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I. Introduction

La coccidiose est une des maladies majeures des volailles au sein des élevages industriels, et
ce par la présence ubiquitaire des coccidies dans I'environnement (Boissieu and Guérin,
2008). L’association de la répartition de cette pathologie et des troubles qu’elle engendre en
fait une maladie extrémement colteuse pour la production de poulet de chair. La maitrise
de la coccidiose peut se faire par un certain nombre d’outils thérapeutiques, tels que la
chimioprophylaxie, en passant par la prévention vaccinale et jusqu’au traitement clinique.
Des additifs anticoccidiens sont utilisés communément au sein des élevages. Ces composés,
présents dans I'alimentation des animaux, permettent de diminuer a la fois les symptomes
de la maladie et la transmission de celle-ci. Les additifs ne sont pas considérés comme des
médicaments vétérinaires mais font tout de méme l'objet d’une réglementation. Leur
réglementation est sous le controle de I'EFSA (European Food Safety Authority),
contrairement aux médicaments vétérinaires qui dépendent de 'EMA (European Medicines

Agency).

Cette réglementation est nécessaire pour déterminer la posologie optimale (balance
bénéfice-risque) pour le bien-étre animal, mais également pour la sécurité du
consommateur de denrées alimentaires issues des volailles. Ces animaux sont élevés pour
leur chair: tout ce qui leur est administré se retrouvera dans nos assiettes. Afin de
permettre a I'animal d’éliminer naturellement ces composés exogenes, un temps d’attente
entre la derniére mise en contact de I'animal avec ce composé et I'abattage de ce méme
animal est mis en place. Le temps d’attente est un parameétre crucial, pour |'éleveur, I'animal
et le consommateur. Un temps d’attente trop long obligera I'éleveur a conserver les volailles
plus longtemps dans ses locaux et a les nourrir, engendrant des pertes économiques. Pour
I'animal, si le temps d’attente est trop long, il sera plus a risque de développer une
coccidiose, n’étant plus sous I'effet de la molécule. Mais un temps d’attente trop faible
exposera le consommateur a des doses non négligeables du médicament ou de I'additif

alimentaire. Il est donc primordial d’estimer au mieux ce temps d’attente.



La pharmacocinétique basée sur la physiologie (PBPK), de par son principe méme, permet la
prédiction des concentrations d’'une molécule dans les tissus et |I’extrapolation entre espéce
ou sur différentes périodes de la vie. C'est donc également un outil de choix pour un calcul
innovant des temps d’attente, en I'associant a des outils statistiques permettant d’étudier la
variabilité inter-individuelle autour du modele moyen.

Cette thése portera donc sur I'intérét de la PBPK dans la détermination et la gestion du
risque lié a 'utilisation d’un anticoccidien, le monensin, chez le poulet de chair. La premiere
partie de ce travail sera bibliographique, et fera un état des lieux des connaissances sur les
coccidioses, le monensin et la pharmacocinétique basée sur la physiologie. La seconde partie
présentera les travaux réalisés dans ce cadre : avec I'élaboration d’'un modele PBPK, sa

validation et la méthodologie pour un calcul innovant du temps d’attente optimal.

II. Partie théorique

A. Coccidioses
1) Définition

Les coccidioses sont répertoriées comme étant une pathologie digestive du poulet, causée
par un protozoaire du phylum des Apicomplexa, de la famille des Eimeridae et du genre
Eimeria. Sur les 7 especes d’Eimeria responsables des coccidioses (Eimeria tenella, E.
acervulina, E. necatrix, E.maxima, E. brunetti, E. mitis et E. praecox), seules les 5 premiéres

sont véritablement pathogeénes pour les poulets (Dakpogan et al., 2013).

2) Cycle parasitaire

Les oocystes d’Eimeria sont ubiquitaires dans la nature. L'oocyste va sporuler dans le milieu
extérieur sous |'effet de conditions optimales (température proche de 25°C, hygrométrie et
oxygénation adéquates) pour devenir infectant. Les jeunes poulets se contaminent en les
ingérant. Une fois dans le gésier de I'animal, I'oocyste va libérer 4 sporocystes sous |’action
du broyage mécanique (étape A du cycle, Figure 1). Les sporocystes se retrouvent ensuite

dans la lumiere intestinale, ou sous l'effet de facteurs mécaniques (péristaltisme) et



biochimiques (sucs digestifs), chaque sporocyste libére 2 sporozoites (B). Ces étapes forment

la phase de sporogonie.

Ces sporozoites vont pénétrer dans une cellule de I'épithélium entérique (1) pour procéder
a leur reproduction asexuée. Celle-ci consiste en une série de divisions a l'intérieur des
entérocytes (2), conduisant a la libération d’une multitude de sporozoites (3). Chaque
sporozoite va ensuite pénétrer dans une nouvelle cellule (4). Le sporozoite se développe a
I'intérieur de I'entérocyte dans une vacuole parasitophore, ou il se transforme en
trophozoite puis en mérontes (5) (encore appelés schizontes). Dans chaque méronte se
produit plusieurs divisions cellulaires aboutissants a la production de mérozoites. Ces
mérozoites vont infecter de nouvelles cellules pour reformer un méronte. Il se produit ainsi
plusieurs cycles (6). Cette multiplication des sporozoites puis des mérozoites constitue la

phase de schizogonie du cycle (ou mérogonie).

Au bout de plusieurs cycles de schizogonie, débutera le commencement de la phase de
gamogonie. Les mérozoites libérés dans la lumiere intestinale vont infecter de nouvelles
cellules, et vont se transformer soit en microgamontes (7) (qui produiront des microgameétes
males mobiles (9) car munis de flagelles) soit en macrogamontes (8) (qui engendreront la
production de macrogametes femelles immobiles). Les microgametres vont étre libérés du
microgamonte et iront féconder les microgametes femelles (10). En fusionnant, les 2
gametes créeront un zygote (11), qui sécretera une coque protectrice et évoluera vers

I’'oocyste qui sera relargué dans le milieu extérieur avec les féces (12).

Le cycle parasitaire d’Eimeria est monoxéne (se déroulant chez un seul hote), et prend entre

4 et 7 jours pour s’effectuer entierement, en fonction de I’hote infecté (http.//eimeria.chez-

alice.fr/cycle.html).
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Figure 1 : Cycle parasitaire d’Eimeria sp. d’aprés thepoultrysite.com

3) Symptomes

Le multiple relargage des sporozoites et des mérozoites durant la phase de schizogonie
entraine une lyse importante des cellules de I'épithélium intestinal des animaux. La grille de
Johnson et Reid (1970) sert de référence pour les lésions coccidiennes et une grille
développée par Elanco® une firme qui produit des coccidiostatiques, a permis
d’homogénéiser les notations des Iésions intestinales. La combinaison de ces 2 grilles donne
un score d’Intégrité Intestinale, qui permet de classer toutes les lésions provoquées par les
coccidioses selon leur sévérité. Le pic des lésions coccidiennes apparait au cours de la 4eme
semaine de vie des animaux, avec approximativement 50% des oiseaux atteints
(Bostvironnois C., 2011). Les lésions digestives conduisent a une diarrhée, qui peut étre
sanglante en fonction de la gravité de l'infection, et entraine également une déshydration
par perte de liquide. Les jeunes oiseaux sont les plus sensibles, n"ayant pas encore fait leur
immunité (poulet de chair entre 3 et 6 semaines) (Boissieu and Guérin, 2008). La multiple
lyse des entérocytes conduit aussi a une malabsorption des aliments, ce qui provogque un
ralentissement voir un arrét de la croissance de I'animal (Dakpogan et al., 2013). De plus, ces

dégats provoqués au sein de I'épithélium digestif constituent un terrain propice a certaines
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infections dues a des bactéries gastro-intestinales : clostridies, salmonelles et colibacilles

(Bostvironnois C., 2011). Dans les cas extrémes, I'infection entraine la mort de I'animal.

Ces symptomes ont plusieurs impacts pour les éleveurs, notamment une perte
d’homogénéité des lots, vu que certains animaux ont stoppé précocement leur croissance.
Cela conduit a un déclassement de I'animal a ['abattage. On a également une
dépigmentation des carcasses (cas du poulet jaune). Au final, I'infection de la volaille par

Eimeria entraine une baisse de la rentabilité de la production en élevage industriel.

4) Epidémiologie

En 2004, sur les 1638 zones de productions (RNOEA, 2004), la fréquence relative des
coccidioses était de 29.4% chez le poulet (483 coccidioses recensées), ce qui en faisait la
premiére maladie chez cet animal. Le taux de prévalence a été estimé en 2004 a 3.8% (sur 9
mois de renseignements, a raison de 95 troupeaux en moyenne par mois sous surveillance).
Ces données ont été recensées par le RNOEA (Réseau National d’Observations
Epidémiologiques en Aviculture) sous la base du volontariat des vétérinaires qui
transmettent les données. Le RNOEA a été fondé en 1987 a la demande de vétérinaires
spécialisés en aviculture. Il est animé par I'unité EBEAC (Epidémiologie et Bien Etre en

Aviculture et Cuniculture) de I’ANSES de Ploufragan.

Cependant, il est difficile d’avoir des données précises sur les coccidioses puisque 'infection
est le plus souvent sub-clinique : les symptomes étant difficilement visibles, la prévalence et

I'incidence des coccidioses sont sous-estimées.

5) Impact économique

En 1991, le colt annuel des coccidioses atteignait 450 millions de dollar US (Lloyd-Evans,

1991), montant qui illustre I'impact déja conséquent des coccidioses.

Mais pour faire face a la demande toujours croissante de la population mondiale, les
éleveurs doivent fournir plus de volailles, ce qui augmente les frais de traitement. En 1998,

le colit avait évolué a 1.5 milliards de dollars US par année (Stevens, 1998).



Sgrensen et son équipe ont déterminé en 2006, par extrapolation, que le colt total des
coccidioses (clinique, sub-clinique et leur contréle) atteignait 2.3 milliards d’euros a travers
le monde (Sgrensen et al., 2006). 70% de ce colt est uniquement attribuable a I'infection
sub-clinique, puisqu’elle réduit fortement le gain de poids chez le poulet, ce qui donne lieu a

des déclassements a I'abattage.

Parmi ces colts se retrouve aussi celui de I'élaboration d’aliments supplémentés en
coccidiostatiques : il ne comprend pas uniquement le colt du principe actif, mais aussi le
surco(t du prémix, le surcolt di au rincage de la chaine de production (pour éviter les
contaminations croisés et les intoxications qui en résultent), a la main d’ceuvre
supplémentaire, au transport, a la marge effectuée par le fabriquant. Au final, I'élevage avec
un aliment supplémenté en coccidiostatiques provoque un surco(t d’environ 0.0206 euros

par poussin (Watier, 2011).

6) Prévention

La lutte contre la coccidiose passe d’abord par la prévention (vetosaintbrice.fr) :

Hygiéne et ambiance des batiments d’élevage : lutte contre I'humidité, entretien des
litieres, utilisation de superphosphates, aération, nettoyage des mangeoires et zones
souillées par des excréments,

e [solement strict des malades, désinfection ou nettoyage a I'’eau bouillante des locaux

souillés,

e Réduction des facteurs de stress,

e Gestion raisonnée de I'allotement (séparation des animaux en lots pour augmenter la
productivité): éviter de mélanger des animaux de générations différentes avec des

statuts immunitaires différents.

Mais l'utilisation d’additifs anticoccidiens dans I'alimentation occupe 95% des méthodes de
prévention (De Gussem, 2007). Des vaccins vivants, tolérants ou non aux anticoccidiens,
peuvent aussi étre employés mais sont a l'origine d’un colt supplémentaire pour les
éleveurs. Le cycle parasitaire durant 1 semaine, I'immunité protectrice des oiseaux peut

survenir dés la 3°™° semaine de vie des poussins, s’ils ont été contaminés dés leur naissance.
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Parfois, le contact avec le parasite survient plus tard, et I'immunité ne sera effective qu’au
bout des 6-7éme semaines (Bostvironnois C., 2011). Les jeunes oiseaux sont donc les plus
vulnérables, il est donc primordial de les protéger dés leur naissance, notamment avec

I"utilisation d’'une alimentation supplémentée en anticoccidiens, comme le monensin.

B. Le Monensin, un anticoccidien
1) Les différentes familles d’anticoccidiens

En fonction de leur usage, thérapeutigue ou prophylactique, différentes familles

d’anticoccidiens sont utilisées.

Tous doivent répondre a ces caractéristiques (Réglement (CE) no 1831/2003 du Parlement

européen et du Conseil) :

e étre actifs vis-a-vis de toutes les espéeces présentes chez I'hote

® ne pas étre toxiques pour I'hote

e ne pas avoir d’incidences sur la qualité de la viande ou de la carcasse
e étre compatibles avec les autres composants de I'aliment

® ne pas nuire a la santé du consommateur

a) Usage thérapeutique

Pour un usage thérapeutique, les 2 principes actifs qui seront utilisés sont 'amprolium et le

toltrazuril (par arrété du 19 Décembre 2014 modifiant I'arrété du 28 Juin 2011 fixant la liste

des médicaments vétérinaires prévue au deuxiéme alinéa de I'article L. 5143-6 du Code de la

Santé Publique).

e L’amprolium, un analogue de la thiamine, inhibe le transport de la thiamine dans les
especes d’Eimeria, perturbant ainsi la synthése de glucides. L'efficacité de
I'amprolium peut étre réduite par l'administration concomitante de produits

contenant des complexes de vitamines B (CBIPvet.be). Cette molécule est tres



faiblement absorbée, ce qui lui permet d’agir sur les sporozoites présents dans la
lumiere intestinale, et d’avoir peu d’effets systémiques.

e Le toltrazuril affecte en premier lieu la chaine respiratoire d’Eimeria, puis deux
enzymes responsables de la synthése des pyrimidines (Harder and Haberkorn, 1989).

Il est actif lors de la schizogonie et de la gamogonie (Haberkorn and Stoltefuss, 1987).

b) Usage prophylactique

Utilisés au sein de l'alimentation des animaux, ces produits ne sont pas de médicaments
mais des additifs alimentaires. Leur législation ne dépend plus de I'EMA (Agence Européenne

du Médicament) mais de I'EFSA (Agence Européenne de Sécurité de I’Alimentation).

Les anticoccidiens prophylactiques sont représentés par la classe des ionophores, du grec
« iono » ion et « phore » porteur. Ces ionophores, par fixation de cations, vont former des
complexes liposolubles qui vont traverser les membranes et ainsi perturber la balance
osmotique. Les ionophores sont classés en 3 catégories, selon le mode de transport du
cation :

e Les « quasi-ionophores », qui vont former un pore dans la membrane grace a leur
structure polypeptidique, permettant le passage des ions en fonction de leur gradient
de concentration. En cela, ils ne forment pas réellement de complexes avec les
cations et sont différents des 2 autres catégories.

e Les ionophores neutres (comme la valinomycine), qui se localisent a l'intérieur de la
bicouche lipidique des membranes cellulaires. Par diffusion, ils se retrouvent en
surface ou ils peuvent capter un cation. Toujours par diffusion, le complexe lipophile
va migrer vers l'intérieur de la bicouche pour finalement arriver a l'intérieur de la
cellule. Le complexe va se dissocier, libérant le cation dans le cytoplasme.
L'ionophore neutre va alors reprendre sa place dans la bicouche pour effectuer un
nouveau cycle.

e Les ionophores carboxyliques (classe a laquelle appartient le monensin) ont un
mécanisme de transport un peu différent de celui des ionophores neutres. Il sera

détaillé dans la prochaine partie.



2) Le Monensin
a) Structure et propriétés

Les polyéthers carboxyliques, dont fait partie le monensin, sont majoritairement synthétisés
par des champignons saprophytes de genre Streptomyces (Butaye et al., 2003), également
producteurs des antibiotiques avec le suffixe —ycine. La structure de ces ionophores
carboxyliques consiste en une suite d’éthers intra cycliques (Figure 2), qui forment une
« poche » dans laquelle peut s’insérer un cation maintenu prisonnier par des interactions
ion-dipdle. De par cette structure, ces composés forment des complexes liposolubles avec
des cations (Na+, K+, Ca2+) et leur permettent de traverser les membranes (Pressman,

1968).

Figure 2 : Structure quasi-cyclique du monensin sodique d’apreés (Lopes et al., 2001)

Les ionophores carboxyliques sont des molécules chargées négativement a pH
physiologique. lls se localisent a I’extérieur de la cellule, au contact de la membrane. Lors de
sa complexion avec un cation (Na®, Ca”™), il se forme un zwitterion, entité neutre
électriqguement. Cette neutralité lui permet de traverser la membrane cellulaire. Arrivé a
I'intérieur de la cellule, le complexe se dissocie, provoquant la libération du cation dans le
e . .
cytoplasme de la cellule. Puis I'ionophore se complexe a un autre cation (par exemple le
. + . . . .
potassium K' ou un proton) pour effectuer le chemin inverse et ainsi recommencer un
nouveau cycle. Ce que I'on appelle monensin est en fait un mélange de plusieurs entités
chimiques (synthétisés par Streptomyces), qui différent par leur groupement R1 et R2 (voir

figure 2) comme indiqué dans le tableau 1 :



Tableau 1 : Structure des composés du monensin d’aprés (EFSA, 2004)

R1 R2
Monensin A CyHs CH3
Monensin B CH; CHs
Monensin C CyHs CyHsg
Monensin D Non fournie Non fournie

Le monensin est présent au sein de 2 spécialités utilisables pour lincorporation a
I'alimentation des volailles : I'Elancoban® et le Coxidin®. Les firmes qui les produisent

garantissent la composition suivante :

Tableau 2 : Composition du monensin d’apres (EFSA, 2004)

Composition du monensin Masse (%)
Monensin A >95%
Monensin A+B >96%
Monensin C+D >2%

Le monensin est donc composé trés majoritairement de I'entité A (>95%), auquel est ajouté
les composés B, C et D, qui occupent au maximum 5% de la masse finale du mélange (EFSA,
2004). La détermination des proportions du mélange est réalisée par Chromatographie

Liquide a Haute Performance (HPLC).

b) Pharmacologie aviaire du monensin
e sy 1
e Pharmacocinétique

- Absorption

L $%il n’y a pas de précisions, les résultats sont communiqués sous forme moyenne +

écart-type
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La premiere étude sur le monensin chez le poulet a été effectuée en 1969 (Herberg and Van
Duyn, 1969). Du [*H]monensin a été administré oralement & des poulets. Ils ont trouvé que
seulement moins de 2% de la radioactivité était présente dans les tissus et |'urine, ce qui
pourrait indiquer une tres faible absorption. Cependant, au moins 75% de la radioactivité
était associée a I'eau tissulaire. Cette faible valeur de biodisponibilité et la présence associée
a I'’eau pourraient avoir comme origine I'échange entre I’'hydrogene de I'eau et le tritium du
monensin, et ce dés I'administration par voie orale. Pour vérifier cette hypothése, une
seconde étude (Donoho et al., 1978) a été faite avec du monensin marquée au carbone 14,
chez le bétail et le rat. Encore un fois, la quasi-totalité de la radioactivité a été retrouvée au
sein des feces. Mais la possibilité que le monensin soit éliminé par voie biliaire n’a pas été
envisagée. C'est donc avec ce but que Davison a réalisé son étude en 1984 (Davison, 1984) :
100 mg de monensin marquée au carbone 14 ont été administré a des poulets agés de 5
mois et un an, dont la vésicule biliaire avait été canulée : en récoltant les fientes uniquement
(sans la bile qui s’y déverse), il a alors été calculé que le monensin avait une biodisponibilité
orale comprise entre 11 et 31%. Une autre étude plus récente avec quantification par
chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (Henri et al.,
2009), a démontré elle aussi une biodisponibilité orale comprise entre 11 et 30% (suivant la
méthode d’estimation), apportant en plus des informations sur la constante de vitesse
d’absorption (Ka) estimée a 3.85 ht. Apres une administration orale, le monensin est
rapidement absorbé et se retrouve dans la circulation systémique. Le temps, Tmax, pouUr
atteindre la concentration maximale (Cnay) est d’environ 1h aprés I'administration orale
(Henri et al., 2009). Ce Tmax prend aussi en compte un temps de latence (Tj5g) inférieur a une
demi-heure. Lors de la prise alimentaire, la nourriture et/ou l'eau n’arrive(nt) pas
directement au niveau du site majoritaire d’absorption, qui est I'intestin. Il existe une phase
de dépot dans le jabot et une phase de digestion dans le gésier. Il faut noter que les deux
études précédemment citées ont été réalisées avec du monensin en solution, donc ayant
une bioaccessibilité compléete qui n’affecte pas la biodisponibilité. La faible biodisponibilité
du monensin par voie orale lui procure un avantage pharmaceutique certain, puisque son
action thérapeutique se situe dans la lumiere intestinale et ses effets indésirables viennent

de son passage systémique.
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- Distribution

Lors de son étude en 1984, Davison a pu évaluer I'exposition des tissus aux monensin, dont
les expositions en pourcentage sont résumées dans le tableau ci-dessous (Tableau 3) ou les

valeurs exposées correspondent au pourcentage de la dose retrouvée dans les tissus. :

Tableau 3 : Résultats de la balance d’excrétion réalisée sur 3 jours d’apres (Davison, 1984)

Dose Fientes Bile Vésicule Tractus Gl | Foie (%) | Reins (%) | Carcasse Total
(%) (%) biliaire(%) | (%) (x10°) | (x107) (%) (%)
Groupe 1 100mg 59.3+6.1 15.2+2.2 | 0.32+0.25 | 18.1+7.8 29+5 5+0.7 0.37+0.08 93.5%1.9
Groupe 2 12mg 78.1+1.6 13.5+0.8 | 0.55+0.52 | 0.23+0.06 | 154 3+0.3 0.11+0.03 92.5+2.6

La quasi-totalité de la radioactivité est retrouvée au niveau des fientes (donc non absorbée),

de la bile et au tractus gastro-intestinal.

Du fait de sa structure et de sa lipophilie (logP = 4.82) (chemicalize.org), le monensin se

distribue largement et possede une affinité marquée pour les tissus adipeux : ceci explique
son volume de distribution a I'état d’équilibre (Vss) élevé, estimé (approche non-
compartimentale) proche de 8 L/kg (Henri et al., 2009). Lors de cette étude, les expositions
au monensin des différents organes du poulet (foie, muscle et graisse) ont été déterminées,
par obtention de coefficients de partage (Kp). Il faut noter que les reins ne sont pas cités

dans cette étude par défaut de méthode de dosage validée dans ce tissu.

Les expositions plasmatiques au monensin ont également été modélisées selon une
approche compartimentale, le modéle caractérisant le mieux la distribution du monensin
étant un modele bi-compartimental, compatible avec la distribution hors de la circulation
systémique et sans accumulation marquée. La liaison aux protéines plasmatiques a
également été étudiée in vitro et se situe a 22.8% (avec une erreur standard de 0.86%,

I’étude étant réalisée sur 5 poulets) (Atef et al., 1993).
- Métabolisme

Le monensin a un métabolisme essentiellement de phase |, c’est-a-dire par des enzymes
oxydatives de la famille des cytochromes. La sous-famille de cytochromes la plus impliquée

est la 3A (Nebbia et al., 1999). Chez le poulet, le dindon et le rat, 9 métabolites ont été
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identifiés (EFSA, 2004),d’aprés les études de (Donoho et al., 1982) et (Davison, 1984) sur le
métabolisme du monensin. Ces métabolites résultent d’une phase d’oxydation par des
processus de déméthylation, décarboxylation et de mono/dihydroxylation comme résumé

dans le tableau suivant :

Tableau 4 : Structure chimique des métabolites du monensin sodique identifiés chez le

poulet (P), le dindon (D) et le rat (R) d’aprés (EFSA, 2004)

Métabolite Groupe R2 (cf. figure Autres modifications
1)
Monensin -O-CH3 -
sodium
M1p,pr -OH -
M2p b r -OH monohydroxylation sur le cycle E
M3p bR -OH monohydroxylation sur le cycle E (épimére M2)
M4p g -OH monohydroxylation sur le cycle D
M5p -O-CH3 monohydroxylation sur le cycle D
M6Pp g =CO décarboxylation
M7p g -OH monohydroxylation sur les cycles B, Cou D
M8Pp g -OH dihydroxylation sur les cycles B, Cou D
M9p =CO décarboxylation et monohydroxylation sur le
cycle E

D’un point de vue quantitatif, le monensin sous forme inchangée et le métabolite M2
représente chacun au moins 10% de la radioactivité totale retrouvée dans les excrétas de
poulet, tandis que les autres métabolites comptent chacun pour moins de 10%. On note

aussi la présence d’un grand nombre de métabolites mineurs (EFSA, 2004).

Comme énoncé, le métabolisme du monensin est essentiellement de phase |, c’est-a-dire
par des phénomeénes d’oxydations : I'étude de ce métabolisme, en particulier I'étude de la
vitesse de métabolisation, est donc possible in vitro sur des microsomes (Henri et al., 2008),

qui sont des fragments de réticulum endoplasmique et d’appareil de Golgi, récupérés apres
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centrifugation de morceaux de foie broyés (6 poulets Ross, agés de 7 semaines). C’'est par
cette méthode qu’ont été déterminés 2 parametres de disparition du monensin en tant que
substrat : la vitesse maximale enzymatique Vax €t la constante de Michaelis Ky, qui sont
respectivement de 6461140 pmol/mg/min et de 28.6+12.4 uM. Cette étude, réalisée sur une
plage de concentrations allant de 0.05mM a 0.5mM montrent une saturation du

métabolisme, saturation décrite avec un modeéle « Emax simple ».
- Excrétion

Comme décrit en 1984 par Davison et al., lors d’'une étude de la balance d’excrétion, la tres
grande majorité du monensin (92.6%) marqué au carbone 14 a été retrouvé dans les fientes,
la bile et le tractus digestif. Chez le poulet, les feces et I'urine sont mélangés dans les fientes.
Afin de déterminer I'origine de la radioactivité, des poulets ont été colostomisés dans le but
de séparer les feces et I'urine. Grace a cette expérimentation, on a pu déterminer que la
quantité de monensin retrouvée dans les urines ne comptait que pour 1%. L’élimination
pulmonaire du monensin a également fait I'objet d’'une expérimentation, avec 2 poulets
placés en chambre respiratoire. L'élimination pulmonaire est équivalente a I'élimination

rénale, proche de 1%.La clairance totale a été déterminée a 2.17 L/h/kg (Henri et al., 2009).

e Pharmacodynamie

De par sa structure lipophile, le monensin se fixe aux membranes cellulaires et agit comme
un « transporteur», permettant le passage membranaire des cations suivant leur gradient,

les plus affectés étant les ions Na*, K* et Ca®".

- Activité anti-bactérienne

L’action antimicrobienne du monensin vient surtout du gradient de proton, conduisant a une
baisse du pH intracellulaire. Le micro-organisme réagit en augmentant le rejet actif,
entrainant une augmentation de la consommation en ATP, et finalement a un épuisement

cellulaire. Cet effet est impossible sur les bactéries Gram négatives, car leur membrane
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externe ne permet pas la pénétration de molécules de poids moléculaire élevé comme le

monensin (EFSA, 2004).

- Activité anticoccidienne

D’un point de vue mécanistique, sa capacité a lier les cations et a se fixer dans les
membranes fait du monensin un anticoccidien trés efficace. En modifiant les potentiels
électriques des coccidies, le monensin oblige les mitochondries du protozoaire a produire
toujours plus d’ATP pour maintenir I’équilibre électrolytique, ce qui conduit a un épuisement
de la synthese d’ATP. Incapable de rétablir son équilibre électrolytique, les mouvements
d’eau suivent les mouvements des cations, aboutissant a la lyse cellulaire. En diminuant le
nombre de sporozoites intra-luminaux, le monensin permet d’affaiblir le cycle du parasite,
réduisant ainsi les dommages entériques. De plus, le monensin a également une activité
intra-entérocytaire sur les sporozoites, en laissant relativement intact les cellules intestinales
(Chapman et al., 2010). Le monensin est efficace chez le poulet contre Eimeria acervulina, E.

brunetti, E. maxima, E. necatrix et E. tenella (Dakpogan et al., 2013).
- Résistances

La résistance est un probléme majeur en thérapeutique (ANSES, 2014). Dés 1996, une étude
réalisée en Allemagne du Nord (Stephan et al., 1997) montrait I'apparition de résistance.
90% des isolats d’Eimeria avaient une résistance a un anticoccidien, dont les résultats sont

résumés dans le tableau 5:
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Tableau 5 : Occurrence des résistances aux anticoccidiens des isolats d’Eimeria d’aprés (Stephan et

al., 1997)
Anticoccidien (famille) Pourcentage de résistance des isolats
Maduramicine (ionophore carboxylique) 70%
Monensin (ionophore carboxylique) 60%
Salinomycine (ionophore carboxylique) 50%

Nicarbazine (complexe synthétique non | 80%

ionophore)

Halofunginone (dérivé des quinazolinones) 70%

Robenidine (composé synthétique non | 10%

ionophore)
Toltrazuril (triazinones) 10%
Diclazuril (triazinones) 20%

De plus, les résistances multiples ont été développées dans 70% des isolats.

Aux Etats-Unis, en 1994, une étude (Chapman and Hacker, 1994) a été réalisée sur 2 fermes
de I'Arkansas, dans le but de vérifier si des exploitations situées dans le méme complexe se
partagent les modes de résistance. En effet, 'usage intensif du monensin dans les 2 fermes a
vu émerger des résistances. Tous les isolats d’Eimeria (especes acervulina et maxima) ont

été déterminés résistants au monensin, c’est-a-dire une perte de plus de 50% de I'efficacité.
- Effets cardio-vasculaires

La plupart des cellules activables sont quiescentes aux concentrations basales de ca’ (100
M) et sont stimulées pour exprimer leurs fonctions spécialisées a des concentrations 100 a
10.000 fois supérieures (10~ a 10°3M). Une des sources du calcium qui permet de déclencher
la réponse cellulaire est le milieu extracellulaire, dont la concentration en calcium dépasse
10>3M. Le monensin, en augmentant la perméabilité des membranes, permet I’'équilibration
du gradient du calcium et ainsi peut déclencher une réponse cellulaire (Pressman and Fahim,

1982).

Avec [’élévation du calcium intracellulaire, on observe une levée de l'inhibition par la
troponine I. En effet, en se liant au calcium, il y a un changement de conformation de la
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troponine C, ce qui permet de démasquer les sites de liaison entre les filaments d’actine et la

myosine. Il y a donc contraction du muscle cardiaque (Shlafer et al., 1978).

Cette méme élévation du calcium intracellulaire, semblable a celle du relargage de calcium
par le réticulum sarcoplasmique lors de l'arrivée d’un potentiel d’action ainsi qu’a
I’ouverture des canaux calciques, va provoquer un plus grand nombre de complexes calcium-
calmoduline. Ce complexe va activer la kinase des chaines légéres de myosine, conduisant a
une augmentation de la contractilité des cellules du systeme cardio-vasculaire, se traduisant
par des effets chronotrope et inotrope positifs (Haynes et al., 1974). Ces effets sont
augmentés par la stimulation de cellules sécrétrices et la libération de catécholamines par
les surrénales et le cceur (Pressman and deGuzman, 1975). Cette implication des
catécholamines est prouvée par I'inhibition des effets cardio-vasculaires du monensin par un

B-bloquant.

A de faibles doses (2-25 ug/kg), I'activité cardio-vasculaire du monensin se résume a une
augmentation du flux coronaire. Comme ni le débit cardiaque, ni la pression artérielle
aortique ne sont augmentés, I'augmentation de ce flux doit étre di a un relachement des

résistances coronaires (Pressman and deGuzman, 1975).

A des doses plus fortes, le monensin entraine des contractures, une augmentation de la

pression artérielle et des effets chronotrope et inotrope positifs.
- Autres effets

Le monensin est utilisé chez le bétail car il augmente la fermentation dans le rumen,
conduisant a un augmentation de la conversion de la nourriture en viande (Pressman and

Fahim, 1982).

De plus, le monensin possede un effet hyperglycémiant d’apres des études réalisées sur des

chiens et des lapins, qu’ils soient anesthésiés ou conscients (Fahim and Pressman, 1981).

e Usage anticoccidien du monensin en élevage aviaire

Le monensin, qui est utilisé dans I'alimentation pour influencer favorablement les

performances des animaux en bonne santé, est défini d’un point de vue réglementaire
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comme étant un additif zootechnique soumis a ce réglement. Le monensin, comme additif a
I’alimentation chez la poule pondeuse de moins de 16 semaines et chez le poulet de chair est
présent au sein de 2 spécialités : le Coxidin® et I'Elancoban® (dont la teneur en monensin est
différente, 20% et 25% respectivement), utilisées pour le contréle des coccidioses. L'EFSA
recommande d’utiliser des concentrations de monensin comprises entre 100 et 125 mg/kg
d’aliments (EFSA, 2011). Une concentration de 100 mg/kg d’aliment est suffisante pour
maintenir une faible exposition aux coccidioses et une concentration supérieure a 125 mg/kg
d’aliment sera susceptible d’entrainer des risques pour la volaille et pour I’'environnement.
Cet usage, comme pour tout usage de médicaments ou d’additifs dans les filieres destinés a

la consommation humaine est réglementé au niveau européen.

C. Evaluation et gestion du risque lié a I'utilisation du monensin.

Les directives 70/524/CEE et 96/51/CEE de I'Union Européenne énoncent les regles de base
concernant l'autorisation, |'utilisation et la commercialisation des additifs pour I'alimentation
animale. Cette autorisation des additifs concerne leur utilisation dans des aliments destinés
soit a certaines espéces animales, soit a certains groupes d'especes animales (différentiation
entre poulet de chair et la poulette destinée a la ponte par exemple). Toute entreprise
souhaitant obtenir une autorisation pour un additif doit présenter un dossier contenant les
données scientifiques voulues (études de toxicité, étude du métabolisme, proposition de
limites maximales de résidus). Ces dossiers de demande d’évaluation de produits
réglementés comme les additifs alimentaires sont soumis a |'Autorité Européenne de
Sécurité des Aliments (EFSA). Le réglement CE n°1831 /2003 (EU, 2003) a pour objet d’établir
une procédure communautaire pour l'autorisation de mise sur le marché et I'utilisation des

additifs dans I'alimentation animale.

Dans un but de protection du consommateur, a partir des études toxicologiques réalisées
chez I'animal, on retiendra la Dose Sans Effet (DSE) qui servira de base pour le calcul de la

limite a laquelle ’'Homme ne doit pas étre exposé.
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1) Etudes toxicologiques
a) Dose Sans Effet (DSE)

La DSE est la plus forte dose qui n’entraine aucun effet sur un organisme lorsqu’elle est
absorbée quotidiennement, que |'effet soit thérapeutique ou secondaire. Celle-ci est
purement toxicologique et spécifique d’une espece, car il existe des différences de sensibilité
qui peuvent étre dues a la pharmacocinétique de la molécule (plus forte absorption,
métabolisme différent aboutissant a une augmentation de la production d’'un composé
toxique ou a une diminution de la détoxification, ou une élimination amoindrie) ou a sa
pharmacodynamie (effet majoré pouvant étre di a des isoformes de récepteurs par
exemple). La DSE, encore connue sous le sigle NOEL (pour No Observed Effect Level), est
donc exprimée en mg de substance par jour et par kilogramme de poids vif de I'animal :
ainsi, il est possible de comparer les différentes espéces entre elles. La DSE est déterminée a
partir de toutes les études réalisées sur les animaux, que |'effet étudié soit a court terme

(dose unique) ou a long terme (doses répétées).
e FEtudes a court terme

La toxicité d’'une dose unique de monensin a été testée sur un grand éventail d’espéces par
(Todd et al., 1984). Les différents signes de toxicité étaient similaires entre les espéces et
comprenaient anorexie, hypoactivité, faiblesse musculaire, ataxie, diarrhée et diminution du
gain de poids. Les différentes Doses Létales 50 (DL50, c’est a dire la dose qui entraine la mort

de la moitié des animaux) sont récapitulées dans le tableau ci-dessous (Tableau 6):
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Tableau 6 : DL50 pour différentes espéces animales lors d’une dose orale aigué

Espéce Genre DL50 (mg/kg de poids vif)
Cheval 2-3
Mouton 12
Femelle >10
Chien
Male >20
Porc 17-50
Bétail 22-80
Femelle 24.3
Rat
Male 40.1
Chevre 26
Lapin 42
Pintade 95
Femelle 96
Souris
Male 70-108
Poulet 200-231
Femelle 416
Dindon
Male 347
Singe >160

Cette étude, qui n’a aucun intérét pour la recherche de la DSE puisqu’on cherche un effet
toxique, permet en revanche de cibler les animaux les plus sensibles et chez qui on aura la

DSE la plus faible.

Des études pharmacologiques sur la toxicité cardiaque ont été réalisées sur le chat et le
chien (EFSA, 2004). Concernant le chien (race Beagle), des doses orales de 0, 0.138, 0.345,
0.69 et 1.38 mg/kg ont été administrées. Les doses supérieures ou égales a 0.69 mg/kg ont
montré une augmentation du flux sanguin dans les coronaires. Aucune des doses
administrées n’ont augmenté la pression artérielle ou le rythme cardiaque. Pour cette étude,

la DSE était donc de 0.345 mg/kg. Comme nous le verrons par la suite, il s’agit ici de la plus
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faible dose n’entrainant aucun effet. Elle sera donc retenue pour les calculs effectués afin de

protéger le consommateur.

Chez le chat anesthésié (race non précisée), une dose de 30 mg/kg n’a eu aucun effet sur les
réflexes spinaux, la pression artérielle, le rythme cardiaque, la respiration ou
I’électrocardiogramme. Comme aucun n’est relevé a cette dose, la DSE chez le chat doit étre

supérieure a 30 mg/kg.

e FEtudes alongterme

Ces études a long-terme, qui comprennent la toxicité des doses répétées, la toxicité de la
reproduction, la cancérogénése, doivent répondre a des exigences réglementaires (OMS,

2000) concernant :

- Les especes animales : les études doivent étre réalisées sur au moins 2 espéeces
animales, dont 'une appartenant a la famille des rongeurs.

- Le sexe des animaux : il peut exister une variabilité inter-genre. Afin de tester cette
hypothése, il convient de réaliser les études selon un ratio 1:1.

- Le nombre d’animaux: pour les rongeurs, 10 animaux/dose/genre sont utilisés ;
concernant les non-rongeurs, des groupes de 3 animaux/dose/genre sont préconisés.

- Lavoie d’administration : il convient d’utiliser la voie cliniqguement prévue

- La durée du traitement : elle dépend de la durée d’exposition clinique. Elle varie
entre 2 semaines (si la prise clinique est unique ou répétée pendant moins d’une
semaine) et 2 ans (pour les études de cancérogénése).

- Les niveaux de doses : ils doivent étre au moins 2, un qui n’entraine aucune toxicité
et 'autre qui entraine des effets manifestes. Des groupes intermédiaires peuvent

étre utiles, pour pouvoir déterminer une relation dose-effet.

Chez le rat (race Harlan Wistar), la DSE relevée lors d’études de la toxicité chronique
provient d’une étude sur la carcinogénése soumise aux Bonnes Pratiques de Laboratoire
(BPL). La DSE pour cette étude est de 1.14 mg/kg/j pour les rats males, basée sur une
réduction du gain de poids (EFSA, 2004).
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Chez le chien Beagle, lors d’une étude sur un an, une DSE de 2.5 mg/kg/j a été identifiée
(EFSA, 2004) sur la base de divers signes de toxicité (réduction du gain de poids, anorexie

transitoire, hypoactivité).

b) Etude du métabolisme et résidu marqueur

L’objectif de cette étude consiste en |’évaluation de la déplétion des différents résidus du
principe actif dans les tissus. Grace a 'utilisation d’un composé radiomarqué et de méthodes
analytiques développées et validées par l'industriel, il est possible de différencier les
différents métabolites et de les quantifier. Pour cela, des échantillons des différents tissus
sont prélevés et analysés lors de plusieurs échéances. L'ensemble des profils cinétiques des
différents métabolites et de la molécule mére sont donc disponibles. Grace a ces données, il
sera possible de déterminer un composé qui sera dit « marqueur », dont le profil est
semblable au profil des résidus totaux et donc qui sera considéré représentatif de
I’'ensemble des résidus (Figure 3). Cette corrélation permet de travailler uniguement sur ce

composé marqueur.
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Figure 3 : Déplétion des résidus marqueurs et totaux d’apres (Henri, 2008)
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Bien que représentant moins de 5% des résidus totaux, le monensin est considéré comme
étant son propre résidu marqueur (EFSA, 2004). Il est défini pour chaque tissu d’intérét un
ratio marqueur/résidu total. Ainsi, en ne dosant que le résidu marqueur, on évalue la

guantité de I'ensemble des résidus dans le tissu.

2) Dose Journaliére Admissible (DJA)

La Dose Journaliere Admissible (DJA) est la dose maximale d’une substance (exprimée
comme la DSE en mg de substance par kilogramme de poids corporel et par jour) a laquelle
on peut étre exposé de facon répétée tout au long de la vie sans risque pour la santé. En
cela, elle ressemble a la DSE. Mais la DSE est purement toxicologique alors que la DJA a une
valeur de sécurité d’exposition. En effet, on applique a cette DSE retrouvée chez I'animal des
coefficients de sécurité. Le premier coefficient correspond au passage entre I'animal et
I'Homme, et prend une valeur de 10 : on estime que 'Homme est 10 fois plus sensible que
les animaux chez lesquels on a réalisé des études toxicologiques. Dans ce coefficient, la part
de la variabilité est due pour 60 % a la toxicocinétique et pour 40% a la toxicodynamie. Les
études toxicologiques sont réalisées sur un petit nombre comparé a la population humaine
qui sera exposée. Pour contrer cette faible variabilité chez I'animal, un deuxiéme coefficient
de sécurité est appliqué a la DSE, lui aussi de facteur 10. Il correspond a la variabilité inter-
individuelle que 'on retrouvera chez I’'Homme, ou la toxicocinétique et la toxicodynamie
occupe une place égale. Au final, un coefficient de 100 est appliqué a la DSE pour protéger le
consommateur. Dans les cas ou la DSE n’est pas bien définie, un coefficient supplémentaire
peut étre appliqué. Ce coefficient peut également étre réduit si des informations prouvent

que la variabilité appliquée n’est pas aussi étendue.

Dans le cas du monensin, la DSE est définie a 0.345 mg/kg/j chez le chien. En appliquant les

facteurs de sécurité précédemment expliqués, la DJA chez 'Homme est de 0.003 mg/kg/j.

3) Panier de la ménagere et Limites Maximales en Résidus (LMR)

On entend par résidus toutes les substances pharmacologiquement actives, qu’il s’agisse de

principes actifs, de métabolites ou d’excipient, susceptibles d’étre retrouvées dans les
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denrées alimentaires (viande, abats, lait, ceufs, miel...) produites par les animaux suite a
I’'administration d’une substance. Pour chaque spécialité administrée a la dose autorisée,

I'industriel détermine la pharmacocinétique des résidus dans les tissus et les productions.

La limite maximale en résidu est la concentration maximale en résidus résultant de 'usage
d’un médicament vétérinaire ou d’un additif qui est recommandée par la Commission
Européenne comme étant légalement permise ou reconnue acceptable dans les denrées
d’origines animales. Des LMR sont proposées par les firmes, de sorte qu’avec la
consommation moyenne d’une certaine quantité d’aliments appelée panier de la ménagere,

les doses ingérées ne dépassent pas les DJA.
Depuis 2008, la composition du panier de la ménagere (Tableau 7) est de:

Tableau 7 : Composition du panier de la ménagere

Foie Muscle Rein Graisse/Peau

Consommation

, 0.100 0.300 0.010 0.090
(ke/j)

Des LMR sont proposées comme étant la limite de teneur maximale en monensin dans
chaque tissu. Les LMR proposées doivent étre au-dessus du niveau que I'on peut attendre
dans le pire des cas, si le temps d’attente décidé est appliqué par I'éleveur. De plus, elles
doivent étre suffisamment hautes pour s’assurer qu’elles soient analysées en toute sécurité :
si la LMR est trop proche de la Limite de Quantification (LOQ), cela augmenterait
I'incertitude sur les processus de controle et par la suite sur la LMR opérationnelle. Par
conséquent, les LMR doivent étre au moins trois fois supérieures a la plus sensible des

méthodes analytiques.

Une technique de chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem
élaborée en 2007 (Chéneau et al., 2007) a pu mesurer des LOQ pour le monensin dans les

différents tissus, dont les résultats sont résumés dans le tableau ci-dessous (Tableau 8) :
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Tableau 8 : Limites de Quantification (LOQ) chez le poulet de chair

Foie Plasma Reins Muscles Graisse/Peau

LOQ (ng/kg

de tissu)

1 2.5 2.5 2.5 2.5

Ainsi, les LMR proposées pour le foie, les reins et les muscles sont de 8 pg/kg de tissus. A
cause d’une plus grande variation en teneur de graisse des échantillons, le LMR proposée

pour ce tissu est plus importante (25 pg/kg de tissu) (EFSA, 2011).

En multipliant cette teneur maximum en monensin par la quantité de tissu ingéré, tout en
prenant en compte le rapport marqueur/résidus totaux, il est possible de déterminer le DITR
(Daily Intake of Total Residues traduit comme étant I'apport quotidien en résidus totaux). Ce
DITR doit alors étre inférieur a la Dose Journaliére Admissible. Les LMR proposées ci-dessous
(Tableau 9) permettent de respecter la DJA pour le foie, les reins, les muscles et la

peau/graisse (respectivement 97 et 101% pour I'Elancoban® et le Coxidin®)

Tableau 9 : Sécurité des LMR proposées

Foie Reins Muscles Peau/Graisse Somme
Elancoban®
Ratio
marqueur/résidus 0.020 0.020 0.020 0.171
totaux
LMR proposées
0.008 0.008 0.008 0.025
(mg/kg de tissu)
Consommation
' 0.100 0.010 0.300 0.090
(ke/i)
DITR (mg/j) 0.039 0.004 0.118 0.013 0.174
Consommation (%
22 2 66 7 97
DJA)
Coxidin®
Ratio marqueur/résidus
0.019 0.019 0.019 0.186
totaux
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LMR proposées
0.008 0.008 0.008 0.025
(mg/kg de tissu)
Consommation
_ 0.100 0.010 0.300 0.090
(kg/j)
DITR (mg/j) 0.041 0.004 0.124 0.012 0.182
Consommation (%
23 2 69 7 101
DJA)

4) La gestion du risque : le temps d’attente

Le temps d’attente est le délai minimum qui doit s’écouler entre la derniére administration
du principe actif a un animal et le moment ou les denrées provenant de cet animal peuvent

étre récoltées en vue de la consommation humaine

Il peut étre calculé selon 2 méthodes : une approche empirique et une approche statistique.

a) Approche empirique

L'approche empirique consiste en I'abattage d’animaux aprés administration du principe
actif (selon le schéma thérapeutique), et ce a plusieurs échéances. Pour chaque animal, les
résidus dans les tissus sont dosés. Le temps d’attente sera défini comme étant la date
d’abattage pour laquelle les concentrations en résidus dans les tissus de tous les animaux de
I’échéance sont en dessous des LMR respectives. Une marge de sécurité est appliquée pour
compenser la variabilité biologique. Cette marge est comprise entre 10 et 30%. Cependant, il

n’existe pas de recommandations précises a ce sujet (CVMP, 1996).

b) Approche statistique

Le modele de calcul pour la détermination statistique du temps d’attente est basé sur des

principes pharmacocinétique (CVMP, 1996). L’élimination terminale des tissus d’un principe
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actif est généralement décrite par un terme mono-exponentiel. L'équation de premier ordre

de cette élimination est (Equation 1):
C(t) = CO x ekt

Equation 1

Ou C; est la concentration du principe actif au temps t, Cp est la concentration au temps t=0
et k le constante d’élimination. Grace a une transformation logarithmique, on peut vérifier si
cette hypothése est correcte : I'exponentielle devient une droite et une régression linéaire
est possible pour calculer le temps d’attente. Cette régression linéaire nécessite des données
indépendantes les unes des autres. Dans le cas de duplicates ou triplicates, la moyenne des
mesures dans les échantillons est utilisée. De plus, toutes les échéances de la régression

linéaire doivent avoir le méme nombre de données pour éviter les biais.

L'omission des données sous la LOQ peut également étre a l'origine d’un biais. C'est
pourtant ce que préconise la FDA (Food and Drug Administration). Les instances de I'Union
Européenne recommandent pour l'instant de les remplacer par la moitié de la valeur de la
LOQ, car les observations de faibles concentrations sont réelles et doivent étre prise en
compte. Mais la prise en compte de ces données sous la LOQ est un probleme débattu
depuis de nombreuses années. Une mise a jour des guides de recommandation sera
effective en 2016, dans laquelle plusieurs techniques seront discutées, comme I'approche de
maximum de vraisemblance, une simulation des données ou |‘utilisation des données

« comme mesurées » (EMA, 2013).

3 échéances de temps sont nécessaires pour permettre une régression linaire significative.
Théoriquement, un nombre minimal de 3 animaux lors de chacune des 3 échéances est
requis. Cependant, suivant les espéces étudiées, un nombre plus grand est recommandé (de

4 a 10 animaux par échéance).

Pour pouvoir procéder a la régression linéaire, il est nécessaire de vérifier certaines

hypothéses (Concordet and Toutain, 1997) :
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- Absence d’incertitudes expérimentales c’est-a-dire que la précision des variables
indépendantes (temps d’abattage des animaux) doit étre meilleure que la précision
des variables dépendantes (concentrations des résidus)

- Indépendance des données : pour cela, il doit y avoir autant d’animaux utilisés que
de données observées.

- Homogénéité des variances des données transformées (logarithmiques). Celle-ci peut
étre vérifiée en employant des tests statistiques comme le test de Bartlett (FDA) ou
le test de Cochran (CVMP).

- Linéarité des données transformées (logarithmiques) en fonction du temps : le plus
souvent, une observation visuelle du graphique est suffisante mais pour une
assurance statistique, un test de lack-of-fit peut étre réalisé. Si une déviation est
observée lors des premieres échéances, celle-ci peut étre due au processus de
distribution du principe actif qui n’est pas encore terminé. Ces points doivent alors
étre exclus. Une déviation observée lors des dernieres échéances peut étre due a des
concentrations sous la LOQ. La cinétique de déplétion ne peut pas étre observée lors
de ces échéances : il est alors justifié de les omettre.

- Distribution selon une loi normale des erreurs résiduelles (différences entre les
valeurs observées et prédites par la régression linéaire). Un test de Shapiro-Wilk peut
étre réalisé, méme si un test visuel est suffisant (résidus en fonction de leur

fréquence de distribution).

En Europe, le temps d’attente est défini comme étant la limite supérieure de l'intervalle de
tolérance a 95% dans laquelle les teneurs résiduelles sont inférieures aux LMR avec un
intervalle de confiance de 95%. En d’autres termes, le temps d’attente est défini par une
probabilité caractérisant un risque (5%) d’avoir 5% des animaux dont les teneurs résiduelles
sont supérieures a la LMR. Ce temps d’attente est calculé par régression linaire sur la pente

finale d’élimination de chaque type de denrée (lait, ceuf, miel, viande et abats) (Figure 4).
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Figure 4 : graphique représentant le calcul du temps d’attente d’apreés (Henri, 2008)

Ce calcul peut étre fait avec I'équation de Stange (Stange, 1970). Le temps d’attente retenu
pour la spécialité dans I'espéce donnée sera celui de la denrée ou le résidu s’élimine le plus
lentement, arrondie au jour supérieur si le temps ne correspond pas a un jour entier. Le
temps d’attente pour les 2 spécialités a base de monensin est fixé a un jour, c’est-a-dire que
I'alimentation supplémentée en monensin doit étre arrétée un jour avant I'abattage, et

remplacée par une alimentation neutre.

Le temps d’attente est un parameétre crucial, pour I'éleveur, I'animal et le consommateur. Un
temps d’attente trop long obligera I’éleveur a conserver les volailles plus longtemps dans ses
locaux et a les nourrir, engendrant des pertes économiques. Pour 'animal, si le temps
d’attente est trop long, il sera plus a risque de développer une coccidiose, n’étant plus sous
I’effet de la molécule. Mais un temps d’attente trop faible exposera le consommateur a des
doses non négligeables du médicament ou de I'additif alimentaire. Il est donc primordial
d’estimer au mieux ce temps d’attente. La PBPK, de par son principe méme, permet la
prédiction des concentrations d’'une molécule dans les tissus et I’extrapolation entre espéce

ou sur différentes périodes de la vie. C’est donc également un outil de choix pour un calcul
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innovant des temps d’attente, en I'associant a des outils statistiques permettant d’étudier la

variabilité autour du modele.

D. La PBPK comme outil d’étude des résidus
1) La pharmacocinétique

La pharmacocinétique est I'étude du devenir d’un principe actif dans I'organisme. Elle
s’attache a décrire les phénomeénes d’absorption, de distribution, de métabolisme et
d’excrétion. Ces 4 phases sont regroupées sous le sigle ADME. Différentes méthodes existent
pour quantifier ces 4 phases: la pharmacocinétique non-compartimentale (NCA), la
pharmacocinétique compartimentale, la pharmacocinétique de population et Ia

pharmacocinétique basée sur la physiologie.

a) La pharmacocinétique non-compartimentale

La pharmacocinétique non compartimentale (NCA pour Non Compartmental) est une
méthode de calcul purement descriptive des parameétres pharmacocinétiques. Il s’agit de
travailler uniquement sur les données observées, sans tenir compte des hypotheses
nécessaires a la modélisation. A partir de ces données, il est possible de calculer des
parametres tels que la clairance du principe actif (coefficient de proportionnalité entre le
taux de disparition du principe actif et sa concentration), le volume de distribution... Il est
également possible de quantifier I'exposition au principe actif par calcul de l'aire sous la

courbe (AUC : Area Under the Curve) par la méthode dite des trapézes (Figure 5).
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Figure 5 : Calcul de 'AUC par la méthode des trapézes, d’aprés (Gabrielsson and Weiner, 2001)

Comme illustré sur la figure 5, I’aire sous la courbe est donc la somme des aires du triangle
Al et des trapezes A2, A3 et A4. A partir de I'AUC, il est possible d’obtenir des paramétres
pharmacocinétiques, comme la clairance, qui sera égale au rapport entre la Dose

administrée et I’AUC qui en résulte (Equation 2).

_ Dose
~AUC

Equation 2

La méthode non-compartimentale permet donc a posteriori de décrire des phénomeénes
pharmacocinétiques, éventuellement de les corréler a la pharmacodynamie (qui est la
science complémentaire a la pharmacocinétique puisqu’elle étudie les effets des principes

actifs sur I'organisme).
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b) La pharmacocinétique compartimentale

La pharmacocinétique compartimentale utilise des modeles mathématiques pour décrire les
données observées. Un modele est une représentation simplifiée (donc pas nécessairement
exacte) de la réalité. L'organisme est vu comme étant composé de compartiments (volume
au sein duquel le principe actif a un comportement homogene), chacun représentant une
région non-spécifique de I'organisme (ou le comportement du principe actif est le méme). La
représentation est donc réaliste d’un point de vue cinétigue mais pas réaliste
biologiguement. Ces compartiments sont des entités théoriques qui permettent Ia
formulation de modeéles mathématiques pour décrire le comportement chimique du
principe actif en fonction du temps tout en respectant les mouvements entre les
compartiments et a l'intérieur de ceux-ci (Riviere, 2011). Le modéle le plus simple n’est
composé que d’un seul compartiment, dans lequel une dose est administrée puis
progressivement éliminée. Une fleche orientée vers le compartiment symbolisera I'entrée
(dose administrée) et une fleche qui part du compartiment représentera la sortie. A partir de
ce compartiment unique, il est possible de lui greffer des compartiments périphériques.
Chacun d’entre eux sera relié a un autre compartiment par des fleches qui symboliseront les

transferts de principe actif (Figure 6).

.5

0.3492 hf 0.6507 h-l
[3] | [1] «-— [2]
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Figure 6 : Exemple d’un modéle a 3 compartiments, un compartiment central [1] a partir duquel se
font I’entrée et la sortie du principe actif et deux compartiments périphériques, I’'un a équilibre rapide
[2] et 'autre a équilibre plus lent [3].
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lIs sont tres largement utilisés en pharmacocinétique (Toutain, 2007) car:

Ils sont simples

- lls sont définissables a partir des données plasmatiques : le sang étant un liquide
biologique facilement accessible lors des expérimentations

- lls répondent a un besoin majeur de la pharmacocinétique : la définition et
I’adaptation des schémas posologiques

- Les concentrations plasmatiques sont, en regle générale, en équilibre avec les
concentrations au niveau de la biophase (site d’action). Une corrélation avec la
pharmacodynamie est donc possible.

- Il est possible de décrire la plupart des données observées par une suite

d’exponentielles (dans le cas de la pharmacocinétique linéaire) : on peut donc les

représenter par un modele compartimental.

¢) La pharmacocinétique de population

La pharmacocinétique de population, également appelée régression non linéaire a effet
mixte, consiste a analyser simultanément, a l'aide de modéles mathématiques et
statistiques, les données issues de plusieurs individus. Il est possible de travailler aussi bien
sur des données éparses (peu de prélevements par sujet) que sur des données riches
(beaucoup de prélevements par sujet): il s’agit la d’'un avantage considérable de Ia
pharmacocinétique de population, puisqu’on ne peut réaliser de modélisations individuelles
avec les modeles classiques compartimentaux qu’avec des données riches. L'important est
gue I'ensemble du comportement du principe actif soit décrit par tous les prélevements

réalisés sur tous les individus.
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Figure 7 : Prélévements chez plusieurs individus pour une étude de pharmacocinétique de population,
d’apres (Simon et al., 2005)

Par cette méthode, le modele est d’autant plus fiable que le nombre d’individus et de
préléevements par individu est important. Ainsi, chaque parameétre pourra étre décrit avec
une moyenne et une variabilité inter-individuelle associée (Riviere, 2011). Ensuite, on pourra
rechercher des covariables qui expliqueront une partie de la variabilité inter-individuelle.
L'exemple type est celui d’un principe actif éliminé par les reins. Un des mécanismes mis en
jeu est la filtration glomérulaire. Le marqueur le plus utilisé pour estimer cette filtration est
la concentration plasmatique de la créatinine, un déchet organique qui n’est éliminé de
I'organisme que par filtration. Si un individu a une forte concentration de créatinine dans
son plasma, cela peut avoir pour origine une filtration glomérulaire moins performante que
la normale. On peut alors logiquement penser qu’un principe actif éliminé par cette voie
sera également moins bien éliminé. On cherchera donc une corrélation entre la
concentration de la créatinine (ou sa clairance) et la clairance du principe actif. Ainsi,
plusieurs covariables peuvent étre étudiées, dans le but d’expliquer la variabilité inter-
individuelle. Méme s’il est tentant de construire un modéle avec beaucoup de covariables, il
ne faut pas oublier que l'intégration de celles-ci fait I'objet d’'une hypothese : aucune
covariable ne peut décrire parfaitement un parametre pharmacocinétique. L'intégration des
covariables fait I'objet d’un risque statistique : on peut voir un lien entre une covariable et
un parametre pharmacocinétique la ol la relation n’est due qu’au hasard (Simon et al.,
2005). Il faut donc appliquer le principe de parcimonie qui est le rasoir d’Ockham de la

pharmacocinétique : les multiples ne doivent pas étre utilisés sans nécessité.
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La pharmacocinétique de population est surtout utilisée pour le suivi thérapeutique
pharmacologique (STP) des patients (Simon et al, 2005). Lorsqu’'un modele
pharmacocinétique de population est validé, il est possible de proposer une adaptation
individuelle des doses, en se basant sur le théoreme de Bayes. En connaissant les
parametres associés au modeéle et la dose prescrite au patient, il est possible avec quelques
prélevements (2-3) de calculer les parametres du patient. Ensuite, plusieurs schémas
thérapeutiques seront simulés en prenant en compte ces parametres, et le plus approprié

sera proposé au patient.

Un modeéle de pharmacocinétique de population a été développé dans la fin des années
1990 pour expliquer la variabilité inter-individuelle des concentrations de gentamicine chez
le cheval (Martin-Jimenez et al.,, 1998). Il a été démontré que la majorité de la variabilité

était expliqué par les différences de poids et de concentration sérique en créatinine.

2) Historique et principes de la PBPK

La pharmacocinétique basée sur la physiologie est une variante de la pharmacocinétique
compartimentale, approche trés utilisée du fait de sa simplicité. Mais cette approche
compartimentale est purement mathématique et offre une représentation tres simpliste de
I'organisme. Il s’agit de modéles dit « Top-down », c’est-a-dire que le modeéle est construit a
partir de données observées, et n’est valable que pour ces données. A la différence de la
PBPK, modélisation « Bottom-up », dont I'élaboration et la modification du modéle permet
de décrire les données observées (Zhao et al.,, 2012). Pour cela, les modeéles PBPK
incorporent des informations physiologiques spécifiques a I'espéce étudiée ainsi que des
informations biochimiques spécifiques au composé d’intérét. L'organisme est ainsi
schématisé en un ensemble de compartiments, représentant chacun un organe (ou un
ensemble d’organes) étudié, reliés entre eux non plus par des constantes de transfert, mais
par les débits de perfusion de ces organes. Ainsi, avec cette nouvelle approche, il est
possible en modifiant les conditions initiales, comme les modalités d’exposition (voie
d’administration, dose, durée) ou les constantes physiologiques (changements d’espéce), de

prédire les nouvelles concentrations de la molécule étudiée.

Les modeles PBPK sont utilisés depuis 85 ans pour comprendre la distribution des composés

chimiques dans I'organisme (Andersen, 1995). Le développement des modeles PBPK date
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des années 1930 avec les travaux de Teorell en Suede. Il décrivait alors les facteurs
gouvernant la distribution d’un principe actif en détail, ainsi que les équations différentielles
de transfert de masse (Teorell, 1937a; b). Cependant, il ne disposait pas des outils
informatiques d’aujourd’hui pour résoudre ces systemes d’équations différentielles. Cette
stagnation dura jusqu’aux années 1960 ou I'essor de I'ére informatique a réveillé I'intérét
pour cette branche de la pharmacocinétique. A partir de cette époque, la PBPK a été utilisé
par les industries pharmaceutiques dans (1) I'aide a la sélection précoce des candidats (2) la
réduction des tests sur les animaux (3) I'identification précoces des parametres clés (4) I'aide
au design des essais cliniques et (5) I'extrapolation inter-espéces, des doses et des voies

d’administration (Rowland et al., 2004).

La PBPK est aussi utilisée dans les institutions publiques, en particulier dans I’évaluation du
risque. Un exemple est I'évaluation du risque potentiel des dérivés de I'acide rétinoique,
dont I'apport des modeles PBPK a aidé quant a la prise des décisions des agences de
réglementation. Au début des années 1990, I'acide trans-rétinoique était a I'étude pour son
usage pour la peau photo-endommagée. Le directeur du centre pour |'évaluation des
médicaments et de la recherche de la FDA (CDER) a demandé au promoteur d’évaluer, en
utilisant un modele PBPK, I'exposition feetale potentielle a la rétinine-A appliqués par voie
topique sur la peau des femmes en age de procréer. Sachant que la rétinine-A est
hautement tératogéne (environ 40 fois plus que le Thalidomide®) et que 10% de la dose
appliquée sur la peau est absorbée, la FDA a demandé la confirmation que I’exposition
foetale et les potentiels effets tératogénes n’apparaitrait pas durant I'usage clinique. La PBPK
était alors la seule méthode rationnelle et éthique de détermination du risque. Suite a cet
épisode, la FDA encourage les promoteurs a utiliser la PBPK durant le développement des
médicaments, dans le but de faciliter et d’améliorer les capacités de prédictions, de
progresser dans la compréhension pour fournir une meilleure prise de décision

réglementaire (Rowland et al., 2004).
3) La PBPK en pharmacologie vétérinaire

En pharmacologie vétérinaire, la PBPK est utilisée avec 2 objectifs principaux : la recherche
d’un schéma thérapeutique optimal avec la détermination des concentrations d’un principe

actif au niveau de la biophase (site d’action de la molécule), ainsi que I'étude de sa
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distribution et de sa déplétion dans les tissus destinés a la consommation, afin par exemple
de fixer des temps d’attente pour la protection de la santé des consommateurs (Chapel and
Sanders, 1996). En effet, comme nous l'avons vu, par l'incorporation de parametres
physicochimiques et physiologiques, les modeles PBPK ont la capacité de prédire les
concentrations, quelle que soit la voie d’administration et I'espéce considérée (Clewell 3rd et
al., 2000). Les modeles PBPK ont donc une utilité pour prédire les concentrations en cas de
non-respect des posologies ou pour la prédiction chez des especes d’intérét économique

mineur.

La PBPK est beaucoup utilisé en pharmacologie vétérinaire pour ses capacités
d’extrapolation, quelle que soit la dose, la voie d’administration et I'espece (Wang et al.,
2000). Si I'étude principale est réalisée sur un animal d’'une espéce majeure, le modeéle
associé peut étre modifié (remplacement des parametres physiologiques). Pour le reste des
parametres, il peut étre fait 'hypothése que les animaux sont suffisamment proches pour
gue les changements soient minimes (Travis et al., 1990). Cependant, si une différence est
connue, comme par exemple un métabolisme différent, ces données peuvent étre prises en

compte.

Dans le cas des espéces a croissance rapide, il est possible que les valeurs initiales des
parameétres du modeéle ne correspondent pas a celles que I'on devrait retrouver a la fin de
I’'expérimentation. Pour pallier cette éventualité, il peut étre mis en place des équations
d’allométries dans le modéle. On considere alors qu’un parametre n’est plus fixe, mais varie
en fonction de la masse de I'animal comme pour les volumes des organes par exemple

(Gould, 1966).

4) Représentation du modele
a) Le diagramme

Le diagramme d’'un modele PBPK est multi-compartimental. Dans chaque compartiment
d’intérét sont renseignés les paramétres utilisés dans le modele, qu’ils soient
anatomiques/physiologiques ou biochimiques. Cet enchainement de compartiment

représente I'organisme de I'animal entier, il est donc important de placer les compartiments
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et de les relier comme les organes le sont chez I’animal vivant : chague compartiment du
diagramme a donc un équivalent physiologique, qui n’est pas forcément un organe seul mais
peut étre un regroupement d’organes, on parle alors de lumping (Nestorov et al., 1998).
Chaque compartiment est en théorie composé d’un ensemble de 3 sous-compartiments :
I’espace vasculaire dans lequel circule le sang d’irrigation, qui communique avec |'espace
intercellulaire, lui-méme relié au milieu intracellulaire qui est le lieu d’action du principe actif
(Mordenti, 1986). Au sein de chaque sous-compartiment, le principe actif est uniformément

réparti. A ce niveau, 2 options s’offrent au modele :

- Si les échanges entre les sous-compartiments sont tres rapides, le débit d’irrigation
du compartiment est le facteur limitant : le modéle est perfusion-limitant, et les 3
sous-compartiments sont regroupés en un seul compartiment.

- Si le transfert entre deux sous-compartiments est le facteur limitant, le modéle est
dit perméabilité-limitant. 2 sous-compartiments pourront étre fusionnés mais il y

aura toujours une séparation dans le compartiment.

b) Relations mathématiques et mécanismes d’ADME

Les différents processus qui ont lieu dans un compartiment sont représentés par une
équation différentielle. Cela inclut les transferts de masse et les mécanismes intra-
tissulaires. La conservation de la matiere (loi d’action de masse) est un principe premier de la
PBPK et sera appliquée a la molécule d’intérét, ainsi qu’a ses métabolites s’ils sont étudiés.
Un contrdle de la loi d’action de masse fait partie des bonnes pratiques de la PBPK (Loizou et
al., 2008) : a tout moment, la somme des quantités dans I'organisme et des quantités
éliminées doit étre égale a la dose administrée. Le mécanisme de base de passage d’un
compartiment a un autre est la diffusion passive selon le gradient de concentration, de la
plus forte concentration vers la plus faible (Labaune and Wepierre, 1984). Des mécanismes
actifs peuvent s’ajouter a ce mécanisme de base. La vitesse de diffusion dans un
compartiment suit la loi d’action de masse de Fick, selon I'équation différentielle suivante

d’ordre 1 (Ramsey and Andersen, 1984) (Equation 3):
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dA _ K x Centrée — Csortie
dT ( %

Equation 3

oU dA/dT représente la variation de la quantité du principe actif en fonction du temps, K,
Centrée, Csorie €t V représentent respectivement la constante de vitesse de transfert, la
concentration entrante dans le compartiment (=concentration artérielle), la concentration
sortante du compartiment (=concentration veineuse) et le volume du compartiment. Dans
le cas des modeéles perfusion-limitant, la constante de vitesse K sera remplacée par le débit

d’irrigation du compartiment Q.

Les transferts vers le compartiment ne sont pas uniquement liés a la physiologie. Les
parameétres biochimiques du principe actif, par lI'intervention du coefficient de partage,
jouent aussi un role dans ces transferts. Le coefficient de partage Kp représente I'affinité du
tissu pour le principe actif. Il est calculé selon le rapport concentration

tissulaire/concentration plasmatique (Equation 4).

Ky — Ct
b= Cp
Equation 4

Pour les modeles perfusion-limitant, la concentration libre tissulaire est égale a la
concentration libre plasmatique : I'’équation 3 peut alors s’écrire sous la forme de I'Equation

5:

dA « (Centré Ct
dT_Q (Centrée Kp)

Equation 5
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Ensuite, pour avoir la variation des concentrations en fonction du temps, il suffira de diviser

la quantité de principe actif dA/dT par le volume V de I'organe associé.

Cette équation sert de base pour tous les compartiments non-émonctoires, a condition que
les transferts qui les gouvernent soient d’ordre 1. Pour les organes émonctoires, une

clairance sera ajoutée a I’équation précédente.

En fonction des mécanismes d’élimination, les équations pourront étre d’ordres différents,
les processus d’ordre 1 étant souvent prépondérants car I’élimination est dépendante de la
guantité présente dans le compartiment. Mais on pourra également faire intervenir une

élimination saturable, représentée par une équation de Michaelis-Menten.

c) Les parametres utilisés

Le modele pharmacocinétique basé sur la physiologie sera donc dépendant de 3 séries de

paramétres :

- Physiologiques : propres a chaque compartiment donc a chaque organe (ou
regroupement d’organes), comme son poids ou son volume : on considere que la
densité des organes est proche de 1, allant de 0.9 pour la graisse (Mendez and Keys,
1960) a 1.06 pour les muscles (Ross et al., 1991) ; son débit d’irrigation (Distribution)
et sa composition. Ces parametres, mesurés sur I'animal ou issus de la littérature,
peuvent étre fixés ou reliés au poids corporel par des équations d’allométrie.

- Physicochimiques : propres a la molécule d’intérét, comme son poids moléculaire,
pka, logP.

- Biochimiques : liés a I'interaction de la molécule et du sujet d’étude, ils sont liés au
processus d’ADME. Parmi eux on trouve, |’Absorption avec la constante d’absorption
et la biodisponibilité ; la Distribution avec la fixation aux protéines plasmatiques et
les coefficients de partage; le Métabolisme avec des parameétres décrivant la

biotransformation ; I'Excrétion avec les clairances correspondantes.
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Il est possible de remplacer les parametres physiologiques d’une espece animale par ceux
d’une autre, afin d’extrapoler les profils pharmacocinétiques : il s’agit la de I'avantage
principal de la PBPK. Cependant, les parameétres biochimiques pouvant varier d’'une espéce a
une autre, nécessiteront probablement d’étre adaptés car les tissus des espéces n’ont pas la

méme composition ce qui, au final, aura un impact sur tout le processus ADME.

5) PBPKetIVIVE

L'IVIVE, provenant de I'anglais « in vitro/in vivo extrapolation », permet, a partir de données
issues d’études in vitro, I'extrapolation a la situation in vivo de parameétres d’intérét. Cette
extrapolation a souvent été décrite dans la littérature concernant la clairance hépatique.
Nous allons décrire brievement les étapes de cette extrapolation. La premiére étape consiste
a déterminer sur du matériel biologique in vitro (cellules entiéres, microsomes, fractions S9,
coupe d’organe etc., chague méthode ayant ses avantages et inconvénients (Pelkonen and
Turpeinen, 2007)) la clairance intrinséque de la molécule. Ensuite, on applique des facteurs
d’échelle (nombres de cellules, quantité de protéines microsomales...) pour remonter au
gramme de tissu qu’il suffit de multiplier par le poids de I'organe en gramme (Barter et al.,
2007). A ce stade, la clairance hépatique est décrite au niveau in vitro : il reste donc a lui
appliquer un modéle de perfusion et de liaison aux protéines. Parmi les modeéles les plus
simples il existe 2 modéles qui ont pour hypothéses communes (i) la distribution débit-
limitant dans le foie (sans barriére de diffusion) (ii) la métabolisation uniquement de la
fraction libre et (iii) la distribution homogéne des enzymes de métabolisation. Il s’agit des
modeles dits « bien agités » « well-stired model » et « en tubes paralléles », qui different
vis-a-vis du gradient de concentrations de la molécule dans le foie. Le modéle « well-stired »
considere que le principe actif est réparti de facon homogeéne dans le foie alors que le
modele en « tubes paralléles » considere le foie comme un ensemble de tubes. Pour franchir
le foie, le principe actif doit cheminer le long d’un tube, d’ou il est progressivement éliminé :
il se met alors en place un gradient de concentration dans ce modele. Les équations de ces
modeles sont décrites ci-dessous (Equations 6 et 7): Clnep, Qu, fu et Clin: représentent
respectivement la clairance hépatique in vivo, le débit hépatique, la fraction libre de la

molécule et la clairance intrinséque du foie déterminée in vitro (Houston et al., 2012):
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CL :QHXquCLint
P Qu 4 fu X Clin

Equation 6 : modéle « well-stired »

_quCLint

CLhep =QpXx(1l—e & )

Equation 7 : modéle en tubes paralléles

6) Exploitation d’'un modele PBPK
a) Simulation et validation du modéle

La simulation du modeéle consiste en la prédiction des concentrations de la molécule étudiée,
ainsi que celles de ses métabolites éventuels, grace au modele PBPK que I'on a développé
précédemment. Ces prédictions se font a I'aide de logiciels de simulations plus ou moins
dédiés qui vont permettre la résolution numérique du systéme d’équations différentielles

établi (Zhao et al., 2012):

- Des logiciels dits en « boite noire » tels que SimCYP" ou GastroPlus’, ou les équations
sont pré-implémentées et ou lI'on renseigne les valeurs de parameétres (avec
éventuellement la variabilité associée). Ces logiciels dédiés a la PBPK possedent une
grande bibliotheque de données physiologiques, animales ou humaines avec une
description tres détaillée de I'organisme.

- Des logiciels généralistes ou l'on construit intégralement le modeéle avec les
éqguations correspondantes, comme c’est le cas avec Matlab® ou acsIXtreme”. Ces
logiciels sont utilisés dans des domaines qui utilisent couramment des équations
différentielles, tels que les sciences biopharmaceutiques, [’aéronautique,

I'armement...
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La validation du modele est une étape incontournable, car elle permet d’évaluer I’exactitude
du modele. Grace a cette validation, il est possible de savoir si les parametres essentiels du
modeéle ont été identifiés et caractérisés (Chapel and Sanders, 1996) et permettent de
décrire la cinétique du produit. La validation est effectuée sur un jeu de données
indépendant de celui utilisé pour la construction du modeéle, par diagnostic graphique et
I'utilisation de tests statistiques sur la corrélation entre les concentrations prédites et les

concentrations observées.

b) PBPK, incertitude et variabilité : analyses de sensibilité et simulations de

Monte-Carlo

Il est connu et accepté que les informations générées par la Toxicocinétique et la
Pharmacocinétique soient caractérisées par un haut degré de variations. Il existe deux
grandes sources de variabilité dans les modeles PBPK : celle inhérente a la variabilité
physiologique et pharmacologique dans une population et celle de la modélisation et de la
simulation qu’on qualifie plutot d’incertitude quand les données (observées, mesurées et
enregistrées) sont insuffisantes ou non définies (Nestorov, 2001). La caractérisation de
I'incertitude et de la variabilité est une part importante de la détermination du risque
(Barton et al.,, 2007). Lorsque l'information est disponible et fiable, la variabilité inter-
individuelle peut étre étudiée a I'aide de simulations de Monte-Carlo mais lorsque celle-ci
fait défaut (en cas d’incertitude), des moyens peuvent aider a la caractérisation de
I'incertitude dans la modélisation PBPK: (i) la collaboration systématique d’équipes
multidisciplinaires pour intégrer les composants déterministes (biologiques) et non-
déterministes (statistique) du modele (ii) I'utilisation de I'analyse de sensibilité, en particulier
I'analyse globale de sensibilité dans laquelle tous les paramétres sont autorisés a varier dans
une gamme de valeurs, ou dans une moindre mesure I'analyse locale de sensibilité, dans
laquelle I'impact d’un seul parameétre est étudié a la fois et (iii) I'amélioration de la
documentation de la structure du modele, des valeurs de parametres, et des données de
maniére a assurer la transparence et la reproductibilité des résultats de la modélisation

PBPK (EPA, 2008).
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Rappel des objectifs : La détermination réglementaire du temps d’attente impose la linéarité

des données, ce qui provoque un biais de calcul. La PBPK, qui se base sur des équations de
transfert de masse pour prédire les concentrations, permet d’éviter la transformation des
données, ce qui constitue donc un avantage majeur. Pour cela, il va falloir développer un
modeéle, optimiser les parameétres dont la valeur est mal définie puis le valider afin de
pouvoir quantifier les résidus apres ingestion d’un anticoccidien comme le monensin
(détermination du risque). On pourra ensuite procéder a une analyse statistique du modéle,

qui pourra servir a la détermination des temps d’attente (gestion du risque).

III. Partie Pratique

A. Matériel et méthode
1) Développement du modele
a) Diagramme

Le modele PBPK permettant de prédire les concentrations de monensin chez le poulet est un
modeéle débit-limitant développé sur le logiciel acsIXtreme (3.0.2.1; AEgis Technologies
Group Inc., Huntsville, AL, USA). Ce modele est divisé en compartiments (Figure 8) décrivant
le compartiment central (« Plasma »), le foie ( « Liver »), la graisse (« Fat »), le muscle de la
cuisse (« LegMuscle ») et le reste de I'organisme est divisé en deux compartiments, 'un
lentement perfusé («Poorly Perfused») et [I'autre rapidement perfusé (« Richly
Perfused ») », qui représentent respectivement les organes pauvrement perfusés (ex:
carcasse, plumes, muscles non décrits...) et richement perfusés (ex : rate, poumons...). Bien
gue les reins soient un organe d’intérét dans le cadre d’'une étude de résidus, ceux-ci ne sont
pas représentés car comme nous le verrons plus tard nous ne disposons pas de mesures des
concentrations rénales dans les études utilisées par manque d’une méthode analytique
validée. Par souci de simplification, le compartiment «Crop» représente le jabot, I'estomac
glandulaire et I'estomac musculeux (=gésier); le compartiment « Gut» quant a lui

représente les intestins en général. Lors d’'une administration orale, la molécule absorbée va
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directement au foie, via le systeme porte pour arriver dans la circulation générale. Elle est

ensuite distribuée a I'ensemble de I'organisme.

CLyet (IVIVE)
CLagi

Lag Time
Gut Crop —

F/ k_abs k_crop

CL.ve, PLiver Qc wer

Liver
AllomVyjyer

Crat Prat QCra

Fat
AllomVey

Plasma

CLEQM“!‘:CIE PLegl‘.’IuscIe Qc-egr.lus:\e
LegMuscle
AllomV_egl‘.luscle

Cricniy Prichy QCgich

Richly Perfused
FracVgiooq FracVgicny

cPoony PF’DorI\.I QC:‘GD’
Qcar| Poorly Perfused
FracVpoony

BW (Allometry)

Figure 8 : Diagramme du modéle PBPK final, en vert les parametres physiologiques, en violet les
parameétres pharmacocinétiques et en rouge les paramétres qui seront ajusteés.

b) Parameétres

Comme indiqué sur la Figure 8, la dose orale est introduite dans le compartiment « Crop » et
passe ensuite vers les intestins avec un certain temps de latence (LagTime) dont la valeur est
issue de la littérature (Henri, 2009) et une certaine vitesse de transfert (k_crop) qui sera
ajustée. Ensuite la molécule est absorbée dans le foie selon sa constante d’absorption
(k_abs) et sa biodisponibilité (F). Le foie est I'organe siege de I"élimination : une clairance
totale (WCLtot) a été déterminée par Henri et al., 2009. Selon Davison et al., le monensin n’a
ni clairance rénale, ni clairance pulmonaire. Le monensin excrété est largement retrouvé au
sein des fientes et de la bile. La clairance totale a donc été fixée dans le modéle sur le foie.
Puis cette clairance totale a été divisée en 2 clairances d’ordre 1, une métabolique calculée

par IVIVE, a partir des parametres déterminés par Henri et al., 2008 : la constante de
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Michaelis Km et la vitesse maximum de métabolisation Vmax, décrivant la clairance
intrinséque CLint), le nombre de protéines microsomales par gramme de foie (MPPGL,
données du laboratoire) et la fraction libre Fu (Atef et al., 1993). La clairance biliaire a été

calculée par différence entre la clairance totale et la clairance métabolique.

Chaque compartiment est décrit par son volume (fraction du poids du poulet, FracVy), son
débit de perfusion (fraction du débit cardiaque, Qcar) et son coefficient de partition
tissu/plasma, P, (a I'exception du plasma décrit par son hématocrite, H). Les coefficients de
partition sont également issus de la littérature (Henri, 2009) a I'exception de Pgichy €t Ppooriy

qui seront ajustés.

Les volumes de chague compartiment proviennent soit de la littérature, soit d’équations
d’allométrie. Le volume du compartiment « Richly Perfused » a été calculé a partir de la
littérature (Cortright et al., 2009), en regroupant les masses d’organes richement irrigués,
comme le cceur, les poumons, le cerveau, le tractus gastro-intestinal et la masse non
mesurée. De cette facon le compartiment « Poorly Perfused », calculé par différence entre le
poids du poulet et la somme du poids des autres compartiments, ne devrait contenir que la

peau, les plumes et la carcasse.

Les débits d’irrigation proviennent uniquement de la littérature et sont exprimés comme
étant une fraction du débit cardiaque. A partir de la différence entre le débit cardiaque
(Qcar) et la somme des (fractions de) débits d’irrigation du foie (FracQclLiver), de la graisse
(FracQcFat) et du muscle de la cuisse (FracQcLegMuscle), il a été déterminé un débit
d’irrigation restant. L’hypothése a été faite de diviser le débit restant en 3/4 pour le
compartiment rapidement perfusé (FracQcRichly) et 1/4 pour le compartiment lentement
perfusé (FracQcPoorly). Cette répartition, plus ou moins empirique, du débit restant est

parfois retrouvée dans la littérature (Haddad et al., 1998).

En élevage, le monensin est administré aux poulets dés leur éclosion : le modéle prend donc
en compte cette exposition tout au long de leur vie avec des équations d’allométrie sur leur
poids, la croissance de leurs organes et leur ingéré alimentaire journalier. Les équations
suivantes (Equations 8 et 9) proviennent du laboratoire de I'Institut National de la Recherche
Agronomique (INRA) de Nouzilly (37), et ont été élaborées a partir des données des

sélectionneurs :
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—Bgomp(AgeEnd—AgeBegin)_,~Bgomp(5;—AgeBegin)
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nd* (G Begin’ o

Equation 8 : Allométrie du poids du poulet

Ou BW est le poids du poulet au temps T (en jour), BWBegin le poids au début de notre
étude (AgeBegin), BWEnd le poids a la fin de notre étude (AgeEnd), Bgomp le facteur de

Gompertz. Cette fonction de Gompertz est représentée ci-dessous avec la figure 9 :

Bodyweight
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0 50 100 150 200 230 300 350 400 150 500 530 600 650 700 750 200
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Figure 9 : Courbe de croissance des poulets sur 34 jours

Les organes pour lesquels les données étaient disponibles font également I'objet d’une

allométrie. Il s’agit du foie, de la graisse et des muscles de la cuisse, selon I'équation

suivante :

FracVx = eSlove_x+log(BW)+intercept_x

Equation 9 : Allométrie de la croissance des organes
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Ou FracVx représente la fraction (volume organe x / BW), slope x et intercept_x sont
respectivement la pente et I'ordonnée a l'origine de la corrélation entre le volume de

I'organe x et le poids du poulet (BW).

Les données des allométries des organes sont résumées dans le tableau ci-dessous :

Slope Intercept
Liver 0.868 -3.673
Fat 1.188 -3.928
LegMuscle 1.071 -1.965

Tableau 10 : Données des allométries des organes

Le monensin sera administré dans le modele selon 2 schémas : (i) une dose unique orale (de
monensin en solution) WPODOSE indexée sur le poids ou (ii) une administration orale
continue et quotidienne durant les périodes d’éclairage du batiment d’élevage
(« perfusion orale »), qui mimera l'ingestion de I'aliment supplémenté. L'exposition sera
dépendante de la supplémentation en monensin de l'aliment (feed_suppl_level) et de la

prise alimentaire du poulet (feed_intake) calculée selon I'équation d’allométrie suivante :

feed_intake = afeeq(1 — e ~DfecarPoids))

Equation 10 : Allométrie de la prise alimentaire
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Figure 10 : Graphique de la quantité d’aliments ingérée par un poulet
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L‘ingéré alimentaire est indexé sur le poids du poulet : sa prise alimentaire nette croit avec
son poids. De plus, les poulets ne mangent que lors des périodes d’éclairage, qui étaient de
20h par jour (dans les études utilisées, cf. les parties optimisation et validation du modele).
Une fonction « pulse » (pré-implémentée dans le logiciel Figure 11) a donc été utilisée,

ere

comprenant les parametres TreatmentStart (heure de 17 administration), LightingPeriod
(durée d’éclairage), et Pulseinterval (cycle de de la fonction « pulse »). Basiquement,
I’exposition commence a I'éclosion a T=0, dure 20h chaque jour et un nouveau cycle
d’exposition recommence toutes les jours (24h): la journée se compose alors en 20h
d’éclairage (donc d’exposition) et de 4h de nuit (sans exposition) ol les concentrations en

monensin peuvent décroitre.

1 Pulselnterval
1.C e —
LightingPeriod=——s- r—
t -
TreatmentStart T

Figure 11 : Représentation de la fonction « Pulse » d’acsIX®

c) Récapitulatif

L'intérét majeur de ce modeéle est que I'ensemble des paramétres suivants sont fixés (sans
ajustement) grace aux valeurs de la littérature et aux conditions d’élevage (et que tres peu

de parameétres seront ajustés), dont les valeurs sont résumés dans le tableau 11:

Tableau 11 : Valeurs des parametres fixés dans le modéle

Nomenclature Unités Valeurs Références

Parameétres pharma

cocinétiques in vivo

LagTime h 0.25 (Henri et al., 2009)
F % 29.91 (Henri et al., 2009)
K_abs ht 3.85 (Henri et al., 2009)
P_Liver Sans unité 0.83 (Henri et al., 2009)
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P_Fat Sans unité 3.39 (Henri et al., 2009)
P_LegMuscle Sans unité 0.51 (Henri et al., 2009)
WClLtot L/h/kg 2.17 (Henri et al., 2009)
Parameétres pharmacocinétiques de I'lVIVE
Km mM 28.6 (Henri et al., 2008)
Vmax pmol/mg/min 646 (Henri et al., 2008)
fu % 77.2 (Atef et al., 1993)
mg de protéines
Données du
MPPGL microsomales/ g de 9.31
laboratoire

foie

Parameétres physiologiques constants (par défaut de données d’évolution dans le temps)

FracVBlood % 6 (Yang et al., 2014)
H % 33 (Yang et al., 2014)
Qcar L/h/kg 12.5 (Wideman, 1999)
(Cortright et al.,
FracVRichly % 8.8
2009)
FracVPoorly

Volume restant

(Cortright et al.,

FracQclLiver % 25
2009)
(Cortright et al.,
FracQcFat % 1.5
2009)
(Cortright et al.,
FracQcLegMuscle % 11.55

2009)

FracQcRichly

75% du débit restant

FracQcPoorly 25% du débit restant
Parameétres physiologiques de croissance
AgeBegin Jour 1 Sélectionneur
AgeEnd Jour 35 Sélectionneur
BWBegin Kg 0.04 Sélectionneur
BWEnNd Kg 2.04 Sélectionneur
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Bgomp Sans unité 0.0445516 Sélectionneur
Slope_liver Sans unité 0.869 Sélectionneur
Intercept_liver Sans unité 3.673 Sélectionneur
Slope_fat Sans unité 1.118 Sélectionneur
Intercept_fat Sans unité 3.928 Sélectionneur
Slope_legmuscle Sans unité 1.071 Sélectionneur
Intercept_legmuscle Sans unité 1.965 Sélectionneur

Parametres de I'ingestion

a_feed Sans unité 266.2 Sélectionneur
b_feed Sans unité 0.0005815 Sélectionneur
ug de monensin/kg
feed_suppl_level 125000 (Henri et al., 2009)
aliment

TreatmentStart h 0 (Henri et al., 2009)
LightingPeriod h 20 (Henri et al., 2009)
Pulselnterval h 24 (Henri et al., 2009)

2) Optimisation du modéle

a) Obtention de K_crop, P_richly et P_poorly

Une premiére optimisation du modeéle a été effectuée a partir d’'une étude (Henri et al.,
2009) en dose orale unique de monensin en solution. Pour les besoins de cet ajustement une
version du modeéle a poids constant a été utilisée aprés extraction des valeurs de parametres
correspondant a I'dge des poulets utilisés dans I'étude décrite ci-apres. Brievement, 32
poulets Ross, agés de 29 jours (30 jours en fin d’étude), ont été utilisés, avec un acceés libre a
I'eau et a la nourriture (exempts de monensin). Les poulets pesaient 1324 + 13 g
(moyennezécart-type), ces valeurs correspondant approximativement aux valeurs de la

courbe de croissance simulée.

Il a été administré aux poulets une dose de monensin de 4mg/kg par gavage. Les
prélevements sanguins ont été faits dans la veine alaire, selon les échéances suivantes (4
poulets par échéances) : 0, 30min, 1h, 2h, 4h, 6h, 8h, et 10h apres I'administration. Puis les
concentrations en monensin ont été déterminées par dosage en LC-MSMS selon la méthode
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décrite dans Henri, 2009. Grace a cette étude, les parametres K_crop, P_richly et P_poorly
ont pu étre estimés pour que le modeéle s’ajuste le mieux aux données observées, par un
algorithme de maximum de vraisemblance (Nelder-Mead). Les valeurs initiales et les limites
minimales et maximales des parametres ont été fixées pour étre physiologiquement
possible. Tous les autres parametres (dont la biodisponibilité trouvée lors de cette étude)

avaient été fixés aux valeurs décrites dans la littérature (cf Tableau 11).

b) Obtention de la biodisponibilté du monensin dans I'aliment

Une fois ces trois derniers parametres fixés, une deuxieme optimisation du modéle a été
effectuée avec les données de la seconde phase de I'étude de (Henri et al., 2009), réalisée
avec des poulets nourri ad libitum pendant 33 jours avec de l'aliment supplémenté en
monensin (125 mg/kg d’aliment). Le 32° jour, des prélévements de sang et d’organes ont été
réalisés sur des poulets a différents temps lors de cet état d’équilibre. Cela a permis
d’estimer la biodisponibilité du monensin dans l'aliment. En effet, lors de I'étude « dose
unique », le monensin était en solution et sa bioaccessibilité était donc compléete. Mais lors
de I'étude de résidus en « conditions terrain », le monensin était présent au sein de
granulés. Le monensin nécessite alors une étape de digestion préalable de ces granulés pour
étre assimilé, ce qui diminue sa bioaccessibilité et in fine sa biodisponibilité. La nouvelle
biodisponibilité a donc été estimée via I'algorithme de Nelder-Mead, en prenant en compte
simultanément les concentrations dans le plasma, le foie, la graisse et les muscles de la

cuisse de cette étude de résidus a I'état d’équilibre.

3) Validation du modéle

La validation a été réalisée par confrontation des simulations du modéle a un jeu de données
indépendant (ce jeu de données n’a pas servi a I'élaboration du modele). Il est issu de
I’étude de déplétion des résidus de Henri et al., 2009 qui a suivi I'étude a I'état d’équilibre:
les 60 animaux restant de I’étude ad libitum ont été utilisés pour la période de déplétion, qui
consistait en une reprise de I'alimentation supplémentée en monensin pendant 6h (au

eme

retour de I'éclairage) puis passage a un aliment exempt de monensin lors du 34" jour. Des
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prélevements de plasma, foie, graisse, muscles de la cuisse et du bréchet ont eu lieu a la fin
de la période de nuit, puis 2h, 4h, 6h, 8h, 10h, 12h, 24h, 36h, et 72h aprés (6 animaux par
échéance). Le bréchet n’a pas été pris en compte dans le modele du fait de I'impossibilité
d’estimer un coefficient de partition pour ce tissu car trop peu de concentrations étaient au-
dessus de la limite de quantification dans I'’étude de Henri et al., 2009 Afin de tester la

validité du modele, plusieurs analyses statistiques ont été effectuées :

- Une confrontation des données observées et prédites en fonction du temps, couplée
a une étude de la variabilité de I'ingestion par 100 simulations de Monte-Carlo en
faisant varier les parameétres a_feed, b_feed et F de la maniére décrite dans le

tableau 12 :

Tableau 12 : Variabilité des parametres d’ingestion et de la biodisponibilité

Coefficient | Distribution de Origine du
- Valeur de probabilité coefficient de
Variation(CV) appliquée variation
a_feed 266.2 10% Normale sélectionneur
b_feed 0.0005815 15% Normale sélectionneur
Empirique
3.88 % (voir
F d’apres
résultats de 50% Normale
(aliment) (Hellriegel et al.,
I’optimisation)
1996)

La variabilité des paramétres a_feed et b_feed nous a été fournie par I'INRA de Nouzilly
d’apres les données des sélectionneurs. La variabilité de la biodisponibilité a été affectée de
maniére empirique en se basant sur une étude de (Hellriegel et al., 1996), qui a regroupé les
données de biodisponibilité de 149 composés. On observe dans cette étude une relation
inversement proportionnelle entre la valeur de la biodisponibilité et sa variabilité associée
(CV). Pour des composés ayant une biodisponibilité inférieure a 25%, le coefficient de

variation se situe autour de 50%.

- Une étude de la corrélation (régression linéaire) entre les valeurs prédites par le

modele PBPK et les données observées.
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- Une analyse des résidus standardisés apres transformation logarithmique (du fait de

I’hétéroscédasticité des concentrations)

4) Analyse de sensibilité

Une analyse locale de la sensibilité a été réalisée, afin de déterminer quels sont les
parameétres les plus influents sur les concentrations estimées (dans toutes les matrices
étudiées) sur la pente finale d’élimination (t=816h). Le coefficient normalisé de sensibilité
(CNS), qui est calculé par I'équation ci-dessous, est utilisé pour distinguer I'importance
relative des parametres, ol p est le parametre étudié, Ap la variation du parametre étudié, r

est la variable de réponse (concentrations) et Ar la variation de la variable de réponse.

Ar p
CNS = — X —
r Ap

Equation 11 : Coefficient normalisé de sensibilité

Un parametre est considéré comme influent s’il est supérieur en valeur absolue a 0.25.

B. Résultats
1) Optimisation des parametres

a) Dose unigue de monensin en solution par voie orale
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Figure 12 : Ajustement du modeéle aux données plasmatiques observées (échelle logarithmique) lors
d’une administration orale unique de monensin en solution; ligne continue : prédiction ; points :
données observées

L'ajustement du modéle PBPK (a poids constant) décrit parfaitement les données observées
lors d’une administration orale unique de monensin en solution (Figure 12). En effet, le
modéele passe par I'ensemble des points observés (4 par échéance). Pour I'échéance a 8h,
une donnée est omise car inférieure a la limite de quantification (2.5 pg/L). Les parametres
k_crop, P_Richly et P_Poorly ont pu ainsi étre optimisés. Le k_crop a atteint une valeur finale

0.63 h™X. Quant aux P_Richly et P_Poorly, ils ont convergé respectivement 3 1.28 et 1.43.
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b) Etat d’équilibre
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Figure 13 : Ajustement du modeéle aux données (échelle logarithmique) plasmatiques (en haut a
gauche), hépatiques (en haut a droite), adipeuses (en bas a gauche) et musculaires (en bas a droite)
en fonction du temps a I’équilibre du traitement (le 32e jour) par I'aliment supplémenté; ligne
continue : prédiction ; points : données observées

La Figure 13 représente les concentrations des compartiments Plasma, Liver, Fat et

LegMuscle a I'état d’équilibre. On y observe les variations lors de la fin du 3p8me jour (fin de

la période de jour et les 4h de nuit), du 33°me jour entiérement (jour + nuit), ainsi que les 6h
de reprise de consommation d’aliment supplémenté en monensin. L'optimisation de la
biodisponibilité dans I'aliment a été réalisée en prenant en compte simultanément toutes les
données disponibles (plasma, foie, graisse et muscle de la cuisse). Celle-ci est estimée a une
valeur beaucoup plus faible que celle du monensin en solution, 3.88% au lieu de 29.91%.
Globalement, le modéle permet de décrire correctement les concentrations a I'équilibre.
Cependant, on peut noter une sous-estimation des concentrations juste avant la reprise de

I’exposition au monensin (en fin de nuit).
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2) Validation

a) Observations et prédictions vs temps
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Figure 14 : Concentrations(échelle logarithmique) plasmatiques (en haut a gauche), hépatiques (en
haut a droite), adipeuses (en bas a gauche) et musculaires (en bas a droite) observées et prédites en
fonction du temps lors de la déplétion (Henri et al., 2009); ligne continue : prédictions moyennes ;
points : données observées ; pointillés : limite de quantification ; tirets : limites basses et hautes des
prédictions issues de la simulation de Monte-Carlo sur I'ingéré journalier ( #3 écarts-type)

On peut observer sur la Figure 14, la fin de la période d’élimination (lumiere éteinte) du
33°™ jour et le 34°™ jour dans son entier, avec 6 heures de consommation d’aliment
supplémenté en monensin (rebond des concentrations pendant 6 heures) puis un passage a

un aliment exempt de monensin, ce qui provoque la déplétion finale des concentrations.

Pour chague compartiment, il y avait en principe 6 données observées par échéance mais
pour le compartiment Plasma, Liver et LegMuscle, respectivement 6, 5 et 17 données ont
été omises sur ce graphique entre les échéances 798h et 804h (bornes comprises) car elles

étaient inférieures a la LOQ. Concernant le compartiment Fat, 9 données ont été omises
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ente les échéances 798h et 810h (bornes comprises). Toutes les données aprés 810h ont été

omises car elles aussi étaient inférieures a la LOQ.

Concernant le plasma, le modeéle tend a sous-estimer les concentrations a la premiére
échéance, puis le reste des données observées sont correctement décrites. Méme s'il porte
a croire que le modeéle sous-estime la derniére échéance, il faut rappeler que 3 points sur 6
sont sous la LOQ_ ; pour le foie, le modele décrit trés bien les données. Le compartiment de la
graisse est lui aussi bien décrit. Ici encore, on pourrait croire que les dernieres échéances
sont sous-estimées a cause de I'omission des points en dessous de la LOQ. Concernant le
muscle, la majorité des données observées ont été enlevées car en dessous de la LOQ. En
conséquence, seule la premiére échéance peut étre décrite par le modele, qui la surestime
légérement. Mais la variabilité associée a la prise alimentaire permet de décrire 80%
(Tableau 13) de la dispersion des données observées (et supérieures a la LOQ). Cela renforce

I'idée que le comportement alimentaire du poulet est le facteur déterminant de I'exposition.
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Tableau 13: Impact de la variabilité simulée de I'ingestion et de la biodisponibilité sur les données

prédites
Toutes les
Plasma Foie Graisse Muscle
matrices
Nombre de
points 18 19 33 7 77
totaux
Nombre de
points hors 2 4 8 1 15
bornes
% hors
11% 21% 24% 14% 20%
bornes

b) Corrélation entre observations et prédictions

Une régression linéaire a été effectuée pour chaque compartiment selon I'équation :

Cobs = a X Cpred + b avec Cobs la concentration observée, Cpred la concentration

prédite, a la pente de la régression et b son ordonnée a l'origine. R? représente son

coefficient de détermination (Figure 15, Tableau 14).
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Figure 15 : Corrélation entre les concentrations plasmatiques (en haut a gauche), hépatiques (en haut
d droite), adipeuses (en bas a gauche) et musculaires (en bas a droite) observées et prédites

Tableau 14 : Corrélation entre les concentrations observées et prédites

Compartiment Pente (a) Intercepte (b) R?
Plasma 1.799+0.509 -3.031+4.907 0.862
Foie 1.207+0.270 -0.498+2.076 0.901
Graisse 0.767+0.118 5.930+3.081 0.894
Muscle 0.614+0.388 1.816%2.208 0.710

Une corrélation satisfaisante a été établie entre les données observées et les données
prédites, avec des coefficients de détermination de 86.2%, 90.1%, 89.4% et 71.0% au niveau

plasmatique, hépatique, adipeux et musculaire respectivement (Tableau 14).
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c) Résidus
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Figure 16 : Résidus standardisés (aprés transformation logarithmique) des concentrations
plasmatiques (en haut a gauche), hépatiques (en haut a droite), adipeuses (en bas a gauche) et
musculaires (en bas a droite) vis a vis des concentrations prédites

L’étude des résidus est une méthode d’évaluation de la différence entre des données

observées et les données prédites correspondantes (Gabrielsson and Weiner, 2001).

Une étude des résidus normalisés en fonction du temps a été effectuée pour vérifier
I'absence de tendance dans la structure du modele. Les résidus standardisés apres
transformation logarithmique sont bien répartis autour de O (distribution aléatoire autour de
0), et 95% d’entre eux sont compris dans l'intervalle [-2 ; 2] (distribution des résidus selon

une approximation de la loi normale centrée réduite). Cependant, I'analyse des résidus est
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difficilement interprétable pour le muscle de la cuisse du fait de I'omission d’un grand
nombre de points. Malgré l'allure satisfaisante des résidus, cette omission pourrait
également faire croire qu’il existe des tendances a la sous ou a la surestimation des

concentrations sur les échéances tardives dans le plasma, le foie et la graisse.

3) Analyse de sensibilité

Une analyse de sensibilité locale a été effectuée sur tous les parameétres du modéle : il en
ressort 18 paramétres influents, ayant une valeur absolue minimale du CNS de 0.25 (Eq 9).
Une valeur du CNS de 1 indique qu’il y a une relation 1-a-1 entre la variation du parameétre et
celle de la concentration dans le tissu impliqué (par exemple, 10% de variation du paramétre
entraine 10% de variation de la concentration). Un CNS négatif indique une relation
inversement proportionnelle entre le parametre et la concentration. Ces 18 parametres ont
été classés en fonction de la catégorie a laquelle ils appartiennent. Les parametres
considérés comme non influents (|CNS|<0.25), bien qu’également analysés ne seront pas

cités ici.
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a) Paramétres pharmacocinétiques
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Figure 17 : Graphique de I'analyse de sensibilité locale des paramétres pharmacocinétiques

Les paramétres K crop, F, WCLtot, P_Fat, P_LegMuscle, P_Liver et P_Poorly sont les
parameétres pharmacocinétiques influents du modele. Le k_crop, qui détermine I'absorption
orale du monensin, posséde un trés fort CNS, tout comme la clairance totale WCLtot qui
contréle I'élimination du principe actif. Concernant, la distribution, le parameétre le plus
influent est P_Poorly. Le compartiment « Poorly Perfused » agit comme un compartiment
tampon, il permet d’équilibrer ce qu’il se passe dans les autres compartiments. Le moindre

changement dans ce compartiment a un impact indirect sur tous les autres compartiments.

63



b) Parametres physiologiques
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Figure 18 : Graphique de I'analyse de sensibilité locale des paramétres physiologiques

Les parametres FracVRichly, H, Qcar, FracQcliver, FracQcFat sont les parametres
physiologiques influents du modeéle. Parmi ces parameétres, le plus influent est le Qcar, c’est-
a-dire le débit cardiaque. En effet, ce débit gouverne la perfusion des compartiments, donc
la distribution et I’élimination du monensin. L’hématocrite a quant a lui un effet positif sur
les concentrations. S’'il augmente, le volume de plasma diminue, aboutissant a une

augmentation des concentrations.
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c) Paramétres allométriques
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Figure 19 : Graphique de I'analyse de sensibilité locale des paramétres d’allométrie

Les  parameétres Intercept_Liver,  Slope_Fat, Intercept_Fat,  Slope_LegMuscle,
Intercept_LegMuscle, a_feed et b_feed sont les parametres allométriques influents du

modele.

IV. Discussion

Un modeéle PBPK perfusion-limitant a été développé et validé pour la prédiction des résidus
de monensin chez le poulet. Ce modeéle s’appuie trés majoritairement sur des valeurs de
parametres fixés a partir de la littérature couplé a une optimisation réduite de seulement 4
parametres (le k_crop qui est la constante de vitesse d’entrée dans l'intestin, les coefficients
de partage P_Richly et P_Poorly ainsi que la biodisponibilité F du monensin présent au sein
des granulés d’alimentation). Il permet de décrire précisément les concentrations dans le
plasma, le foie, la graisse abdominale ainsi que dans les muscles de la cuisse et ceci soit
apres administration d’'une dose orale unique de monensin en solution, soit aprés exposition

via une alimentation (ad libitum) supplémentée en monensin. La validité de ce modele a été
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prouvée par diagnostic graphique de (i) la confrontation des données observées et prédites
avec la mise en place d’une variabilité sur I'ingestion par I'animal d’aliment supplémenté (ii)
I’étude de la corrélation entre les concentrations prédites et observées pour chaque matrice
et (iii) de I'étude de la résiduelle du modele. Le diagramme du modele a été simplifié au
maximum, en accord avec le principe de parcimonie qui stipule qu’'un modele doit étre le
plus simple possible, afin de diminuer le nombre de parameétres dont les valeurs doivent étre
identifiées (Hayes and Kruger, 2014). De plus, une analyse locale de sensibilité a révélé

I'influence prédominante de 18 d’entre eux.

Ce modele nous a permis d’estimer la biodisponibilité du monensin incorporé dans I'aliment,
qui est de 3,88%. Cette biodisponibilité du monensin dans I'aliment est en fait composée de
2 parametres : la biodisponibilité propre au monensin, qui a été évaluée a 29.91% lors
d’études in vivo chez le poulet (Henri et al., 2009), et la bioaccessibilité (fraction de la dose
administrée qui est solubilisée dans le tractus gastro-intestinal et qui peut donc
potentiellement franchir la barriéere intestinale) du monensin incorporée au granulé (qui est
donc de 3.88/29.91 = 13%). Lors de I'étude qui vient d’étre citée, le monensin était sous la
forme d’une solution, donc entiérement accessible pour I'absorption. La biodisponibilité
déterminée était donc la réelle biodisponibilité du monensin chez le poulet. Concernant le
calcul de la biodisponibilité du monensin présent au sein de I'aliment destiné aux poulets, il
existait deux possibilités : soit des cinétiques individuelles aprés administration d’une dose
unique d’aliment étaient effectuées, soit elle était estimée a I'aide du modéle PBPK. C’est la
seconde option qui a été choisie, car la maitrise expérimentale de la dose lors d’un gavage
solide chez le poulet, est tres difficile et entraine une trop forte variabilité pour étre

exploitée (selon I'expérience du laboratoire).

Le k_abs, qui est pourtant un paramétre pharmacocinétique important, n’a pas été jugé
influent par l'analyse locale de sensibilité. En effet, ce paramétre est victime d’un
phénoméne de flip-flop. Cela signifie que I'arrivée a l'intestin est limitante en comparaison
au franchissement de la barriére intestinale (k_crop=0.63h™; k abs=3.85h™). Lajout du

parametre k crop et d’un compartiment avant l'intestin a été déterminant afin de bien
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ajuster le modeéle aux données plasmatiques lors de la phase croissante concernant
I’'administration unique par voie orale de monensin en solution. Ceci peut certainement étre

attribué a la présence d’un jabot chez la volaille (Anaddn et al., 1993).

Une des limites de notre modele est I'absence de variabilité inter-individuelle des
coefficients de partage. En effet, les données sont issues de (Henri et al., 2009) ou les
coefficients de partage ont été calculés selon la méthode des aires (Gallo et al., 1987) et
cette méthode ne permet pas la détermination de la variabilité inter-individuelle. Pour
I'obtenir, il aurait fallu réaliser une étude avec une perfusion jusqu’a I'état d’équilibre sur
des poulets, prélever leur plasma et leurs organes et déterminer leur teneur en monensin.
Cependant, cette méthode est difficilement applicable aux poulets, puisqu’il faut les
maintenir sous perfusion pendant plusieurs heures. La variabilité inter-individuelle a donc

été fixée de maniére empirique a 20% (Clewell and Clewell 111, 2008).

Le foie est I'organe siege de I’élimination du monensin chez le poulet. 2 clairances lui sont
assignées : une clairance métabolique, déterminée in vitro puis extrapolée in vivo (IVIVE) et
une clairance biliaire (différence entre la clairance totale et la clairance métabolique). Les
concentrations prédites dans le foie possedent la meilleure corrélation aux concentrations
observées (Figure 15 et Tableau 14Erreur ! Source du renvoi introuvable.). Ces résultats
positifs encouragent l'utilisation de I'IVIVE, dont les bénéfices du couplage aux modeles

PBPK sont nombreux (Rostami-Hodjegan, 2012).

Il faut noter que les néphrons ne sont pas décrits dans le modéle. On aurait pu croire que
leur omission est di au fait que le monensin a une tres faible excrétion urinaire (<1%,
I’essentiel de I'excrétion étant hépatique, de nature métabolique et biliaire) (Davison, 1984)
mais cela ne serait pas pertinent puisqu’ils présentent un intérét réglementaire en terme de
résidus. lls se retrouvent donc par « lumping » (Nestorov et al.,, 1998), regroupés avec
d’autres organes dans le compartiment « Richly Perfused ». La raison réelle pour laquelle ils

ne sont pas décrits dans le modéle est que nous ne disposions pas de coefficient de partage
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ni de données pour ce compartiment dans I'étude ayant servi a la validation (Henri et al.,
2009) a cause de I'absence d’'une méthode analytique validée. Un effort de développement

analytique doit donc étre réalisé afin de disposer d’une telle méthode.

Par ailleurs, le modéle montre une bonne corrélation entre les concentrations prédites et
observées, quel que soit I'organe étudié (Figure 15) (tous ont une corrélation supérieure a
85%, Tableau 14), excepté pour les muscles de la cuisse, mais cela est di a un manque de
concentrations exploitables car elles sont tres faibles dans cette matrice et deviennent
rapidement inférieures a la LOQ. De méme, le bréchet (muscle pectoral) n’a pas pu étre
décrit par manque de coefficient de partage et de données pour ce compartiment dans
I’étude ayant servi a la validation (Henri et al., 2009) . En effet dans cette étude, les
concentrations résiduelles de monensin dans le bréchet étaient la plupart du temps
inférieures a la LOQ méme a I'état d’équilibre. La également, un effort de recherche en
chimie analytique serait a faire pour rendre la méthode d’analyse dans le muscle plus
sensible si I'on voulait décrire ce compartiment. D’un point de vue pharmacocinétique cette
fois-ci, I’'hypothése du monensin (relativement lipophile) qui se distribuerait
préférentiellement dans la cuisse (plus riche en graisse que le bréchet) a été vérifiée, comme
annoncé pour d’autres molécules dans la littérature (Reyes-Herrera et al., 2005). Il a été par
conséquent considéré que le bréchet représentait un risque de résidus moindre comparé a
la cuisse, et que la cuisse était par conséquent plus importante a modéliser d’un point de

vue résidus musculaires.

La graisse est un organe trés exposé au monensin, du fait de sa lipophilie. En examinant les
concentrations observées sur la Figure 14 I'élimination dans ce compartiment semble a
premiere vue bi-phasique. Il pourrait s’agir d’'un phénomeéne de séquestration avec
relargage plus lent depuis la graisse, phénomene déja observé notamment au niveau
pulmonaire pour d’autres molécules (Levitt and Schnider, 2005). Mais en examinant mieux la
figure et particulierement la démarcation de la LOQ, les points manquants pourraient
parfaitement se trouver en dessous de la LOQ dans lintervalle autour de la pente

monophasique. Les données en dessous de la LOQ n’ont pas pu étre prise en compte car le

68



logiciel utilisé, contrairement aux logiciels de pharmacocinétique de population (modéles
non linéaires a effet mixte), ne disposait pas d’algorithmes de maximum de vraisemblance
adaptés aux données censurées (Bergstrand and Karlsson, 2009). On observe plus
généralement dans la littérature le phénomeéne contraire ol I'omission des données sous la
LOQ peut faire manquer une élimination en 2 phases (Ahn et al., 2008; Jusko, 2012).
L'information fournie par ces données sous la LOQ est donc importante, il serait donc
intéressant de ne pas les ignorer et pour cela de réaliser des modéles PBPK avec des
algorithmes d’ajustement permettant de distinguer dans le calcul de la vraisemblance la

contribution des données au-dessus de la LOQ de celle des données en dessous de la LOQ.

Les différentes équations d’allométries (poids du poulet Equation 8; et croissance des
organes Equation 9 et Tableau 10) ont été extraites par I'INRA de Nouzilly a partir des
données des sélectionneurs. Avec ces équations, la simulation donne un poids de 1.4kg
entre le 29°™ et le 30°™ jour ; lors de I'étude en dose unique, des poulets de cet 4ge ont été
utilisés et pesaient 1.324kg. La différence est d’environ 6%, ce qui montre que I'équation est
adaptée pour notre modele. Concernant le foie et la graisse, les allométries donnent
respectivement 2.44% du poids et 2.08% du poids au 30°me jour. Dans la littérature, le foie et
la graisse représentent respectivement 2.4% et 5% du poids (Cortright et al., 2009). Le foie
est donc trés bien décrit, la graisse semble I'étre un peu moins. Cette différence peut
s’expliquer par le fait que la mesure de la quantité totale de graisse est expérimentalement
difficile et que la production de graisse s’effectue plus tard dans la croissance de I’animal. De
plus, la proportion de graisse décrite dans la littérature (Cortright et al., 2009) représente un
prélevement effectué sur toute la carcasse, alors que nous avons décrit uniqguement la
graisse abdominale. Concernant les muscles de la cuisse, l'allométrie indique qu’ils
représentent 14% du poids de I’'animal. Dans la littérature, les muscles représentent jusqu’a
40% du poids de I'animal (Cortright et al., 2009). Si on ajoute les muscles du bréchet et les
autres muscles du corps aux 14% de I'allométrie des muscles de la patte, il est fort probable

gu’on atteigne les 40% retrouvés dans la littérature.
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Le modele développé ici pourra étre amélioré avec des équations décrivant I’évolution (en
fonction du temps ou en fonction du poids corporel) du débit cardiaque (Qcar) et/ou des
débits de perfusion des organes (FracQc_x). Il existe des allométries sur le débit cardiaque
dans la littérature (Wideman, 1999) mais nous n’avons pas intégré cela a notre modele,
puisque le domaine de validité de cette allométrie est réduit a la période 4-6 semaines et
gue nous n’avions pas de description complémentaire sur la perfusion des organes en
fonction du temps. Il serait intéressant, en regroupant d’autres données de la littérature, de
disposer d’une variabilité inter-individuelle sur ces débits de perfusion qui pourrait étre

intégrée aux simulations de Monte-Carlo au lieu d’appliquer une variabilité empirique.

Un poulet se nourrit régulierement au cours de la journée (et uniquement dans les périodes
éclairées), avec une multitude de petits repas, appelé picorage (entre 30 et 50 prises
alimentaires par jour) (Goussopoulos et al., 1973). Le comportement alimentaire du poulet a
donc été implémenté comme étant une administration orale continue (« perfusion orale »)
de I'ingéré journalier durant les heures d’éclairage de I'élevage. De plus, le poulet anticipe la
période de nuit en mangeant plus, ce qui peut expliquer pourquoi notre modele a tendance
a sous-estimer les concentrations en fin de nuit (Goussopoulos et al., 1973). Afin de tester
I'impact du comportement alimentaire sur les concentrations, une étude de la variabilité de
2 parametres de I'ingestion (a_feed, b_feed) et de la biodisponibilité (F) a été réalisée (Figure
14, Tableau 12 et Tableau 13). La seule variabilité de ces 3 paramétres permet d’expliquer
80% de la dispersion des données observées. L'ingestion est donc une phase primordiale du
modele, a la source d’une grande partie de la variabilité observée et pourrait faire I'objet
d’un effort de modélisation plus intensif. En I'état actuel du modele, cette variabilité ne

permet néanmoins pas d’expliquer la totalité de la dispersion des données observées.

Afin de déterminer les parameétres les plus influents du modeéle, une analyse locale de la
sensibilité a été effectuée (Figure 17, Figure 18 et Figure 19), sur tous les paramétres qui
composent le modéle, avec en sortie leur impact sur les concentrations plasmatiques,
hépatiques, musculaires et adipeuses. Cette analyse locale a permis d’identifier dix-huit

parametres qui influencent le modele: sept parametres pharmacocinétiques, quatre
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parametres physiologiques et sept parameétres zootechniques. Mais I'analyse locale de
sensibilité ne permet pas de décrire les interactions entre les parametres. Pour cela, il

faudrait effectuer une analyse globale de sensibilité (McNally et al., 2011).

Ce modele PBPK a été validé pour simuler les concentrations de monensin chez le poulet de
chair. Pour pouvoir calculer le temps d’attente, il va falloir procéder a une analyse de Monte-
Carlo, qui est une technique probabiliste. Pour ce faire, il faut renseigner la variabilité de
chaque parameétre du modele. Le logiciel va générer, en fonction de sa loi de distribution,
une valeur a chaque parametre, qui sera incorporée au modeéle lors de chaque simulation.
En réalisant un grand nombre d’itérations, on pourra générer les différents profils que I'on

retrouverait dans la population.

L'utilisation des modéles PBPK a un avantage majeur par rapport a la méthode actuelle de
calcul des temps d’attente (régression linéaire) : cette derniére fait I’hypothése qu'’il y ait
suffisamment de points lors de la phase de déplétion. De plus, la pente terminale doit étre
linéaire. Ainsi, cette méthode est de nature descriptive et dépendante des jeux de données
tandis que les modeles PBPK se basent sur des équations de transfert de masse et ne
dépendent pas des jeux de données pour la détermination du temps d’attente qui de ce fait,

calculé par rapport a la population, peut étre plus précis (Yang et al., 2013).
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V. Conclusion

Ce modele PBPK a été validé pour simuler les concentrations de monensin chez le poulet de
chair. Pour pouvoir calculer le temps d’attente, il va falloir procéder a des simulations de
Monte-Carlo. Pour ce faire, il faut renseigner la variabilité de chaque parametre du modeéle.
Ensuite, le logiciel va générer, en fonction de sa loi de distribution, une valeur a chaque
parametre. En réalisant un grand nombre d’itérations, on pourra générer les différents

profils que I'on retrouverait dans la population.

La méthode réglementaire pour le calcul des temps d’attente se base sur la déplétion
linéaire, qui se fait sur des concentrations log-transformées et qui induit donc un biais de
calcul. La PBPK en se basant sur des équations de transfert de principe actif, permet de
travailler avec les données brutes, ce qui est un avantage pour le calcul du temps d’attente

et au final de la protection du consommateur.

Ce modeéle PBPK, de par la facon dont il a été implémenté, pourra étre utilisé en cas de
changement de type de poulet (modification des performances zootechniques) et/ou de
programme lumineux (durée d’exposition) et/ou de niveau de supplémentation de I'aliment

en monensin (niveau d’exposition), I'ensemble permettant de décrire I'exposition.

Ce modeéle, validé chez le poulet de chair, pourra également étre extrapolé a d’autres
espéces aviaires. En remplagcant les parameétres zootechniques, physiologiques et
biochimiques du poulet par ceux du dindon par exemple (Henri et al., 2012), il sera possible
de prédire les concentrations résiduelles chez le dindon d’élevage, lui aussi victime de
coccidioses et par conséquent traité avec du monensin. De plus, il serait intéressant de
rajouter un compartiment d’intérét important pour la sécurité alimentaire : I'ceuf. Ce
modele du poulet de chair serait désormais appliqué a la poule pondeuse, afin d’évaluer la
contamination des oeufs, comme c’est le cas pour d’autres contaminants (Maclachlan,
2010). Notre modeéle serait particulierement adapté pour la poule pondeuse puisqu’il
comprend des équations de croissance, donc est évolutif dans le temps, tout comme I'est la

formation de I'ceuf qui est d’environ 20 jours.
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Annexe

Code utilisé dans acsIX®

PROGRAM

INITIAL
IIPhysiological Parameters!!

IVolumes!

constant FracVBLOOD=0.06 !%, (Yang, 2014) blood fraction of BW

constant HAEMATOCRIT=0.33 !%, (Yang, 2014)

constant FracVRICHLY=0.088 !%, Calculated from (Cortright, 2009) Sum of richly perfused
tissues fraction of BW

IFlows!

constant Qcar=12.5 !L/h/kg bw, (Wideman, 1999) cardiac output

constant FracQcliver=0.25 %, (Cortright, 2009) liver fraction of CO

constant FracQcFat=0.015 !%, (Cortright, 2009) fat fraction of CO

constant FracQclegMuscle=0.1155 !%, leg muscle fraction of CO from Cortright, 2009
(muscles flow/3)

I'Pharmacokinetic Parameters!!

IAbsorption constants!

constant K_abs=3.85 'h-1, (Henri, 2009) constant of absorption

constant F=0.0388 !%, Optimized bioavailability

constant K_crop=0.63 'h-1, Optimized constant of absorption of crop to gut

IlAbsorption lag time!!

integer nmx

parameter (nmx = 100) !no unit, a literal integer giving the maximum number of saved data
points needed to represent the lag time

constant ic = 0.0 !no unit, initial value of the output until the independent variable has
advanced by the lag time

constant lagtime =0.25 !h, delay time between input and output (Henri, 2009)

constant delmin = 0.05 no unit, literal integer giving the maximum number of saved data
points needed to represent the delay

IPartition coefficients (Distribution)!

constant P_LIVER=0.83 !no unit, (Henri, 2009) liver/plasma partition coefficient

constant P_FAT=3.39 !no unit, (Henri, 2009) fat/plasma partition coefficient

constant P_LEGMUSCLE=0.51 'no unit, (Henri, 2009) leg muscle/plasma partition coefficient
constant P_RICHLY=1.28 !no unit, optimized richly perfused/plasma partition coefficient
constant P_POORLY=1.43 !no unit, optimized poorly perfused/plasma partition coefficient

IElimination!
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constant WCLTOT=2.17 !!L/h/kg bw, (Henri, 2009) total clearance in function of BW

IHepatic metabolism!

constant Vmax=646 !pmol/mg/min, (Henri, 2008) maximal metabolization rate on
microsomes

constant Km=28.6 !microM, (Henri, 2008) Michealis constant

constant Fu=0.772 %, (Atef, 1992) unbound fraction

constant MPPGL=9.31 !mg of microsomal proteins per gram of liver, (in house data)

END ! INITIAL
DYNAMIC

ALGORITHM IALG =5
NSTEPS NSTP =10
MAXTERVAL MAXT = 1.0e9
MINTERVAL MINT = 1.0e-9
CINTERVAL CINT = 0.05

DERIVATIVE
IlPhysiology in function of age!!

Igrowth equations from breeders data, can be changed in function of the desired chickens!
IBodyweight (BW) growth during lifespan!

constant AgeBegin=1 !days, age at the beginning of the growth curve

constant AgeEnd=35 !days, age at the end of the growth curve

constant BWBegin=0.04'!kg, BW at the beginning of the growth curve

constant BWEnd=2.04'kg, BW at the end of the growth curve

constant Bgompertz=0.0445516! growth rate of the gompertz function

constant hoursinaday=24 ! conversion from days to hours
Bodyweight=BWEnd*(BWEnd/BWBegin)**(-(exp(-Bgompertz*(AgeEnd-AgeBegin))-exp(-
Bgompertz*( (T/hoursinaday) -AgeBegin)))/( -1+exp(-Bgompertz*( AgeEnd-AgeBegin))))!
Gompertz function, BW growth in function of time

ILiver growth!

constant slope_liver=0.8683 ! slope of the growth curve

constant intercept_liver=-3.673 ! intercept of the growth curve
V_LIVER=exp(slope_liver*log(BODYWEIGHT)+intercept_liver)! Liver growth in function of BW
IFat growth!

constant slope_fat=1.188 ! slope of the growth curve

constant intercept_fat=-3.9275 ! intercept of the growth curve
V_FAT=exp(slope_fat*log(BODYWEIGHT)+intercept_fat)! Fat growth in function of
bodyweight

ILeg muscle growth!

constant slope_LegMuscle=1.071 ! slope of the growth curve

constant intercept_LegMuscle=-1.965174944 | intercept of the growth curve
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V_LEGMUSCLE=exp(slope_legmuscle*log(BODYWEIGHT)+intercept_legmuscle)! Leg muscle
growth in function of bodyweight
lend of growth equations from breeders data!

IScaled volumes, constant fractions of BW!

IPlasma volume!

V_PLASMA=(FracVBLOOD*BODYWEIGHT)*(1-HAEMATOCRIT) !blood volume scaled on BW
IRichly perfused tissues volume!

V_RICHLY=(FracVRICHLY*BODYWEIGHT) !richly perfused compartment volume scaled on BW
IPoorly perfused tissues volume!
V_POORLY=BODYWEIGHT-(V_LIVER+V_PLASMA+V_FAT+V_LEGMUSCLE+V_RICHLY) !poorly
perfused compartment volume as the remaining volume

ICheck if the sum of volumes = BodyWeight (+/-5%)
VCHECK=(V_LIVER+V_PLASMA+V_FAT+V_LEGMUSCLE+V_RICHLY+V_POORLY)/BODYWEIGHT
constant Volume_min=0.95 %

constant Volume_max=1.05 %

termt(VCHECK.It.Volume_min,'sum of volumes is less than BODYWEIGHT')
termt(VCHECK.gt.Volume_max,'sum of volumes is larger than BODYWEIGHT')

IScaled flows, constant fractions of QTOT!

QTOT=(Qcar*BODYWEIGHT)*(1-HAEMATOCRIT) !Cardiac Output of plasma scaled on BW
and H

QcLIVER=FracQcLiver*QTOT !blood flow to liver scaled on Qtot

QcFAT=FracQcFat*QTOT !blood flow to fat scaled on Qtot
QcLEGMUSCLE=FracQcLegMuscle*QTOT !blood flow to leg muscle scaled on Qtot
FracQcREST=1-(FracQcLIVER+FracQcFAT+FracQcLegMuscle) !fraction of blood flow to the
rest of the body

QcREST=FracQcREST*QTOT !blood flow to the rest of the body scaled on Qtot

IRest of the body divided into richly and poorly perfused tissues

QcRICHLY=0.75*QcREST !75% of the remaining blood flow is attributed to the remaining
richly perfused tissues (Haddad, 1998)

QcPOORLY=0.25*QcREST !25% of the remaining blood flow is attributed to the remaining
poorly perfused tissues (Haddad, 1998)

Icheck if the sum of blood flows = Qtot (+- 5%)
QCHECK=(QcLIVER+QcFAT+QcLEGMUSCLE+QCcREST)/QTOT

constant Qmin=0.95 %

constant Qmax=1.05 %

termt(QCHECK.It.Qmin,'sum of blood flows is less than QTOT')

termt(QCHECK.gt.Qmax,'sum of blood flows is larger than QTOT')

IlClearances scaling!!
ITotal clearance (divided into a metabolic clearance and a remaining non metabolic
clearance)

CLTOT=WCLTOT*BODYWEIGHT !L/h, total clearance scaled on BW
IMetabolic clearance calculation (IVIVE)
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CLintvitro=60*(Vmax/(Km*1E6)) !intrinsic clearance on microsomes, conversion min to h and
microM to pmol (L/h/g of microsomes)

Clintliver=CLintvitro*MPPGL*1000*V_LIVER lintrinsic clearance of the liver, conversion g of
liver to kg of liver (L/h)

CLmet=(QcLIVER*Fu*CLintliver)/(QcLIVER+(Fu*CLintliver))  !L/h  Metabolic  clearance
calculated by IVIVE (well stirred model)

INon metabolic clearance (as a biliary clearance)

CLbil=CLTOT-CLmet !L/h ,Biliary clearance

IlExposure!!

IFeed intake from breeders data, can be changed in function of the desired chickens!
constant a_feed=266.2

constant b_feed=0.0005815

feed_intake=(a_feed*(1-exp(-b_feed*BODYWEIGHT))) !feed intake equation in function of
BW

IMonensin ingestion rate depending on feed intake, feed supplementation level

Ithe daily dose is distributed over the lighting period

lit is assumed that chickens only eat when light is switched on

constant LightingPeriod=20 ! h lighting period in a day (Henri, 2009)

constant feed_suppl_level=125000 !microg of monensin per kg of feed, Monensin
supplementation level(Henri, 2009)
ingestion_rate=(feed_intake*feed_suppl_level)/LightingPeriod !microg of monensin per
hour

IEvents and Periods

constant Pulselnterval=24.0 I h, Interval between two pulses of ingestion
TreatmentPeriod=6+33*hoursinaday !33 days of exposure plus 6 hours the day after
(supperposition principle)

constant TreatmentStart = 0.0 I h, beginning of the treatment (start time of the first
pulse)

SimulationPeriod=34*hoursinaday I h, lifespan

IICompartments!!

ILiver compartment!

constant A_LIVER_0=0 lamount in the liver at t=0

C_LIVER=A_LIVER/V_LIVER !concentration in the liver

Ctb_LIVER=C_LIVER/P_LIVER !concentration in tissue plasma

R_METAB=CLmet*Ctb_LIVER !rate of metabolization

R_BIL=CLbil*Ctb_LIVER !rate of excretion via the bile

R_LIVER=QCLIVER*(C_PLASMA-Ctb_LIVER)-R_METAB-R_BIL+K_abs*A_GUT
Irate of change of amount in the liver

A_LIVER=integ(R_LIVER,A_LIVER_0) !ACSL coding for integration of mass
balance to calculate amount in the compartment
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IPlasma compartment!
constant A_PLASMA_0=0 !amount in the plasma at t=0
C_PLASMA=A_PLASMA/V_PLASMA !concentration in the plasma

R_PLASMA=(QcLIVER*Ctb_LIVER)+(QcFAT*Ctb_FAT)+(QcLEGMUSCLE*Ctb_LEGMUSC
LE)+(QcRICHLY*Ctb_RICHLY)+(QcPOORLY*Ctb_POORLY)-(QTOT*C_PLASMA)!-R_BOLUS !!rate
of change of amount in the plasma

A_PLASMA=integ(R_PLASMA,A_PLASMA_0) !ACSL coding for integration of
mass balance to calculate amount in the compartment

IFat compartment!

constant A_FAT_0=0 !amount in the fat at t=0

C_FAT=A_FAT/V_FAT !concentration in the fat

Ctb_FAT=C_FAT/P_FAT Iconcentration in tissue plasma

R_FAT=QcFAT*(C_PLASMA-Ctb_FAT) !rate of change of amount in the fat

A_FAT=integ(R_FAT,A_FAT_0) !ACSL coding for integration of mass balance to
calculate amount in the compartment

ILeg Muscle compartment!

constant A_LEGMUSCLE_0=0 !amount in the leg muscle at t=0

C_LEGMUSCLE=A_LEGMUSCLE/V_LEGMUSCLE !concentration in the leg
muscle

Ctb_LEGMUSCLE=C_LEGMUSCLE/P_LEGMUSCLE !concentration in tissue
plasma

R_LEGMUSCLE=QcLEGMUSCLE*(C_PLASMA-Ctb_LEGMUSCLE) !rate of change
of amount in the leg muscle

A_LEGMUSCLE=integ(R_LEGMUSCLE,A_LEGMUSCLE_0) !'ACSL coding for
integration of mass balance to calculate amount in the compartment

IRest Richly perfused!

constant A_RICHLY_0=0 !amount in the richly perfused compartment at t=0

C_RICHLY=A_RICHLY/V_RICHLY !concentration in the richly perfused
compartment

Ctb_RICHLY=C_RICHLY/P_RICHLY !concentration in plasma tissue

R_RICHLY=QcRICHLY*(C_PLASMA-Ctb_RICHLY) !rate of change of amount in
the richly perfused compartment

A_RICHLY=integ(R_RICHLY,A_RICHLY_0) !ACSL coding for integration of mass
balance to calculate amount in the compartment

IRest Poorly perfused!

constant A_POORLY_0=0 !amount in the poorly perfused compartment at t=0

C_POORLY=A_POORLY/V_POORLY !concentration in the poorly perfused
compartment

Ctb_POORLY=C_POORLY/P_POORLY !concentration in plasma tissue

R_POORLY=QcPOORLY*(C_PLASMA-Ctb_POORLY) !rate of change of amount
in the poorly perfused compartment
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A_POORLY=integ(R_POORLY,A_POORLY_0) !ACSL coding for integration of
mass balance to calculate amount in the compartment

Icompartment for crop!
if(t.le.TreatmentPeriod) then
R_CROP = f*ingestion_rate*pulse(TreatmentStart,Pulselnterval,LightingPeriod)-
K_crop*A_CROP !rate of change of amount of monensin with a pulsing infusion
IPulse starts at the beginning of the treatment(TreatmentStart) and is
repeated every day (Pulselnterval) when light is switched on (LightingPeriod)
else
R_CROP = 0.0-K_crop*A_CROP
end if

A_CROP=integ(R_CROP,0) !ACSL coding for integration of mass balance to
calculate amount in the compartment

Icompartment for gut!

constant A_GUT_0=0 !amount in the gut at t=0

R_GUT=delay(K_crop*A_CROP, ic, lagtime, nmx, delmin)-(K_abs*A_GUT)!rate
of change of amount in the gut

A_GUT=integ(R_GUT,A_GUT_0) !ACSL coding for integration of mass balance
to calculate amount in the compartment

IMass balance CHECK!

A_CHECK=A_POORLY+A_RICHLY+A_LEGMUSCLE+A_FAT+A_PLASMA+A_LIVER+A_GUT
+A_CROP+integ(R_METAB,0)+integ(R_BIL,0)

END ! DERIVATIVE
I Add discrete events here as needed
IDISCRETE
IEND
I code that is executed once at each communication interval goes here
TSTOP = SimulationPeriod
TERMT (T .GE. TSTOP, 'checked on communication interval: REACHED TSTOP')
END ! DYNAMIC

TERMINAL
I code that is executed once at the end of a simulation run goes here

END ! TERMINAL

END ! PROGRAM
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Résumé

Les coccidioses sont unes des pathologies les plus fréquentes dans I'élevage aviaire. Pour
limiter les pertes économiques, les éleveurs font appel a des anticoccidiens, comme le
monensin, dont ils supplémentent I'alimentation des poulets. Mais ces poulets sont élevés
pour leur chair, et il y a un risque pour le consommateur d’ingérer régulierement ces
produits. Pour limiter les risques, un temps d’attente est fixé, qui correspond au temps
écoulé entre la derniere prise du principe actif et I'abattage des animaux. Ce calcul est
effectué par régression linéaire. Mais une autre méthode de calcul innovante se développe :
la pharmacocinétique basée sur la physiologie (PBPK). Avec cette méthode, on s’affranchie
de la description des jeux de données et des hypothéses émises lors de la régression linéaire.
La PBPK, qui est basée sur des équations de transfert de masse, est un excellent outil de
prédiction des concentrations. En l'alliant a une analyse de Monte-Carlo, qui est une
technique probabiliste, on est capable de simuler les profils que I'on obtiendrait dans une
population. Ainsi, par cette méthode, le calcul du temps d’attente est plus précis et

indépendant des jeux de données.
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