, probably by non specific
protein binding.

The objective of the last study was to quantify tissue extraction of mivacurium under
steady state conditions in anesthetized dogs using microdialysis. By doing so, we
revealed that the active isomers of mivacurium are eliminated at a slower rate
compared to humans (30-fold). In addition, the absence of metabolites either in vivo
or in vitro suggested that mivacurium is not metabolized by plasma cholinesterase in
dogs. The absence of tissue hydrolysis of mivacurium in dogs despite a high plasma
cholinesterase activity reveals the importance of conductiog in vivo studies. Indeed,
butyrylcholine seems to be inadequate to evaluate the rate of mivacurium hydrolysis in
vitro and in vivo. Based on these findings, the validity of extrapolations from in vitro to

in vivo data remains questionable even in the same specie.

In doing this study, we were able to characterize, for the first time, the concentration-
effect relation of mivacurium in dogs. Despite a greater sensitivity to mivacurium, the

pharmacokinetic-pharmacodynamic behavior of mivacurium in dogs was comparable to

that observed in humans.

Keywords : mivacurium, muscle extraction, arteriovenous gradient, microdialysis,

rocuronium, pharmacokinetic, pharmacodynamics
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1 Revue de littérature

1.1 Généralités

1.1.1 Historique

Trés connu et utilisé comme poison de chasse ou dans les romans policiers, le curare
est depuis longtemps un médicament dont I'anesthésiste et le chirurgien n'imaginent
pas devoir se passer. «Voici, quelques milliers d'années, un jeune chasseur des bords
de I'Orénoque apergut un faucon griffant I'écorce d'une liane afin d'enduire ses serres
de sa séve, avant de se précipiter sur sa proie qui tomba foudroyée a ce seul contact.
L'idée lui vint d'enduire les dards de sa sarbacane de cette “arme" stupéfiante.»! Ce
produit, qui tire son nom de la liane (ourari) dont il est extrait, fut rapporté de Guyane
au 16e siecle par un explorateur anglais, Walter Raleigh. Il resta pendant deux siécles

I'objet de craintes et de récits picaresques.!

En 1828, la synthése de la "curarine", vingt fois plus toxique que le produit d'origine,
permit les premiéres expérimentations animales, lesquelles débouchérent sur la
découverte, par Claude Bernard, de son mécanisme d'action au niveau de la jonction

neuromusculaire également appelée plaque motrice.?

Ce n'est qu'en 1942 que fut isolée la d-tubocurarine,® qui aprés avoir été utilisée en
psychiatrie pour réduire fractures et luxations des malades convulsifs, fut proposée a
Griffith qui s'en servit comme adjuvant de I'anesthésie générale. La spectaculaire
efficacité de ce produit dopa la recherche qui mit au point une nouvelle molécule

curarisante, la gallamine.*

1.1.2 Utilisation clinique des curares

La curarisation n'a aucun intérét en elle-méme. Elle se justifie par la facilité qu'elle
apporte a la réalisation de certains actes chirurgicaux ou anesthésiques et dans
certaines situations de réanimation. La chirurgie, notamment abdominale et
thoracique, bénéficie des curares en ce sens que le reldchement musculaire que ces

derniers induisent permet au praticien de travailler confortablement et évite le recours
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a une anesthésie trop profonde, laquelle introduit un stress physiologique

particulierement au niveau du systéme circulatoire.’

La curarisation est justifiée lors d'anesthésies utilisant des drogues déprimant la
fonction ventilatoire afin de permettre une intubation endo-trachéale non traumatique.
Celle-ci permet de protéger les voies respiratoires contre l'aspiration du contenu

gastrique et assurer une ventilation artificielle pour le patient.

En réanimation, les curares sont utilisés de facon ponctuelle pour la réalisation d'actes
courts, mais aussi de fagon prolongée quand l'immobilisation du patient est requise en
raison du matériel utilisé pour sa réanimation (intubation fragile, circulation extra-
corporelle, ballon de contre pulsion intra-aortique) ou quand la pathologie le requiert
(syndrome de détresse respiratoire aigué, hypertension intracranienne, rigidité
musculaire).

1.2 Transmission neuromusculaire

1.2.1 Jonction neuromusculaire

La jonction neuromusculaire est spécialisée a la fois sur les plans nerveux et
musculaire dans la transmission et la réception des messages chimiques. Chaque
motoneurone se prolonge sans interruption de la corne ventrale de la moelle épiniére
jusqu‘a la jonction neuromusculaire par un long axone myélinisé. La terminaison
nerveuse du nerf est trés différente du reste du neurone puisqu’elle est recouverte

d’une cellule de Schwann et n’est pas myélinisée.

Bien que Claude Bernard ait introduit le concept de la jonction neuromusculaire il y a
150 ans, la connaissance détaillée du mécanisme de la transmission neuromusculaire
n‘a commencé qu'au milieu des années 60 avec lI'observation de petits potentiels
dépolarisants spontanés aux jonctions neuromusculaires. De maniére géneérale, la
propagation d'un potentiel d'action de I'axone a la terminaison nerveuse permet la
diffusion de l'ion calcium provoquant la libération d’'un neuromédiateur, I'acétylcholine
(ACh). Ce dernier diffuse a travers I'espace jonctionnel et réagit avec des récepteurs

de la plaque motrice pour initier la contraction musculaire (Figure 1).°
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Figure 1: Transmission neuromusculaire normale®



1.2.2 Synthese et mise en réserve de I'acétylcholine

La réaction de synthése de I'ACh est catalysée par une enzyme, l'acétyltransférase,
plus communément appelée ChAT. Son réle est de transférer I'acétyle de ['acétyl-CoA &
la choline. L'acétate est formé majoritairement dans les mitochondries. Toutefois, il
peut étre issu de la dégradation de I'ACh et recapté par la terminaison nerveuse.
L'acétate se lie au coenzyme A dans |'axoplasme pour former I'acétylCoA.® La choline

est recaptée dans la fente synaptique suite a la dégradation de I'ACh.

Une fois I'ACh synthétisée, elle est incorporée dans des vésicules par des transporteurs
situés au niveau des membranes vésiculaires, les «vesicular acetylcholine transporters
» (VAChT). L'ACh est mise en réserve dans ces vésicules & des concentrations
superosmotiques (approximativement 300 mM). On préfére le nom de «quantum de
transmetteur» a I'ACh contenue dans une seule vésicule (5 000 & 10 000 molécules
d’ACh). Ces vésicules renferment aussi de l'adénosine triphosphate (ATP), des

protéoglycanes et des ions H*, Mg?* et Ca 2*.7

1.2.3 Mobilisation des vésicules synaptiques et libération du
neurotransmetteur

Les veésicules synaptiques sont divisées en sous-groupes: des vésicules immédiatement
disponibles a proximité de la zone active (membrane synaptique) et d'autres en
réserve. L'arrivée d'un potentiel d'action par l'axone entraine un influx de sodium dans
la membrane induisant I'ouverture du canal calcique dépendant du voltage. Le calcium
libéré se lie a la calmoduline, protéine présente au niveau de la terminaison nerveuse.
Le complexe calcium-calmoduline active une protéine kinase II, qui va phosphoryler la
synapsine I, proteine associée de fagon extrinséque a la surface cytoplasmique des
vésicules synaptiques.® Cette phosphorylation favorise I'ancrage des vésicules
synaptiques en se liant a divers éléments du cytosquelette dont I'actine a I'intérieur de
I'axone terminal. Les vésicules sont ensuite mobilisées vers la zone active proche de la
membrane plasmique (Figure 2). Ce processus de mobilisation implique des protéines
membranaires associées aux vésicules synaptiques, telles que la synaptogamine, la
synaptophysine et la synaptobrevine.®
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L‘'augmentation brusque de la concentration en ions calciques suite a la dépolarisation
membranaire fait changer la conformation de la protéine de liaison des vésicules aux
sites actifs qui faciliterait la fusion des deux membranes (vésicules et membrane
présynaptique) et la libération d'un quantum de milliers de molécules d'ACh dans la
fente synaptique par exocytose.'® Les molécules d'ACh diffusent librement dans la
fente synaptique et se lient rapidement au récepteur postsynaptique. Une famille de
protéines de faible poids moléculaire liées & la guanosine triphosphate, appelées
""Rabs™ ", ont été récemement découvertes et sont impliquées dans le processus de
fusion des membranes.!!

En I'absence de stimulation nerveuse, I'ACh peut étre libérée spontanément. En effet,
I’ACh dissout dans I'axoplasme fuit a travers la membrane synaptique. Il s’ensuit une
dépolarisation faible et persistante de la membrane postsynaptique.® L’ACh est ensuite

hydrolysée dans la fente synaptique pour regénérer la choline et I'acétate réutilisables:
c’est le processus de recyclage.

Un second type de libération spontanée de quantum d’ACh, dépendant de l'ion Ca?*,
donne lieu a un potentiel de plaque miniature (PAM) au niveau de la membrane

postsynaptique, celui-ci étant trop faible pour induire une contraction musculaire.®

1.2.4 Les récepteurs cholinergiques nicotiniques

1.2.4.1 Récepteurs postjonctionnels

Les récepteurs cholinergiques nicotiniques (nAChR) aussi nommés cholinorécepteurs,
sont des récepteurs canaux composés de cing sous-unités qui forment un pore. Par
conséquent, il s'agit d'une protéine transmembranaire pentamérique (Figure 3).
Chaque récepteur est ancré a la membrane par des protéines particuliéres telles que
I'agrine, la rapsyne, la laminine, lalpha-dystroglycan, l'adhaline, I'utrophine, la
syntrophine et la spectrine.!?

La protéine pentamérique est formée de deux sous-unités alpha, d'une sous-unité
beta, d'une epsilon et d'une delta.’? Les sous-unités sont arrangées en rosette autour

d'un canal ionique sodium-potassium’* selon le modéle de Pedersen et Cohen, soit
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asafBs.’® Ces sous-unités constituées de chaines d’acides aminés semblent posséder
un motif commun: Elles sont formées de quatre hélices alpha hydrophobes insérées
dans la membrane et de quatre résidus hydrophiles, qui eux, se situent de part et
d’autre de la membrane.!®!® Cependant, ces unités ont différents poids moléculaires

ainsi que différentes propriétés.

764"

304°

I ¢ uml dl

154°

Figure 3: Récepteur cholinergique nicotinique®

Les deux sous-unités alpha forment les sites pharmacophores de I'ACh et de ses
antagonistes tels que les curares.'® La distance entre ces deux sites a été estimée a 50
R entre les limites externes et 30 A entre les limites internes.!® L'arrangement
pentamérigue en forme de cercle indique que ces sites récepteurs ne sont pas
symétriques ou images miroir. Chaque site récepteur comporte deux sous-sites, un
site anionique et un site donneur d'hydrogéne.!*!>?° Les sous-unités epsilon et delta
determinent, quant a elles, les propriétés pharmacologiques?' et physiologiques?? du
nAChR. Leur fonction majeure est de stabiliser I'état fermé du récepteur lorsque aucun

neurotransmetteur (ou agoniste) n'y est fixé.?3
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Lorsque deux molécules d'ACh se lient aux sites hydrophobes extracellulaires des
unités alpha de la protéine pentamérique, un changement de conformation
allostérique est possible.?”?® 1| s’ensuit une torsion des sous-unités de la protéine qui
ouvre alors son pore permettant aux ions sodium de traverser la membrane vers
intérieur de la cellule et de dépolariser la membrane postsynaptique. Cette
dépolarisation entraine I'activation des canaux sodiques dépendants du voltage, qui
amplifient et propagent le potentiel d'action tout au long de la fibre musculaire. Les

ions calcium sont alors libérés entrainant une contraction musculaire.

Les pores restent ouverts tant et aussi longtemps que deux molécules de |’agoniste
neurotransmetteur restent fixées aux sous-unités alpha. Ce temps n’est pas trés long,
environ une milliseconde avec I'ACh. La majeure partie de I'ACh est dégradée par
I'acétylcholinestérase (AChE), une enzyme présente dans la fente synaptique?’ et fixée
sur la membrane synaptique axonique par le biais d‘un glycolipide. Son rdle est de
transformer I'ACh en choline et en acide acétique. L'acide acétique diffuse hors de la
fente synaptique tandis que la presque totalité de la choline est réabsorbée par le

neurone présynaptique a l'aide de transporteurs membranaires spécifiques.

1.2.4.2 Récepteurs préjonctionnels

Afin d'augmenter la libération des neurotransmetteurs dans I'espace synaptique lors de
stimulation a haute fréquence, il semble que des récepteurs préjonctionnels situés sur
la membrane du neurone présynaptique jouent un rdle.?®?° Ces récepteurs sont
désignés autorécepteurs, puisque leur régulation est contrdlée par le méme
neurotransmetteur que celui libéré par la terminaison nerveuse, semblent couplés a
des canaux calciques spécifiques® et seraient impliqués dans le mécanisme de

libération soutenue de I’ACh par un mécanisme de rétrocontrdle positif.

1.3 Monitorage de la fonction neuromusculaire

Les curares doivent étre administrés sous couvert d'un monitorage de la fonction
neuromusculaire. Les doses importantes doivent étre évitées afin de diminuer

I'incidence de paralysies prolongées ou de décurarisations inefficaces, voire les deux.
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1.3.1 Principe de la stimulation nerveuse périphérique

La fonction neuromusculaire est monitorée en évaluant la réponse musculaire & une
stimulation électrique supramaximale d'un nerf moteur périphérique. La réponse d‘un
muscle entier dépend du nombre de fibres musculaires activées. Aprés administration
d‘agents myorelaxants, la réponse musculaire diminue parallélement au nombre de
fibres musculaires bloquées. La diminution de la réponse lors d‘une stimulation

constante est le reflet du degré du bloc neuromusculaire.

1.3.2 Modes de stimulation nerveuse

Auparavant, l'évaluation de la fonction neuromusculaire utilisait trois modes de
stimulation: la stimulation simple ou isolée, le train-de-quatre (TdQ) et la stimulation
tétanique. Deux nouveaux modes sont maintenant disponibles: le décompte post-
tétanique (PTC) et la stimulation en salve double (DBS). Le délai d'installation et la
durée du bloc neuromusculaire ne dépendent pas uniquement de la dose de BNM

administrée mais aussi du type et de la durée de la stimulation.

1.3.2.1 Stimulation simple ou isolée

Une simple stimulation électrique supramaximale est appliquée sur un nerf moteur

périphérique a une fréquence inférieure & 0.1 Hz (toutes les 10 secondes).

1.3.2.2 Stimulation en train-de-quatre

Ce mode de stimulation, introduit par Ali et col®® au début des années 1970, est
constitué de quatre stimuli électriques supramaximaux délivrés toutes les 0.5 secondes
(2 Hz). Utilisé en mode continu, chaque stimulus en train-de-quatre est répété toutes
les 10 ou 12 secondes. Chacun des stimuli du train-de-quatre provoque une
contraction musculaire et I'épuisement observé entre ces quatre contractions
représente la base de I'évaluation. Ainsi en divisant 'amplitude de la quatriéme
réponse (T4) par celle de la premiére (T1), on obtient le rapport du train-de-quatre
(TdQ). Lors de la réponse normale, les quatre réponses sont idéalement identiques, le

rapport du TdQ est donc égal a 1. Lors d’une curarisation induite par les myorelaxants
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non-dépolarisants, ce rapport diminue et est inversement proportionnel au degré du
bloc.

L'avantage le plus important de la stimulation en train-de-quatre se rapporte au bloc
neuromusculaire induit par les myorelaxants non-dépolarisants. Pour ces derniers, le
degré du bloc peut étre directement obtenu par la valeur du rapport de TdQ méme en

" I'absence de valeur contrdle.3!33

1.3.2.3 Stimulation tétanique

La stimulation tétanique est constituée de stimuli électriques de fréquence élevée (30,
50 ou 100 Hz); 50 Hz délivrés pendant 5 secondes est la fréquence la plus
communément utilisée en pratique clinique.®® La stimulation tétanique présente de
nombreux inconvénients. Elle est trés douloureuse et ne peut donc étre utilisée chez
un patient éveillé. De plus, surtout a la fin de la décurarisation, la stimulation tétanique
peut produire une antagonisation du bloc neuromusculaire au niveau du muscle
stimulé.®® Habituellement, la stimulation tétanique est utilisée pour |'évaluation de la
curarisation résiduelle. Cependant, sauf en association avec le décompte post-
tétanique, la stimulation tétanique a trés peu de place dans la pratique anesthésique

quotidienne.

1.3.3 Sites de la stimulation nerveuse et réponse des différents
muscles

En principe, tout nerf périphérique superficiel peut étre stimulé. En pratique
anesthésique, le nerf cubital est le site de stimulation le plus utilisé; les nerfs médian,

tibial posterieur, péronier commun et facial sont parfois employés.

Comme les différents groupes musculaires ont des sensibilités différentes a I'action des
curares, les résultats obtenus sur un muscle ne peuvent pas étre extrapolés a d‘autres
muscles. Le diaphragme est plus résistant que tous les autres muscles a l'effet des
curares dépolarisants® et non-dépolarisants.’” En général, la dose de curare
nécessaire pour obtenir un méme degré de curarisation, est de 1.4 a 2 fois plus élevée

pour le diaphragme que pour l'adducteur du pouce.3” Toutefois, le délai d’installation
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de la curarisation est habituellement plus court pour le diaphragme que pour
'adducteur du pouce et le diaphragme se décurarise plus rapidement que les muscles
périphériques.?® Les autres muscles respiratoires, le larynx et les muscles de la face
sont plus résistants que le diaphragme & l'effet du curare.?**° Les muscles les plus
sensibles sont les muscles périphériques des jambes, le masséter et les muscles des
voies aériennes supérieures.*’™ La raison précise de ces différences reste inconnue.
Les hypotheses probables seraient une marge de sécurité de la jonction
neuromusculaire différente entre ces groupes musculaires, la composition en fibres
musculaires, le rapport de l'innervation, le débit sanguin musculaire et la température
musculaire, *

Pour étudier la fonction neuromusculaire, l'utilisation de muscles relativement
sensibles, tel que I'adducteur du pouce, présente des inconvénients mais aussi des
avantages. A I'évidence, c'est un inconvénient pendant la chirurgie car I'absence totale
de réponse a une stimulation simple et au train-de-quatre ne permet d‘éliminer la
possibilité de mouvements diaphragmatiques tels que le hoquet et la toux. Cependant,
grace a lintroduction du décompte post-tétanique, qui permet I'évaluation de blocs
trés profonds nécessaires a la curarisation compléte du diaphragme, cet inconvénient
s'est amendé. Du coté des bénéfices, la probabilité de surdoser un patient diminue si la
réponse d'un muscle relativement sensible sert de guide a I'administration des curares
pendant la chirurgie. Aussi, pendant la phase de récupération, lorsque l'adducteur du
pouce est suffisamment décurarisé, une curarisation résiduelle du diaphragme peut

étre exclue.®

1.4 Pharmacologie des bloqueurs neuromusculaires

1.4.1 Relations structure-activité

La molécule d'ACh, CH;-CO-0-(CH;),-N*(CH3);, comporte dans sa structure un
groupement ammonium positivement chargé, qui serait attiré vers le site anionique du
récepteur cholinergique. Cette propriété est commune aux bloqueurs neuromusculaires

(BNM), dont la structure renferme au moins un ammonium quaternaire.
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t** remarqua & lorigine les différences structurelles entre les curares

Bove
dépolarisants (leptocurares), molécules longues, minces et flexibles et les curares non-
dépolarisants (pachycurares), molécules lourdes, épaisses et rigides. L’ACh est la
structure de base de la succinylcholine, curare dépolarisant alors que les noyaux
stéroidiens et benzylisoquinolinium constituent la structure de base des BNM non-
dépolarisants (Figure 4 et Figure 5).

La forme et la flexibilité des molécules sont reliées & leur degré de bloc
neuromusculaire. Les leptocurares se lient aux centres anioniques du récepteur
cholinergique laissant libre passage aux ions dépolarisants autour du canal ionique. A
I'opposé, les pachycurares exercent leur effet de blocage non seulement en occupant le
site récepteur du canal par leurs groupements fonctionnels, mais aussi en I'encombrant
par leur grosse taille. L'encombrement stérique de ces derniers pourrait en partie

expliquer leur plus lente diffusion vers le site actif comparativement aux
leptocurares.'*

La majorité des curares puissants renferment dans leur structure au moins un
groupement méthyle au niveau de l'azote quaternaire. La substitution de ce
groupement donne lieu a des composés moins puissants tels que le rocuronium et le

rapacuronium comparés au vécuronium.* 7,

La chiralit¢é de la molécule peut également intervenir au niveau de l'activité
neuromusculaire, le site récepteur étant sensible, sélectif ou spécifique a cette
propriété des molécules. Le cisatracurium par exemple, est plus puissant que ses
stéreoisoméres, du fait que cette molécule se fixe mieux au site récepteur du récepteur

cholinergique.*

Depuis les années 1950, on pensait qu'il fallait une distance interionique optimale de
12Ra3a14R(1.2a1.4 nm) pour obtenir une activité curarisante maximale. Toutefois,
depuis 1964, cette idée a progressivement perdu de son importance. Ainsi, si la
succinylcholine peut présenter dans sa configuration étendue des distances
interioniques de 12 & a 14 &, les stéroides tels gue le pancuronium et le vécuronium

ont des distances de 10 8 3 11 & (1 & 1.1 nm), respectivement.*8
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La distance interionique et non le nombre d'atomes interposés permet la
différenciation entre I'effet curarisant et I'activité ganglioplégique d‘un curare. Une
distance interionique fixée & 8 A semble favoriser, chez les BNM biquaternaires
stéroidiens, I'activité ganglioplégique. A l‘opposé, ce type d'effet secondaire est
minimisé pour des distances de 10, 18 et 21 A (pancuronium, vécuronium, atracurium,

mivacurium).*®

On a toujours pensé que les composés biquaternaires sont les curares les plus
puissants. Cependant, |I'avénement du vécuronium, molécule monoquaternaire, nous
laisse conclure que l'efficacité curarisante n’est pas nécessairemnent associée a une
forme biquaternaire.’* En outre, le mivacurium et I'atracurium sont des molécules
biquaternaires mais leur distances interioniques sont respectivement d’environ 21 R et
18 A.

Les propriétés muscariniques (effet vagolytique) semblent particulierement
importantes pour les composés triquaternaires. Les composés biquaternaires, eux ne

semblent pas posséder un effet vagolytique puissant ou une propensité a libérer
I'histamine.*®

Les composés aminostéroidiens, outre leur activité myorelaxante, sont capables de
bloquer les récepteurs muscariniques cardiaques (M2) ainsi que la recaptation de la
noradrénaline neuronale. Ces effets sont liés & la présence d'un azote quaternaire dans

la structure moléculaire.

Les substances benzylisoquinoléines libérent de I'histamine. Pour le mivacurium et
I'atracurium, cette tendance est réduite par les substitutions du groupe méthoxy et
encore davantage, dans le cas de l'atracurium par le retrait d’électrons des groupes
carboxyles de la chaine et par |'altération de la stéréochimie (orientation cis) aux
positions 1 et 2 de la structure benzylisoquinoline.**>! Cet effet a été limité avec le
développement de nouveaux dérivés tels que le doxacurium, le cisatracurium et les

nouveaux composés asymétriques. 82

La dégradation des BNM est étroitement liée & leur structure chimique. Bien que le

mivacurium, |'atracurium et le doxacurium se ressemblent structurellement, la position
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de I'oxygéne et du groupement carbonyle par rapport a I'azote quaternaire dicte leur
mode de dégradation. Si le groupement carbonyle est trés proche de |'azote
quaternaire (N-OC-0O-C-), comme c’est le cas de |'atracurium, la molécule est dégradée
chimiquement par la réaction d’Hoffman.'?53 Cependant, pour qu‘une molécule subisse
une hydrolyse enzymatique par la cholinestérase plasmatique, le composé doit étre un
ester et le groupement éther oxygéne doit étre a proximité de |'azote quaternaire (N-
0-CO-C). C'est le cas du mivacurium.'®** Toutefois, le doxacurium est une exception
puisqu’il est éliminé inchangé dans les urines.®® Ceci rend plus difficile la

compréhension de la relation entre la structure et le mode de dégradation des BNM.

1.4.2 BNM dépolarisants

Au niveau moléculaire, les BNM dépolarisants miment l'effet de I'ACh. Si deux
molécules d'agonistes (ACh et/ou curare dépolarisant) s’attachent au récepteur, le
canal sodique s’ouvre entrainant une dépolarisation de la plaque motrice. Toutefois,
contrairement a I'ACh qui est rapidement hydrolysée dans la fente synaptique, le BNM
dépolarisant y demeure beaucoup plus longtemps étant donné que son élimination
totale de l'organisme est trés lente comparativement a la destruction de I’ACh par les
cholinestérases jonctionnelles. Cette présence prolongée entraine une dépolarisation
continue de la plaque motrice qui résulte en une bréve période d'excitations répétées,
pouvant se manifester par des contractions musculaires transitoires généralisées
appelées fasciculations.

Les curares dépolarisants ont une action biphasique caractéristique sur le muscle, le
faisant d’abord se contracter puis se relacher. Le bloc neuromusculaire dit dépolarisant
peut méme posséder certaines caractéristiques du bloc non dépolarisant.®® Pour décrire
ces deux types d'effet, le bloc neuromusculaire peut étre décomposé en bloc de phase
I et de phase II. La phase I consiste en une dépolarisation initiale accompagnée de
fasciculations, ou le bloc peut étre potentialisé par des anticholinestérasiques.®’ Dans
le temps (administration continue) ou aprés administration de doses répétées, le bloc
dépolarisant se transforme en un bloc non dépolarisant de phase II aussi appelé "dual

block " ou bloc par désensibilisation, qui est neutralisé par les anticholinestérasiques.>®
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Un autre mécanisme d'action possible des BNM dépolarisants est l'inactivation des
canaux sodiques périjonctionnels (au niveau de la plaque motrice).”® En effet, une
dépolarisation de la plaque motrice entraine une activation des canaux sodiques pour
que le potentiel d'action se propage a lintérieur de la fibre musculaire. Toutefois,
lorsque la dépolarisation est maintenue, les canaux sodiques s'inactivent et leur
fonction ne peut étre rétablie tant que le potentiel de plaque ne revient pas a son

niveau de repos.

1.4.3 BNM non-dépolarisants

Depuis leur premiére utilisation par Harold Griffith et Enid Johnson en 1942,3 plusieurs
BNMs de type compétitif, ou non-dépolarisants, ont fait leur apparition sur le marché.
Ils ont la propriété de bloquer la jonction neuromusculaire par inhibition compétitive de
I'ACh au niveau des récepteurs nicotiniques. Ils empéchent la dépolarisation de la
plaque motrice en se fixant, d'une manieére réversible, aux sous unités alpha du
récepteur postjonctionnel. Ainsi, I’ACh ne peut se fixer et l'ouverture du canal ionique
ne peut se faire. La liaison de |'antagoniste est réversible et un équilibre dynamique
existe, favorisant soit l'agoniste (ACh) ou l'antagoniste dépendemment de leurs
concentrations respectives au niveau de la jonction neuromusculaire et de leurs
affinités pour le récepteur cholinergique.®® L'occupation d‘une seule sous-unité alpha
par l'antagoniste est suffisante pour empécher I'ouverture du canal ionique alors que
deux molécules d’ACh sont nécessaires pour ouvrir ce canal. Ceci modifie fortement

I'interaction compétitive en faveur de I'antagoniste.

Un avantage de ce mécanisme d’action compétitif est la possibilité de neutraliser le
bloc neuromusculaire par un excés d’ACh. En effet, I'administration d‘un inhibiteur des
acetylcholinestérases tel que la néostigmine augmentera les concentrations d’ACh au
niveau de la plaque motrice, celle-ci pourra déplacer le BNM de son site de liaison,

neutralisant ainsi le bloc neuromusculaire.
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Figure  5:  Structure chimique des bloqueurs neuromusculaires

benzylisoquinolines

Les BNM non-depolarisants peuvent étre classés selon leur famille chimique; les
composés stéroidiens et les substances benzylisoquinolines, ou selon leur durée

d’action (longue, courte ou intermédiaire).

1.4.4 Rocuronium

1.4.4.1 Propriétés pharmacocinétiques
Le rocuronium est le dérivé 2-morpholind:” 3-désacétyl, 16-N-allyl pyrrolidino du
vécuronium. Ce composé monoquaternaire appartient a la catégorie des composés

stéroidiens. Cette famille de combosés comporte deux types d'avantages: une grande
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puissance et une absence de libération d’histamine. Elle a généralement des

propriétés vagolytiques, cet effet étant léger @ modéré pour le rocuronium.

Le rocuronium est classé parmi les BNM a durée d‘action intermédiaire, tout comme le
vécuronium et I‘atracurium.®%? 1l démontre un profil pharmacocinétique semblable a
celui du vécuronium sauf pour son volume de distribution & I'équilibre (Vdss) qui est
plus faible, 5364

L'analyse pharmacocinétique du rocuronium révéle que, chez des patients ayant regu
une dose d’intubation de 0.6 mg/kg (2x EDg), le volume de distribution a I'équilibre
(Vdss) varie entre 0.18 et 0.23 L/kg, la clairance plasmatique totale se situe entre 0.17
et 0.31 L/kg/h, le temps de demi-vie d’élimination se situe entre 69 et 100 minutes et
le MRT moyen est de 45 a 65 minutes.®*%%” [| a été rapporté que la clairance du
rocuronium se trouve augmentée durant une anesthésie a l'isoflurane comparée a une
anesthésie balancée.®® D'autres investigateurs ont conclu que les paramétres
pharmacocinétiques du rocuronium ne sont pas affectés par le régime anesthésique
(isoflurane versus propofol).5”% Chez I'homme, administré en perfusion continue ou

sous forme de bolus, le rocuronium conserve ses mémes propriétés
pharmacocinétiques.’®

Chez le chat, il semble que le rocuronium soit éliminé via la voie hépatobiliaire (76%
de la dose administrée). Il est capté par le foie et ensuite excrété dans la bile.
L'excrétion biliaire représente 42% de I'élimination du rocuronium dans I'heure suivant
son administration et 54% six heures plus tard. Par contre, la contribution du rein
semble étre minime étant donné que la ligature des voies urinaires influence trés peu
ou pas l'élimination du rocuronium.”!

Chez I'homme, aprés administration de 0.6 mg/kg de rocuronium, 12 a 22% de la dose
se trouve inchangée dans I'urine.®®” Récemment, il a été démontré que le rocuronium
est éliminé sous forme inchangée par excrétion rénale et fécale. Aprés administration
d‘une dose de rocuronium variant entre 0.3 mg/kg et 0.9 mg/kg, celui-ci a été
retrouvé inchangé dans I'urine (26%) et la bile (7%) 48 h suivant I'administration de la
dose. La récupération du rocuronium 4 & 8 heures suivant son administration était de

27% et 31% dans Vurine et les selles, respectivement. Dans le tissu hépatique
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provenant de patients ayant subi une hémihépatectomie, la fraction retrouvée de

rocuronium 2 a 5 heures suivant la dose variait entre 6 et 13%.72

Jusqu’a maintenant, le seul métabolite de rocuronium détecté dans le plasma est le
17-désacétyl rocuronium, mais a de trés faibles concentrations.”> Ce métabolite est 20
fois moins puissant que la molécule-mére et ne semble donc pas contribuer au bloc
neuromusculaire dans les circonstances cliniques. Vu que le rocuronium comporte un
groupement hydroxyle en position 3 au niveau du noyau stéroidien, il ne subit pas de
décarboxylation pouvant donner naissance & un métabolite pharmacologiquement

actif. Par conséquent, le rocuronium est un composé stable dans I'organisme.”*

Comme la voie hépatobiliaire représente une voie d’élimination importante pour le
rocuronium, une anomalie hépatique serait associée a une altération du profil
pharmacocinétique du rocuronium.”*’>7’® Une prolongation de Vleffet de bloc
neuromusculaire a été également relevée chez des patients cirrhotiques 7’ et chez ceux
souffrant de cholestase biliaire.”® Ces changements ont été attribués aux changements
des parametres pharmacocinétiques vu qu‘une anomalie de la fonction hépatique n’est
pas associée a un changement de la sensibilité des récepteurs cholinergiques.”® Bien
que le rein joue un réle important dans I'élimination du rocuronium, la clairance
plasmatique se trouve légérement diminuée chez des patients souffrant d‘insuffisance

rénale terminale.®®

1.4.4.2 Propriétés pharmacodynamiques

Le rocuronium offre d’excellentes conditions d'intubation 60s aprés administration de
0.6mg/kg.”®®! En outre, une dose de 0.3 mg/kg (1xEDgp) de rocuronium est suffisante

pour offrir de bonnes conditions d‘intubation mais requiert une anesthésie profonde.%?

Le court délai d'action de ce BNM non dépolarisant semble étre lié & sa faible

puissance®3:84

et a son degré limité de liaison aux protéines plasmatiques (25%).%’
Aprés administration d'une dose de 1 mg/kg de rocuronium chez des patients
anesthésiés au protoxyde d’azote, a I'halotane et au fentanyl, le délai d'installation

jusqu‘au bloc maximum (début d’action) était de 1.7 min. Sa durée d'action jusqu‘a la
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récupération de 25% de la contraction (durée d’action clinique) était de 53 min.
L'intervalle de récupération 25-75% était de 20 min et la duré totale du bloc

neuromusculaire de 80 min.%*

Ces paramétres pharmacodynamiques semblent varier entre les études. En effet,
Dragne et coll®® ont relevé un début d‘action plus long (5 min) et une durée d‘action
plus courte (20 min) que ceux rapportés par d‘autres investigateurs.5*57758586 vy que
le régime anesthésique était comparable dans toutes les études, les différences
pharmacodynamiques pourraient étre attribuées au type de stimulation utilisé pour

monitorer la fonction neuromusculaire.”:88

L'influence de I'agent anesthésiant sur les parameétres pharmacodynamiques est sujet
de controverses. D'une part, certains investigateurs ont démontré que le début
d‘action du rocuronium n'est pas influencé par le régime anesthésique (propofol,
halothane ou isoflurane) aprés administration d’une dose de 0.6 mg/kg. Par contre, la
durée d’action est significativement plus courte sous propofol que sous halothane ou
isoflurane.®”:®**° D'autre part, le bloc neuromusculaire induit par le rocuronium semble
étre potentialisé par I'isoflurane.’’®? Une étude récente révéle qu’aprés administration
d‘'une dose de 0.5 mg/kg de rocuronium, le régime anesthésiant (propofol versus
isoflurane) n‘affecte pas la durée clinique et I'indice de récupération. Par contre, aprés
administration d'une deuxiéme dose de 0.3 mg/kg de rocuronium une heure plus tard,
la duree clinique était plus longue chez des patients anesthésiés & I'isoflurane que chez
ceux ayant regu du propofol. Une telle différence est probablement due & une

exposition prolongée a l'isoflurane.®

1.4.5 Mivacurium

1.4.5.1 Propriétés pharmacocinétiques

Le mivacurium appartient a la famille des benzylisoquinoléines. Il consiste en un
mélange de trois stéréoisomeres, le cis trans (37% w/w), le trans trans (57% w/w) et
le cis cis (6% w/w). Les isomeéres cis trans et trans trans constituent les isomeéres
pharmacologiquement actifs, tandis que la contribution de l'isomére cis cis a l'activité

myorelaxante du mivacurium est considérée négligeable.”?
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Etant une large molécule polaire, le mivacurium se distribue dans le liquide
extracellulaire de l'organisme (Vd de 0.2 L/kg).%*°° Des études réalisées in vitro °® et in
vivo®” démontrent que les isomeres cis trans et trans trans du mivacurium, sont
hydrolysés par la cholinestérase plasmatique ou pseudocholinestérase et que
I'excrétion rénale est une voie d’élimination mineure pour ces deux isoméres (7%). Le
scénario est différent pour l'isomére cis cis. Il semble que celui-ci soit éliminé
majoritairement par voie rénale et également par hydrolyse enzymatique, la vitesse de

cette derniére étant beaucoup plus faible que pour les deux autres isoméres.®’%°

Afin d'élucider l'effet de [Iinhibition de la cholinestérase plasmatique sur la
pharmacocinétique du mivacurium, Ostergaard et coll'® ont conduit une étude chez
des patients adultes ayant une activité normale des cholinestérases. Deux heures
avant l'anesthésie des patients, ils ont administré le bambutérol, un bronchodilatateur
inhibiteur de la cholinestérase plasmatique. Iis ont relevé une clairance plasmatique
diminuée et un temps de demi-vie prolongé pour les deux isoméres actifs. La clairance
de l'isomeére cis cis a été peu affectée par le blocage de I'enzyme. Ceci vient renforcer

le fait que cet isomeére est peu métabolisé par la cholinestérase plasmatique.

L'hydrolyse enzymatique du mivacurium génére deux types de métabolites inactifs,
I'alcool quaternaire (cis et trans) et le monoester (cis et trans) & des pourcentages de
44% et 46%, respectivement. Récemment, Laurin et coll*’ ont proposé un schéma de
dégradation stéréosélective du mivacurium. Le mivacurium en position trans trans ou
cis cis génére des métabolites ester et alcool ayant une configuration géométrique
trans ou cis, repectivement. Ce qui confirme |'absence d‘interconversion dans
l'organisme. De plus, en démontrant que le mivacurium cis trans est converti
exclusivement en alcool trans et monoester cis, Laurin et coll. ont proposé que le

groupement ester de l'isomére trans soit plus labile.!°!

Chez des patients adulites, la clairance plasmatique du mivacurium a été estimée a 5.5,
3.2 et 0.25 L/kg/h pour les isomeéres cis trans, trans trans et cis cis, respectivement.
La demi-vie (t;; 3) correspondante est de 2.1, 2.3 et 55 minutes.®>!% La clairance

élevée et la demi-vie courte des deux isoméres actifs du mivacurium sont cohérentes
avec sa bréve durée d’action.
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L'estimation des paramétres pharmacocinétiques du mivacurium dépend du site de
prélevement des échantillons sanguins et de la fréquence d’échantillonnage. Lacroix et
coll®® ont démontré que pour un médicament & élimination rapide tel que le
mivacurium, I'échantillonnage intensif (aux 10 sec) s'avére essentiel pour une bonne
estimation des parametres pharmacocinétiques, puisque les 2 premiéres minutes
contribuent énormément a I'aire sous la courbe totale (75% pour trans trans et 86 %
pour cis trans). Si l'aire sous la courbe est sous estimée, la clairance plasmatique et le
volume de distribution eux, sont surestimés.

Les propriétés pharmacocinétiques des isoméres actifs du mivacurium ne sont pas
modifiées chez des patients insuffisants rénaux. Par contre, l'isomeére cis cis voit sa
clairance réduite chez ces patients.?” La clairance plasmatique des isoméres cis trans
et trans trans se trouve significativement réduite chez les patients cirrhotiques
comparés aux patients normaux.”® La demi-vie d’élimination se trouve prolongée
puisque le volume de disitribution demeure inchangé. Ces résultats sont cohérents
étant donné que la synthése hépatique de la cholinestérase se trouve diminuée chez
les patients cirrhotiques.”® Le méme scénario a été décrit pour Iisomére cis cis du
mivacurium sauf que les différences observées entre les patients normaux et

cirrhotiques ne sont pas statistiquement significatives.®®

1.4.5.2 Propriétés pharmacodynamiques

L'utilisation du mivacurium est recommandée durant les courtes chirurgies,
typiquement celles qui durent moins de 30 minutes.? L'intubation endotrachéale peut
s'effectuer rapidement (2 min) suivant une dose de mivacurium de 2 x EDgs (EDgs
étant de 58 a 80 pg/kg).'®® Une intubation peut &tre obtenue en deca de 90 secondes
avec une dose de mivacurium de 3-4 x EDgs.!® Le mivacurium est 0,8 & 4 fois plus
puissant que le vécuronium et I'atracurium, respectivement.!%® Sa puissance est encore
plus élevée lorsqu’il est administré avec un anesthésique volatil tel I'enflurane ou

Iisoflurane.0®

La durée clinique de I'effet de relaxation musculaire (temps entre la fin de I'injection et
25% de récupération) suivant une dose de 2 x ED95 de mivacurium varie entre 16 min

(1.2 x EDgs) et 25 minutes (4 x EDgs). Comparée a l'atracurium et au vécuronium, la
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durée de l'effet du mivacurium ne varie pas beaucoup avec la dose. L'indice de

récupération défini par le temps nécessaire pour récupérer 25% a 75% de l'activité
neuromusculaire, se situe entre 6 et 9 minutes suivant l'administration de doses
totales variant entre 100 pg/kg et 240 pg/kg de mivacurium.%1%7 g récupération de
I'effet suivant une perfusion de mivacurium ne semble pas étre affectée par la durée

de la perfusion, ce qui suggére l'absence d’effet cumulatif.

Les paramétres pharmacodynamiques décrits ci-dessus varient chez les patients
souffrant d’insuffisance hépatique ou encore chez ceux exprimant une faible activité de
la cholinestérase plasmatique, enzyme responsable du métabolisme du mivacurium.
Ainsi, la durée de l'effet myorelaxant se trouve prolongée chez les patients en
insuffisance hépatique qui regoivent une dose recommandée de mivacurium (0.15
mg/kg).”® Aprés administration de la méme dose chez des patients cirrhotiques, le
temps requis pour une récupération adéquate se trouve prolongé.!®® Cette prolongation

de l'effet myorelaxant refléete probablement une diminution de la synthése hépatique
des cholinestérases.

Une relation inverse a été décrite entre I'activité de la cholinestérase et le temps de
réapparition du T1 chez les patients phénotypiquement normaux, ayant une activité
normale ou basse de la cholinestérase, qui ont recu une dose élevée de mivacurium
(0.2 mg/kg).'® Une prolongation du temps de récupération a été également observée
chez des patients hétérozygotes pour le géne atypique de la cholinestérase
plasmatique.''® Dans I'étude de Ostergaard et coll, cing patients homozygotes pour le
gene atypique de l'enzyme se sont avérés trés sensibles au mivacurium et ont
récupéré trés lentement aprés avoir regu une faible dose de mivacurium (0,03
mg/kg).'? De plus, des cas isolés de patients ayant regu une dose plus élevée de
mivacurium et n‘ayant pas montré de signes de récupération longtemps aprés

administration de mivacurium, ont été rapportés.*!!

En administrant le bambutérol deux heures avant I'induction d’une anesthésie chez des
patients ayant une activité normale des cholinestérases plasmatiques, le temps
d'installation de l'effet se trouve plus rapide. Ceci s‘explique par le fait qu‘en inhibant
la cholinestérase par le bambutérol, plus de molécules de mivacurium sont

susceptibles d‘avoir acces a la jonction neuromusculaire et d‘induire I'effet
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myorelaxant. Par contre, la durée d'action et le temps de récupération se trouvent
prolongés.

1.4.5.3 Cholinestérase plasmatique

Tel que mentionné précédemment, le mivacurium est hydrolysé par la cholinestérase
plasmatique encore appelée pseudocholinestérase ou butyrylcholinestérase. Cette
enzyme appartient a la famille des estérases non spécifiques. Les
pseudocholinestérases ou estérases non spécifiques hydrolysent différents types de
substrats. Chaque estérase hydrolyse un type d’ester de fagon plus ou moins sélective.
On distingue 4 types d’‘estérases classés selon la Commission Internationale
d’Enzymes; l'acétycholinestérase, la cholinestérase, les carboxylcholinestérases et les
arylestérases.''?  L'acétylcholinestérase et la  cholinestérase  hydrolysent
préférentiellement les esters choline (acétylcholine et butyrylcholine, respectivement)
et peuvent aussi hydrolyser les esters ardmatiques et aliphatiques & des taux plus
faibles. Les carboxylestérases sont les enzymes de choix pour hydrolyser les esters

aliphatiques tandis que les arylestérases hydrolysent seulement les esters

ardbmatiques.!?

La butyryicholinestérase n‘a pas de réle physiologique évident!!? puisqu’on n‘a pas
encore identifié son substrat endogéne. Elle est responsable de I'hydrolyse des
composés exogénes.'*’ Chez I'homme, la butyrylcholinestérase est présente surtout
dans le plasma, le foie et la plupart des tissus tels que le coeur, les poumons, la
muqueuses intestinale et le rein. La cholinestérase plasmatique (butyrylcholinestérase)
et la cholinestérase tissulaire sont des isoenzymes puisqu’elles sont issues du méme
gene.'* Ainsi, l'activité des cholinestérases varie peu chez un méme individu. Par
contre, l'activité cholinestérasique varie d’un individu a |'autre. Cette observation s'est

faite vers les années 1950 avec I'utilisation clinique du bloqueur neuromusculaire la

succinylcholine.!®

Récemment, plusieurs variantes génétiques décrites pour la
cholinestérase plasmatique ont permis d’expliquer des réponses pharmacologiques
anormales a certains esters métabolisés par cette enzyme tels que la succinylcholine et
le mivacurium. 110115 En effet, les patients qui présentent un phénotype atypique
subissent un bloc neuromusculaire intense et prolongé suite & I'administration d‘une

dose thérapeutique de mivacurium.!® La diminution de I'activité cholinestérasique peut
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étre acquise, avoir des causes iatrogéniques ou varier selon I'hérédité et I'état

physiologique. !

Afin de mesurer l'activité cholinestérasique dans le plasma d‘un individu, Kalow et
Genest on développé une méthode de détection de la cholinestérase atypique. Il s'agit
du test de dibucaine.!’® Ce test consiste & évaluer le degré d‘inhibition de l'activité
cholinestérasique par la dibucaine (un anesthésique local) en suivant par
spectrophotométrie, |'absorbance d‘un substrat spécifique (e.g la benzoylcholine). Le
numéro de dibucaine (Dibucaine Number; DN) correspond au degré d‘inhibition
exprimé en pourcentage. En utilisant ce test, Kalow et Genest ont démontré que la
cholinestérase atypique est plus résistante a l'inhibition par la dibucaine que la

cholinestérase normale et posséde un plus petit DN.

La détermination de I'activité enzymatique et le DN ne peuvent pas toujours reposer
sur ce modele primitif, puisqu’on obtient des valeurs ne tombant pas dans les écarts
établis pour I'enzyme normale ou atypique. Ceci suggére l'existence d‘autres
phénotypes distincts des cholinestérases plasmatiques normales et atypiques.!*® Une
mutation génétique cause une altération de la structure primaire de l'enzyme et
entraine une modification de I'activité de la cholinestérase plasmatique et son degré
d’inihibition par la dibucaine et le fluorure. Pour chaque phénotype identifié, on
détermine les variations d’activité cholinestérasique en comparant le DN et le numéro

fluorure (Fluoride number; FN), 121

Dans le cadre de notre projet, il était utile de comparer l'activité de la cholinestérase
plasmatique chez I'homme et d'autres espéces animales. En utilisant différents
substrats d'estérases non spécifiques, Meyers et collaborateurs ont démontré que
parmi les espéces animales, le chien exprimait une haute activité enzymatique en
présence de la butyrylcholine.''® Cette activité était méme légérement plus élevée que
celle observée chez I'homme. La figure 6 illustre ces résultats.

Récemment, en déterminant l'activité de la cholinestérase chez différentes espéces
animales en présence de différents substrats, le chien et le cheval démontraient la plus
haute activité enzymatique en présence de butyrylcholine comme substrat.!'® Dans

une autre étude, Keller et coll ont démontré que, chez le chien, la cholinestérase
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plasmatique est présente dans plusieurs tissus tels que le rein, le cerveau, le coeur
le diaphragme mais en plus grande quantité dans le foie.'?® Toutes ces études citées
nous ont permis de choisir le chien comme modéle animal pour la réalisation de nos

objectifs.
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Figure 6: Activité enzymatique et spécificité de substrat des

pseudocholinésterases chez différentes espéces'"

1.5 Modélisation Pharmacocinétique et pharmaco-

dynamique

1.5.1 Objectifs

La modélisation constitue un outil de choix pour la description quantitative de la
relation dose-concentration-effet intégrant pharmacocinétique et pharmacodynamie.
Elle fait appel a des modéles mathématiques et statistiques pour décrire des
phénoménes biologiques, interpréter des données expérimentales et prédire des
réponses d'un systéme. La modélisation repose sur les deux étapes suivantes:
I'élaboration d'un modéle mathématique d'un phénoméne et I'ajustement du modéle
aux données expérimentales pour l'estimation de paramétres inconnus. Lindice de
qualité de I'ajustement prend souvent la forme dun critére de moindres carrés entre
les données expérimentales pharmacocinétiques et pharmacodynamiques mesurées au

cours du temps et les prédictions de ces valeurs. Lorsque le modéle décrit les données
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de fagon adéquate, on obtient des estimés des paramétres pharmacocinétiques et
pharmacodynamiques. A l'issue de ces deux étapes, la modélisation doit avoir permis
de passer d'un ensemble de données «expériences-spécifiques» a un modéle

mathématique et a des valeurs de paramétres qui fournissent un résumé «expérience-
indépendant».*?!

1.5.2 Modeéles pharmacocinétiques compartimentaux

1.5.2.1 Définition

Les modeles pharmacocinétiques sont des représentations simplifiées de l'organisme.
Leur raison d'étre est de permettre soit d'expliquer des résultats expérimentaux soit de
résumer des données nombreuses de concentrations, en général, plasmatiques et/ou
urinaires, par un nombre restreint de parameétres caractéristiques. Le modeéle a aussi

lintérét de permettre la prédiction du comportement du médicament en situation

thérapeutique.'®!

Un systéme compartimental est constitué d‘un ensemble fini de sous unités
macroscopiques appelées «compartiments» dont chacune contient de la matiére bien
mélangée et homogéne. Le modéle compartimental représente les échanges de
matiére entre les compartiments et les constantes de transfert, k, servent & définir les
vitesses d'échanges de la matiére entre un compartiment et I'extérieur ou entre deux
compartiments. La loi de conservation de masse régit les transferts entre les

compartiments.

1.5.2.2 Modéle compartimental avec élimination centrale : Application
aux BNM

A la suite d'une injection intraveineuse, la concentration plasmatique d‘un BNM
diminue d‘abord rapidement (phase de distribution) puis lentement (phase
délimination). La courbe des concentrations en fonction du temps peut étre

représentée mathématiquement par des équations bi ou tri-exponentielles selon la

forme suivante:!%?

Cp (t) = Ae™ + Be™™ + Ce™
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La figure 7 illustre un modéle pharmacocinétique linéaire classique a deux
compartiments. Ces compartiments sont des concepts mathématiques qui ne
représentent pas des espaces physiologiques réels. Généralement, le sang et les
organes bien perfusés (foie et reins) sont assimilés au compartiment central alors que
les tissus moins bien perfusés tels que le muscle et la graisse sont assimilés au
compartiment périphérique.*®® C'est pour cela qu’on considére que I'élimination des
médicaments dépendante des organes (métabolisme hépatique, excrétion rénale ou

biliaire) est confinée au compartiment central, dans la plupart des cas.

A 4

klO

Figure 7: Représentation schématique d'un modéle pharmacocinétique
linéaire classique a deux compartiments. Les termes k sont les constantes de
la vitesse de transfert du produit entre les compartiments, dans la direction

des fléches.

1.5.2.3 Modéle compartimental avec élimination centrale et

périphérique : Application aux BNM

Dans le domaine des BNM, les limites du modéle traditionnel avec élimination centrale

sont de plus en plus reconnues.'®. Pour certains BNM dont l’élimination est

indépendante des organes tels que le mivacurium (hydrolyse enzymatique),?®

I'atracurium (hydrolyse chimique et enzymatique)'?® et le cisatracurium (hydrolyse

127 il est probable que le modéle compartimental précédemment décrit ne

chimique),
serait pas applicable puisque I'élimination dans le compartiment périphérique ne peut

étre exclue.
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Dans de telles circonstances, introduire une constante d‘élimination dans le
compartiment périphérique (ko) du modéle semble étre plus adéquat (Figure 8). Cette
constante Ko serait la perte par métabolisme qui pourrait avoir lieu a cet endroit. Un
tel modéle a été proposé pour décrire I'évolution des concentrations plasmatiques de

I'atracurium en fonction du temps.!?8

k>
1 > 2
kio kao

Figure 8: Représentation schématique d‘un modéle pharmacocinétique linéaire
a deux compartiments avec élimination des compartiments central et
périphérique. Les termes k sont les constantes de vitesses de transfert du

produit entre les compartiments, dans la direction des fléches.

Dans un modéle pharmacocinétique traditionnel avec élimination centrale, les trois
microconstantes ki, ki; et ki peuvent étre résoutes.'®® Par contre, lorsqu’une
microconstante additionnelle, kyq, est introduite dans le modéle, celui-gi devient non
identifiable. C'est a dire que les microconstantes ks, ky1, kig et kyo n'ont pas de
solution unique. Afin d'obtenir des solutions uniques pour chacune des
microconstantes, il faut soit faire des prélévements dans le compartiment 2 soit fixer

par hypothése a priori la valeur d’une ou de plusieurs microconstantes. **°

Pour ce faire, il a été proposé de substituer la valeur de ky, par la vitesse de
dégradation obtenue aprés incubation du plasma in vitro (Kin viro).>  Pour le
cisatracurium, kyp a été fixée a une valeur historique, préalablement déterminée in
vitro chez des volontaires sains. Plus récemment, en déterminant la valeur de Kinvitro

dans le plasma pour chaque patient inclu dans I'étude pharmacocinétique, cette
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approche a été appliquée avec succés 3 la succinylcholine, '3 & I'atracurium (Données

non publiées) et au cisatracurium.!*?

En appliqguant ce modéle pharmacocinétique compartimental avec élimination
périphérique au cisatracurium,'?’131%7 op suppose que la dégradation d'Hoffman,
processus dépendant du pH et de la température, se fait & la méme vitesse dans les
compartiments central et périphérique. Cependant, cette supposition ne peut étre
vraie lorsqu'il s'agit d’hydrolyse enzymatique puisque l'activité enzymatique peut étre
différente entre le plasma et les tissus. Ainsi, la prémisse de base (Kyg = Kin vitro) poUr
un modele avec élimination périphérique ne peut étre applicable aux médicaments

éliminés par hydrolyse enzymatique tels le mivacurium.3®

Dans la modélisation pharmacocinétique compartimentale, lorsquon ignore
I"élimination périphérique, les paramétres pharmacocinétiques dépendants du site
d’élimination tels que le volume de distribution a I'équilibre (Vdss) et temps de transit
moyen (MRT) peuvent étre affectés.’® Une sous-estimation du Vdss a été rapportée
pour le cisatracurium??’34140 et |e mivacurium,®® lorsqu‘un modéle pharmacocinétique
conventionnel (élimination centrale) a été utilisé pour dériver les paramétres
pharmacocinétiques. Laurin et coll'*' ont démontré que les BNM ayant une courte
demi-vie tel que le mivacurium, sont plus affectés par l'introduction de I'élimination

périphérique dans le modéle, comparés aux BNM ayant une longue demi-vie tel que le

1

doxacurium.**!  Ceci est di au fait que, dans le cas du mivacurium, la phase de

distribution occupe la majeure partie de laire sous la courbe totale.**

1.5.3 Modeles pharmacodynamiques

Les modeles pharmacodynamiques visent a décrire la relation entre la concentration du
médicament et son effet. Ces modéles, indépendants du temps, peuvent étre classés

en quatre types

Modéle linéaire: c'est la relation la plus simple entre concentration et effet et qui peut

étre exprimée par:

E=S5C+E
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ou S est la pente de la courbe et E, est la valeur de I'effet en I'absence du principe
actif.

Modéle log-linéaire: la transformation en valeur logarithmique de la concentration

entraine, entre 20% et 80% de la valeur de la réponse maximale, une relation linéaire:

E=SlogC+1I

Modele effet maximal: ce modéle dérivé de la théorie des récepteurs est une
transformation dans un domaine de concentration particulier de la courbe qui doit
relier concentration et effet si I'on admet I'existence de récepteurs et lintervention
d'agonistes entrainant I'effet mesuré. En pratique, la relation dose-réponse est décrite
par une courbe de forme sigmoide. La relation décrivant cette formulation théorique

est une fonction hyperbolique:

_E_C
EC,+C

oU En.x est l'effet maximal atteignable avec le médicament étudié, E est l'effet

observé, ECs, est la concentration qui produit 50% de ['effet maximal

Modéle _Sigmoide Emax: I|'équation proposée empiriquement par Hill est une

modification de I'hyperbole précédente permettant de décrire de facon améliorée la

forme sigmoide. Mathématiquement, elle s'exprime par:

_ EC
EC,"+C”

La valeur y est le facteur de sigmoidicité de la courbe. C’est plus souvent un parametre

empirique permettant simplement un meilleur lissage des données expérimentales.

1.6 Modeles Pharmacocinétiques-pharmacodynamiques
(PK/PD)
1.6.1 objectifs

On cherche a décrire la relation entre concentration plasmatique et intensité de I'effet

pharmacologique. Le cas ou leffet est relié directement & la concentration
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plasmatique est rarement observé. Bien souvent, la représentation graphique des
concentrations plasmatiques et de I'effet révéle un cycle d’hystérése antihoraire (dans
le sens inverse des aiguilles d'une montre). Il s‘agit d'un décalage temporel entre

I'augmentation des concentrations plasmatiques et celle de l'effet

pharmacologique.'4%143

En raison du décalage temporel précédemment décrit, Sheiner et coll'* ont proposé
d’adjoindre au modele compartimental pharmacocinétique classique un compartiment
effet hypothetique qui, par l'apport négligeable de masse, ne perturbe pas le modéle
pharmacocinétique, mais permet de définir une constante de vitesse K., caractérisant
les propriétés cinétiques de l'effet. Ce modéle permet sans difficulté d‘incorporer

n‘importe quel modéle pharmacodynamique statique pour la description de la relation
concentration-effet.

' Keo
<« 1 3 2
|
I
v 1
Compartiment Compartiment
Pharmacocinétique Effet

Figure 9: Modele de lien PK/PD

Le concept de compartiment effet a été introduit pour modéliser la relation
concentration-effet de la d-tubocurarine.!** En mesurant les concentrations
plasmatiques du BNM et le bloc neuromusculaire (twitch) a la fois pendant les phases
d'installation et de récupération de l'effet, et en appliquant un modéle PK-PD, il était
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possible de réduire I'hystérése de la courbe concentration-effet et d’‘estimer les
concentrations du BNM dans la jonction neuromusculaire (C.). Le modéle sigmoide Epax
a permis de relier la concentration effet (C.) au bloc neuromusculaire (E) et d’en
dériver la ECsp, la concentration effet produisant 50 % de l'effet maximal et v, le

facteur de sigmoidicité de la courbe.

Différentes approches de modélisation PK-PD, incluant I'approche parameétrique, semi-

paramétrique et non paramétrique, ont été proposées.

1.6.2 Approche paramétrique

Cette approche paramétrique proposée par Sheiner et coll.** implique une
connaissance a priori des modéles pharmacocinétiques, pharmacodynamiques et de
lien PK-PD. Tout d‘abord, il faut estimer les paramétres cinétiques en décrivant la
concentration du médicament en fonction du temps par un modéle pharmacocinétique
compartimental approprié. Ensuite, ces paramétres étant fixés, il faut appliquer
simultanément un modéle de lien paramétrique et un modéle pharmacodynamique
(sigmoide Emax) a la courbe représentant I'effet en fonction du temps. Les paramétres
de lien PK-PD (Keo) et pharmacodynamiques (ECs, et y) seront estimés par une analyse
de régression des moindres carrés. Etant donné que le keo caractérise |'aspect temporel
de l'équilibre entre les concentrations plasmatiques et l'effet, son estimation est
nécessaire pour transformer les concentrations plasmatiques en concentrations effet
(dans la biophase).

L'équation différentielle décrivant le profil cinétique du médicament dans le

compartiment effet est la suivante:**

%=Xlkle _Xekeo

ou Xe est la quantité dans le compartiment effet, X; est la quantité dans le
compartiment central, ky. est la constante de transfert de premier ordre entre le
compartiment pharmacocinétique et le compartiment effet, k. est la constante

de transfert du premier ordre hors du compartiment effet
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En divisant les deux termes de cette équation par le volume de distribution du
compartiment effet (V.), on obtient la concentration effet (Ce). Le volume de
distribution du compartiment effet (V.) a pu étre estimé en posant le postulat que le
coefficient de partage entre les concentrations plasmatiques (C,) et les concentrations
effet (C.) est égal a 1.1%

X, Dhky(e™ —e™)
4 (keO - km )Vl

e

Ce(t) =

La concentration effet (C.) peut étre liée directement a I'effet mesuré en utilisant le

modeéle pharmacodynamique sigmoide Emanx:

E - E_. Ce

 EC, +Ce’

1.6.3 Approche semi-paramétrique

La méthode de Sheiner a été Iégérement modifiée par Fuseau et coll.}** Cette approche
differe par le fait que le modéle pharmacodynamique n‘est pas défini a priori. Les
paramétres pharmacocinétiques sont déterminés en décrivant la concentration en
fonction du temps par un modéle compartimental approprié. Ces paramétres
pharmacocinétiques permettent ensuite de prédire les concentrations effet, qui seront
par la suite représentées en fonction de l'effet observé. La courbe obtenue est une
hystérése  antihoraire. Le ke, estimé indépendamment du modéle
pharmacodynamique, est déterminé de maniére & ce que les distances entre les
phases ascendantes et descendantes de I'hystérése soient minimisées et que les deux
phases se superposent. L'idée est de choisir ke de maniére a ce que les deux
branches de [‘hystérése soient superposées et qu‘une seule mesure d'effet soit
associée a une valeur donnée de C.. Une fois la valeur optimale de ke, obtenue, le

modele pharmacodynamique choisi permettra de dériver ECs et y.
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1.6.4 Approche non paramétrique

Cette approche ne repose sur aucune présupposition concernant le modéle
cinétique.'*® Ce modéle requiert Vintroduction simultanée de la concentration et de
l'effet pour chaque temps. La valeur optimale du ke est obtenue par itérations
successives jusqu'a ce que la distance entre les branches ascendantes et descendantes
de I'hystérése de I'effet en fonction des concentrations plasmatiques soit minimisée. La
relation concentration-effet obtenue peut étre alors modélisée selon |'équation

sigmoide Enax et les parameétres ECs; et y peuvent étre dérivés.

L'utilisation directe des données expérimentales brutes d'effet et de concentrations
permet d'éviter toute perte d‘information mais dépend trés fortement de la qualité des
données recueillies. De plus, puisque le triplet temps-concentration-effet est utilisé
dans ce modéle, une opération d‘interpolation ou d’extrapolation est nécessaire dans le

cas de données manquantes. Ceci pourrait biaiser 'estimation des paramétres PK-PD.

1.7 Quantification des xénobiotiques dans la biophase:
Application aux BNM

En appliquant les modéles PK-PD précédemment décrits pour établir la relation
concentration-effet d'un médicament, les concentrations plasmatiques observées sont
souvent utilisées pour dériver les concentrations effet dans la biophase. La
détermination expérimentale des concentrations des BNM dans la biophase (muscle)
serait cruciale pour relier adéquatement I'effet pharmacologique a la concentration
réelle au site d'action. Le but de ce chapitre est de réviser en premier, la diffusion des
médicaments dans le liquide interstitiel et ensuite de décrire une méthode permettant

I'accés a la biophase, représentée par le muscle.

1.7.1 Distribution des médicaments dans le liquide interstitiel

Une fois dans la circulation sanguine, les médicaments vont se distribuer dans tout
l'organisme. Généralement, la distribution se fait dans I'espace extracellulaire (plasma

et liquide interstitiel) et peut aussi comprendre le volume cellulaire. Plusieurs facteurs



37
tels que la diffusion tissulaire et la liaison aux protéines influencent la distribution

extravasculaire des médicaments.

La diffusion tissulaire est elle-méme dépendante de plusieurs facteurs tels que les
caractéristiques physicochimiques des médicaments (lipophilie), la capacité du
-médicament & franchir les parois vasculaires et cellulaires, la fixation protéique
(sanguine et tissulaire) et le débit sanguin tissulaire. Afin de pouvoir comprendre les
principes de diffusion tissulaire, il serait nécessaire de faire un rappel physiologique sur
les échanges a travers la paroi capillaire.

1.7.1.1 Rappel physiologique

1.7.1.1.1 Organisation générale de la paroi capillaire

Depuis 1952 et pendant plus de 20 ans, la perméabilité cabillaire fut interprétée dans
le cadre de la théorie des pores de Pappenheimer.’*’ Par analogie & la physique des
membranes artificielles, cette théorie décrivait le capillaire comme une barriére inerte
et imperméable percée de deux sortes de pores, des petits et des gros. Jamais on ne
put déceler ces pores parmi les nombreux détails de la structure endothéliale étudiée
en microscopie électronique. Les approches récentes ont pu préciser l'intervention

active de I'endothélium dans les échanges transcapillaires.

Fondamentalement, la séparation entre le plasma et le liquide interstitiel comprend
quatre couches concentriques, de composition et fonction différentes, se comportant
comme une unité morpho-physiologique:

linterface plasma-endothélium: Ce n’est pas une entité bien définie. Cette zone de
transition entre le plasma et I‘endothélium est une composite de protéines
plasmatiques adsorbées (alpha 2-macroglobuline, fibrinogéne, héparine, albumine..) et
du glycocalix de I'endothélium. Le glycocalix endothélial recouvre la surface luminale,
se poursuit sur les vésicules contactant cette surface et dans les interstices entre deux

cellules voisines jusqu’aux jonctions intercellulaires.14®
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I'endothélium: C'est une monocouche de cellules épithéliales squameuses trés
aplaties (0.1-0.5 pm) connectées par des jonctions intercellulaires, interposée entre
deux compartiments liquidiens : le plasma et le liquide interstitiel. Les cellules
endothéliales sont métaboliquement trés actives et différenciées pour moduler
I'échange bidirectionnel entre les deux milieux. A opposé des autres épithéliums
simples, I'endothélium est extrémement perméable & I'eau et aux solutés y compris les
macromolécules. La cellule endothélialg contient une population abondante de
vésicules membranaires de taille relativement constante (¢ 60-80 nm) responsables du
transport quantal de substances & travers I'endothélium, et candidates au réle de
«larges pores» des physiologistes. Les vésicules augmentent la surface endothéliale
réelle, elles diminuent la distance de diffusion a travers le cytoplasme. Le nombre de
vésicules par unité de volume varie d'un type de capillaire a 'autre. Par exemple, les
vésicules sont 5 fois moins nombreuses dans le capillaire pulmonaire que celui du
muscle, et encore plus rares dans les capillaires du cerveau.*8

La lame basale: Les cellules endothéliales reposent sur une lame basale dont les

composants (collagene, glycoprotéines..) sont produits par la cellule elle-méme. Cette
lame basale est continue autour des capillaires continus et fenétrés, discontinue autour
des sinusoides. 48

La matrice sous-endothéliale: Elle joue un réle important dans le flux de solutds a

travers la paroi capillaire. Cette matrice se compose de fibrilles enrobées de substance
fondamentale amorphe, dans laquelle percole le liquide interstitiel, 28

1.7.1.1.2 Différents types de capillaires

Les capillaires continus: Les capillaires continus se trouvent au niveau du muscle, de la

peau, des poumons et du systéme nerveux. La circonférence comprend un anneau

continu de 1-3 cellules endothéliales avec une membrane basale continue,4°

Les capillaires fenétrés: L'endothélium est perforé de plusieurs petites fenétres
circulaires ayant un diamétre de 50-60 nm.*° Ces fenétres sont spécialisées dans la
filtration rapide des solutés. Les capillaires fenétrés sont plus perméables & I'eau et

aux solutés hydrosolubles que les capillaires continus. Ils sont présents dans les tissus
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tissus spécialisés dans les échanges de fluides tels que les reins, les glandes

exocrines et les glandes endocrines.

Les capillaires discontinus: Les capillaires discontinus appelés encore capillaires

sinusoidaux contiennent des fentes endothéliales de 100 nm de largeur. Ces fentes
sont discontinues au niveau de la membrane basale et sont alors perméables aux

protéines plasmatiques.'*®
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Figure 10: Différents types de capillaires. FD, Diaphragme fenétré, G,
Glycocalyx, ICJ, Jonction intercellulaire, LD, Lamina Densa, M, Mitochondrie,
0, fente ouverte (Open gap), OSV, Caveola, P, Pericyte, TJ, Jonction étroite

(tight junction), V, vésicule'”

40
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1.7.1.1.3 Vasculature musculaire

L'arrangement de la vasculature musculaire a été bien décrit.***5! Les capillaires sont
arrangés parallélement aux cellules musculaires avec une moyenne de 2-5 capillaires
par cellule dépendemment de I|'épaisseur et de la capacité oxydative des fibres

musculaires. 52

Chez le rat, les capillaires du muscle cremaster ont une longueur de
600 pm (400-800 pm), un diamétre de 6 pm et sont connectés aux capillaires
adjacents toutes les 200 ym (100-300 pm).**2 Un important parametre physiologique
est la surface capillaire totale, estimée & 6200-24000 cm?/100 g.!*’'5! |a variabilité
de la surface capillaire est proportionnelle a la capacité oxidative des fibres

musculaires. 150:152

Les capillaires du muscle squelettique sont de type Ala’3. Ils sont équipés d'une
membrane basale continue, d'un endothélium continu et d’un revétement péricapillaire
cellulaire incomplet. Les cellules endothéliales sont subdivisées en quatre régions: la
zone périphérique, la région organelle, la région nucléaire et la zone parajonctionnelle,
occupant respectivement 40, 20, 30 et 10 % du volume total endothélial au niveau du

diaphragme de rat.!>*

La caractéristique majeure de l'endothélium capillaire au niveau du muscle est
I'abondance de vésicules (600 vésicules par pm? de cellule) occupant 13% du volume
cellulaire total.’>*'*> Ces vésicules sont en réalité des invaginations complexes des
membranes cellulaires.’® De plus, il a été proposé que certains canaux
transendothéliaux résultant de la fusion de ces invaginations,’’ représentent le

systéme de petits pores.!®®

Au niveau du muscle, les cellules endothéliales sont entourées d‘une couche de
glycocalix négativement chargée Les jonctions étroites inter-endothéliales ou «tight
junctions» occupent 0.1% de la surface capillaire luminale permettant le passage de
divers solutés. En 1979, Wissig'® était le premier & décrire le chemin tortueux que
traversent les molécules lorsqu’elles empruntent les jonctions inter-endothéliales. Il
semblerait que la perméabilité capillaire obéisse a un gradient artérioveineux qui fait

qu'elle soit plus importante vers la terminaison veineuse.'®® Cette différence de
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perméabilité capillaire est probablement due & la plus forte densité des petits pores

du coté veineux.®!

La balance des fluides a travers le capillaire est déterminée par la pression
hydrostatique et la pression osmotique colloidale interstitielles.'®? Le liquide interstitiel
ayant un volume de 8-20 ml/100g%? contient du collagéne, des glycosaminoglycanes,
des sels et des protéines.'®™ La quantité importante de glycosaminoglycanes
négativement chargées suggére des propriétés d’échange cationique de

I'interstitium. 64165

1.7.1.2 Echanges transcapillaires

En somme, les principaux événements concernés dans les échanges transcapillaires

peuvent étre résumés comme suit (Figure 11):

Le passage transmembranaire, incluant la traversée séquentielle d’une membrane

plasmique, puis du cytoplasme, puis de la membrane plasmique de l‘autre face
cellulaire. La membrane endothéliale est relativement perméable a I'eau, aux petites
molécules non polaires et aux molécules lipophiles. Dans les régions étroites, ou des
vésicules qui se font face s‘ouvrent simultanément sur les fronts opposeés, ou si la paroi

endothéliale est extrémement mince, cette voie devient particuliérement courte.

Le passage extramembranaire, qui revét bien des formes différentes et que I'on peut

rassembler sous deux catégories: interendothélial et transendothélial.

Le passage_interendothélial: représenté par des jonctions entre cellules endothéliales,

perméable a |'eau et aux petits solutés (< 1.7 nm), probablement non sélectif. Le
glycocalyx joue un role dans la perméabilité de I'endothélium continu aux solutés et a
I'eau. Il agit comme un pore sélectif en excluant les macromolécules.%® Etant donné le
caractére ionique des BNM et leur faible lipophilie, ces molécules diffuseraient a travers

les jonctions inter-endothéliales pour atteindre le liquide interstitiel.

Le passage transendothélial: représenté par les vésicules, les canaux et les fenétres.

La s’opére un tri en fonction de la charge et de la taille des molécules. Les protéines



fenétres augmentent énormément la perméabilité a I'eau et aux petits solutés.
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Figure 11: Différents mécanismes d‘échanges transcapillaires. E, Endothelium,

G, Glycocalyx, L, membrane plasmique lipidique, LR et LD, Lamina Rara et

Lamina densa, P, pericyte'"
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1.7.1.3 Mécanisme de diffusion tissulaire

La loi de base qui gouverne le phénoméne de diffusion passive a été émise par Adolf
Fick en 1855. Cette loi stipule que la masse d'un soluté transféré par unité de temps,
Js, dépend de 4 facteurs: la différence de concentration qui guide la diffusion (AQ), la
distance de diffusion (Ax), la surface d'échange capillaire (A) et le coefficent de

diffusion D.'** La vitesse de diffusion est définie par I'équation suivante:

o= —Da2e (1)
Ax

Le coefficient de diffusion D est inversement proportionnel a la taille du soluté. Le

signe négatif dénote que le transport suit un gradient de concentration.

Dans le but de simplifier I'équation de Fick ci-dessus pour les systémes in vivo, le
terme perméabilité de surface (PS) regroupant les constantes D, A et Ax a été

défini:14°
Js = PSAC (2)

1.7.1.4 Facteurs influencant les échanges transcapillaires

La perméabilité capillaire ne dépend pas uniquement de la géométrie du pore mais
€galement des propriétés du soluté telles que sa taille, son coefficient de partage et sa
lipophilie.

Comme la perméabilité capillaire peut étre reliée & I'aire des pores présents au sein
des différents endothéliums, la taille et la forme des molécules vont influencer leur
diffusion & travers les pores.'®” Pour une série de solutés dont le rayon des particules
les constituant varie de 0.38-8 nm, il a été démontré in vitro qu‘une augmentation du
rayon du soluté était associé & une diminution de leur perméabilité a travers un
endothélium dont la taille moyenne des rayons des pores se situe autour de 8.1 nm.¢”
Des pores de cette taille sont analogues & ceux qu’on retrouve au niveau des

capillaires cérébraux. Au niveau des endothéliums périphériques, i.e. Ia ol ont lieu la
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majorité des échanges pour les BNM, le rayon des pores serait plus grand (20 a 60

nm). 167

Les coefficients de partage huile/eau ont été proposés comme mesure de la
lipohilicité/hydrosolubilité des molécules.'®® Par définition, la diffusion passive selon la
loi de Fick dépend du coefficient de partage du soluté. La perméabilité endothéliale
augmente proportionnellement au coefficient de partage huile/eau. Aussi, a partir d’un
certain seuil de lipophilie, la diffusion passive par passage transcellulaire serait

favorisée et gagnerait en importance avec une augmentation de lipophilie.!’

Le degré d’équilibre entre le plasma et le liquide interstitiel dépend non seulement de
la perméabilité capillaire mais aussi du temps de transit dans le capillaire, qui dépend

du débit sanguin (Q).'*° La relation exacte entre PS/Q et I’échange de soluté (E) a été

proposée par Renkin:!®°

-P§S

E=1-Exp( ) (3)

Le rapport PS/Q déterminera le processus d‘échange transcapillaire.

Lorsque la perméabilité endothéliale est faible, le transfert du soluté n‘est pas limité au
débit sanguin mais a la perméabilité endothéliale. Dans ce cas, la concentration
plasmatique du soluté ne s’équilibre pas avec l'interstitium avant la fin du capillaire.

Ce cas d'échange est observé pour les solutés hydrophiles de tailles moyennes & larges.

Si la permeabilité endothéliale excéde le débit sanguin, I‘équilibre avec le liquide
interstitiel pericapillaire est atteint rapidement avant la fin du capillaire. Dans ce cas,
le facteur limitant de I’échange transcapillaire est le débit sanguin. C'est en général le
cas des solutés lipophiles, des petits solutés hydrophiles qui passent a travers les

capillaires fenétrés.

Dans un modeéle d'échange capillaire dépendant du débit, la clairance du soluté (CL)

représentée par I'équation (4) est une mesure du débit sanguin et non de la capacité
de diffusion capillaire.
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-PS

CL = Q[1- Exp( )] (4)

Etant donné que seules les molécules libres pourraient diffuser a travers le capillaire, la
liaison aux protéines aurait un réle a jouer dans la vitesse de diffusion. En effet, la
diffusion tissulaire dépend du produit de la perméabilité capillaire intrinséque (PS) et
de la fraction libre circulante du soluté. On a souvent considéré que la diffusion
tissulaire des antibiotiques était dépendante du débit sanguin circulant étant donné la
perméabilité capillaire élevée. Le fait que ces molécules soient trés liées aux protéines
plasmatiques, il est plus probable que la diffusion tissulaire serait fonction de la
perméabilité capillaire et non du débit sanguin circulant.!’®

1.7.2 Technique de microdialyse

La détermination des concentrations tissulaires des médicaments par analyse de tissu
entier est utilisée en pharmacocinétique.!’! Cette technique, lourde & mettre en ceuvre,
ne permet qu‘une détermination de la quantité totale de médicament au sein du tissu
d'intérét sans permettre de distinguer la fraction libre et présumée active de la fraction
lice du médicament. De plus, elle ne permet pas la répétition des préléevements et
exige un nombre élevé d’animaux pour établir le profil d’évolution de la concentration

tissulaire d'une substance médicamenteuse en fonction du temps.

L'’émergence de la microdialyse a apporté une nouvelle dimension a l'étude de la
distribution des médicaments en permettant de suivre en continu I'évolution des
concentrations libres au sein du tissu cible. Elle représente une percée dans le domaine
de la pharmacologie puisqu’on a pensé pendant longtemps que la biophase ou le site
d’action des médicaments est un milieu inaccessible dans les systémes vivants. Suivre
les concentrations au niveau du compartiment effet dans les tissus cibles permet le
développement de modéles pharmacocinétiques et pharmacodynamiques plus
appropriés comparativement a la détermination indirecte des concentrations tissulaires

a partir des concentrations plasmatiques, traditionnellement utilisées. 7’2178
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1.7.2.1 Principe de microdialyse

Il s'agit d'une diffusion passive simple des molécules au travers d'une membrane semi-
perméable. Sa réalisation exige l'utilisation de sondes particuliéres dont I'extrémité est
équipée d'une membrane de dialyse. Aprés implantation, ces sondes peuvent étre
assimilées a des vaisseaux sanguins dans lesquels, ou a partir desquels, diffusent de

maniére passive les molécules.

Une solution aqueuse de perfusion nommée perfusat est pompée a faible débit vers la
sonde. Alors que cette solution mime la composition ionique du liquide extracellulaire,
seules les molécules de faible poids moléculaire diffusent dans le sens d‘un gradient de
concentration autour de la sonde. Elles sont collectées a la sortie pour étre analysées

(dialysat).
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1.7.2.2 Parameétres expérimentaux affectant la détermination de la
concentration des xénobiotiques

1.7.2.2.1 Le liquide de perfusion

Sa composition doit étre la plus proche possible de celle du liquide extracellulaire du
tissu étudié.’’*!”® Le liquide de perfusion doit &tre iso-osmotique afin de limiter les
risques d’altérer le tissu et de modifier la concentration des molécules endogénes ou
exogenes au site de dialyse.'’®*®® C'est ainsi qu‘un liquide de perfusion hypotonique
peut augmenter fortement les concentrations de certaines molécules médicamenteuses
dans le tissu cérébral et musculaire.’® La composition du liquide de perfusion doit
€galement tenir compte de la molécule étudiée afin d'éviter une diffusion anormale du
composé d'intérét s‘il est présent au site de dialyse. Une telle situation a été, par
exemple, rapportée lors de I'étude des variations des concentrations de calcium au
sein de tissus dialysés avec un liquide de perfusion exempt de calcium.!®? Dans ces
circonstances, la déplétion du milieu extracellulaire en calcium cause la diminution des

concentrations de différents neurotransmetteurs dans le dialysat. 183184

Le pH du liquide de perfusion doit étre identique a celui du compartiment
extracellulaire dialysé pour éviter de modifier I'homéostasie du tissu.!”¢7° Upe
modification du pH local est susceptible, en effet, d’entrainer I'ionisation de la molécule
étudiée, une modification locale de la conformation des protéines impliquées dans la
fixation de la substance médicamenteuse et une altération des potentiels locaux

pouvant modifier la sécrétion locale des cellules.!8®

La température du liquide de perfusion pourrait, selon les études, affecter la valeur des
concentrations mesurées puisqu'elle affecte les coefficients de diffusion des
molécules.’’® Ainsi, le rendement de dialyse in vitro de Vlacide 3, 4-
dihydrophénylacétique & +23°C est augmenté de 30% lorsque la température atteint
+37° C.'® Cependant, les résultats obtenus in vivo pour le paracétamol n'ont montré
aucun effet de la température du liquide de dialyse sur les concentrations de ce
composé mesurées dans le cerveau de rat. Il est & noter qu‘un effet de la température
a toutefois été observé dans la méme étude mais uniquement lorsqu'un liquide de
dialyse hypotonique était utilisé.®”
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Le débit de perfusion peut varier de 0,5 et 10 pl/min, fourchette de valeurs pour
laquelle la surpression au niveau de la sonde n’entraine pas la formation d’exsudat ou
la rupture de la membrane.’*'7%1% Comme il s'agit d’un facteur dont dépend le
rendement de la dialyse et les volumes de dialysat recueillis, le choix du débit de
perfusion résulte d'un compromis entre |‘obtention d'un rendement in vivo optimal, le
volume nécessaire a l'analyse et la fréquence d’échantillonnage requise pour I'étude.®

Il a été démontré que le rendement de la sonde est inversement proportionnel au débit

176,179,190

de sa perfusion. En effet, un débit de perfusion élevé résulte en une

augmentation de la pression du fluide autour de la sonde, limitant ainsi la diffusion

libre des molécules.

1.7.2.2.2 L’intégrité du tissu

Si petit que puisse étre le diameétre des sondes utilisées, leur implantation crée
inévitablement un traumatisme entrainant des modifications tissulaires au site de
dialyse. Toutefois, ces modifications seraient de faible importance comme en témoigne
la similitude des résultats obtenus lors de la comparaison du passage intracérébral de
I'aténolol évalué par microdialyse et par des techniques dimagerie'®. De plus, les
modifications observées sur les concentrations de la molécule étudiée ne seraient plus
significatives 30 min apres la mise en place de la sonde tant au niveau tissulaire®! que
sanguin.'®*'® En d’autres termes, le respect d’un délai d’environ 30 & 45 min aprés
implantation de la sonde de dialyse avant de commencer les investigations devrait

minimiser, voire supprimer, d'éventuels artéfacts.

1.7.2.2.3 Rendement de la dialyse

La technique de microdialyse n'est pas typiquement réalisée sous des conditions
d'équilibre. C’est pour cette raison que la concentration des molécules a la sortie de la
sonde ou dialysat refléte seulement une fraction de la concentration libre réelle dans le
liquide extracellulaire du tissu cible. La relation entre ces deux concentrations

représente l'efficacité d'extraction ou rendement de la sonde de microdialyse.!72173:176

Le rendement absolu ou rendement de masse se définit comme étant la quantité du

médicament extraite (ou perdue) par le dialysat en fonction du temps. Le rendement
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relatif exprimé en pourcentage (RR o) est le critére le plus utilisé en pratique. Il est
défini comme étant la concentration du médicament dans le dialysat (C,y) divisée par
sa concentration dans le liquide extracellulaire (Cecr). Le rendement de la dialyse in
vivo est un parametre de haute importance puisqu'il dicte la concentration du
médicament dans le liquide extracellulaire. Il peut é&tre influencé par la température,
le débit de perfusion, les propriétés physico-chimiques de la membrane de
microdialyse, la géométrie de la sonde, la surface de la membrane et les propriétés du
medicament a analyser. La vitesse de diffusion du médicament au sein de la matrice,
sa captation par les cellules, la vitesse du métabolisme, le degré de vascularisation des
tissus, ainsi que le débit sanguin peuvent affecter localement le rendement de la
dialyse.'”3

Dans le but de déterminer le rendement de la dialyse, plusieurs techniques de

calibration de la sonde de microdilayse ont été proposées dans la littérature. 76179

1.7.2.3 Calibration in vitro

En 1982, Zetterstrom et ses collaborateurs'®? ont été les premiers a utiliser une simple
calibration /n vitro pour déterminer les concentrations interstitielles de purine dans le
cerveau de rat. Elle consiste & immerger la membrane de dialyse, continuellement
perfusée, dans un milieu aqueux contenant la molécule a étudier (réservoir). Le
rendement in vitro est le rapport entre la concentration dans le dialysat, C,.. ,et celle

dans le réservoir, C,.

1.7.2.4 Méthode d’extrapolation

En utilisant le concept de clairance a I'état d’équilibre, Deguchi et ses collaborateurs
ont extrapolé la concentration de deux antibiotiques dans le dialysat & leurs
concentrations dans le liquide interstitiel du tissu. Cette méthode d‘extrapolation
permet de corriger les différences de perméabilités de la molécule étudiée entre les
conditions de microdialyse in vitro et in vivo. Elle implique l'utilisation d'un composé de
référence, dont on assume que le ccefficient de diffusion est similaire a celui de la

molécule étudiée.'®?
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1.7.2.5 Limites de la calibration in vitro

Il n‘est pas toujours possible d‘extrapoler la valeur de calibration in vitro aux
conditions expérimentales in vivo du fait que le rendement de dialyse dépend
étroitement du transport de masse au niveau du tissu cible.*'%* In vitro, le flux est

limité par les coefficients de diffusion dans la solution aqueuse et la membrane de

microdialyse.'”®

Cependant, la diffusion des molécules in vivo est contrainte par la
fraction de volume représentant le rapport entre I'espace extracellulaire et le volume
tissulaire (le liquide extracellulaire représente approximativement 15 & 20 % du
volume tissulaire). De plus, le chemin tortueux qu’empruntent les molécules pour
diffuser a travers la sonde de microdialyse ralentit, certes leur diffusion. En outre, la
microviscosité du liquide extracellulaire est supérieure a celle de I'eau di a la présence
de macromolécules, qui en interagissant avec les molécules du soluté, réduisent la

vitesse de transit dans le liquide extracellulaire du tissu.

1.7.2.6 Calibration in vivo

La détermination des "vraies" concentrations de la forme libre d’une substance
médicamenteuse reste le point faible de la technique de microdialyse. Elle exige, en
effet, de connaitre le rendement de la dialyse au sein du tissu étudié. S'il a été
démontré que l'utilisation du rendement in vitro ne peut pas étre considérée comme
une méthode de référence, la détermination des rendements in vivo n‘en reste pas
moins délicate et sujette a discussion si I'on en juge par le nombre de méthodes
actuellement proposées. La méthode du "Zero Flux"®"'% et celle du "No Net

Flux"®*1%7 exigent d‘atteindre un état d’équilibre, ce qui rend leur mise en ceuvre
longue et difficile.

1.7.2.6.1 Méthode du "Zero Flux" ou perfusion a faible débit

Il a été démontré qu'a des faibles débits de perfusion (< 50 nl/min), le rendement de

dialyse peut étre supérieur @ 95 % pour des composés dont le poids moléculaire est
inférieur a 500 Da.'”?

La méthode du "Zero Flux" correspond & la mesure des concentrations de la molécule

étudiée dans le dialysat (Co,) en perfusant la sonde a différents débits (intervalles
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habituels) . La concentration réelle dans le liquide extracellulaire (Cgcr) pour un débit
nul est déterminée par régression non linéaire et correspond & un rendement de
100%. Le désavantage de cette approche est la difficulté de collecter des volumes
adéquats pour permettre une analyse quantitative.

1.7.2.6.2 Méthode du "No Net Flux" ou différences des concentrations

La méthode du "No Net Flux" a été développée par Lonnroth et ses collaborateurs.!%8
Apres établissement d'un état d'équilibre, elle consiste a perfuser la sonde implantée
dans le tissu avec différentes concentrations de la molécule étudiée, puis a déterminer
les différences de concentrations entre le perfusat (C,) et le dialysat (Cout). La pente
de la droite reflétant I'évolution de ces différences en fonction de la concentration du

produit perfusé correspond a la valeur du rendement in vivo, 17%173.176

Le fait de varier les concentrations de la molécule étudiée dans le perfusat (Cin),
I'ampleur et la direction du gradient de concentration se trouvent modifiées. Lorsque
les concentrations dans le perfusat et le tissu sont égales, un état d'équilibre s’installe
et il n'y a plus d’échange net entre les deux milieux. C'est le point du No Net Flux,

représentant la concentration réelle de la molécule dans le liquide extracellulaire du
tissu (CECF)-

La méthode du No Net Flux est considérée précise puisque la molécule a étudier est
elle-méme utilisée pour la calibration de la sonde de microdialyse. Cependant, c’est un
processus dont la mise en oeuvre est longue et difficile. En outre, la précision de cette
méthode dépend étroitement du choix des concentrations préalablement préparées par
I'utilisateur ainsi que du nombre de concentrations utilisées. De plus, elle ne permet
pas de suivre le rendement de la sonde et les concentrations de la molécule en

fonction du temps, ce qui représente I'inconvénient majeur de cette méthode.

Dans le but d'y remédier, Olson et Justice!’® ont élargi la méthode du No Net Flux en
utilisant une seule concentration de perfusion par groupes d‘animaux. Ainsi, différents
groupes regoivent différentes concentrations de soluté et les résultats sont combinés
pour chaque temps d’analyse. La régression de la moyenne des données des différents

groupes a un point particulier donne la concentration dans le liquide extracellulaire et
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le rendement de dialyse au méme temps. En utilisant cette méthode, les
investigateurs ont montré que la récupération in vivo peut changer avec le temps,
comme c'est le cas de la dopamine en coadministration avec la cocaine ou
I'amphétamine.'’”> Bien que cette approche de calibration soit vigoureuse, |‘utilisation

d'un nombre important d’animaux limite son utilisation.

1.7.2.6.3 "Reverse Dialysis " ou dialyse inverse

Basée sur une diffusion passive des molécules a travers la membrane de dialyse quel
que soit le sens de passage de la molécule, la méthode de "dialyse inverse" (Reverse
Dialysis) ne nécessite pas l'obtention d'un état d'équilibre.}7217319L19 | 54 molécule
étudiée est introduite dans le perfusat et la proportion de médicament perdue dans le
tissu, calculée a partir des concentrations dans le dialysat (Co.) et le perfusat (Cin),
détermine la valeur du rendement Rinviva=(Cin-Cout)/Cin. En principe, cette calibration est
menée avant toute administration du médicament dans l'organisme. Dans ce cas, il

faut supposer que le rendement reste inchangé durant toute la période expérimentale.

Cette technique couplée a I'utilisation d'un étalon interne ou calibrateur ajouté au
perfusat, ou "Rétrodialyse" (Retrodialysis), permet de contréler I‘évolution du
rendement tout au long de I'étude.?®®?®! Bien que séduisante, la limite de cette
derniere méthode réside dans le choix du calibrateur qui doit posséder les mémes
caractéristiques physico-chimiques que la molécule étudiée sans toutefois induire
d'interactions d’ordre pharmacologique et/ou pharmacocinétique. Pour appliquer cette

technique, il faut vérifier si les caractéristiques de diffusion des deux molécules sont
similaires in vivo.?%?

En pratique, cette technique de calibration est réalisée en trois étapes:2%

Période de_référence: Elle précéde l'administration systémique de la molécule a

étudier. Le calibrateur et le médicament lui-méme sont ajoutés au liquide de perfusion
et leurs pertes relatives sont déterminées et reliées par un rapport k. Cette étape
permet de vérifier d'une part, si les deux molécules ont les mémes propriétés de
diffusion in vivo et d'autre part, si des interactions existent entre le calibrateur et le

médicament dans le tissu.
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Période de ringage: Elle permet de s’assurer qu'il n'y a plus de résidus de

médicament dans la sonde de microdialyse avant administration systémique de ce
dernier. La sonde doit donc étre perfusée avec le calibrateur seul pendant un certain

temps.

Période expérimentale: Elle consiste a8 administrer le médicament dans I'organisme et

a mesurer sa concentration dans le dialysat. Pendant ce temps, seulement le
calibrateur est présent dans le liquide de perfusion. Sa perte est alors déterminée pour
chaque temps et considérée représentative du rendement de dialyse pour le méme

intervalle de temps.

1.7.2.7 Aspect analytique

L'absence de macromolécules protéiques, d‘enzymes de dégradation et de
microorganismes au sein des dialysats permet d'analyser ces derniers sans procédure
d’extraction ou de purification préalable, voire dans certains cas de pouvoir pratiquer
une analyse en temps réel ("on line"). Cependant, I'application de la microdialyse a
I'étude pharmacocinétique de substances médicamenteuses reste encore limitée aux
performances des techniques analytiques actuellement disponibles. 1| s’agit, en effet,
de mesurer le plus souvent de faibles concentrations de médicament présentes dans le
liquide extracellulaire (fraction libre) dont seule une faible proportion de la quantité
présente est retrouvée dans le dialysat (faible rendement de dialyse) et dans des
échantillons de petit volume.

1.7.2.8 Avantages

e Les progrés réalisés dans la géométrie et la miniaturisation des sondes
autorisent leur implantation sans anesthésie chez des espéces de petite taille,

comme la souris, et dans la quasi totalité des tissus de I'organisme.203:204

* Les profils d'évolution des concentrations d'une substance endogéne ou d‘un
xénobiotique en fonction du temps peuvent étre déterminés chez le méme

animal minimisant ainsi les variations inter-individuelles.
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e Les concentrations mesurées dans les dialysats correspondent a celles de la
forme libre du médicament, considérée comme seule diffusible et active,

présente dans le liquide extracellulaire du tissu cible.

e L'implantation de plusieurs sondes chez un méme animal permet de réaliser la

cinétique d'une molécule simultanément dans différents tissus.

» Ces avantages associés a un co(t relativement peu élevé comparativement aux
autres techniques susceptibles d'étre mises en ceuvre font de la microdialyse

une technique de choix en pharmacocinétique.

1.7.2.9 Inconvénients

Comme pour toute technique, un certain nombre de facteurs en limite son

application :

e La détermination des rendements in vivo reste délicate et I'ensemble des
parametres pouvant influencer leur détermination sont loin d'étre encore tous

connus et parfaitement mattrisés.

e L'analyse des échantillons obtenus reste un point clé et conditionne le plus
souvent la mise en ceuvre de cette technique pour l'étude cinétique d‘une

molécule donnée.

e L'application de la microdialyse a I'étude des macromolécules reste difficile en
raison de la formation d'exudat observée avec des membranes & "cut-off"

éleve.

1.7.3 Applications de la microdialyse dans les tissus
périphériques
Si les premiéres applications de la microdialyse & I'étude de la pharmacocinétique du

médicament ont été publiées il y a une quinzaine d‘années’’, ce n'est que plus

récemment encore que cette technique a été appliquée a l'étude de la distribution des
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médicaments dans les tissus périphériques. En dépit des potentialités de cette
technique, les études réalisées restent encore trés ponctuelles et les résultats obtenus

d'une synthése difficile.

Dans le muscle, la microdialyse a été utilisée avec succés pour étudier la pénétration
et la distribution des antibiotiques tels que les B lactamines et les macrolides, 193205206
de la L-Dopa®”*®® et de la gallamine®® chez différentes espéces animales telles que le
rat et le chien. Dans le tissu cardiaque, la microdialyse a été utilisée pour mesurer les
concentrations libres de propranolol dans le ventricule gauche du cochon anesthésié?!°,
Elle a été également employée pour étudier la distribution des agents de contraste
dans le tissu myocardique ischémique ou non-ischémique de cochon.?'*?'2 Dans le
tissu pulmonaire, les concentrations de théophyiline ont été mesurées par microdialyse
chez le rat.?"® Cette technique a été également appliquée pour établir la cinétique
intrabronchique de la tobramycine et la gentamicine chez le rat anesthésié.?’* Dans le
tissu rénal, la microdialyse a été utilisée pour examiner la production d’oxyde nitrique

(NO) et de ses métabolites dans le cortex rénal et la médulia.?!®

Dans le tissu hépatique, un changement du rendement de la phénacétine et de
I'antipyrine a travers la sonde de microdialyse a été estimé en évaluant I'impact de
I'inhibition des processus métaboliques chez le rat.2’® Dans le pancréas, la
microdialyse a servi pour évaluer le rdle du NO dans I'adhérence des leucocytes dans la

microcirculation pancréatique aprés induction d’une pancréatite aigiie.?”

La microdialyse a également permis d’étudier la distribution extracellulaire des
médicaments dans le tissu cutané?'®, oculaire?'?, le systéme reproducteur’?® et les

mugqueuses.??!

1.7.3.1 Applications cliniques de la microdialyse

La premiere application de microdialyse chez I'homme en 1987 concernait les
concentrations interstitielles de glucose dans le muscle!®® et son utilisation était
adapteée plus tard au tissu adipeux.”?? Depuis, la microdialyse a été appliquée dans

plusieurs tissus de I'organisme humain tels que le cerveau, le coeur, les poumons et
les tumeurs solides.223-226
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Récemment, la microdialyse a trouvé ses applications dans les domaines de la
recherche clinique. C'est un outil qui permet de déceler une ischémie secondaire a un
traumatisme cranien ou a une hémorragie intracraniale en révélant des changements
caractéristiques des concentrations de certains métabolites énergétiques tels que le
glycérol, les lactates et les pyruvates.??”’” Cette technique permet également de
déterminer les concentrations des transaminases cardiaques suivant une intervention
chirurgicale.??® Elle offre également la possibilité de mesurer de maniére continue le
taux de glucose tissulaire chez certains diabétiques afin d'améliorer le contrdle

métabolique.??®

En pharmacologie clinique, la microdialyse permet d’expliquer certains échecs
thérapeutiques dans le domaine des antibiotiques ainsi que certaines résistances
bactériennes.?”® Elle serait un outil d'évaluation de la pénétration optimale des

médicaments a travers la barriére hémato-encéphalique chez les patients atteints du
SIDA.2°

A la lumiére des développements prometteurs de la technique de microdialyse, il est
trés probable que celle-ci devienne un outil de diagnostic dans plusieurs applications
cliniques. Elle deviendrait une partie intégrale dans les unités de soins intensives et
probablement un outil standard dans les études d’ADME au stade du développement

du médicament.
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2 Récapitulatif et objectifs

On peut constater a la lecture de cette revue de littérature que le mivacurium est un
BNM non dépolarisant qui subit une hydrolyse indépendante des organes, par la
cholinestérase plasmatique. En se basant sur des travaux antérieurs, nous avons
constaté que le mivacurium avait un trés faible volume de distribution (équivalent tout
au plus au volume vasculaire) lorsqu’on utilisait un modeéle pharmacocinétique
traditionnel, sans inclure une constante d’élimination au niveau du compartiment
périphérique. Cette sous-estimation du volume de distribution indiquait qu‘un modéle
avec élimination centrale était inadéquat. Par conséquent, nous avons énoncé
I'hypothése que le mivacurium est hydrolysé dans les tissus périphériques et nous
avons entrepris |'évaluation du gradient artério-veineux a I'état d’équilibre chez le

patient anesthésié.

Les résultats de cette étude nous ont permis de confirmer que les isoméres actifs du
mivacurium sont hydrolysés dans le muscle, qui représente le site d‘action. Sachant
que le mivacurium est un ammonium quaternaire qui se distribue exclusivement dans
le liquide extracellulaire, nous avons émis notre deuxiéme hypothése: le mivacurium
peut étre hydrolysé dans le liquide interstitiel du muscle. Pour le démontrer, nous
avons décidé de quantifier la concentration du mivacurium dans le liquide interstitiel
par microdialyse. Cette information s’avérerait d’une importance inestimable d‘une
part, pour proposer un facteur de correction pour les concentrations dans la biophase,

et d'autre part, pour valider les modéles pharmacocinétiques paramétriques.

Pour étre quantitative, la technique de microdialyse requiert une méthode de
calibration adéquate. Pour cela, nous avons décidé de valider cette technique chez un
modéle animal en utilisant un BNM dont la distribution est exclusive au liquide
interstitiel et I'élimination dépend des organes centraux, le rocuronium. Nous avons
opté pour le chien comme modéle animal étant donné que Iactivité de la

cholinestérase plasmatique est élevée par rapport a d‘autres espéces animales.

Dans le but de quantifier les concentrations interstitielles du rocuronium et du

mivacurium, nous avons appliqué la technique de microdialyse chez le chien
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anesthésié. La mesure quantitative des concentrations périphériques ou effet des
BNM dans la biophase n'a jamais été réalisée auparavant. Nous avons également voulu
caractériser la relation concentration-effet du mivacurium afin de mieux comprendre

limpact de I'élimination périphérique sur les paramétres pharmacocinétiques et la
relation concentration-effet.

Les objectifs spécifiques de ce travail sont:

» Déterminer le gradient artério-veineux du mivacurium & I'équilibre chez le patient
anesthésié

e« Evaluer la faisabilité et la fiabilité de la technique de microdialyse dans un modéle
animal en mesurant les concentrations interstitielles musculaires d'un BNM dont

I"élimination se fait uniquement dans le compartiment central tel que le rocuronium
(controle négatif).

» Evaluer la concentration interstitielle du mivacurium par microdialyse chez un
modele animal et établir la relation concentration-effet du mivacurium en tenant

compte de I'élimination périphérique (si confirmée).
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Abbreviated title: Arteriovenous gradient of mivacurium in humans

Summary Statement: During steady state infusion of mivacurium, the arterial
concentrations of the rapidly hydrolyzed isomers is 30-40% higher than the venous
concentrations, while there is no difference in the c¢is cis isomer concentrations. This

profoundly affects the calculated pharmacokinetic and pharmacodynamic variables.
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ABSTRACT

Background: Mivacurium cis trans and trans trans isomers undergo rapid
hydrolysis by plasma cholinesterase. As this enzyme is largely distributed, it cannot be
excluded that these isomers might undergo peripheral elimination. This hypothesis
was investigated in patients by measuring the difference between arterial and venous

concentrations under a constant-rate continuous infusion of mivacurium.

Methods: During propofol-remifentani! anesthesia, eight adult consenting patients
received an iv bolus of mivacurium 0.2 mg . kg™, followed by a constant infusion (3, 5
or 7ug . kg''. min'!) into the brachial vein. One hour after starting the infusion, arterial
(radial artery) and venous (contralateral brachial vein) blood samples were drawn
simultaneously at 15 min intervals for 45 min. Mivacurium isomers and metabolite
plasma concentrations were determined by stereospecific high performance liquid
chromatography. Using the corresponding arterial and venous concentrations, the

tissue extraction coefficient as well as total body clearance were calculated.

Results: Under steady state conditions, the venous concentrations of the trans
trans and cis trans isomers were 34 £ 13% and 42 + 11% (mean % SD) lower than
the corresponding arterial concentrations (P < 0.05), respectively. For the cis cis
isomer, the difference in venous and arterial concentrations was 3 + 4% (P = 0.063).
Total body clearances of the trans trans and cis trans isomers were greater when

based on venous sampling ( P < 0.05).

Conclusion: Pharmacokinetic parameters derived from a constant infusion of
mivacurium depend heavily on the sampling site (arterial or venous) for the rapidly
hydrolyzed isomers. These results strongly suggest a significant metabolism of

mivacurium within muscle tissue that may account for the large interpatient variability

in response to mivacurium.
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INTRODUCTION

Pharmacokinetic studies dealing with mivacurium indicate that the active isomers trans
trans (57 % w/w) and cis trans (36 % w/w) have a rapid half-life, less than 3 minutes,
while the cis cis isomer (6%) has a 30 minute half-life.!An ester linkage renders this
member of the benzylisoquinolinium family susceptible to metabolism by plasma
cholinesterase (pseudocholinesterase or butyrylcholinesterase), resulting in extremely
rapid clearance from the systemic circulation.* This enzymatic metabolism pertains to
the two active isomers of mivacurium but not to the less potent one, cis cis
mivacurium, since it is eliminated by several pathways of which cholinesterase
metabolism represents but one (perhaps minor) component.>® Mivacurium hydrolysis
produces two types of inactive metabolites namely the quaternary amino alcohols (cis
and trans) and the quaternary monoesters (cis and trans). The latter may, in turn,

undergo further hydrolysis into their respective alcohols.’

Plasma cholinesterase is distributed throughout the body, particularly in the liver, lung,
intestines, muscle,® and end-plate (mice).® The enzyme is not necessarily localized
intracellularly since it has recently been shown to be present in the cerebrospinal fluid
of monkeys and pigs.!® Mivacurium, whose distribution is mainly extracellular, may
therefore undergo peripheral elimination in muscle tissue which represents the effect
compartment. Accordingly, as mivacurium transits from an arterial to a venous site
across the forearm, hydrolysis by plasma cholinesterase may occur not only within the
vascular space but also in the extravascular space. We therefore hypothesized that a
large difference would exist between arterial and venous concentrations of mivacurium
under steady state conditions for the rapidly hydrolyzed isomers, but not for the cis cis
isomer. This, in turn, would imply that the derived pharmacokinetic (PK) and also
pharmacokinetic-pharmacodynamic (PK-PD) parameters for the rapidly hydrolyzed

isomers would depend on sampling site.

The purpose of this study was to investigate whether mivacurium undergoes peripheral
elimination in muscle. The arteriovenous gradient of mivacurium was measured in the

forearm under steady state conditions in anesthetized patients undergoing elective

surgery.
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MATERIAL AND METHODS

Chemicals

The three isomers of mivacurium chloride, the monoester and quaternary alcohol
metabolites as well as laudanosine were kindly supplied by Glaxo Wellcome
(Stevenage, Hertfordshire, United Kingdom). All organic solvents were HPLC grade
(Anachemia, Montreal, Québec, Canada).

Clinical Protocol

The study protocol was approved by the Ethics Review Board of the Centre Hospitalier
de I'Université de Montréal and all participants gave informed written consent before
participating in the study. Eight adult patients classified as American Society of
Anesthesiologists physical status I or II and scheduled to undergo elective surgery in
which the insertion of an arterial cannula was indicated were recruited for the study.
Patients were 20-65 years old and within 30 % of their ideal body weight. Those with
cardiovascular, pulmonary, psychiatric, neurologic or neuromuscular disease as well as
significant renal or liver impairment were excluded. A history of malignant
hyperthermia, unusual sensitivity to neuromuscular blocking agents or intake of
medications known or suspected to affect neuromuscular function constituted

additional exclusion criteria.

Monitoring included electrocardiography, continuous blood pressure determination and
pulse oximetry. Inspired and expired carbon dioxide, oxygen, and nitrous oxide
concentrations were also monitored. Anesthesia was induced with remifentanit (0.5 pg.
kg?. min!), propofol (1.5 - 2.5 mg . kg!) and mivacurium (0.2 mg . kg') and
maintained with propofol (80 - 150 ug. kg™*. min''), remifentanil (0.1 - 0.2 pg. kg™
min™), and nitrous oxide 70% in oxygen. The trachea was intubated and mechanical
ventilation was adjusted to maintain normal end-tidal CO,. For neuromuscular
monitoring, the ulnar nerve was stimulated supramaximally at the wrist using the
train-of-four pattern (2 Hz for 2 s) every 15 s. The response of the adductor pollicis

muscle was recorded by accelerometry. A catheter was inserted into the brachial (the
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antecubital fossa) vein and used for injection of drugs and fluid replacement. On the
same arm, the radial artery was used for arterial blood sampling while a catheter was

placed in the brachial vein of the contralateral arm for venous blood sampling.

Mivacurium chloride (Mivacron®, Abbott laboratories, Saint-Laurent, Québec, Canada)
was supplied in vials, each ml containing the equivalent of 2 mg of mivacurium.
Patients received an iv bolus of 0.2 mg . kg™!. After recovery of at least one twitch in
the train-of-four, an infusion rate that would keep the first twitch (T1) within 5 - 15 %
of the control value was chosen for each patient. This was achieved with constant
infusion ratesof 3 (n=1) ,5(n= 4)and 7 (n = 3) pug . kg’’. min’!. Arterial and
venous blood samples (3 ml) were drawn prior to drug administration, one hour after
starting the infusion and 15, 30 and 45 minutes thereafter. Blood samples were
collected simultaneously into heparin-prepared Vacutainer tubes (Becton Dickinson,
Oakville, Ontario, Canada) containing 0.1 mg ecothiophate to inhibit degradation of
mivacurium and kept on ice until centrifugation at 1,600 g for 5 minutes. The decanted

plasma was stored at -70°C until analysis.

Analytical Method

Plasma concentrations of mivacurium isomers and metabolites were determined
simultaneously using a specific high-performance liquid chromatography (HPLC) assay
coupled with fluorescence detection. This method was adapted from that previously
reported for cisatracurium and its metabolites in human urine.!' The lower limit of
quantification of the assay was 4.9 ng/ml. The assay was linear up to 2500 ng/m! for
mivacurium isomers and up to 6000 ng/ ml for the metabolites. The method proved to
be reproducible for each analyte with within and between assay coefficients of variation

of less than 10% over the linear range.

Parameter Calculation

All arterial and venous plasma samples were analyzed in duplicate. As the difference
between duplicate analyses was less than 10 %, the mean of the two values was used.

In order to verify that each patient was studied under steady state conditions, arterial
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and venous plasma concentrations obtained at different times during the 45 min
collection period following the 1 hour-infusion were compared using the Friedman
Repeated Measures Analysis of Variance on Ranks. After statistical confirmation of
steady state conditions, the arterial concentrations obtained at each collection time in
a given patient were pooled and averaged. Venous samples were treated similarly. For
each patient, the arteriovenous extraction ratio (E) of mivacurium was then calculated
by using the mean arterial (Cpssa) and venous (Cpssy) steady state plasma
concentrations in the following formula:

E@) = Pan =Pun 109
Because of the large range of infusion rates used in patients (3 - 7ug . kg™*. min!) and
to allow for parameter calculations, the plasma concentration for each isomer was
normalized to an infusion rate of 1 pug . kg™*. min™ of mivacurium. The infusion rate
was corrected for the percentage of each isomer in the racemic mixture. Then, the
corresponding total body clearance (CL) was estimated by dividing the infusion rate

(koy) by either the mean arterial or venous steady state concentration.

Statistical Analysis

Data are represented as mean values £ SD. For each patient, a Wilcoxon Signed rank
test was used to compare arterial and venous parameters. The threshold for statistical
significance (a) was set to 0.05.
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RESULTS

The 6 male and 2 female patients had a mean age of 52 + 18 yr, mean height of 175
+ 12 cm and mean weight of 85 + 12 kg, corresponding to a mean body mass index of
27. Patients were scheduled for total hip replacement (n = 3), discoidectomy (n = 3)
and total knee replacement (n = 2). The infusion rate was not altered and
neuromuscular recordings remained stable for at least one hour prior to and during the

sampling period.

One hour after starting mivacurium infusion, arterial concentrations for the trans trans
and cis trans isomers were stable in all patients during the sampling period (Figure 1).
Therefore, steady state was considered to be achieved. Venous concentrations were
found to be consistently lower than their corresponding arterial concentrations (Table
1). For the trans trans isomer, mean venous steady state concentrations amounted to
66 £ 13 % of the mean arterial concentrations (P = 0.008), representing a 34%

gradient across the forearm (Table 1 and Figure 2A).

The estimated total body clearance was different depending on the sampling site. The
clearance calculated using venous concentrations was 60% higher than that calculated
using arterial concentrations (P = 0.008). For the cis trans isomer (Table 2 and in
Figure 2B), mean venous steady state concentrations represented 58 + 11 % of the
mean arterial concentrations, corresponding to an arteriovenous gradient of 42%
across the forearm (P = 0.008). The estimated clearance was 1.9 fold higher when

calculated using mean venous concentrations (P = 0.004).

Steady state concentrations were reached for the cis cis isomer in all patients except in
patient 3, for whom we retained only the last-period arterial and venous
concentrations. Arterial and venous concentrations for the cis cis isomer were virtually

identical (P = 0.063) (Table 1 and Figure 2C), with no difference in clearance
estimates.

In Table 2, arterial and venous plasma steady state concentrations for mivacurium

metabolites are presented for 7 patients only, due to insufficient volume of blood
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samples from patient 3. There were no significant arteriovenous differences for the
cis monoester (P = 0.144), trans monoester (P = 0.640), cis alcohol (P = 0.080) and
trans alcohol (P = 0.958) metabolites of mivacurium.
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DI1SCUSSION

This study reveals an important arteriovenous gradient for the two rapidly hydrolyzed
isomers of mivacurium during constant intravenous infusion of the drug in humans,
suggesting a high extraction across the forearm. In contrast, no extraction was
observed for the less potent cis cis isomer. Assuming that the three isomers of
mivacurium have similar physicochemical properties, the arteriovenous concentration
difference observed for the cis trans and trans trans isomers would result from

intravascular degradation and/or tissue hydrolysis in the forearm.

In our study, particular attention was paid to the experimental design in order to reach
steady state conditions and minimize ex vivo degradation of mivacurium. Steady state
conditions were ensured by allowing a long time of equilibration (one hour) before
drawing the first samples. The infusion rate was not altered during that time and
twitch response remained stable throughout. No inhalational agents, which might have
potentiated the blockade, were given. The lack of significant variation of mivacurium
concentrations over time in a given patient confirmed that steady state was achieved.
Dead space was minimized in the intravenous tubing by infusing or collecting the drug
as close as possible to the intravenous or arterial access site. Blood was drawn from
both sites at approximately the same speed and the transfer of blood into
ecothiophate-containing tubes was completed within 5 seconds. As withdrawing blood
(and drug) from the arterial circulation might have affected venous levels, arterial and
venous samples were drawn from different arms. We therefore assumed that the

arterial concentrations in both arms were identical.

Under steady state conditions, no difference should be measured between the arterial
and venous concentrations of a drug across an organ that is not invoived in its
metabolism or elimination, since net tissue uptake is zero.’® This was confirmed in the
present study for the cis cis isomer of mivacurium, where only a 3 % arteriovenous
difference was found across the forearm. Conversely, we found that the forearm
venous concentrations of the trans trans and cis trans isomers were almost 2-fold
lower than their corresponding arterial concentrations. This is consistent with published

data demonstrating that the elimination of cis trans and trans trans mivacurium
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depends largely on plasma cholinesterase while the cis cis isomer is eliminated
mainly by renal excretion.®

Mivacurium is the first neuromuscular blocking agent for which an arteriovenous
gradient is established during constant intravenous infusion. Similar findings have
been observed for other short acting ester-containing compounds largely distributed
throughout the body.*!®  This arteriovenous difference was attributed to an
irreversible loss of the drug as it passes through the microcirculation of the forearm,
most probably due to rapid elimination by tissue esterases. For mivacurium, the
arteriovenous gradient may result from intravascular degradation and/or tissue
hydrolysis in the forearm but the exact localization of the enzyme remains to be
clarified. As mivacurium, a bi-quaternary ammonium, is almost exclusively distributed
in the extracellular fluid, fat was excluded a priori as a potential site of metabolism in
the forearm. Connective tissue was also excluded because it represents a very small
fraction of the total mass of the forearm and no report indicates butyrylcholinesterase
or “plasma cholinesterase” activity. Although, as much as 50-70% of the resting blood
flow to the forearm goes to the skeletal muscle in conscious humans'’, muscle is made
up of 1 % blood only 8, If one assumes that the average blood flow in the forearm of
anesthetized patients'® is 27 ml . kg tissue™! . min’!, venous concentrations would be
expected to lag by only 21 sec. Hence, degradation by plasma cholinesterase may
occur within the intravascular space, though to a negligible extent (less than 10% if
one assumes an elimination half-life of 2.3 min)2. Therefore, extravascular hydrolysis
of cis trans and trans trans mivacurium may contribute to the significant arteriovenous
difference of the two active isomers. In view of the extracellular distribution of
mivacurium, it would be reasonable to infer that butyrylcholinesterase may be present
in the interstitial fluid of the muscle tissue and play an important role in the
extravascular hydrolysis of mivacurium.

To estimate the potential contribution of the muscle tissue to the overall elimination of
mivacurium, we estimated muscle tissue clearance grossly by multiplying the
extraction ratio (E) obtained for each patient by the average muscle blood flow
multiplied by 40 % (the percentage of the muscular mass in the body) corrected for
plasma fraction (60 %). Under these premises, muscle tissue clearance would

represent as much as 16 % of the total body clearance in most patients. Therefore,
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although muscle tissue extraction is relatively high for mivacurium (40 %), its
contribution to the overall clearance seems less important since muscle blood flow

represents only 15 % of the cardiac output.'®

As mivacurium undergoes elimination in the muscle tissue, we would expect the
concentrations of its primary metabolites to be higher in venous than in arterial blood
under steady state conditions. However, the concentrations of the cis and trans
monoesters and of the trans alcohol were found to be similar in arterial and venous
blood. This finding is not surprising when one considers the long elimination half-lives
of the metabolites (100 min)? and given that steady state conditions were not reached
for the metabolites even after a 2-h infusion of mivacurium. Also, the rate of
formation of the metabolites is approximately 50 times faster than their in vivo rate of
elimination, meaning that under constant infusion of mivacurium, extensive formation

of metabolites overrides their elimination.

It is well recognized that arterial blood provides the most reliable pharmacokinetic

pa rameters 13,15,16,20,21

The use of venous blood for studying mivacurium kinetics
would lead to substantial overestimation of mivacurium clearance and volume of
distribution. This was clearly demonstrated in our study since mivacurium arterial
body clearance was as much as 34 % and 44 % lower than venous clearance for the
trans trans and cis trans isomers, respectively. Such a difference was not observed
with the cis cis isomer. It is worth emphasizing that the arterial clearances observed
herein are quite similar to those reported by Lacroix et al> who used arterial blood but
50 % lower than those reported by other investigators when venous blood was
used.'”®  Likewise, plasma clearance calculated using venous data is in close
agreement with previous published data.®® Theoretically, for mivacurium and other
ultra-short acting drugs eliminated in peripheral tissue, infusion regimens based on
arterial rather than venous concentrations would be more appropriate especially in

patients with a high arteriovenous gradient.

The sampling site not only affect pharmacokinetic parameters but also
pharmacokinetic/pharmacodynamic estimates. This is particularly true for a drug such

as mivacurium that is rapidly eliminated within the sampling tissue itself. Several

13,16,20,22,23

investigators pointed out the implications of an arteriovenous gradient on the
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concentration-effect relation. Parameters such as the ECsy, kep (the rate constant
describing the lag time between concentration and effect) and y (the slope factor) have
been shown to differ for atracurium. A 40 % higher ECsy value and a 47% lower kg,
were observed for atracurium when arterial data were used instead of venous data.??
To our knowledge, the concentration-effect relation of the two active isomers of
mivacurium has not been characterized in patients using a traditional model with a link
to the central compartment although a model with a link to the peripheral
compartment has been proposed.”® Modeling difficulties are certainly attributable to
the inherent complexity of this drug, although the presence of peripheral elimination
may also contribute as the extraction of mivacurium across the forearm varies
considerably between patients. This observation is in support of the large
interindividual variability in the infusion rates required to obtain a stable
neuromuscular blockade?®?® and in the time required to obtain spontaneous recovery

from mivacurium neuromuscular blockade.?6"%°

Such a high interindividual variability in tissue metabolism is not surprising because
mivacurium is hydrolyzed by plasma cholinesterase, an enzyme known to exhibit
genetic polymorphism. Approximately 24 % of the white population carries at least
one genetic variant allele of the plasma cholinesterase enzyme.?® Patients with plasma
cholinesterase deficiency exhibited slow hydrolysis of mivacurium and consequently, a
prolonged neuromuscular block.?®28313% Myscle tissue hydrolysis of mivacurium may
complicate the situation since butyrylcholinesterase activity may differ between plasma
and tissue. Such variability warrants monitoring of neuromuscular blockade in patients

receiving mivacurium.
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CONCLUSION

The major finding of our study is that significant extraction of the two active isomers of
mivacurium occurs during their transit through the forearm, confirming the presence of
an important elimination in peripheral tissue. This fact added to the known genetic
polymorphism of plasma cholinesterase may account for the large intersubject
variability in infusion rates and pharmacologic response of mivacurium. Therefore,
arterial samples should be preferred to venous samples in studies designed to
characterize the concentration-effect relation of such drugs, otherwise, conclusions

may be wrong.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1:

Figure 2:

Steady State Arterial Concentrations for Cis Trans (—), Trans Trans (- -)
and Cis Cis Mivacurium (...) at Different Collection Times in Each
Patient. Infusion Rates were 3 (Patient 1), 5 (Patients 2, 4, 7, 8) and 7
pg.kgt.min? (Patients 3, 5, 6).

Mean Arterial and Venous Steady State Concentrations for (A) Trans

Trans, (B) Cis Trans and (C) Cis Cis Mivacurium in Eight Anesthetized

Patients.
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Table 1. Steady State Pharmacokinetic Parameters for Mivacurium Isomers

Infusion rate

Normalized steady state

plasma concentrations

Total body clearance

Arteriovenous

_1 . -1
Patient (ug.kgt. min™) (ng/ml)? (ml-kg . min") extraction (%)
Arterial Venous Arterial Venous
trans trans-mivacurium
1 3 28 £ 1.5 14 + 2.5 20 41 51
2 5 17 £ 0.0 8 £0.8 33 74 55
3 7 15+ 1.9 11 £ 1.3 37 53 31
4 5 8 +0.3 7 £ 04 71 85 17
5 7 10 £ 0.5 7 £0.2 56 79 29
6 7 28+ 1.6 18 + 0.8 21 31 34
7 5 22+ 4.0 15+ 2.6 26 38 31
8 5 17 £ 0.2 13 +£ 0.9 33 43 24
mean 18.4 11.6%* 37 56* 34
SD 7.5 4.2 18 21 13
cis trans-mivacurium
1 3 13 £ 0.7 7 £1.5 27 54 50
2 5 7 +£0.0 3 £0.3 53 129 59
3 7 8 +0.5 4 +0.8 44 84 47
4 5 4 +£0.3 2 £0.3 89 164 46
5 7 5 +£0.3 4 + 0.2 69 98 30
6 7 16 £ 1.4 10+ 1.1 24 35 32
7 5 10 £ 2.0 6 +£1.3 34 56 38
8 5 8 +0.1 5 0.5 47 68 30
mean 8.9 5.2%* 48 86* 42
SD 4.0 2.6 22 43 11
Cis cis-mivacurium
1 3 14 £ 0.2 13+ 1.0 4 5 8
2 5 9+ 0.9 9 £ 0.0 6 6 -1
3 7 6 6 10 10 0
4 5 9+ 0.3 8 £0.5 7 7 4
5 7 8 +£0.7 8 £1.1 7 7 -1
6 7 16 £ 1.0 15+ 1.5 4 4 6
7 5 16 + 2.1 15+ 0.3 4 4 6
8 5 15 + 0.2 15 + 0.5 4 4 2
mean 11.7 11.2 6 6 3
SD 3.8 3.7 2 2 4

@ Each value represents the mean concentration obtained for the 3 periods + SD after
normalization to an infusion rate of 1 pg.kg*.min!

*P<0.05



Table 2. Arteriovenous Plasma Concentrations for Mivacurium Metabolites

Patient Infusion rate Plasma concentrations (ng/mi)? Arteriovenous
(pg.kgt.min™) Arterial Venous Extraction %
cis monoester
1 3 879 + 67 930 £+ 169 -6
2 5 527 +£ 101 531 + 100 -1
3° 7 -- -- --
4 5 916 + 89 838 + 112 9
5 7 730 £ 79 710 £ 62 3
6 7 885 + 51 797 + 45 3
7 5 853 + 32 793 £ 12 7
8 5 782 + 16 720 + 135 -2
mean 796 780 2
SD 135 129 5
trans monoester
1 3 326 + 20 343 £ 56 -5
2 5 204 + 32 207 + 36 -1
3° 7 - - -
4 5 362 £ 201 305 + 38 -8
5 7 288 + 84 246 + 17 2
6 7 269 % 13 269 + 13 0
7 5 30+ 3 277 £ 2 10
8 5 224 + 38 255 + 12 -3
mean 270 272 -1
SD 41 43 6
cis alcohol
1 3 8+1 9 +£0.2 -14
2 5 6+1 6 +£0.7 -5
3° 7 - -- --
4 5 15 15 4
5 7 7 £0.2 7 £0.5 -11
6 7 4 +04 4 +0.6 0
7 5 54+0.1 S £0.1 0
8 5 3+0.2 3 +£0.1 0
mean 7 7 -4
SD 4 4 7
trans alcohol
1 3 193 + 16 204 £+ 31 -5
2 5 123 + 25 125 + 29 -2
3° 7 -- -- --
4 5 129 £ 20 115+ 17 11
5 7 92 £ 6 89 +3 3
6 7 97 £ 6 95 + 10 2
7 5 117+ 5 117 + 4 0]
8 5 116 £ 2 116 £ 3 1
mean 124 123 1
SD 33 38 5

2 Each value represents the mean concentration obtained for the three periods + SD
after normalization to an infusion rate of 1 pg.kgt.min?

® Metabolites were not available

82



Mivacurium isomers arterial plasma concentrations (ng/ml)

250 +

200 A

150 -

100

—_—

15

Collection times after one hour equilibration (min)

45

%

83



84

3
(lwyBu)
SUOIB/UBOUOD BwSsEld WNIINJBAIW SUBJ) SIo

2 8 8 8 8
o~ ™~ - el
{1w/Bu)
suohjesjuaduod mEmm_Q WNUNJBAIL sued] suel}

120
00
80
40 -
20 A

0

120

—m—P3

—e—P1
—o—P2

—o0—P4

—&—P5

—o—P6
—&—P7
—A—P8

4

100

2

40

(1wy/Bu)
SUONBJJUaDU0D BLISE|d LUNLUNJBAIW SI2 10

0+

Venous

Arterial

Samples



85

3.2 Determination of Interstitial Rocuronium
Concentrations in the Muscle tissue of Anesthetized

Dogs by Microdialysis

Samia Ezzine, D.Pharm, M.Sc*, Nobuharu Yamaguchi, Ph. D?, France Varin, B.Pharm,
Ph. D®

Correspondence should be addressed to:
Dr France Varin

Facuité de Pharmacie

Université de Montréal

2900 Edouard Montpetit

C.P 6128, succursale Centre-ville
Montréal (Québec)

H3C 37

Canada

Tel : 514-343-7016, Fax : 514-343-5735

* Ph.D student, Faculté de pharmacie, Université de Montréal.
5 Professor,

& professor, Faculté de pharmacie, Université de Montréal.



86
The work was performed at the Faculté de Pharmacie, Université de Montréal

Presented in part at the Canadian Society of Pharmaceutical Sciences 4™ Annual
Symposium in Ottawa, Ontario, Canada. June 14-16, 2001.

Running Head: Quantitative microdialysis of rocuronium



87

ABSTRACT

Introduction: The objective was to establish and validate a microdialysis technique

for the quantification of interstitial concentrations of the neuromuscular blocker,

rocuronium, in the muscle tissue of dogs under steady state conditions.

Methods: The standard and combined retrodialysis approaches were used for in vivo
microdialysis probe calibration. After induction of anesthesia with pentobarbital (30
mg/kg), the left femoral vein was cannulated and blood drawn for protein binding
determination. Microdialysis probes were inserted in the muscle and calibrated in vivo,
using vecuronium as the calibrator. Each dog received a short 2 min infusion followed
by a 120 min infusion of rocuronium via the right jugular vein and three microdialysis

samples were collected at steady state during a 2 h period. Samples were stored at -
700C until HPLC analysis.

Results: Using combined retrodialysis, rocuronium unbound interstitial (Cisry) and

venous plasma (Cgss,y) Cconcentrations are in good agreement; with a ratio Cisr, / Chpssu
of 100% =% 11%. Using standard retrodialysis, this ratio was 47% % 7%.

Conclusion: Combined retrodialysis is a more reliable and accurate technique for
quantitative assessment of rocuronium interstitial concentrations especially for lengthy
anesthetic procedures. These findings have potential implications, as drug

concentrations in the site of action would be more relevant for concentration-effect
relation of muscle relaxants.

Key words: Dog, interstitial fluid, microdialysis method, muscle, rocuronium
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INTRODUCTION

Unbound concentration is acknowledged as a major determinant of the
pharmacokinetic profile and pharmacological response of a drug. Microdialysis, an in
vivo sampling technique, provides a unique tool to evaluate extracellular drug
concentrations in muscle tissue, offering significant advantages over tissue sampling
techniques (Elmquist & Sawchuk, 1997; Hansen et al, 1999). Application of this
technique in pharmacokinetic and pharmacodynamic studies has been widely reviewed
and several microdialysis calibration methods have been proposed (Elmquist &
Sawchuk, 1997; Hansen et al; Johansen et al, 1997, Benveniste & Huttemeier, 1990,
Ungerstedt, 1991). Microdialysis has been used to evaluate tissue interstitial
concentrations of some antibiotics (Araki et a/, 1997; DeGuchi et al, 1992, Kovar et al,
1997; Nolting et al, 1996, Eisenberg et al, 1993) and more recently, gallamine
(Sasongko et al, 2002).

It is generally assumed that drug unbound concentrations are equal throughout the
body under steady state conditions. By using muscle microdialysis, this basic
assumption was verified for some drugs such as antibiotics and gallamine (Araki et al,
1997; DeGuchi et al, 1992; Sasongko et al, 2002). There have been no reports of
tissue interstitial concentrations of rocuronium, a widely used neuromuscular blocking
agent, almost exclusively distributed in the extracellular fluid. As rocuronium is
eliminated unchanged by biliary and urinary routes in humans (Proost et al, 2000), it

appeared a suitable model drug for this study.

The purpose of this study was to develop and validate a microdialysis technigue in the
muscle tissue of anesthetized dogs by comparing unbound plasma to tissue interstitial
concentrations of rocuronium under steady state equilibrium. In doing so, the accuracy
and reliability of in vivo calibration methods of the microdialysis probe were tested

since this is a critical requirement for quantitative determination of drug concentrations
in tissue interstitial fluid.



89

METHODS

Chemicals

Rocuronium bromide and vecuronium bromide were supplied by Organon Labs (West
Orange, NJ, USA). All solvents were of HPLC grade and purchased from Anachemia.
Stock solutions of rocuronium and vecuronium were made in 2M H,S0,4 and kept at
4°C.

Microdialysis System

All microdialysis experiments were performed with commercially available flexible
microdialysis probes of the concentric type (polyether sulfone tubular membrane: 10
mm length, 35 kDa molecular weight cutoff, 0.6 mm outer diameter) (S.P.E, Concord,
Ontario). Modified Krebs-Ringer bicarbonate buffer (124 mM NaCl, 3mM KCI, 1mM
NaH;PO4, 1mM MgS0,, 1.3mM CaCl,, 23mM NaHCO3, 10 mM D-glucose) was weekly
prepared, filtered and degassed with a mixture of 5% CO; in O, to obtain a pH of 7.4
and used as the perfusate.

Drug Solutions

Vecuronium was used as a calibrator for rocuronium. The chemical structures of
rocuronium and vecuronium are presented in Figure 1. Immediately before each
experiment, solutions of 2000 ng/ml were prepared in buffer for vecuronium and
rocuronium, respectively.

In vitro Microdialysis Experiments

After proper conditioning, the microdialysis probes were immersed in a 2ml reservoir
that was placed into a horizontal agitator (Eberbach) maintained at 37°C.
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Effect of Perfusion Flow Rates

The probe was placed in the buffer solution containing rocuronium at 2000 ng/ml as a
reservoir. The probes were connected to a precision infusion pump (Harvard, Holliston,
Massachusetts) and perfused with buffer solution containing vecuronium at different
flow rates (1, 2, 5 and 10 pl/min). Four replicates of microdialysate samples (40
minute collection periods) over 160 minutes of sampling were collected for each flow
rate. The concentrations of rocuronium and vecuronium leaving the probe (dialysate
concentrations: C,), the concentrations of rocuronium in the reservoir (C,) as well as
the concentration of vecuronium entering the probe (perfusate concentrations: Ci,)

were determined by HPLC as described in the section on analytical determination.

Effect of Medium Concentration

At the optimal flow rate, 2ul/min the recovery of rocuronium and the loss of
vecuronium were determined in quadruplicate at different concentrations, rocuronium
being in the reservoir (100, 250, 500 and 1000 ng/ml) and vecuronium, 1000 ng/ml in
the perfusate.

Effect of Diffusion Directions across the Probe Membrane

Both the recovery and loss of rocuronium and vecuronium were determined and
compared at the optimal flow rate, 2ul/min. The microdialysis probes were immersed
in a reservoir containing rocuronium (2000 ng/ml ) and perfused with buffer solution
containing vecuronium (2000 ng/ml). The reservoir and perfusate solutions were

subsequently inversed to contain vecuronium and rocuronium, respectively.

Recovery Calculations

For each sampling period (n = 4), relative recovery (RR%) and relative loss (RL%)
were calculated for rocuronium and vecuronium as shown in equations 1 and 2.
Recovery and loss were then averaged to obtain mean values for each calibration step.
Rocuronium and vecuronium in vitro recoveries/losses were compared using a
Wilcoxon Signed Rank test. The level of significance was set at 0.05.
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RR % =ﬁ—xloo (1)
C.
RL % = Ci"C‘Cm" x 100 (2)

Analytical Determination of Rocuronium and Vecuronium
Concentrations

Venous plasma samples were assayed for rocuronium concentration by a reversed
phase HPLC method coupled with electrochemical detection. Plasma samples, were
extracted on Bond Elut C1 solid phase extraction cartridges (Varian, Harbor city, CA,
USA), and chromatographic separation was achieved using a CN spherisorb (Spm
particle size) column, 15 cm x 4.6 mm 1.D, maintained at 35°C with a column heater
(CH-30, Eppendorf North America Inc., Madison, WI, USA). The mobile phase (pH=
4.75), containing bifiltered H,0, acetonitrile and methanol (55: 35:10 ) was delivered
at a flow rate of 1.8 mi/min by means of a ConstaMetric III pump (LDC Milton Roy,
Riviera Beach, USA). Detection of rocuronium was accomplished using an
electrochemical detector (Coulochem II, ESA Inc, USA) linked to a 5010 analytical cell
(Environmental Sciences Assoc, Bedford, USA). The analytical cell potential was set at
750 mV. Chromatographic data were recorded and processed with an integrator
(Shimadzu, Koyoto, Japan). We were unable to directly inject the microdialysis
samples into the HPLC system because the salts interfered with the electrochemical
detection. Microdialysis samples as well as standard curves containing rocuronium and
vecuronium prepared in buffer, were diluted with blank plasma (1:4) and processed in
the same manner as plasma samples. Under the conditions described, the lower limit
of quantification of rocuronium and vecuronium was 5 ng/ml. Standard curves for
rocuronium and vecuronium showed good linearity between 7.8 ng/ml and 5000 ng/ml

(r* = 0.99) with coefficients of variation below 10 %. The inter-day precision gave a
bias of less than 6%.
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In vitro Protein Binding

An ultrafiltration technique was performed in duplicate on spiked blank plasma using
30,000 membranes as previously described (Cameron et al., 1995). The ultrafiltration
devices containing 0.5 ml of the biological matrix were centrifuged at 1900 g for 5
minutes at room temperature. An aliquot (50 pl) of the ultrafiltrate was acidified with
sulfuric acid 2 M and frozen. Thawed ultrafiltrates were diluted with blank plasma and
processed in the same manner as plasma samples for HPLC analysis. Rocuronium free

fraction (fu) was calculated from the ultrafiltrate concentration / total concentration
ratio.

Experimental Conditions

The in vivo experiment conducted in anesthetized dogs is schematized in Figure 2.
After approval by the Animal Care Committee, eight adult male dogs (mongrel (5) or
Beagle dogs (3)) with a body weight ranging from 7-20 kg were obtained from Biolab
(Montreal, Quebec, Canada). The animals were singly housed and maintained under a
12 hour light-dark cycle at 70 + 5°F and 50 + 10% relative humidity. Food and water
were freely available except before the 24h covering the day of the experiment. All

animal experiments in this study were carried out according to the Canadian Council on
Animal Care.

General Anaesthesia

On the day of the experiment, each dog was anesthetized with sodium pentobarbital
(Somnotol®), 30 mg/kg iv. The level of anaesthesia was monitored based on
hemodynamic parameters as well as the cornean reflex. A 4 mg/kg intermittent dose
bolus was administered for maintenance of deep anaesthesia (approximately every 90

min). The animals were mechanically ventilated using a ventilator (Model 607,
Harvard, South Natick, MA).
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Animal Preparation

Once a satisfactory level of anaesthesia was achieved and physiological parameters
were stable, the right jugular vein was cannulated for drug infusion and the left
femoral vein was used for blood sampling. Blank plasma collected on sodium citrate
0.129 M was used for protein binding determination. Two small incisions (2 cm) were
made in the animal’s skin overlying the left gastrocnemius and gracillis muscles to
allow insertion of two microdialysis probes. The microdialysis probe introducer was
inserted into the muscle tissue using a needle guide, the guide was then removed and
the probe inserted through the introducer. The latter was then removed leaving the
microdialysis probe in the tissue. The probe was secured to the skin by a suture and
covered with gauze pads. At least, a half-hour equilibration time was allowed for the
tissue to recover while the probe was perfused with the buffer solution. Meanwhile, a
three-way stopcock was installed on the arterial line for arterial blood pressure
monitoring. Heart rate was monitored via the arterial pulse, and body temperature was
maintained at 38°C during the experimental procedure.

In vivo Probe Calibration

Two calibration methods were used in this study. Standard retrodialysis was used in
the preliminary study (first three dogs). Using this method, no reference period was
performed (Fig 2 A). After verification of the in vivo losses of both rocuronium and
vecuronium in a few dogs, we decided to use combined retrodialysis for probe
calibration in the second group (n = 5). With this method, a reference and a wash-out

periods are introduced before rocuronium systemic administration (please refer to Fig
2 B).

Reference Period

Both microdialysis probes were perfused with a buffer solution containing vecuronium
(2000 ng/ml) and rocuronium (2000 ng/ml) at a flow rate of 2 pl/min. After a 40
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minute stabilisation period, three microdialysis samples were collected at 40 min
intervals during 120 minutes. Each dialysate fraction was collected on 2 ul 2M sulfuric
acid, kept on ice and stored at -70°C pending HPLC analysis. The relative losses of
vecuronium and rocuronium were determined for each sampling period. The mean loss
values were taken to calculate the efficiency ratio, k, as shown in equation 3. The in
vivo relative losses of vecuronium and rocuronium were compared using a Wilcoxon
Signed Rank test.

k = |:RLvecu:| (3)
ref

Wash-out Period

Following the reference period, the perfusate was changed to contain only the
calibrator, vecuronium, at a concentration of 2000 ng/ml. A wash-out period of 60
minutes was allowed before the start of the steady state period to ensure complete
removal of rocuronium from the probes. This was verified by measuring rocuronium

concentrations in the last sample collection of the washout period.

Steady State Period

This phase involves systemic administration of rocuronium to the animal. Each dog
received a 2-min rocuronium infusion of 0.3 mg/kg followed by a 120 min infusion of
60 pg/kg/min via the right jugular vein. This infusion regimen was based on the results
obtained in the first dog that received 0.3 mg/kg bolus followed by a 30 pg/min/kg
infusion and our analytical sensitivity. Dog 7 received involuntarily a 0.69 mg/kg bolus
followed by 129 pg/kg/min infusion. Therefore, interstitial fluid concentrations of dogs

1 and 7 were normalized to the dose administered in all other dogs.
Microdialysis Sampling
After a forty-minute period of infusion, steady state was assumed to be almost

achieved in plasma (based on a 20 min half-life in preliminaries). Muscle interstitial

fluid was sampled by microdialysis every 40 minutes for 120 minutes and processed as
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described above. At the end of the microdialysis, aliquots of the perfusate (Ci,) was
also sampled for further determination of vecuronium concentrations. The relative loss
of the calibrator (RLyecyexp) Was calculated (equation 2) and assumed to be
representative of the recovery of the drug at each sampling interval. Thus, the in vivo
recovery of rocuronium (RRocexp) Was determined using the loss of the calibrator

corrected for the efficiency ratio, k, in the same dog, according to equation 4.

RI‘ vecu ,ex
RR = e e (4)

rocu ,exp Kk

The actual concentration of rocuronium in the muscle interstitial space (Cin) wWas

calculated as shown in equation 5.

C o
Cuu = R (5)

rocu dexp

Rocuronium concentration in the dialysate (C,.), assayed at each sampling interval
during the experiment was corrected for rocuronium relative recovery (RRrocu,exp) at the
same sampling interval. As the difference between rocuronium interstitial
concentrations was not statistically different using the Friedman Repeated Measures
Analysis of Variance, these concentrations were pooled and averaged to obtain a mean
rocuronium interstitial concentration for each dog. Data are expressed as mean + SD

for the number of dialysate collections.
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RESULTS

In vitro Microdialysis

Effect of Perfusion Flow Rate on Recovery / Loss

The recovery of rocuronium and the loss of its calibrator, vecuronium did not differ at
the flow rates examined (P = 0.5) (Figure 3 A). At flow rates of 1, 2, 5 and 10 pl/min,
the recovery of rocuronium was 83% =+ 4, 53% + 2, 13% * 2 and 8% =+ 3,
respectively. The loss of vecuronium was 80% + 7, 52% + 1, 16% + 1 and 8% = 5,
respectively. As the flow rate increased, the percent recovery of rocuronium and the
loss of vecuronium decreased from 80 to 8%. While a flow rate of 1 pl/ min provided
the highest recovery, the optimal flow rate is a compromise between acceptable
recovery, adequate sampling, resolution time and assay sensibility, that in turn, are
influenced by sample volume. Consideration of this issue led to the selection of a flow

rate of 2 pl/min with a 40 min sampling period for subsequent use in the in vivo

studies.

Effect of Concentration on Recovery / Loss

The results illustrated in Figure 3 B show that, at the optimal flow rate, 2 pi/min, the
percent recovery of rocuronium (54% + 1.5) and the loss of vecuronium (53% + 0.5)

are comparable and concentration-independent.

Effect of Diffusion Direction Across Probe Membrane on Recovery / Loss

At a concentration of 2000 ng/ml and a flow rate of 2 pl/min, the percent recovery of
rocuronium and vecuronium was 51% * 3 and 52% * 4 (n = 4), respectively. The loss
of rocuronium and vecuronium was 53% * 1 and 52% + 2, (n = 4) respectively. There
was no directional dependence of diffusion of rocuronium and vecuronium across the

microdialysis membrane.
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In vitro Protein binding

Mean rocuronium protein binding was 42 % £ 2. When there was insufficient blank
plasma to determine protein binding, the mean unbound fraction value was used to

correct the total plasma concentrations.

In vivo Microdialysis

Experimental results derived from muscle microdialysis are presented in Tables I and
II. Although two probes per animal were installed, many of them failed from the
beginning (dogs 1, 5 and 8) or after systemic drug administration (dogs 4, 6 and 8).
Probe failure was often associated with the formation of air bubbles on the inside of
the semi-permeable membrane. In some cases, it is not excluded that probe failure
could have resulted from occlusion of membrane pores by cell debris. When both

probes remained functional, a good agreement between recovery values was observed.

With standard retrodialysis, where no reference period was introduced, the in vivo and
in vitro losses of vecuronium were similar, but a higher in vivo variability was observed
(CV of 28% vs 5%, respectively). Using combined retrodialysis, an overall decrease in
vecuronium /n vivo loss was observed in both the reference and the steady state

periods when compared to in vitro data.

When comparing the in vivo losses of rocuronium and vecuronium during the reference
period, the mean loss of rocuronium was 25 % higher than that of vecuronium ( P =
0.006) with mean efficiency factor, k of 0.8. The individual values of k varied
considerably between dogs (0.3-1.16). When comparing the reference to the steady

state period, the mean in vivo losses of vecuronium were increased by 19 %.

Using standard retrodialysis, the interstitial fluid concentration of the test drug
(rocuronium) was deduced by dividing the concentration leaving the probe (Cou.) by
the relative loss of the calibrator (vecuronium) under steady state conditions. Even
after correction, a substantial plasma to tissue gradient was found: rocuronium

unbound interstitial fluid concentrations (451 ng/ml) represented only 47 % of
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unbound venous plasma concentrations (Table I). An exploratory study was
conducted in a separate set of dogs (n = 3, data not shown herein) to compare the in
vivo losses of rocuronium and vecuronium using the same probes that were used in
dogs 1 to 3. Although the ratio between the losses (the efficiency factor, k) was
expected to be near 1 (according to /in vitro results), it was found to be 2 £+ 0.05. After
correction of rocuronium dialysate concentrations for the k value, the resulting
interstitial fluid concentrations were 90 % of the unbound venous concentrations in
dogs 1 to 3. Using combined retrodialysis, the dialysate concentrations corrected for
the efficiency factor, k, yielded a mean interstitial concentration of 1377 ng/ml,

representing 100% of rocuronium unbound venous plasma concentrations (Table II).
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DISCUSSION

Direct measurement of rocuronium concentrations in the interstitial space of the
muscle tissue has never before been reported. For that purpose, a microdialysis
technique was developed in anesthetized dogs to quantitatively determine the
concentration of rocuronium under steady state conditions. The major finding of the
present study is that unbound rocuronium concentrations are similar in muscle
interstitial fluid and venous plasma when using combined retrodialysis. Our results also
indicate that, in lengthy experimental protocols, combined retrodialysis proves to be an
accurate and reliable in vivo calibration technique that provides a close estimate of the

venous concentrations of rocuronium.

When designing the experimental protocol, several in vivo methods have to be
considered for the calibration of the microdialysis probes and that, in light of the
claimed advantages and disadvantages of each technique (Hansen et al/, 1999;
Delange et al, 2000). Because of the relatively long elimination half-life of rocuronium
(20-30 min), the zero net flux technique (Elmquist & Sawchuk, 1997; Hansen et al,
1999; Delange et al, 2000) could not be retained. Retrodialysis by drug, often
considered as the ideal method for in vivo recovery determination, uses only the
recovery of the drug itself during the reference period (Hansen et a/, 1999). However,
its underlying assumption, i.e that efficiency of the probe remains constant after
systemic drug administration, is debatable since time-dependency has been
documented for some drugs (Sarre et al, 1995, Olson & Justice, 1993). We therefore
chose retrodialysis by calibrator because, with this method, probe efficiency is

monitored during the experimental period.

In vitro calibration of the probes is a common prerequisite when setting up the
experimental design for in vivo microdialysis. When similar diffusion characteristics are
observed in vitro for the calibrator and the test compound, it is generally assumed that
these characteristics will remain unchanged in vivo. For carbamazepine (Van Belle et
al, 1993) and stavudine (Yang et al, 1997), this basic assumption was challenged and
corroborated. When using standard retrodialysis, the concentration of the test drug

(rocuronium) was deduced after correction of its concentration leaving the probe (Cou)
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for the loss of its calibrator (vecuronium) during the experimental period. In such a
case, a substantial plasma to tissue gradient was found: under steady state conditions,
rocuronium unbound interstitial fluid concentrations represented only 47 % of unbound
venous plasma concentrations. No clear explanation for this discrepancy can be
provided. It appeared unlikely that such a large gradient could result from
uptake/elimination in the muscle tissue because rocuronium is eliminated unchanged
via biliary and renal excretion in humans and animals (Proost et al/., 2000). Factors
such as depth of anesthesia (Sancho et a/, 1997), local tissue reaction (Palsmeier &
Lunte, 1994; Deleu et al/, 1995) and a different in vivo diffusion of the test drug or
calibrator could be responsible for the discrepancy observed between tissue and

plasma concentrations under steady state conditions.

The chemical structures of rocuronium and vecuronium are closely related and their in
vitro diffusion characteristics have been found to be similar. However, it is not
excluded that their in vivo diffusion may differ, as it was the case of some drugs (Sarre
et al, 1995; Sathle, 1991; Deleu et a/, 1995). In that respect, the loss of vecuronium
may not represent the recovery of rocuronium under steady state conditions. This was
believed to be the most plausible explanation for the large underestimation of the
venous concentrations observed in the preliminary experiments. More specifically, it
appeared necessary to characterize the in vivo diffusion characteristics of both the test
drug and calibrator (as confirmed in separate experiments). This was also the rationale
for using combined retrodialysis (Bouw & Hammarlund-Udenaes, 1998) as the

calibration method for subsequent experiments.

During the reference period, a large interindividual variability was observed in the in
vivo relative losses of rocuronium and vecuronium, an observation consistent with
other reports (Sarre et al., 1995, Deleu et al., 1995). Based on in vitro results, the
efficiency factor, k, was expected to be near 1, which proved to be the case in dogs 6-
8. However, the efficiency factor was greatly decreased in dogs 4 and 5, indicating that
the in vivo diffusion of both compounds was somewhat aitered but not in a consistent
manner. Although no clear explanation can be provided for the different in vivo
behaviors of rocuronium and vecuronium, the chemical properties of these compounds
(molecular weight, protein binding and partition coefficient) are quite similar

(unpublished data) and these factors are not likely to play an important role. In our
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opinion, differences between the in vitro and in vivo effective diffusion of a given
compound are most probably caused by changes in permeability of the dialysis
membrane occurring in vivo and are difficult to predict (Benveniste & Huttemeier,
1990; Delange et al/, 2000). Our results provide further evidence that the in vivo
transfer of a substance across the microdialysis probe may differ between chemically
very similar compounds. Under these circumstances, determination of the efficiency
factor in each dog is an essential pre-requisite for quantitative and reliable estimation
of the drug interstitial fluid concentration during the steady state period. The
assumption underlying retrodialysis by calibrator, ie that in vivo effective diffusion of
the calibrator and the test drug are equal, may not be realistic and requires validation
in every specific application.

Retrodialysis by drug, often considered as the ideal method for in vivo recovery
determination, is based on the recovery of the drug itself during the reference period
(Hansen et al., 1999). Its underlying assumption, i.e that efficiency of the probe
remains constant after systemic drug administration, is however debatable since time-
dependency has been documented for some drugs (Sarre et al., 1995, Olson & Justice,
1993). Indeed, time-dependent changes in the relative recovery from the microdialysis
probe were observed for fluconazole (Yang et al., 1997), acetaminophen
(Sauernheimer et al., 1994) and L-Dopa (Sarre et al., 1995) but not for stavudine
where recovery remained stable (Yang et al., 1997). In the current study, the
introduction of a reference period prior to the steady state period when using
combined retrodialysis, disclosed inconsistent changes in the loss of the calibrator
during the steady state period (Dogs 4-6). Hence, the cascade of factors that
determine transcapillary exchange such as local blood flow, local capillary density and
capillary permeability surface area product may change with time and thereby
influence probe performance. These changes of a physiological and/or pharmacological
origin were therefore considered as time-dependent. In our second group of dogs, an
excellent agreement was found between interstitial fluid concentrations and unbound
plasma concentrations for rocuronium under steady state conditions. Thus, in lengthty

anesthetic procedures, continuous calibration is necessary to account for changes in
probe efficiency.
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In conclusion, combined microdialysis proves to be an accurate and reliable
calibration technique for quantitative measurement of rocuronium concentration in the
muscle tissue. These findings have potential implications as the concentration of the

unbound drug at the site of action is an important determinant of the pharmacological
response.
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ABBREVIATIONS

Cin: Concentration of the drug entering the probe

Cout: Concentration of the drug leaving the probe

C.: Concentration of the drug in the reservoir

CpDssv: Steady state venous concentration

Cisr,u: Interstitial fluid concentration

RR: Relative recovery

RL: Relative loss

RL vecu,ref: Vecuronium relative loss during the reference period
RL rocu,ref: Rocuronium relative loss during the reference period
RR rocy, exp! Rocuronium relative recovery during the steady state period
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Chemical Structures of Rocuronium and Vecuronium

Figure 2: Schematic Representation of Experimental Protocols using (A) Standard
Retrodialysis and (B) Combined Retrodialysis as The In vivo

Experimental Protocol in Anesthetized Dogs

Figure 3: (A) Effect of Perfusion Flow Rates and (B) Rocuronium Concentrations on
the In vitro Recovery of Rocuronium (e) and Loss of Vecuronium (o)

from The Microdialysis Probe. Data are Presented as Mean + SD, (n = 4)
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ABSTRACT

Introduction: The objective of this study was to compare rocuronium effect (Ce)
and peripheral (C,) compartment concentrations predicted by pharmacokinetic-
pharmacodynamic (PK-PD) modeling to those measured in plasma (C;) and in the

interstitial fluid of the muscle tissue (Cisr,u) by microdialysis in anesthetized dogs.

Methods: After approval by the Animal Care Committee, eight adult male dogs with
a body weight ranging from 7-20 kg were anesthetized with pentobarbital. Each dog
received a 2-min rocuronium infusion of 0.15 mg/kg/min followed by a 118 min
infusion of 60 pg/kg/min via the right jugular vein. Arterio-venous gradient across the
hindlimb was measured at 40, 60, 100 and 120 min. Three microdialysis samples
were collected at 40 min intervals. Once the infusion stopped, arterial samples were
collected every 2 min for the first 10 min and every 20 min for the next 120 min.
Neuromuscular function was monitored using train-of four stimulation until full

recovery. Dogs were then sacrificed and a biopsy of muscle tissue performed (Cm)-

Results: At steady state, the mean Cig¢,, value was 1353 ng/ml. After correction for

the unbound fraction in plasma, the mean Cecor and Cycorr were in 1681 ng/ml and
1481 ng/ml, respectively. At the terminal sampling point, C,, was 10 fold higher than
Cp.

Conclusion: The unbound concentration of rocuronium measured in the muscle
interstitial fluid under steady state conditions confirms that parametric PK-PD modeling
gives reliable estimates of the effect site concentrations. Rocuronium accumulates in

the muscle tissue, probably by non specific protein binding in the interstitial space.
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INTRODUCTION

Inferences made from pharmacokinetic-pharmacodynamic (PK-PD) studies are
generally limited by the fact that drug plasma concentrations are measured instead of
those within the tissue of pharmacodynamic interest. Thus, the time course of the
predicted concentration in the effect compartment will depend heavily on the

mathematical model while the true concentration at the effect site remains
theoretical.!

In the case of neuromuscular blocking agents (NMBAs), measurement of drug
concentration in the muscle interstitial fluid would provide an invaluable insight into
their concentration-effect relation. In that respect, microdialysis provides a unique
tool for quantitative measurement of NMBAs at their site of action. Its application to
the study of regional pharmacokinetics is more recent because quantitative
determination of the drug concentration has been a limiting factor. Because
rocuronium is almost exclusively eliminated unchanged by biliary and urinary routes in
humans,? it was chosen as the model drug. This study was designed specifically to
compare the effect and peripheral compartment concentrations of rocuronium
predicted by PK-PD modeling to those measured in plasma and interstitial fluid of the

muscle tissue in anesthetized dogs
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MATERIALS AND METHODS

Animal Preparation
Animals

After approval by the Animal Care Committee, eight adult male dogs (mongrel (5) or
Beagle dogs (3)) with a body weight ranging from 7-20 kg were obtained from Biolab
(Montreal, Quebec, Canada). The animals were singly housed and maintained under a
12 hour light-dark cycle at 70 + 5°F and 50 + 10% relative humidity. Food and water
were freely available except before the 24h covering the day of the experiment. All
animal experiments in this study were carried out according to the Canadian Council on
Animal Care.

General Anaesthesia

On the day of the experiment, each dog was anesthetized with sodium pentobarbital
(Somnotol®, Abbott Laboratories, Montreal, QC), 30 mg/kg iv. The animals were
mechanically ventilated using a ventilator (Model 607, Harvard, south Natick, MA).
Monitoring of the level of anaesthesia was based on hemodynamic parameters as well
as the cornean reflex. A 4 mg/kg intermittent bolus dose was administered for
maintenance of deep anaesthesia (approximately every 90 min). All invasive
procedures were carried out before the administration of rocuronium. Thereafter,

blood pressure and cardiac monitoring was used to monitor depth of anesthesia.
Surgical Procedure and Hemodynamic Monitoring

Once a satisfactory level of anaesthesia was achieved and physiological parameters
were stable, the right jugular vein was cannulated for drug infusion and the right
carotid artery for blood sampling. Blank plasma collected on sodium citrate 0.129 M
was used for protein binding determination. Two small incisions (2 cm) were made on
the animal’s skin overlying the left gastrocnemius and gracillis muscles to allow

insertion of two microdialysis probes. At least one half-hour equilibration time was
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allowed for the tissue to recover while the probe was perfused with the buffer
solution. Meanwhile, a three-way stopcock was installed on the arterial line for arterial
blood pressure monitoring. An electromagnetic flow probe (3 mm i.d, model FR-030T,
Nihon Kohden, Tokyo, Japan) was installed on the left femoral artery and connected to
a polygraph system (model RM-6000, Nihon Kohden) for muscle blood flow
measurement. In the femoral vein of the same leg, an indwelling catheter (Cathelon®,
Critikon, Tampa, Florida) was inserted to allow venous blood sampling. Heart rate was
monitored via the arterial pulse, and body temperature was monitored by means of

rectal probe maintained at 38°C during the experimental procedure.
Neuromuscular Monitoring

The medial cutaneous antebrachial nerve was stimulated supramaximally at the right
forelimb through surface electrode with 0.2 msec, 40 to 70 mA impulses derived at a
frequency of 2 Hz. This pattern was repeated every 12 seconds. The resulting force of
contraction was measured using a force transducer (Grass F-10, ). A stabilisation
period of at least 5 min was allowed before injection of rocuronium. Muscle relaxation
was monitored continuously until full recovery. The degree of neuromuscular block
was expressed as the percentage of twitch height depression relative to the baseline
values obtained immediately before the injection of rocuronium (onset) or after
complete recovery (recovery). Using train-of four stimulation, only the first twitch (T1)

was considered, giving comparable results to those obtained with single twitch
stimulation.?

Microdialysis Probe Calibration

The in vivo recovery of rocuronium from the microdialysis probe was then investigated
in each dog using the combined retrodialysis described in details elsewhere.® Briefly,
rocuronium (2000 ng/ml) and its calibrator, vecuronium (2000 ng/ml) were delivered
into the muscle before systemic administration of rocuronium (reference period).
These low concentrations used for probe calibration did not produce any significant
pharmacological effect as no change in twitch baseline was observed. Dialysate

samples (n = 3) were collected each forty minutes and assayed for rocuronium and
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vecuronium. The relative losses of the two compounds were determined afterwards
by measuring their concentrations in the perfusate and dialysate. A ratio was
established between the recoveries of the two compounds. After a wash-out period of
60 min was allowed to enable complete removal of rocuronium from the outflow
cannula; this was confirmed later by HPLC analysis. During the steady state period,
microdialysis probe calibration was continued by delivering vecuronium (in Krebs
solution) into the muscle while perfusing rocuronium systemically. The relative loss of
vecuronium from the probe into the muscle, corrected for the ratio previously
determined (in the reference period) was used as an estimate of the in vivo recovery
of rocuronium. This method has been validated previously *° and has been shown to

be accurate and reliable.

Drug Administration

Each dog received a 2-min rocuronium infusion of 0.15 mg/kg/min followed by a 118
min infusion of 60 pg/kg/min via the right jugular vein. This infusion regimen was
based on the results obtained in 3 dogs during preliminaries. Dog 7 received
inadvertently a 0.69 mg/kg bolus followed by 129 pg/kg/min infusion. Therefore,
plasma and interstitial fluid concentrations of dog 7 were normalized to the dose
administered in all other dogs.

Sample Collection

Following drug administration, arterial samples (3 mL) were collected at several time
points until 100 % neuromuscular blockade, based on twitch tension. A rterial and
venous blood samples (3ml) were collected simultaneously at 40, 60, 100 and 120 min
after the beginning of rocuronium infusion. These three collection periods were used
to confirm steady state equilibrium and tissue extraction (see data analysis). Muscle
interstitial fluid (approximately 80 pl) was sampled continuously by microdialysis for
120 minutes (0-40, 40-80, 80-120 min) and processed as described below. The
median time of each microdialysis period corresponded to blood sampling time for the
arterio-venous gradient. At the end of the steady state period, arterial plasma (3 ml)

was collected each 2 minutes for the first 10 minutes and each 20 minutes for the next
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120 minutes. Plasma and dialysate samples were collected on 2M sulfuric acid, kept
on ice and stored at -709C pending HPLC analysis. For quality control purposes,
aliquots of the perfusate and intra-venous solution were sampled at the end of the
steady state period for future determination of vecuronium and rocuronium
concentrations, respectively.

Muscle Biopsy

Euthanasia was then performed by iv injection of 130mg of pentobarbital followed by
20 ml of saturated KCI. Muscle tissue (3 g) was excised, carefully blotted dry and
homogenized 5 min with ice cold 0.1 M monobasic ammonium phosphate buffer pH 3.0
in a ratio 1:6 (1 g tissue/6 ml buffer) (PowerGen * Homogenizer, Model 125, Fisher

Scientific, Montréal, Canada). Samples were stored at —80°C until HPLC analysis.
Quantitative Analysis
HPLC Analysis.

Arterial and venous plasma samples as well as microdialysis samples were assayed for
rocuronium concentration by a reversed phase HPLC method coupled with
electrochemical detection.® Chromatographic separation was achieved using a CN
spherisorb (Spum particle size) column, 15 cm x 4.6 mm 1.D, maintained at 35°C with a
column heater (CH-30, Eppendorf North America Inc., Madison, WI, USA). The mobile
phase (pH= 4.75), containing bifiltered H,0, acetonitrile and methanol (55: 35:10 )
was delivered at a flow rate of 1.8 ml/min by means of a ConstaMetric III pump (LDC
Milton Roy, Riviera Beach, USA). Detection of rocuronium and vecuronium was
accomplished using an electrochemical detector (Coulochem II, ESA Inc, USA) linked
to a 5010 analytical cell (Environmental Sciences Assoc, Bedford, USA). The analytical
cell potential was set at 750 mV. Chromatographic data were recorded and processed
with an integrator (Shimadzu, Koyoto, Japan).

Plasma samples, assayed in duplicate, were extracted on Bond Elut C1 solid phase

extraction cartridges (Varian, Harbor city, CA, USA). Microdialysis samples were
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diluted with blank plasma and processed in the same manner as plasma samples.
Direct injection into the HPLC was impossible due to the high ionic strength of the
dialysate buffer. Under the conditions described, the lower limit of quantification of
rocuronium and vecuronium was 5 ng/ml. Standard curves for rocuronium and
vecuronium showed good linearity between 7.8 ng/ml and 5000 ng/ml (> = 0.99).
The coefficients of variation were below 10 %.

Muscle tissue homogenates were centrifuged 5 min at 1000 rpm before transfer on SPE
cartridge to prevent clogging. Recovery tests for the centrifugation step were
performed at three concentrations of rocuronium and indicated a loss of + 1% trapped
in the residue. Calibration curves were prepared in blank muscle tissue ranging from 8
to 500 ng/ml (# = 0.9948).

In vitro Protein Binding

An ultrafiltration technigue was performed in duplicate on spiked plasma using 30,000p
membranes as previously described.” The ultrafiltration devices containing 0.5ml of the
biological matrix were centrifuged at 1900 g for 5 minutes at room temperature. An
aliquot (50 pl) of the ultrafiltrate was acidified with sulfuric acid 2 M and frozen.
Thawed ultrafiltrates were diluted with blank plasma and processed in the same

manner as plasma samples for HPLC analysis.

Arteriovenous Gradient

Each plasma sample drawn during the steady state period was assayed in duplicate.
As the difference between duplicates proved to be less than 10%, the analytical error,
the mean of the two values was used. After a forty-minute period of infusion, steady

state was assumed to be mostly achieved in plasma (based on a 20 min half-life in
preliminaries).
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Data Analysis

Arteriovenous Gradient

The arterial concentrations measured at each collection time were compared using the
Friedman Repeated Measures Analysis of Variance on Ranks. After statistical
confirmation of steady state conditions, each dog’s arterial concentrations were
averaged and corrected for the unbound fraction. Venous samples were treated
similarly. The arteriovenous gradient (E) of rocuronium was then calculated by
applying the mean arterial (Cpss,,u) and venous (Cpssy.) Steady state plasma
concentrations to the following formula:

Cpssa.u B Cps:v,u

E(%) = x 100

ssa ,u

Interstitial Fluid

Since microdialysate concentrations are time averaged over the collection interval,
these values were translated into concentrations at a single point by assuming that the

concentration obtained is the actual concentration at the middle point of the time

interval.
Protein Binding

Rocuronium unbound fraction in plasma (f,,) was calculated by dividing the
ultrafiltrate concentration (Cp,,) by the total concentration (C,). The in vitro ratio (fu,p)
was then multiplied by the steady state plasma concentration measured in vivo to

obtain C,s,, and as a correction factor for C, and Ce.
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Pharmacokinetic Analysis

Central Compartment Concentration

A two-compartment mamillary model with a zero order input rate and elimination from
the central compartment was fitted to the plasma concentration-time profile of
rocuronium. A two-compartment model was selected after standard verification of its
adequacy using Akaike criteria (AIC). WinNonlin 1.5 software (Pharsight, Mountain
View, CA) was wused for pharmacokinetic analysis. Point estimates and
pharmacokinetic parameters were optimized for each dog using a standard
minimization method (Gauss-Newton, Levenberg and Hartley).®® A weighting function
of 1/(predicted y)?> was applied. The following parameters were derived for each dog
using standard formulae : A, B, the coefficients, o, B, the fast distribution and
elimination rate constants, V;, V,, Vss, the central, peripheral and total apparent
volume of distribution at steady state and CL, the total body clearance; the transfer

rate constants between the peripheral and central compartment, ky; and kj;.

Peripheral Compartment Concentration

For each dog, the peripheral compartment concentration (C2) vs time curve was

simulated by substituting the derived pharmacokinetic parameters into the following

equation: *°

Cz — k12k0|: (1 - eaT) e—at + (1 - eﬂT) e-ﬂt:|
V, L-a(f -a) - pla-p)

where k; is the zero-order infusion rate and T the duration of the infusion.
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Pharmacokinetic-Pharmacodynamic Analysis

Effect Compartment Concentration

Using the pharmacokinetic parameters previously derived for rocuronium, a parametric
link model'! coupled to a sigmoid Eq,x model were used to derive the equilibrium rate
constant between the central and the effect compartment (ke), the effect
compartment concentration at 50 % block (ECsy) and the slope of the sigmoid curve
(y)- The WinNonlin software was used for all PK-PD analyses. A weighting function of
1 was applied and the goodness of fit was assessed by the Akaike information
criterion. For each dog, the effect compartment concentration was calculated for a
two-compartment model and a zero-order input using the PK-PD estimates as
described by Holford and Sheiner.?

Ce = kok,q |i(k2| _a)(ear —De™ + (ky, — 'g)(eﬂT —1)6_'0’ + (ky, —k,, )(ekeOT —1)8_’"3or :I
Vo | eB-a)ke,—a)  Bla—pBYk,y—P) ko(a—k o )(B—k,q)
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RESULTS

Our eight dogs had a mean weight of 14 kg (range 7.4-17.5). During the calibration
period, the total dose of muscle relaxants (rocuronium and vecuronium) administered
locally for probe calibration was kept minimal. No systemic concentrations or twitch
depression were detectable. Individual data for femoral blood flow, arterial blood
pressure, unbound fraction in plasma, haematocrit and arteriovenous gradient during

steady state are presented in Table I.

Individual pharmacokinetic estimates are presented in Table II as mean + SD. The
mean distribution half-life t;,, was 3.7 * 1.8 min and the mean elimination half-life
tizp was 34 £ 5 min. Individual pharmacodynamic parameters are presented in Table
III. The onset time were variable among dogs and ranged between 0.6 to 6.6 min.
The mean 25%-75% recovery index ranged from 0.9 to 17.7 min. The in vivo
time-concentration profiles of rocuronium for each dog, as well as the percentage of

neuromuscular block as a function of time are presented in Figure 1.

Figure 2A shows a typical plasma concentration-time profile (dog # 5) having a median
fit. The observed and predicted effects at different times for the same dog are shown
in figure 2B. Individual PK-PD parameters are presented in Table IV. The mean ECso

was 353 ng/ml and the mean t;),0 Was 5.54 min.

The individual effect and peripheral compartment concentrations derived from PK-PD
parameter estimates are presented in Table V. Before correction for the unbound
concentration in plasma, the mean C. and C, values were 4029 ng/ml and 3615 ng/ml,

respectively.

The unbound concentrations of rocuronium in the muscle interstitial fluid as
determined by microdialysis are presented in Table V. The mean Cig,, value was 1353
ng/ml. Interstitial fluid concentrations are not given for the first three dogs because
these concentrations were underestimated due to an inappropriate method of

microdialysis probe calibration. This issue was addressed in details elsewhere.?
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Interstitial fluid concentrations are not available for dog #8 due to a failure of the

microdialysis probe during the experimental period.

Muscle tissue concentrations at the terminal sampling point are presented in Table VI.
The mean concentration in whole muscle homogenate (C,,) was 541 ng/ml with a

corresponding plasma concentration of 38 ng/ml.

DISCUSSION

The major finding of this study is that, under steady state conditions, the unbound
concentrations of rocuronium measured in the muscle interstitial fluid are equivalent to
those predicted for the effect and peripheral compartments by PK-PD modeling on the
basis of unbound plasma concentrations. This is important as the effect compartment
concentrations remain hypothetical in absence of in vivo confirmation of the actual
concentrations at the site of action. At the beginning of the infusion, the unbound
concentrations in the muscle interstitial fluid and plasma correlated well. At the
terminal sampling point, rocuronium concentrations in the whole muscle homogenate

were several fold higher than those in plasma.

The pharmacokinetics of rocuronium has been well characterized in patients ** but
reports for studies carried out in animals are limited. To our knowledge, there is no
previous study reporting the PK-PD parameters of rocuronium in animals. Our bolus
dose was based on a reported ED90 of 0.18 mg/kg for rocuronium in beagle dogs
anesthetized with pentobarbital.'® Rocuronium onset of action was slightly more rapid
compared to that in our study (2.1 min vs 3.3 min), probably as a result of the input
rate (bolus vs short infusion). The infusion regimen for the steady state period was
based on the analytical sensitivity required for microdialysis. The mean equilibration
rate between rocuronium plasma and effect compartment concentrations (kep) in our
dogs is comparable to that found in humans.'>'>!® However, a lower ECs, is observed
in dogs. It is unclear whether this increased sensitivity is species dependent or related
to pentobarbital anesthesia.
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Microdialysis in the muscle tissue has been used to describe the regional kinetics of
drugs having mostly an extracellular distribution (piperacillin’’, ceftriaxone'® and
gallamine!®). As a bolus dose was given in anesthetized rats, it was not possible to
verify if, at distribution equilibrium, the unbound concentration in plasma and muscle
interstitial fluid were equal. The physiological models used for simulations assumed
that drug transfer between plasma and tissue is driven by diffusion only. When the
concentrations predicted for the tissue compartment and those measured in the

muscle interstitial fluid were compared, an excellent agreement was found.

To our knowledge, there is only one study?® where microdialysis in the muscle tissue
was performed under steady state conditions. For cefaclor, the unbound arterial
plasma concentrations were found to be fourfold higher than those measured in the
muscle interstitial fluid. A clear explanation for the gradient could not be provided
because of the well known chemical instability of this drug. This also implies that
unrestricted diffusion of the free fraction across capillaries cannot be taken for granted

for all drugs.

Rocuronium was therefore chosen as the model drug for neuromuscular blocking drugs
because of its chemical stability and absence of significant biotransformation®. In a
separate report, we have detailed how quantitative determination of rocuronium

interstitial concentrations in the muscle tissue of dogs by microdialysis was validated.*

For the collection period corresponding to the first 40 min of infusion of rocuronium,
muscle interstitial fluid concentrations were very close to the unbound arterial
concentrations (Figure 2). This good agreement suggests a rapid transcapillary
transfer of the unbound concentration of rocuronium into the extracellular fluid.
Similar findings were observed for antibiotics!’"!%2% and for gallamine following an iv
bolus dose.'® In the latter study, muscle interstitial fluid samples were collected during
15 min intervals for 8 hours (equivalent to one elimination half-life). The muscle
interstitial fluid and arterial plasma concentration time profile declined in parallel
during both the distribution and elimination phases. These results suggest that, for
hydrophilic drugs, the unbound concentrations in muscle interstitial fluid and arterial

plasma belong to the same kinetic pool.
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After two hours of infusion, rocuronium interstitial concentrations proved to be
equal to the unbound venous concentrations but slightly lower than the arterial ones in
all but one dog (dog # 3 had no arterio-venous gradient). A mean arteriovenous
gradient of 6 % is usually considered as negligible as it fells within the error of the
analytical method. However, this gradient subsided after an infusion period equivalent
to four plasma elimination half-lives, suggesting that the equilibrium within the muscle
tissue is not completely achieved (94% of steady state according to our calculations).
This observation is compatible with a slow transfer into muscle cells as one would

expect for a drug having a very low partition coefficient.?!

When the peripheral and effect compartment concentrations are mathematically
derived from plasma concentrations, one assumes that the tissue/plasma
concentration ratio of the unbound fraction of drug is equal to 1 under steady state
conditions.  Since the protein bound fraction is not pharmacologically active, there is
no practical implication for the PK-PD relation. This assumption was corroborated by
microdialysis in our study by measuring the unbound concentration of rocuronium in
the muscle interstitial fluid, which represents the biophase for neuromuscular blocking
drugs. Under steady state conditions, we found an excellent agreement between the
effect site concentration derived mathematically and the muscle interstitial
concentration measured by microdialysis. This provides further evidence that a
parametric PK-PD model can yield reliable estimates of the effect site concentrations at

doses where complete neuromuscular blockade is maintained for a long period.

Insights on the intratissular distribution of rocuronium was obtained shortly after
sacrifice. The concentrations measured in the whole muscle tissue, although quite
variable, were more than 7 times higher than their corresponding concentration in
plasma, the latter being almost negligible. If one takes into account that muscle tissue
represents 45 % of total body weight in dogs, the amount of rocuronium in the muscle
tissue would correspond to 95% of the total amount of rocuronium present in the body
at the terminal sampling time. Rocuronium concentrations in whole muscle
homogenate were also more than twofold those predicted for the peripheral
compartment on the basis of the unbound concentration in plasma. In pharmacokinetic

modeling, compartments refer only to the amount of drug in a distinct kinetic pool and
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do not correspond to anatomical identifiable compartments. This notwithstanding,

these results indicate a preferential accumulation of rocuronium in the muscle tissue.

The cellular permeability of rocuronium is very low. After a 2 hour infusion, the total
concentration of rocuronium in the cerebrospinal fluid of anesthetized patients was
found to represent only 2-3 % of the unbound concentration in plasma.?? Thus, the
distribution of rocuronium is mostly confined to the extracellular fluid. In our dogs,
rocuronium plasma concentrations were negligible at the time of sacrifice. It follows
that the amount of rocuronium measured in the muscle tissue homogenate would
originate from the insterstitial space. As the volume of the latter occupies 33 % of the
water content of the muscle in dogs, the concentration of rocuronium in the interstitial

fluid would be threefold higher than that measured in the whole muscle.

In contrast, the muscle tissue/plasma concentration ratio of gallamine was only 0.2
after a bolus dose in anesthetized rats.!® Since gallamine does not bind to proteins,
this finding supports the hypothesis that protein binding in the interstitial space may
be responsible for the accumulation of rocuronium in the muscle. Unfortunately, our
attempts to collect directly the muscle interstitial fluid with a push-pull canula were
unsuccessful. It was thus impossible to estimate the free fraction within the interstitial
space. However, considering that the neuromuscular function completely recovered at
that time, most of rocuronium molecules in the muscle tissue would not be bound to
the acetylcholine receptors. This suggests that the high muscle/plasma concentration
ratio of rocuronium at the time of sacrifice would result from nonspecific protein
binding in the interstitial space.

CONCLUSION

The major finding of this study is that the quantitative measurement of the unbound
fraction of rocuronium in the muscle tissue provides evidence that a parametric PK-PD
model can yield reliable estimates of the effect site concentrations. This is also the
first study reporting a significant accumulation of rocuronium in the muscle tissue,

probably by non specific protein binding in the interstitial space.
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Table I. Physiological Parameters, Protein Binding and Arteriovenous Gradient in

Dogs under Continuous Infusion of Rocuronium

Unbound A-V
Dogs | Weight  Blood flow® Arterial Pressure Haematocrit fraction  gradient

(kg)  (ml/ min/ kg) (mm Hg) (%) (%) (%)

1 14.7 12 +1 160/120 N/A 42° N/A
2 15.1 5+2 140/100 42 + 1 39 9
3 17.1 30 160/120 431+ 0 42° 0
4 17.5 3x1 160/120 39+1 44 6
5 12.6 2+0 140/110 53+2 42° 8
6 12.0 3+0 120/95 43 + 2 41 5
7 7.4 32 120/100 43 £ 4 42° 8
8 12.8 2+0 130/90 48 + 1 43 9
Mean 14 4 141/107 44 42 6
Sb 3 3 17.3/12.2 5 2 3

® Protein binding was not determined in these dogs and the mean value was used

® Measured at the femoral artery
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Table III. Rocuronium Pharmacodynamic Parameters in Anesthetized Dogs

Dog Onset. time T2§% qu% T7§% 125:75
(min) (min) (min) (min) (min)

2 0.6 2.5 4.7 10.4 7.9
3 6.6 2.6 4.7 7.5 4.9
4 3.4 2.3 5.3 8.9 6.6
5 2.6 10.4 14.1 18.5 8.1
6 1.6 3.5 7.4 14.3 10.8
7 1.6 0.8 1.3 1.9 0.9
8 3.7 3.2 13.2 20.9 17.7
Mean 2.9 3.6 7.2 11.8 8.1
sD 1.8 3.4 5.0 7.2 5.7

Onset, time at 90% neuromuscular block; Ta50, Ts0%, T75%, time to 25%, 50% and 75%

recovery, respectively, 1,5 45, recovery index
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Table IV. Rocuronium Pharmacokinetic-Pharmacodynamic Parameters in
Pentobarbital Anesthetized Dogs

Dog ECsq Gamma Keo
2 558 10.0 0.043
3 464 4.4 0.205
4 441 10.0 0.087
5 255 9.4 0.079
6 160 7.5 0.111
7 248 10.0 0.178
8 549 3.7 0.092

Mean 353 7.5 0.125
SD 153 2.8 0.053

Keg, effect compartment equilibration rate constant; ECs,, effect compartment concentration at
50 % block; gamma, slope factor.
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Table VI. Rocuronium Concentrations at Terminal Sampling Point in Pentobarbital
Anesthetized Dogs

Dog Observed Predicted
t (min) Cp (ng/ml)  Cm(ng/g) | Cc(ng/ml) C;(ng/ml)

134 21 450 41 142
126 51 380 87 307
130 73 780 60 546
7% 160 21 773 41 147
8 133 22 320 29 188
Mean 38 541 52 266
SD 24 220 23 170

Ce, effect compartment concentration; C,, peripheral compartment concentration; C,, plasma

concentration;

Cm, concentration in whole muscle homogenate; t, time elapsed after the end of the perfusion

*Dose normalized
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: (A) Individual Rocuronium Plasma Concentration-versus-Time Curves

(B) Individual Neuromuscular Effect of Rocuronium in Individual Dogs

Figure 2: (A) Observed versus Predicted Rocuronium Plasma concentrations,
Predicted Peripheral and Effect Compartment Concentrations and
Interstitial Tissue Concentrations in Dog 5 (B) Observed versus

Predicted Neuromuscular Effect of Rocuronium in Dog 5
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ABSTRACT

Introduction: The objective of this study was to characterize the

pharmacokinetics, pharmacodynamics and the concentration-effect relation of the

three isomers of mivacurium in anesthetized dogs.

Methods: After approval by the Animal Care Committee, eight adult male dogs
with a body weight ranging from 7-21 kg were anesthetized with pentobarbital.

Following mivacurium administration via the right jugular vein, arterial blood
samples were collected at different time-points (depending on the dosing regimen).
Neuromuscular function was monitored using train-of four stimulation until full

recovery.

Results: All dogs had a profoundly slower clearance ( approximately 8 times) and

a markedly longer t;;;; compared to that reported in humans for the two active

isomers of mivacurium, cis trans and trans trans.

Conclusion: A fundamental difference could exists in the activity and/or the

affinity of the canine plasma cholinesterase to mivacurium.
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INTRODUCTION

Mivacurium chloride is a short-acting, non depolarising neuromuscular blocking
agent. It consists of three stereoisomers, trans-trans (57%), cis trans (36%) and cis
cis (7%). The most active isomers, trans trans and cis trans possess similar
neuromuscular blocking potencies in humans.! However, the cis cis isomer has only

one-tenth of the neuromuscular activity of the two other isomers in cats and
monkeys.*

Mivacurium pharmacokinetics was investigated in humans and dogs. A rapid
systemic clearance and a short elimination half-life of the two active isomers of
mivacurium has been reported in humans ¢ either after a bolus or a constant
infusion administration. However, a discrepancy was found in the pharmacokinetic
parameters derived in the dog. Either a short’or a long half-life®of the two active
isomers of mivacurium were reported after a bolus dose administration in dogs.
These findings are surprising since the two active isomers of mivacurium are
susceptible to metabolism by plasma cholinesterase (pseudocholinesterase),® and
has been recently shown to undergo elimination in the muscle tissue of anesthetized

patients,® resulting in extremely rapid clearance form the systemic circulation.

The objective of this study was to characterize the pharmacokinetics,
pharmacodynamics and the concentration-effect relation of the three isomers of

mivacurium in anesthetized dogs.



149

MATERIALS AND METHODS

Chemicals

The three isomers of mivacurium chloride as well as laudanosine (internal standard),
were kindly supplied by GlaxoWellcome (Stevenage, Hertfordshire, United Kingdom).
All  organic solvents were high-performance liquid chromatography grade
(Anachemia, Montréal, Québec, Canada).

Animal Preparation
Animals

After approval by the Animal Care Committee, seven adult male dogs with a body
weight ranging from 7-21 kg were obtained from Biolab (Montreal, Quebec, Canada).
The animals were singly housed and maintained under a 12 hour light-dark cycle at
70 £ 5°F and 50 + 10% relative humidity. Food and water were freely available
except before the 24h covering the day of the experiment. Experiments in this study

were carried out according to the Canadian Council on Animal Care.

General Anesthesia

On the day of the experiment, each dog was anesthetized with sodium pentobarbital
(Somnotol®, Abbott Laboratories, Montreal, QC), 30 mg/kg iv. The animals were
mechanically ventilated using a ventilator (Model 607, Harvard, South Natick, MA.)
Monitoring of the level of anaesthesia was based on hemodynamic parameters as
well as the cornean reflex. A 4 mg/kg intermittent bolus dose was administered for
maintenance of deep anaesthesia (approximately every 90 min). All invasive
procedures were carried out before administration of mivacurium. Thereafter, blood

pressure and cardiac monitoring was used to monitor depth of anesthesia.
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Surgical Procedure and Hemodynamic Monitoring

Once a satisfactory level of anaesthesia was achieved and physiological parameters
were stable, the right jugular vein was cannulated for drug infusion and the right
carotid artery for blood sampling. Blank plasma collected on sodium citrate 0.129 M
was used for protein binding and dog’s phenotype for pseudocholinesterase. A three-
way stopcock was installed on the arterial line for arterial blood pressure monitoring.
In the left femoral artery, an electromagnetic flow probe (3 mm i.d, model FR-030T,
Nihon Kohden, Tokyo, Japan) was installed and connected to a polygraph system
(model RM-6000, Nihon Kohden) for muscle blood flow measurement. In the femoral
vein of the same leg, an indwelling catheter (Cathelon® , Critikon, Tampa, Florida)
was inserted to allow venous blood sampling. Heart rate was monitored via the
arterial pulse, and body temperature was monitored by means of rectal probe

maintained at 38°C during the experimental procedure.
Neuromuscular Monitoring

The medial cutaneous antebrachial nerve was stimulated supramaximally at the right
forelimb through surface electrode with 0.2 msec, 40 to 70 mA impulses derived at a
frequency of 2 Hz. This pattern is repeated every 12 seconds. The resulting force of
contraction is measured using a force transducer (Grass F-10, ). A stabilisation
period of at least 5 min was allowed before injection of mivacurium. Muscle
relaxation was monitored continuously until full recovery. The degree of
neuromuscular block was expressed as the percentage of twitch height depression
relative to the baseline values obtained immediately before the injection of

mivacurium (onset) or after complete recovery (recovery).

Steady State Period

Drug Administration

Infusion regimens of mivacurium were different in each dog. The number of

mivacurium doses , the rate and the length of infusion are presented in table I.

Sample Collection
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Arterial and venous blood samples (3 ml) were collected simultaneously at 40, 80,
120, 160 and 200 min (depending of the length of the perfusion) after the beginning
of mivacurium perfusion. These collection periods (at least three) were used to
confirm steady state equilibrium. Plasma samples were collected on echothiophate to
prevent the hydrolysis of mivacurium by plasma cholinesterase. Samples were kept
on ice and stored at ~70°C pending HPLC analysis.

PK-PD Period

At the end of the steady state period, arterial plasma (3 ml!) was collected. Blood
sampling times were scheduled for each dog according to their respective length of
infusion. The collection times were frequent for the first minutes and covered at least
5 half-lives, thereafter. Blood samples were collected on echothiophate, kept on ice,

centrifuged and plasma frozen at -70°C pending HPLC analysis.

In vitro Protein Binding

An ultrafiltration technique was performed in duplicate on spiked plasma using
30,000p membranes as previously described.'® The ultrafiltration devices containing
0.5ml of the biological matrix were centrifuged at 1900 g for 5 minutes at room
temperature. An aliquot (50 pl) of the ultrafiltrate was acidified with sulfuric acid 2 M
(u!') and frozen. Thawed ultrafiltrates were diluted with blank plasma and processed
in the same manner as plasma samples for HPLC analysis. Mivacurium unbound

fraction (fu) was calculated from the ultrafiltrate concentration / total concentration
ratio.

Phenotyping of Dog’s Plasma:

Each dog’s phenotype was characterized using the conventional laboratory methods,
by measurement of cholinesterase activity and biochemical inhibition reactions, such
as dibucaine number, fluoride number and chloride number.!! The analyses were

conducted in the biochemistry laboratory at Maisonneuve-Rosemont Hospital.
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Sample Analysis

Arterial and venous plasma samples were assayed for mivacurium isomers
concentration by a reversed phase HPLC method coupled with fiuorescence
detection. This method was adapted from that previously reported for cisatracurium
and its metabolites in human urine.'? Plasma samples, assayed in duplicate, were
extracted on Bond Elut phenyl solid-phase extraction cartridges (Varian, Harbor city,

CA, USA), already conditioned with acetonitrile and S5mM sulphuric acid.

The plasma sample and its internal standard (laudanosine 1 pg ml'!) were aspirated
through the sorbent. A vacuum of 50-80 kPa was applied to the manifold of the Vac-
Elut chamber (Analytichem international, Harbor city, CA, USA) through the
extraction procedure. The cartridges were washed sequentially with 5 mM sulphuric
acid and a mixture of methanol:water (50:50). Analytes were eluted with 80 mM
sodium sulphate in 5 mM sulphuric-acid: acetonitrile (40:60). The eluents were then
reduced to half of their volume by evaporation using a Speed-Vac concenrator

(Model SC210 A, Savant Instruments, Farmingdale, NY, USA). Aliquots were injected
directly into the HPLC system.

A constametric 4100 pump (LDC Analytical, Riviera Beach, FL, USA) was
programmed to deliver, at 2.0 ml min™!, 14mM sodium sulfate in 0.5 mM sulphuric
acid:acetonitrile (40:60) for 5 min followed by 70 mM sodium sulfate in 0.5 mM
sulphuric acid:acetonitrile (40:60) for 6 min, returning to the initial condition to re-
equilibrate for 3 min. Separation of mivacurium isomers was achieved using a 5 ym
CN spherisorb strong cation exchanger column (150 x 4.6 mm I1.D, Phenomenex,
Torrance, CA, USA) maintained at 50°C with a column heater (CH-30, Eppendorf
North America Inc., Madison, WI, USA). Detection of mivacurium isomers was
accomplished using a Hewlett Packard 1046 fluorescence detector (Hewlett Packard,
Waldbroom, Germany) at excitation and emission wavelengths of 202 and 320 nm,
respectively. Chromatographic data were recorded and processed with an integrator
(Shimadzu C-R3A, Koyoto, Japan). Under the conditions described, the method
proves to be sensitive, with a lower limit of quantification of 5 ng ml* for each
isomer of mivacurium. The assay proved to be linear up to 5000 ng mi! for the

isomers of mivacurium. The coefficient of determination (r?) was always higher than
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0.99. The method proved to be reproducible for each analyte, with a coefficient of

variation always less than 10% over the linear range.
Pharmacokinetic Analysis

For each isomer of mivacurium, parameter estimation was accomplished by fitting
the plasma data to a two-compartment mamillary model with a zero order input rate
and elimination from the central compartment, using a non-linear least square
computer (WinNonLin®software Pharsight Scientific Consulting, Mountain View, CA)
that applied a linear regression to all data points. A two-compartment model was
selected after standard verification of its adequacy using Akaike criteria (AIC). Point
estimates and pharmacokinetic parameters were optimized for each dog using a

standard minimization method. A weighting function of 1/(predicted y)* was applied.

The following parameters were derived for each isomer using standard formulae : A,
B, the coefficient, o, B, the fast distribution and elimination rate constants, Vy, V3,
Vss, the central, peripheral and total apparent volume of distribution at steady state
and CL, the total body clearance, ki, k;; the transfer rate constants between the
peripheral and central compartment. Cis cis mivacurium concentrations were not
always detectable in plasma (below the limit of quantification). Therefore,
concentrations were not fitted into a pharmacokinetic model or at least to a classic

linear one-compartment model.
Pharmacokinetic-Pharmacodynamic Analysis

When performing parametric PK-PD modeling for a drug having more than one
pharmacological entity, one has to derive the pharmacological concentration to which
the effect will be linked. Since the cis cis isomer accounts only for 6% of the total
administered dose and its potency in animals is about tenfold smaller than that of
the equipotent isomers (trans trans and cis trans) *, PK-PD modeling has been
carried out with the underlying assumption that mivacurium pharmacological
concentration is the sum of trans trans and cis trans only. Hence, the
pharmacological dose used in PK-PD modeling corresponds to the sum of respective
doses of trans trans (57%) and cis trans (36%). Using the pharmacokinetic

parameters previously derived for the mivacurium pharmacological concentrations, a
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parametric link model'3

coupled to a sigmoid En.x model were used to derive the
equilibrium rate constant between the central and the effect compartment (ke,), the
effect compartment concentration at 50 % block (ECsg) and the slope of the sigmoid
curve (y). The WinNonlin software was used for all PK-PD analyses. A weighting
function of 1 was applied and the goodness of fit was assessed by the Akaike

information criterion.
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RESULTS

The different perfusion regimens of mivacurium administered to each of our dogs are
presented in Table I. Dogs 1, 2 and 4 received 2 sequential doses (without a
recovery period). Dog 5 received only one dose, dogs 6 and 7 received 2 doses.
Dog 3 received 3 independent doses (after full recovery). In these dogs, the second

dose of mivacurium was administered once the dog has recovered from
neuromuscular blockade.

Individual physiological parameters such as arterial pressure and muscle blood flow
are presented in table II.

Plasma cholinesterase activity was within reference limits for all 7 dogs. Mean
cholinesterase activity, as measured by dibucaine and chloride number, was 0.2 U
and 0.06 U, respectively.

Pharmacokinetic parameters of the three isomers of mivacurium are presented in
Table III. As plasma concentrations of the cis cis isomer were not detectable in all
dogs, pharmacokinetic parameters were derived only for dogs 1, 2 and 7. Predicted
disposition and elimination phases versus true plasma concentrations of the cis trans
and trans trans isomers were presented for dog 2 (Figure 1). Despite the different
perfusion regimens, mean half-life in all dogs was 50 min, with a minimum of 31min
and a maximum of 138 min. Mean steady state volume of distribution was

approximately 0.3 L/kg.

Pharmacodynamic parameters are presented in Table IV. Mean onset time was 8 min

and the mean recovery index was 16.3 min.

PK/PD parameters are presented in Table V. Mean ECsy was 25 ng/ml and mean ke

was 0.06 min™™.
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DiscussiON

This study represents the first attempt to characterize the concentration-effect
relation of the three isomers of mivacurium in anesthetized dogs. We found that all
dogs had profoundly a slower clearance ( approximately 8 times) and a markedly

longer ty,,; compared to that reported in humans for the two active isomers, cis trans
and trans trans.

Steady state clearance in humans of the three mivacurium isomers during an
infusion-based study was reportedly 3.8 £ 0.7, 106 + 36 and 57 + 18 ml/min/kg for
the cis cis, cis trans and trans trans isomers, respectively.!* In another infusion—
based study, Cook et al*® reported clearance in healthy humans for all three isomers
to be 70 +£28 ml/min/kg. In a bolus based study, Laurin et al® reported a clearance
of 25 + 6.2, 32 + 6.7 and 7 £ 1.3 ml/min/kg in young adult humans, for the trans
trans, cis trans and cis cis isomers, respectively. In the study reported here, we
determined clearance in healthy dogs that was approximately 5 to 21 times slower

than that reported in humans for the two active isomers.

Similarly, in this study, we found a markedly longer ti;;; than that reported in
humans for the two active mivacurium isomers. In healthy humans, ty;; is
approximately 2 and 3 min for trans trans and cis trans isomers, respectively.!®
Elimination half-life for the two active mivacurium isomers appears to be

approximately 20 times longer in the dogs of this study.

Our results are in good agreement with the study of Smith et al conducted in dogs®.
After a bolus dose administration, they reported a slow clearance, 12 and 15
ml/min/kg for the cis trans and trans trans isomers, respectively. Accordingly, they
found a long ty;3;; 35 and 43 min for trans trans and cis trans isomers, respectively.
In another study conducted in beagle dogs 7, a slow clearance (20 mi/min/kg and 14
ml/min/kg for cis trans and trans trans, respectively), but a short ti/23 (approximately
4 min for the two isomers ) were reported. Despite the similar volume of distribution
found in these two animal studies (0.3 L/kg and 0.2 L/kg for cis trans and trans

trans, respectively), it is surprising to report different terminal half-lives.
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In the current study, the volume of distribution at steady state was found to be 0.28
L/kg for the cis trans and trans trans isomers and appear to be similar between dogs
and humans. It is expected that Vd would be essentially the same in both species,
assuming typical fluid homeostasis, given mivacurium’s high water solubility and

polarity and lack of appreciable uptake into nonaqueous body compartments.

The rapid systemic clearance of mivacurium active isomers found in humans was
explained by a hydrolysis in the peripheral tissues. In fact, we have demonstrated in
a recent report, that as much as 40% of these isomers are hydrolyzed during their
passage in the forearm in anesthetized patients.® Although it has been shown that
plasma cholinesterase is present in the beagle dog'” and in the cerebrospinal fluid of
monkeys and pigs,’® it seems likely that the enzyme activity is lower in dogs
compared to humans. This suggestion was supported by the results of the test of
dibucaine number. In fact, plasma cholinesterase activity in our dogs ranged from 76
to 79 % of the human values and could explain, at least in part, the longer half-life
and the corresponding slower clearance in dogs. Also, it is not excluded that a
fundamental difference exists in the affinity of the canine plasma cholinesterase
activity for the three isomers of mivacurium. It was suggested that there is a specie

difference in the manner by which the enzyme hydrolyzes the bulky mivacurium
molecule.®

To our knowledge, the concentration-effect relation of mivacurium has never been
characterized in dogs. In the literature, the concentration-effect relation of
mivacurium has been established in rats after a 2.5 min intravenous infusion of 0.6

mg/kg.'® However, this PK-PD study has been established for the racemic mixture of
mivacurium.

When performing parametric PK-PD modeling for a drug having more than one
pharmacological entity, one has to derive the pharmacological concentration to which
the effect will be linked. Since the cis cis isomer accounts only for 6% of the total
administered dose and its potency in animals is about tenfold smaller than that of
the equipotent isomers (trans trans and cis trans)*, PK-PD modeling has been carried
out with the underlying assumption that mivacurium pharmacological concentration
is the sum of trans trans and cis trans only. By doing so, we found that the onset

time of mivacurium in dogs was similar to that in humans (8 min and 5.6 min,
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respectively).® However, the recovery from neuromuscular blockade in dogs was
approximately 10 times slower than that in humans. This discrepancy could be
explained either by the input rate (bolus vs infusion) or the slower clearance of
mivacurium in dogs. The biological half-life of mivacurium was three-fold longer than
the “pharmacological half-life” estimated by the 25-75% recovery index. These
results suggest that the recovery from the neuromuscular blockade is governed

mostly by the redistribution from tissues.

When comparing the PK-PD parameters in dogs and humans, it is essential to
consider that these parameters were estimated using a peripheral link model in
humans.?® The equilibrium rate constant (keo) was quite similar in dogs and humans
(0.06 vs 0.1 min''). However, the ECs, was five-fold lower in dogs (25 ng/ml vs 130
ng/ml) indicating that the dog could be more sensitive to mivacurium than humans
The difference in ECso between dogs and humans could be explained, at least in part,
by the different input rates and / or administered doses as previously demonstrated

by Bergeron et al?!.
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CONCLUSION

This is the first study dealing with the concentration-effect relation of mivacurium in
dogs. Our results demonstrate that the two active isomers of mivacurium (cis trans
and trans trans) show different pharmacokinetic behavior compared to humans. The
slow systemic clearance could be explained by a slower plasma cholinesterase
activity and/or the manner by which the enzyme hydrolyzes the bulky mivacurium

molecule. It seems likely that dogs are more sensitive to mivacurium than humans.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Observed versus Predicted Mivacuium Plasma Concentrations in
Anesthetized Dogs
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Table II. Physiological Parameters in Anesthetized Dogs

162

Dog Weight Arterial pressure Muscle blood flow
(Kg) (mm Hg) (ml/min/kg)

1 13.8 109 £5/91 2 43+1.8
2 8.8 79 £13/61 £ 13 4,7 £ 0.5
3 8.2 162 +4/132 £ 4 3.3+£0.2
4 8 111 £7/95+8 47 +1

5 7.7 177 £3/137 £ 3 2.8+ 0.1
6 7.2 111+6/921+7 2.2+0.1
7 21.7 166 £ 14 /127 £ 5 4.6 £ 0.4
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Table IV. Mivacurium Pharmacodynamic Parameters in Anesthetized Dogs

Dog On(srentirt‘:i)me Tas0, (Min) Tsoo (mMin) T750%(min) Ips-75 (min)
3.0 366 377 396 30
2 2.4 N/D N/D N/D N/D
3% 5.7 39 41 44 5
3% 8.5 65 70 74.5 9.5
3% 4.0 N/D N/D N/D N/D
4.2 374 386 401 27
5 4.8 65.4 69 73.5 8.1
6* 9.4 68.2 75.6 84.6 16.4
6% 12.4 235 245 257 22
7* 31.0 173 181 190 17
7* 2.3 26.5 33.2 38.5 12
mean 8.0 156.9 164.2 173.2 16.3
SD 8.6 121.7 124.5 128.4 7.4

Onset, time at 90% neuromuscular block; Tasor Tsows T75%, time to 25%, 50% and 75% recovery,
respectively; I,s.75, recovery index

* PD parameters were determined for each administered dose of mivacurium
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Table V. Mivacurium Pharmacokinetic-Pharmacodynamic Parameters in Anesthetized

Dogs

Dog ECso (ng/ml) Gamma Keo (Min'?)
1 24.90 5.96 0.0213
3 24.22 4.25 0.0802
4 23.69 5.27 0.0306
5 20.99 9.49 0.0699
6 28.91 6.52 0.0397
7 25.60 2.30 0.1260

Mean 25 5.63 0.0613
SD 3 2.41 0.0391

Keo, effect compartment equilibration rate constant; ECs,, effect

compartment concentration at 50 % block; gamma, slope factor.
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4 Discussion générale

4.1 Gradient artérioveineux du mivacurium chez le

patient anesthésié

Lorsqu‘un état d’équilibre s‘installe durant une perfusion continue, les concentrations
artérielles et veineuses au niveau de l'avant-bras d'un patient sont considérées
comme égales puisque le transfert de masse entre le compartiment sanguin et les
tissus est devenu nul. Cet énoncé général n'est pas valable dans le cas d'un
métabolisme ou d'une séquestration du médicament lors de son passage a travers le
tissu.?*' En déterminant le gradient artérioveineux du mivacurium & |'état d’équilibre
chez le patient anesthésié, nous avons révélé que la concentration veineuse des
isomeéres actifs du mivacurium était deux fois moins élevée que la concentration
artérielle.

Selon nos résultats, I'extraction musculaire des isoméres actifs du mivacurium a été
évaluée a 40 % approximativement. Nous avons atttribué cette différence de
concentrations de part et d‘autre du tissu musculaire a une élimination irréversible
du mivacurium lors de son passage dans la microcirculation de l'avant bras, site des
prélévements sanguins. En se basant sur des parameétres physiologiques tels que le
débit sanguin musculaire chez le patient anesthésié, nous avons émis I'hypothése
que le mivacurium est majoritairement dégradé dans |'espace extravasculaire. Les
propriétés physicochimiques du mivacurium laissent croire que la distribution de cet
ammonium quaternaire est confinée a |'espace extracellulaire. De plus, I'éventuelle
présence de la cholinestérase plasmatique dans le liquide interstitiel nous laissent
suggeérer qu'une dégradation enzymatque par la cholinestérase plasmatique serait
responsable du gradient artério-veineux observé a l'état d’équilibre. Nous avons
également évalué que la clairance musculaire du mivacurium représentait jusqu'a
16% de la clairance systémique totale. Cette clairance musculaire relativement
faible comparativement a limportance de I'extraction musculaire s’explique par le

fait que seulement 15 % du débit sanguin corporel est délivré au muscle.

En considérant I'importance de I'extraction musculaire du mivacurium, on pouvait

s'attendre a ce que les métabolites monoester et alcool issus de la dégradation
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enzymatique du mivacurium soient plus élevés dans le sang veineux. Cependant,
nos résultats démontrent que les concentrations artérielles et veineuses de ces
métabolites sont semblables. Cette apparente discordance s‘explique par le fait que
la vitesse de formation des métabolites est 50 fois plus rapide que leur vitesse

Ny

d’élimination, estimée a 100 min dans une autre étude pharmacocinétique chez le
patient anesthésié.®®

Nos recherches démontrent que prélever du sang veineux pour une évaluation
pharmacocinétique du mivacurium occasionnerait une surestimation de certains
parameétres tels que la clairance et le volume de distribution. Puisque la clairance
systémique est un parametre fréquemment utilisé par I'anesthésiste pour ajuster le
régime de perfusion du mivacurium chez son patient, il pourrait en résulter une
augmentation proportionnelle des concentrations artérielles et donc de la durée

prévue de l'effet clinique.

En effet, les régimes de perfusion du mivacurium requis pour maintenir un état

stable de bloc neuromusculaire sont reconnus comme trés variables chez les patients

anesthésigs.232234

Nos résultats suggérent que cette variabilité, souvent attribuée
au polymorphisme génétique de la cholinestérase plasmatique,?** pourrait également

résulter d'une hydrolyse tissulaire importante.

Une hydrolyse tissulaire importante associée au polymorphisme génétique de la
cholinestérase plasmatique s‘ajoutent a la complexité physico-chimique du
mivacurium.  C'est pourquoi il est trés difficile de caractériser la relation
concentration-effet du mivacurium. Afin de vaincre ces difficultés, il a été proposé
d‘'une part, d’inclure une constante d’élimination au compartiment périphérique
(compartiment 2 dans un modéle pharmacocinétique bicompartimental)'*! et d'autre
part, de lier I'effet pharmacologique au compartiment périphérique.**®* Ce modéle a
été appliqué avec succés pour comparer les paramétres PK-PD (ECso, keo) du

mivacurium chez les personnes jeunes et dgées.?¥’

L'objectif de notre étude n’était pas de caractériser la relation concentration-effet du
mivacurium. Cependant, il aurait été intéressant de mener une étude PK-PD chez les
mémes patients aprés la rupture de I'état d'équilibre. Un échantillonnage artériel et

veineux pendant la phase de redistribution aurait permis de dégager la contribution
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du gradient artérioveineux sur I'estimation des paramétres PK-PD. Pour ce faire, on
aurait pu inclure dans le modéle pharmacocinétique un compartiment périphérique
veineux a partir duquel le mivacurium aurait été éliminé indépendamment de la
clairance du compartiment central. Le compartiment effet conventionne! aurait été

lié au compartiment central.?*®

Il aurait été intéressant aussi de mesurer quantitativement la concentration
interstitielle du mivacurium dans le muscle (site d‘action) a I'état d'équilibre par la
technique de microdialyse. Cette technique aurait permis d‘avoir une évidence
expérimentale pour appuyer le choix du site du prélévement sanguin (artériel ou
veineux) pour les études PK-PD ultérieures. Etant donné les contraintes que peut
présenter la technique de microdialyse, et la difficulté de recrutement des patients

dans cette étude, nous avons préféré continuer ces expérimentations chez l'animal.

4.2 Détermination des concentrations interstitielles du
rocuronium par microdialyse chez le chien
anesthésié

Pour une éventuelle application de la microdialyse aux médicaments dont
I'élimination est indépendante des organes (hydrolyse enzymatique ou dégradation
d'Hoffmann), nous avons vérifié la validité de cette technique en utilisant un BNM
dont I'élimination dépend uniquement des organes d‘élimination associés au
compartiment central (controle négatif). Nous avons opté pour le rocuronium étant
donné que ce BNM est éliminé par excrétion biliare et rénale.”? La validation de la
technique de microdialyse a été réalisée chez le chien anesthésié durant une
perfusion continue de rocuronium. Ainsi, nous avons pu démontrer qu’a l'état
d‘équilibre, les concentrations libres de rocuronium étaient similaires dans le liquide

interstitiel et dans le sang veineux.

L'élément crucial dans la validation d'une méthode de microdialyse demeure le choix
de la technique de calibration de la sonde de microdialyse. Plusieurs techniques ont
été décrites dans la littérature.’’'’®  En considérant les avantages et les
inconvénients de chacune, nous avons opté pour la technique dite de rétrodialyse.

Cette technique a été bien décrite dans le deuxiéme manuscrit de cette thése.
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Dans cette étude, nous avons choisi le vécuronium comme étalon interne parce que
ses caractéristiques physicochimiques et sa cinétique de diffusion lors de la dialyse in

vitro étaient similaires a celles du rocuronium.

Lors d’'une premiere série d’expériences chez le chien anesthésié, les résultats de la
rétrodialyse étaient trés surprenants. A l'état d'équilibre, les concentrations de
rocuronium obtenues dans le liquide interstitiel représentaient approximativement
47% des concentrations veineuses libres. Un tel gradient ne peut s’expliquer que
lorsqu’il y a séquestration ou conversion métabolique au niveau du tissu. Or, de par
la nature chimique du rocuronium, ces mécanismes sont peu probables. La
profondeur de l'anesthésie peut affecter le débit sanguin et la perfusion capillaire
locale,”*® qui influencent & leur tour la diffusion du rocuronium dans le liquide

interstitiel pouvant ainsi expliquer le gradient de concentration observé.

L'extraction du vécuronium a travers la sonde de microdialyse étant représentative
de celle du rocurnium durant la période expérimentale, une différence des propriétés
de diffusion de ces molécules in vivo pourrait expliquer le gradient de concentration
observé entre le liquide interstitiel et le plasma a I'état d'équilibre. Afin de vérifier
cette hypothése, nous avons introduit une période de référence a la technique de
rétrodialyse permettant de comparer les propriétés de diffusion du rocuronium et du

vécuronium a travers la sonde de microdialyse in vivo.

Il est intéressant de constater que l'introduction de cette période de référence a
révélé, chez certains chiens, que les propriétés de dialyse du rocuronium et du
vécuronium pouvaient étre affectés différemment in vivo. Parmi les facteurs pouvant
causer un changement dans la perméabilité de la membrane de microdialyse in vivo,

citons, une obstruction physique ou des fluctuations dans le débit sanguin local.

En démontrant que des molécules chimiquement semblables peuvent avoir des
propriétés de transfert différentes a travers la sonde de microdialyse, il est impératif
d’'évaluer leur propriétés de dialyse in vivo avant toute application. En appliquant la
méthode de calibration par rétrodialyse combinée au rocuronium, nous avons
démontré que les concentrations interstitielles de rocuronium représentent 100 %
des concentrations veineuses libres a I'équilibre. Brievement, en utilisant la méthode

de calibration par rétrodialyse combinée, on établi un rapport entre I'extraction du
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rocuronium et celle du vécuronium a travers la sonde de microdialyse, avant
I'administration systémique du rocuronium. Ce rapport permet de corriger pour

I'extraction du rocuronium durant la période expérimentale.

Apres une analyse approfondie des résuitats, nous en sommes venus & la conclusion
que l'extraction du vécuronium a travers la sonde de microdialyse pouvait varier en
fonction du temps. Ceci pourrait étre expliqué par un ralentissement de la
microcirculation régionale ou encore par un changement de la perméabilité capillaire
au cours du temps. Lorsqu’on utilise la technique de rétrodialyse par le médicament
lui-méme, on assume que les propriétés de dialyse demeurent les mémes durant
I'expérience. Cependant, les changements d‘ordre physiologique et/ou

pharmacologique mentionnés doivent étre pris en considération.

Le point saillant de cette étude est que nous ayons pu quantifier d’'une maniére

exacte et précise, les concentrations libres de rocuronium dans la biophase (muscle).

4.3 Concentrations du rocuronium dans le liquide
interstitiel chez le chien a I'état d’équilibre:

Valeurs expérimentales versus valeurs prédites

En modélisation PK-PD, la concentration du médicament dans le compartiment effet
est dérivée a partir des concentrations plasmatiques mesurées. Par conséquent, le
temps requis pour atteindre I'équilibre entre le compartiment plasmatique et le
compartiment effet pourrait dépendre du lien choisi pour le modéle mathématique.
Dans le cas de BNMs, la quantification des concentrations dans le muscle
présenterait un avantage majeur puisqu’elle nous permettrait de vérifier la validité

des modeles mathématiques dans la prédiction des concentrations dans le

compartiment effet.

L'objectif de ce travail était de vérifier la validité des modeles mathématiques dans la
prédiction des concentrations des BNMs dans la biophase. Pour ce faire, nous avons
procédé a la comparaison des concentrations interstitielles mesurées dans le muscle
par microdialyse avec les concentrations effet et périphériques dérivées

mathématiquement.
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Nous avons démontré chez le chien anesthésié, qu'a l'état d‘équilibre, les
concentrations interstitielles dans le muscie sont équivalentes aux concentrations
prédites pour le compartiment effet par le modéle PK-PD et ce, méme pendant des
périodes prolongées de paralysie. Ceci prouve que |'approche mathématique est un
outil valable pour la prédiction de la concentration-effet responsable de |'effet
pharmacologique.

En mesurant les concentrations interstitielles durant les premiéres 40 min suivant le
début de perfusion de rocuronium, nous avons démontré que ces concentrations
étaient trés similaires aux concentrations plasmatiques. D’un point de vue
pharmacocinétique, ceci est une évidence d’un transfert transcapillaire instantané de
la fraction libre du rocuronium. Du point de vue physiologique, le rocuronium est
une molécule chargée qui doit emprunter les espaces interendothéliaux pour gagner
le liquide interstitiel. Dans ce cas, sa vitesse de transfert dépendrait du débit
sanguin régional. Un transfert rapide a été également observé pour la gallamine?®®
et certains antibiotiques**®2%! aprés administration d‘un bolus intraveineux. Ainsi,
pour les molécules hydrophiles inférieures a 2000 D, il est logique de proposer que le

liquide interstitiel pourrait appartenir au méme compartiment pharmacocinétique que
le plasma.

En déterminant les concentrations musculaires totales du rocuronium au temps du
sacrifice  (estimé approximativement a 250 min), nous avons révélé une
accumulation importante de rocuronium dans le muscle. Cette accumulation ne peut
étre expliquée par une diffusion intracellulaire parce que le gradient artérioveineux a
I'équilibre était de 6% d’une part, et d'autre part, parce que la perméabilité cellulaire
du rocuronium est faible. De plus, en considérant qu’au moment du sacrifice le chien
a récupéré sa fonction neuromusculaire, il est exclu que le rocuronium soit lié aux
récepteurs cholinergiques. Par conséquent, cette accumulation ne peut étre

expliquée que par une liaison non spécifique aux protéines tissulaires.

Dans le domaine de l'anesthésie, on a pu attribué la longue durée d'action de
certains bloqueurs neuromusuculaires a une captation et une accumulation
hépatiques. Ce phénomeéne est d’autant plus accentué lorsque la molécule renferme
dans sa structure un noyau stéroidien qui augmente sa lipophilicité. Ce phénoméne

d'accumulation hépatique a été décrit pour le vécuronium.*?
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Nos résultats révelent pour la premiére fois que le muscle, le site d'action des BNMs,
pourrait étre un organe d’‘accumulation. Cette propriété est probablement inhérente
au noyau stéroidien présent dans la molécule de rocuronium. Cette suggestion est
attribué au fait que la digoxine, renfermant un noyau stéroidien dans sa structure,
s'accumule également dans le muscle cardiaque.?®® Les résultats de ces recherches
suscitent un questionnement en ce qui concerne le mécanisme de captation
musculaire. S'agissant d'un ammonium quaternaire, le rocuronium emprunte les
transporteurs cationiques au niveau du foie pour traverser rapidement I'hépatocyte
avant d'étre excrété dans les canalicules biliaires.*** Cependant, la présence de tels
transporteurs n'a jamais été identifiée dans le muscle. Afin d’élucider le mécanisme
d'accumulation musculaire, il serait intéressant d'investiguer la présence d’éventuels

transporteurs cationiques.

4.4 Détermination des concentrations interstitielles du

mivacurium par microdialyse chez le chien

anesthésié
Outre leur hydrolyse par la cholinestérase plasmatique, nous avons démontré que les
isomeres actifs du mivacurium étaient éliminés au niveau du muscle. En effet, un
gradient artérioveineux d'environ 40 % a été mesuré a |'état d’équilibre chez le
patient anesthésié.?* L'objectif de cette derniére étude était de quantifier I'extraction
musculaire du mivacurium en mesurant ses concentrations interstitielles par
microdialyse. Nous avons choisi le chien comme modéle animal dans cette étude
pour deux raisons: la premiére étant que l'activité de la cholinestérase plasmatique a
été rapportée comme élevée par rapport aux autres espéces animales,?*® la
deuxiéme étant la courte demi-vie des isoméres actifs du mivacurium (estimée a 4

min) chez le chien.?¥

Aprés administration du mivacurium chez le chien anesthésié, nous avons remarqué
que, contrairement a ce qu‘on avait observé chez le patient, les isoméres actifs
n‘étaient pas éliminés rapidement de la circulation sanguine, En effet, nous avons
estimé la demi-vie d‘élimination du mivacurium cis trans et trans trans a

approximativement 60 min.
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L'absence des métabolites monoester et alcool dans les échantillons plasmatiques
était surprenante. Ces métabolites étant issus de la dégradation enzymatique
stéréosélective du mivacurium,’®* nous avons suggéré que cette enzyme ne serait
pas responsable de la dégradation du mivacurium chez le chien et que les voies

d‘élimination du mivacurium seraient rénales et/ou biliaires.

Il est fort probable que l'affinité de la cholinestérase pour le mivacurium chez le
chien soit plus faible que chez I'homme, expliquant ainsi une plus grande stabilité
dans le plasma. D‘ailleurs, il est logique de croire qu'il existe des différences dans la

nature et les taux de la cholinestérase plasmatique entre les espéces animales.!!®

Etant donné le comportement pharmacocinétique inattendu du mivacurium chez le
chien, nous avons d'abord cru que la cinétique du mivacurium n’était pas linéaire.
Nous avons essayé plusieurs doses et plusieurs régimes de perfusion pour exclure
toute possibilité de saturation de la cholinestérase plasmatique. Par conséquent,
nous n‘avons pas été capables de mesurer un gradient artérioveineux a l'état
d'équilibre. L'équilibre n’étant pas atteint (demi-vie longue), il était trés difficile de
conclure en ce qui concerne les concentrations interstitielles du mivacurium
mesurées dans les échantillons de microdialyse. Cette étude démontre que le
mivacurium ne subit pas d'hydrolyse musculaire chez le chien. Par conséquent, la
mesure quantitative de l'extraction musculaire, démontrée au préalable chez le

patient anesthésié, n'a pas été réalisée.

Par contre, nous avons pu caractériser la relation concentration-effet du mivacurium,
qui selon nos connaissances, n'a jamais été réalisée chez I'animal. Une seule étude

PK-PD a été rapportée chez le rat, mais en quantifiant le mivacurium racémique par
!
une méthode non stéréosélective.?*°

Du point de vue pharmacodynamique, la durée d'action du mivacurium chez le chien
se trouve tres prolongée par rapport a celle observée chez 'homme. En effet, la
demi-vie biologique du mivacurium estimée chez le chien est 3 fois plus longue que
sa demi-vie pharmacologique estimée par I'index de récupération. En d'autres mots,
le temps de récupération du bloc neuromusculaire induit par le mivacurium est régi

par le phénoméne de redistribution dans les tissus et non par I'élimination.
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Du point de vue modélisation PK-PD, un lien central classique a été utilisé pour relier
les concentrations plasmatiques du mivacurium & l'effet pharmacologique. En effet,
comme la demi-vie d'élimination n'est pas plus rapide que la vitesse de transfert
dans le compartiment effet, un lien périphérique n'est pas nécessaire,?3®
contrairement a ce quon observe chez I'homme. Dans notre étude, le chien
démontre un début d’action rapide, comparable & celui déterminé chez I'homme. Ceci
est di au fait que le début d'action d’'un BNM est régi par ses propriétés
physicochimiques (coefficient de partage, polarité..)?*® qui dictent ses propriétés de
diffusion vers le site effecteur. La concentration efficace & 50% de |'effet (ECsp) est
moins élevée chez le chien indiquant que celui-Gi est plus sensible au mivacurium
comparativement a I'homme. Selon nos études animales, il appert que le chien soit

plus sensible que I'homme au mivacurium et au rocuronium.

A la lumiére des résultats obtenus, nous pouvons conclure que, pour un médicament
distribué dans le liquide extracellulaire de I'organisme tel que le rocuronium, le
liquide interstitiel appartient au méme compartiment pharmacocinétique que le
plasma pendant la phase d'installation de l'effet pharmacologique. Pour les BNMs
dont I'élimination est indépendante des organes, et pour lesquels une élimination
périphérique a été démontrée (mivacurium) ou tout a fait probable (succinylcholine),
on présume que les concentrations interstitielles musculaires évolueraient en
paraliéle avec les concentrations plasmatiques. Au début de la perfusion, elles
seraient probablement inférieures aux concentrations artérielles, & cause de
I'extraction tissulaire, pour ensuite devenir supérieures, aprés la rupture de l'état
d’équilibre, la vitesse de redistribution étant plus rapide que la vitesse d‘élimination
dans le muscle. Evidemment, seules des études chez d’autres espéces animales
pourront confirmer ou infirmer ces prédictions. L'absence d‘extraction musculaire
pour le mivacurium chez le chien en dépit d’une activité normale de la cholinestérase
plasmatique souligne l'importance d’effectuer des études in vivo. Nos résultats
indiquent que la butyrylcholine n'est pas un substrat adéquat pour représenter la
vitesse d’'hydrolyse plasmatique du mivacurium in vitro mais également in vivo. Ce
constat remet en question la valeur prédictive des extrapolations in vitro - in vivo, et

ce, pour une méme espéce.
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5 Perspectives d’avenir

La particularité majeure du mivacurium est que ce BNM est éliminé au niveau de son
site d‘action, le muscle. Etant donné I'importance de cette élimination tissulaire,
I'évaluation quantitative des concentrations interstitielles du mivacurium serait
cruciale pour guider le choix du site de prélévement, artériel ou veineux lors des
études pharmacocinétiques-pharmacodynamiques. En effet, nous avons démontré
que le sang artériel serait préférable pour I'estimation des paramétres
pharmacocinétiques qui, a leur tour, déterminent le choix de la vitesse de perfusion
en milieu de pratique anesthésique. Cependant, lorsqu’il s'agit de caractériser la
relation concentration-effet du mivacurium, le choix du site de prélévement idéal est
plus controversé puisque le muscle devient un organe d’élimination. Advenant que
les concentrations en contact direct avec les récepteurs (concentrations
interstitielles) ne représentent qu'une fraction des concentrations artérielles, ne
serait-il pas plus réaliste d'utiliser les concentrations veineuses pour dériver les
concentrations dans le compartiment effet lorsqu‘on fait un lien PK-PD pour le
mivacurium?

En mesurant les concentrations interstitielles du mivacurium par microdialyse chez le
lapin, et en les comparant aux concentrations plasmatiques artérielles et veineuses,
on saurait probablement répondre a cette question. En effet, le lapin serait un
modele animal idéal puisqu’une variante génétique a résulté en une activité élevée
de la cholinestérase plasmatique.?>

La détermination des concentrations interstitielles du mivacurium pourrait permettre
d'estimer la vitesse d'élimination dans le compartiment périphérique (Ky) rendant
ainsi identifiable le modéle compartimental avec élimination périphérique.
Récemment, un modeéle pharmacocinétique physiologique (PBPK) a été proposé pour
estimer les concentrations artérielles a partir des concentrations veineuses
mesurées.?®? Cette approche pourrait étre envisageable pour un médicament éliminé

dans son site d'action te! que le mivacurium.
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