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Résumé

L’hexabromocyclododécane (HBCD) est un retardateur de flamme bromé qui a été utilisé
notamment comme additif dans des polystyrenes (PS). En 2013, I'HBCD a été inclus a
I'annexe A de la Convention de Stockholm comme Polluant Organique Persistant. Les
denrées alimentaires d’origine animale (DAOA) constituent la source principale d’exposition
de la population générale a ce polluant. Selon I'Autorité Européenne de Sécurité des
Aliments (EFSA, 2011), le niveau moyen d’exposition chez I'adulte est de 0,09-0,99 ng kg PV
j'1 et ne représente pas un risque majeur pour la sécurité sanitaire des aliments et la santé
du consommateur. Des concentrations moyennes proches d’un ng g™ lipides sont rapportées
normalement dans les DAOA. Toutefois, des concentrations maximales supérieures a 2000
ng g lipides dans des échantillons de certaines DAOA dont des ceufs ont été rapportées.
Plusieurs sources potentielles d’exposition orale des volailles a ce polluant existent dont le
sol, des plantes et accessoirement des aliments contaminés. L'ingestion de fragments de
matériaux contaminés auxquels les animaux pourraient avoir acces dans certains élevages a
été suggérée. L'a-HBCD est I'isomeére majoritaire dans des PS prélevés dans des batiments
d’élevage et dans les DAOA. Ainsi, les poules pondeuses pourraient étre exposées
majoritairement a I'a-HBCD. Toutefois, la synthese bibliographiqgue met en évidence
I"absence d’informations sur le devenir de I'a-HBCD chez la poule pondeuse. La réalisation
d’une expérimentation in vivo a permis d’estimer la plupart des parameétres cinétiques du
devenir de I'a-HBCD ingéré chez la poule pondeuse. L’estimation du taux d’extraction de I'a-
HBCD dans le foie a été réalisée grace au développement d’'un modele pharmacocinétique
basé sur la physiologie (PBPK) de transfert de I’a-HBCD chez la poule pondeuse. Ce modeéle a
été développé, calibré par des données de la littérature, une analyse de sensibilité a été
réalisée et plusieurs parameétres ont été ajustés sur des résultats in vivo. Une validation du
modele a été testée. Ce modele a permis de déterminer I'influence des caractéristiques
physiologiques de I'animal sur le devenir de I'a-HBCD chez la poule pondeuse notamment
pendant la ponte et la mue. Parmi les caractéristiques physiologiques considérées propres a
différentes souches de poules pondeuses, le poids vif (PV) est celle qui influence le plus la
concentration d’a-HBCD dans les tissus et les ceufs chez la poule exposée. Un PV bas
prédispose a une concentration plus élevée dans ces matrices. Des performances de ponte
élevées diminuent la concentration de la molécule dans les différentes matrices. La mue
produit une augmentation considérable de la charge corporelle de la molécule chez des
poules exposées. Ce modele peut étre extrapolé a d’autres animaux et molécules lipophiles

apres modification de certains parametres.

Mots clés: Sécurité Sanitaire des Aliments, HBCD, modéle PBPK, poule pondeuse,

caractéristiques physiologiques.



Abstract

Hexabromocyclododecane (HBCD) is a brominated flame retardant mainly used as an
additive in polystyrene (PS). In 2013, HBCD was included in the annex A of the Stockholm
Convention as a Persistent Organic Pollutant. The foodstuffs of animal origin are the main
source of exposure of the general population to this pollutant. According to EFSA (2011), the
mean exposure level of the adult to HBCD is 0.09-0.99 ng kg'1 BW d ' and doesn’t represent a
major risk to the food safety and the consumer’s health. Mean concentrations close to 1 ng
g” lipids are generally reported in the foodstuffs of animal origin. Nevertheless, maximal
concentrations higher than 2000 ng g lipids have been reported in some food samples
including eggs. Several potential sources of oral exposure of the hens to this pollutant
include the contaminated soil and plants and additionally contaminated feed. The ingestion
of contaminated material fragments accessible in some breeding buildings by the hens has
also been suggested. Generally, the a-HBCD is the predominant isomer in the PS sampled in
the buildings of breeding systems and in the foodstuffs of animal origin. The hens could be
exposed mainly to this isomer. However, the bibliographic synthesis highlights the absence
of information about the a-HBCD kinetics in the laying hen. The realization of an in vivo
experience has allowed the estimation of the majority of the a-HBCD kinetic parameters in
the laying hen. The development of a physiologically based pharmacokinetic (PBPK) model
has made it possible to estimate the extraction rate of the a-HBCD in the hen’s liver. This
model has been developed, calibrated by literature data, a sensitivity analysis has been
developed on each parameter and some parameters have been adjusted on the basis of
experimental in vivo results. A validation of the model has been attempted. This model has
allowed to determine the influence of the main physiological characteristics on the a-HBCD
accumulation in tissues and transfer to eggs in the laying hen at several physiological stages,
principally lay and molt. Among the physiological characteristics considered as specific to
different laying hen strains, the body weight (BW) is the main feature influencing the a-
HBCD kinetics. Thus if the hen is exposed to the a-HBCD, a low BW predisposes the hen to
have higher concentrations of the molecule in all the matrices. A high laying performance
diminishes the concentration of the molecule in these matrices. The molting stage raises the
body charge of the molecule in exposed hens. This model can be extrapolated to other

animals and lipophilic molecules after modification of some parameters.

Keywords : Food Safety, HBCD, PBPK model, laying hen, physiological features.
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Liste d’abreviations (hors composants du

modele)

a-, B- et y- Isomeres principaux de I'hexabromocyclododécane

HBCD(D)

[HBCD] Concentration d'HBCD (pg kg™ MG)

AbD Efficacité d'absorption digestive (%)

AbDap Efficacité d'absorption digestive apparente (%)

ADME Absorption, Distribution, Métabolisme et Excrétion

ANSES Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et
du travail

apo-VLDL-II Apoprotéine spécifique produite dans le foie chez la poule en ponte

BCF Facteur de bioconcentration d'une molécule dans I'organisme a I'équilibre (L g™)

BMF Facteur de bioaccumulation d'une molécule dans I'organisme (sans unités)

BMF, Facteur de biomagnification d'une molécule dans I'organisme a I'équilibre (sans
unités ou g g* MG)

BrAviPorc "Prévenir la contamination des produits animaux par des polluants organiques

(projet) persistants émergents, les retardateurs de flamme bromés"

Calim Concentration d'une molécule dans I'aliment contaminé (ng g™)

CASDAR Compte d'affectation spéciale "développement agricole et rural", Ministére de
I'Agriculture, de I'Agroalimentaire et de la Forét (France)

CH Cholestérol

Crnilieu Concentration d'une molécule dans le milieu contaminé (ng LY

Corg Concentration d'une molécule dans I'organisme (ng g* MG)

DAOA Denrées alimentaires d'origine animale

DGAL Direction Générale de I'Alimentation (Ministere de I'Agriculture, de
I'Agroalimentaire et de la Forét, France)

EA Efficacité d'assimilation (%)

ECHA Agence Européenne des Produits Chimiques

EFSA Autorité Européenne de Sécurité des Aliments

EPA Agence de Protection Environnementale, Etats-Unis

EPS Polystyrene(s) expansé(s)

ET Ecart-type

ETR Ecart-type résiduel

F Foie

FAO Organisation des Nations Unies pour I'Alimentation et |'Agriculture

FSH Hormone stimulante du follicule

GA Gras abdminal

GLM Modeéle linéaire généralisé

HACCP Systeme d’Analyse de Dangers et de Points de Contréle Critique

HAP Hydrocarbures aromatiques polycycliques

HBCD Hexabromocyclododécane

HBCDD Hexabromocyclododécane

HDL Lipoprotéines de haute densité
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IC50
INFOSAN
ITAVI

Jo

kq

LB

LD

LDL
LH
LOAEL

LQ
MB

MC
MF
MG
MP
MS
n.r.

NL
NOAEL

NRC
OCDE / OECD
PBCDe
PBDE
PBPK
PCB
PF

PH

Pl

POP
PS

PV
PVar
RZ

Taux d'ingestion (g aliment g" PV j?)

Concentration(s) inhibitorire(s) médiane(s) (uLM)

Réseau International des Autorités de Sécurité Sanitaire des Aliments
Institut Technique de I'Aviculture (France)

Jaune d'ceuf

Constante de décontamination de 1* ordre d’une molécule dans I'organisme ou
dans un tissu (j*)
Constante de décontamination de 1°" ordre corrigée par la croissance (j*)

Constante de croissance (j'l)

Coefficient de partition octanol-eau

Coefficient de partition d'une molécule entre un tissu et le plasma (L kg™)
Constante de contamination de 1% ordre de la molécule dans I'organisme ou
dans un tissu (kg kg MG j*)

"Lower bound" (comptabilisation des résultats non détectés ou non quantifiés
comme égaux a 0)

Limite de détection (ng g* MG)

Lipoprotéines de faible densité

Hormone luteinizante

Plus bas niveau d’exposition présentant des effets adverses observables (mg kg™
PV)

Limite de quantification (ng g* MG)

"Medium bound" (comptabilisation des résultats non détectés ou non quantifiés
comme 1/2 de la LD ou de la LQ respectivement)

Muscles des cuisses

Matiere fraiche (g)

Matiere grasse (g)

Muscles pectoraux

Matiere séche (g)

Non renseigné

Proportion de lipides neutres dans les lipides totaux

Niveau d’exposition sans effets adverses observables (mg kg™ PV)

National Research Council

Organisation de Coopération et de Développement Economiques
Pentabromocyclododécene

Polybromodiphényl éther(s)

(Modele) pharmacocinétique basé sur la physiologie
Polychlorobiphényles

Poids frais

Phospholipides

Plasma

Polluant(s) Organique(s) Persistant(s)

Polystyrene(s)

Poids vif (Kg)

Pourcentage de variation (%)

Coefficient de détermination
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RASFF Systeme d’alerte rapide pour les denrées alimentaires et les aliments pour
animaux (Commission européenne)

RFB Retardateur(s) de Flamme Bromé(s)

RV Ratio de variation

t Temps (j)

ti2 Temps de demi-vie d'une molécule dans I'organisme ou dans un tissu (jours ou
minutes)

TBCD Tetrabromocyclododécadiene

TBCDe Tetrabromocyclododécene

tq Temps de décontamination (j)

TG Triglycérides

UB "Upper bound" (comptabilisation des résultats non détectés ou non quantifiés
comme égaux a la LD ou a la LQ respectivement)

UR AFPA Unité de Recherche Animal et Fonctionnalités des Produits Animaux (France)

VLDL Lipoprotéines de tres faible densité

VTR Valeur toxicologique de référence (ug kg™ PV ™)

WHO Organisation Mondiale de la Santé

XPS Polystyrene(s) extrudé(s)

Liste des abréviations composant le modele

Acronyme Description

Ablood Pente de I'équation quasi isométrique de poids du sang en fonction du PV

AGE maturity Age auquel l'initialisation des follicules commence (j)

AGE1 Age auquel la simulation débute (j)

AGE2 Age auquel le PV est maximisé et la mue débute (j)

AGE3 Age auquel la perte de poids durant la mue se termine (j)

AGE4 Age auquel la mue se termine et la réinitialisation reprend (j)

AGE5 Age auquel la simulation se termine (j)

Aliver Pente de I'allométrie de la croissance du foie

Ama Pente de I'allométrie de la croissance des muscles pectoraux

ams Pente de I'allométrie de la croissance des muscles des cuisses

Astoragefat Pente de I'allométrie de la croissance du gras abdominal

ayolk Pente de la relation linéaire entre le poids du jaune et le poids de I'ceuf (kg kg™)

b lip liver Ordonnée a 'origine de la relation linéaire entre la quantité de lipides hépatiques
et le poids du foie hors mue (kg)

buiood Ordonnée a I'origine de I'’équation de croissance du poids du sang en fonction du
PV

Bgomp Taux d’augmentation du poids vif au point d’inflexion de la courbe de croissance
(i)

Biiver Ordonnée a I'origine de I'allométrie de croissance du foie

ba Ordonnée a I'origine de I'allométrie de croissance des muscles pectoraux

bms Ordonnée a I'origine de I'allométrie de croissance des muscles des cuisses

Body total lipids Poids des lipides corporels totaux (kg)

bstoragefat Ordonnée a I'origine de I'allométrie de croissance du gras abdominal

BW Poids corporel (kg)
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BW AGE2
BW gain

BW lipid cont
AGE1

BW lipid cont
AGE2

BW lipid cont
AGE3

BW loss

BW1

BW2

bonk

DFI

Diet HBCD conc
Egiet

Ei

Ejiver

Follic neut lipid
ratio
Follic(1..10) lipid
dep

HBCD abs
HBCD abs coef
HBCD liver Cl
HBCD plasma
liver

HBCD plasma
tissue i
HBCD¢qi(1..10]
HBCDjjyer
HBCD s
HBCD,s
HBCDther
HBCDyjasma
HBCDasma follf1..10]
HBCDioragefat
HBCDyi(1..10]
HBCDy,i(1..10) OV
Ht growth or lay
Ht molt

k growthg,;ic

Kp

KWegg

Lipid deposition
Lipid loss
Liver coef

Poids vif simulé a ’'AGE2 (kg)
Gain de poids vif (kg j™)
Proportion de lipides corporels a 'AGE1 (kg kg™)

Proportion de lipides corporels a 'AGE2 (kg kg™)
Proportion de lipides corporels & 'AGE3 (kg kg™)

Perte de poids vif (kg j™)

Poids vif (PV) a AGE1 (kg)

PV a AGE2 (kg)

Ordonnée a I'origine de la relation linéaire entre le poids du jaune et le poids de
I'ceuf (kg)

Taux d’ingestion quotidienne d’aliment (kg j™)

Concentration d'a-HBCD dans I'aliment (ug kg™)

Valeur énergétique métabolisable de I'aliment (MJ kg™

Energie métabolisable ingérée au quotidien (MJ )

Taux d'extraction de I'a-HBCD dans le foie (%)

Proportion de lipides neutres dans les lipides totaux du follicule ou du jaune (kg
kg™)

Dépdt quotidien de lipides dans le follicule (kg ™)

Quantité d'a-HBCD absorbée (ugj™)

Coefficient d'absorption de I'a-HBCD ingéré dans le tube digestif (%)
Quantité d'a-HBCD éliminé par métabolisme hépatique (ugj™)

Flux net d'a-HBCD vers le foie (ugj™)

Flux net d'a-HBCD vers chaque tissu (pgj™)

Quantité d'a-HBCD dans le follicule en formation (ug)
Quantité d'a-HBCD dans le foie (ug)
Quantité d'a-HBCD dans les muscles pectoraux (ug)
Quantité d'a-HBCD dans les muscles des cuisses (ug)
Quantité d'a-HBCD dans le reste des tissus (ug)
Quantité d'a-HBCD dans le plasma (ug)
Flux quotidien d’a-HBCD du plasma vers le follicule en formation (ugj™)
Quantité d'a-HBCD dans le gras abdominal (ug)
Quantité d'a-HBCD dans le jaune d'ceuf pondu (ug)
Flux d’a-HBCD sortant dans le jaune d’ceuf pondu (pgj™?)
Valeur d'hématocrite pendant la croissance et la ponte (%)
Valeur d'hématocrite pendant la mue (%)
Variable de calcul du taux de croissance du follicule (kg™ j ™)
Coefficient de partition de la molécule entre un tissu et le plasma (L kg™)
Constante de calcul du taux de variation du poids de I'ceuf en fonction de I'dge (j°
1
)
Gain de lipides corporels (kg ™)
Perte de lipides corporels (kg ™)
Débit sanguin vers le foie (L kg tissu™ j ™)
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Liver lipid cont

Liver lipid cont
AGE3

Liver neut lipid
ratio

Liver neutral

Liver perf

Liver total lipids

LR max

LR min

LR persist
mA coef

maA lipid cont
mA lipid cont
AGE2

mA lipid cont
AGE3

mA neut lipid
ratio

mA neutral
mA perf

mA total lipids
mB coef

mB lipid cont
mB lipid cont
AGE2

mB lipid cont
AGE3

mB neut lipid
ratio

mB neutral
mB perf

mB total lipids
Mean W,
MVpio0d

Ncycle

Ninit10d

Other neut lipid
ratio
Other neutral

Other perf

Other total lipids
Plasma lipid cont
Plasma lipid cont

lay

Plasma neut lipid

ratio

Pente de la relation linéaire entre la quantité de lipides hépatiques et le poids du
foie hors mue (kg kg™)
Proportion minimale de lipides hépatiques pendant la mue (kg kg™)

Proportion de lipides neutres dans les lipides totaux du foie (kg kg™)

Poids des lipides neutres dans le foie (kg)

Débit plasmatique vers le foie (Lj™)

Poids des lipides totaux dans le foie (kg)

Taux de ponte maximal (%)

Taux de ponte minimal pendant la phase décroissante du taux de ponte (%)
Persistance de la ponte (semaines)

Débit sanguin vers les muscles pectoraux (L kg tissu™ j*)

Proportion de lipides dans les muscles pectoraux hors mue (kg kg™)
Proportion de lipides dans les muscles pectoraux a I’AGE2 (kg kg™)

Proportion minimale de lipides dans les muscles pectoraux pendant la mue (kg
kg™)

Proportion de lipides neutres dans les lipides totaux des muscles pectoraux (kg
keg™)

Poids des lipides neutres dans les muscles pectoraux (kg)

Débit plasmatique vers les muscles pectoraux (L ™)

Poids des lipides totaux dans les muscles pectoraux (kg)

Débit sanguin vers les muscles des cuisses (L kg tissu™ ™)

Proportion de lipides dans les muscles des cuisses hors mue (kg kg™)
Proportion de lipides dans les muscles des cuisses 3 'AGE2 (kg kg™)

Proportion minimale de lipides dans les muscles des cuisses pendant la mue (kg
kg™)

Proportion des lipides neutres dans les lipides totaux des muscles des cuisses (kg
kg™)

Poids des lipides neutres dans les muscles des cuisses (kg)

Débit plasmatique vers les muscles des cuisses (L ™)

Poids des lipides totaux dans les muscles des cuisses (kg)

Poids moyen d'ceuf pondu par jour pendant 10 j (kg ")

Masse volumique du sang (kg L™")

Nombre de cycles de 10 jours depuis le début de la ponte

Nombre de jaunes initialisés par intervalle de temps de 10 jours, entre AGE
maturity et AGE2, puis entre AGE4 et AGE5S
Proportion de lipides neutres dans les lipides totaux du compartiment « other »

(kg kg™)
Poids des lipides neutres dans le compartiment « other » (kg)

Débit plasmatique vers le compartiment « other » (L)

Poids des lipides totaux dans le compartiment « other » (kg)
Concentration de lipides dans le plasma hors ponte (kg L")
Concentration de lipides dans le plasma pendant la ponte (kg L™)

Proportion de lipides neutres dans les lipides totaux du plasma hors ponte (kg kg’

)
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Plasma neut lipid
ratio lay
Plasma neutral

Plasma total
lipids

Prop BW molt
Prop Ei molt
Prop Wy004 molt
Prop Wi, molt
Prop W,,» molt
Prop W,z molt
Pr°p Wstoragefat
molt

Q coef
Storagefat coef
Storagefat lipid
cont
Storagefat neut
lipid ratio
Storagefat
neutral
Storagefat perf
Storagefat total
lipids

tissue i lipid dep
tissue i lipid loss
TQ

Vplasma

W folicf1..10) 8aiN
Wi yolks 10 d
Whiood

Wegg

W, max

Wioiiic min

Wholiic(1..10)
Wiver

Wi

Wiis

Wother
Witoragefat
Wiissue AGE2
Wiissue i 8aiN
Wiissue i lOSS
Wiy
Wyolk(1..10)
W,oik1..10] OV
Yolk lipid cont

Proportion de lipides neutres dans les lipides totaux du plasma pendant la ponte

(ke ke™)
Poids des lipides neutres dans le plasma (kg)
Poids des lipides totaux dans le plasma (kg)

Fraction maximale de perte de PV pendant la mue (%)

Restriction énergétique pendant la mue (%)

Fraction maximale de perte de poids du sang pendant la mue (%)

Fraction maximale de perte de poids du foie pendant la mue (%)

Fraction maximale de perte de poids des muscles pectoraux pendant la mue (%)
Fraction maximale de perte de poids des muscles des cuisses pendant la mue (%)
Fraction maximale de perte de poids du gras abdominal pendant la mue (%)

Débit cardiaque (L kg PV j?)
Débit sanguin vers le gras abdominal (L kg tissu™ j*)
Proportion de lipides dans le gras abdominal hors mue (kg kg™)

Proportion de lipides neutres dans les lipides totaux du gras abdominal (kg kg™*)
Poids des lipides neutres dans le gras abdominal (kg)

Débit plasmatique vers le gras abdominal (L")
Poids des lipides totaux dans le gras abdominal (kg)

Dépdt de lipides dans un tissu i (kg j™)

Perte de lipides dans un tissu i (kg ™)

Débit plasmatique (L ™)

Volume du plasma (L)

Dépot de jaune dans chaque follicule en croissance rapide (kg j™)

Somme du poids des jaunes ovulés pendant 10 jours (kg)

Poids du sang (kg)

Poids de I'ceuf en fonction de I'dge ou du taux de ponte (kg)

Poids maximal de I'ceuf (kg)

Poids minimal du follicule, au début de la phase de croissance rapide de celui-ci

(kg)
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abdominal, dans le plasma et dans les tissus restants (foie, muscles pectoraux, muscles des
cuisses, « other »), calculés pour des systemes d’élevage sans mue, en comparaison avec les
concentrations lors d’'une mue. L'ensemble des parameétres propres a chaque systéme
d’élevage ont été modifiés. Les symboles représentent la moyenne du PVar dans tous les
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1 Introduction générale

« La Santé Publique est la science et I'art de prévenir la maladie, prolonger la vie et
promouvoir la santé a travers les efforts organisés de la société » (Sir Donald Acheson, 1988).
L’objectif de cette science est de promouvoir la santé et le bien-étre des individus de la
société de facon durable, en renforcant des services de santé intégrés et en réduisant les
inégalités (World Health Organisation). La Santé Publique est exercée par des professionnels
de différents secteurs dont les actions consistent en ou visent a a) améliorer les
déterminants socioéconomiques de la société (réduction de la pauvreté, accés a I’éducation,
I’eau, I'alimentation et I’hygiene), b) généraliser un contexte environnemental qui favorise la
santé, en assurant parmi d’autres leviers I'innocuité de I'eau, des aliments et de I'air, c)
interventions sanitaires de promotion de la santé a long terme (vaccinations, dépistage), d)
interventions cliniques préventives de |'occurrence ou de la transmission de maladies (ex.
traitement de I'hypertension et I’hyperlipidémie) et e) éducation sanitaire (ex. conseil
diététique) (Frieden, 2010).

La Sécurité Alimentaire et la Sécurité Sanitaire des Aliments constituent en effet des piliers
de la Santé Publique. La Sécurité Alimentaire (« Food security ») vise a ce que « tous les étres
humains aient, a tout moment, un accées physique et économique a une nourriture suffisante,
saine et nutritive qui leur permette de satisfaire leurs besoins nutritionnels et leurs
préférences alimentaires pour mener une vie saine et active » (World Food Summit, 1996). La
Sécurité Sanitaire des Aliments (« Food safety ») fait référence a la prévention des dangers,
chroniques ou aigus, qui peuvent faire qu’un aliment donné devienne nuisible pour la santé
du consommateur (FAO/WHO, 2003). Parmi ces dangers, on peut citer la présence de
microbes pathogenes, de résidus de pesticides, de contaminants chimiques, de résidus de
médicaments vétérinaires, une mauvaise utilisation des additifs autorisés ou la présence
d’allergénes pour des personnes sensibles a ceux-ci. Enfin, des controverses existent sur le
danger pour la santé des organismes génétiquement modifiés (FAO/WHO, 2003). Quand on
parle de contaminants alimentaires, on fait référence a des agents ou substances qui
peuvent se retrouver dans un aliment sans y avoir été volontairement ajoutés et qui peuvent
compromettre son innocuité et par conséquence la sécurité sanitaire des aliments. Il ne faut
donc pas confondre le concept de contamination (involontaire) avec celui d’adultération
frauduleuse d’un aliment (FAO/WHO, 2003).

Dans ce cadre, des systemes nationaux de contréle des aliments favorisent par la
surveillance et le controle des aliments la confiance du consommateur. Ces systemes

nationaux comprennent généralement : 'implémentation de lois et de reglements, des plans
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de surveillance et contréle des aliments, une gestion et coordination des différents agents
composant les systemes de contréle, des services d’inspection, des laboratoires d’analyse et
des actions de communication. Toutefois le controle des aliments n’est pas basé
uniguement sur I’échantillonnage et analyse des produits finaux, il se base notamment sur a)
la responsabilité de tous les acteurs, hygiene et tragabilité dans les pratiques de production,
transformation, transport, vente et préparation des aliments (concept « de la ferme a la
chaine »), b) I'analyse de risques (Systeme d’Analyse de Dangers et de Points de Controle
Critique - méthode HACCP) et c) la transparence (FAO/WHO, 2003). Enfin, des réseaux
internationaux comme le Systeme d’alerte rapide pour les denrées alimentaires et les
aliments pour animaux (RASFF) au niveau européen et le Réseau International des Autorités
de Sécurité Sanitaire des Aliments (INFOSAN) au niveau mondial assurent les échanges
d’information entre pays et facilitent la prise de décisions et une mise en place d’actions
nécessaires et rapides dans le cas ou un risque pour la Santé Publique est détecté dans la
chaine alimentaire. Le rapport d’activités 2014/2015 de I'INFOSAN rapporte 77 événements
liés a la sécurité des aliments entre les 186 pays membres de ce réseau pendant cette
période, parmi lesques 33 consultations ou vérifications et 44 événements qui ont demandé
une coordination entre 'INFOSAN et ses membres (FAO/WHO, 2016). Une majorité des 77
événements totaux concerne des dangers biologiques (65 et 59% des événements
respectivement en 2014 et 2015) et des dangers chimiques (25 et 22% en 2014 et 2015).
Plusieurs événements concernent des composés chimiques organiques, dont trois ont été
rapportés sur des dangers liés au benzopyréne et a des insecticides organophosphorés
(monocrotophos et malathion), des molécules qui présentent des propriétés chimiques
communes avec certains Polluants Organiques Persistants (POP) listés dans la Convention
de Stockholm. Les POP sont des contaminants chimiques qui se caractérisent parce qu’une
fois délayés dans I’environnement sont capables a) d’y persister pendant de longues
périodes, b) d’une large distribution géographique de par leur capacité d’étre transportés a
de longues distances, c) de s’accumuler dans les constituants lipidiques de I'organisme des
étres humains et des animaux et d) de produire des effets toxiques ou nocifs sur la santé
humaine ou l'environnement (Stockholm Convention). Cette Convention internationale,
adoptée en 2001 et entrée en vigueur en 2004, comprend actuellement 30 POP dont une
majorité de pesticides (16 molécules) et/ou de molécules chimiques industrielles (10
molécules) ainsi que des contaminants qui résultent d’'une production fortuite, non
intentionnelle. Ces molécules sont listées selon I'objectif d’élimination dans leur production
et utilisation (annexe A, 22 molécules), de restriction de leur production et utilisation
(annexe B, 2 molécules) ou de limitation de leurs décharges dans I’environnement (annexe

C, 6 molécules).
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L’hexabromocyclododécane (HBCD) est un retardateur de flame bromé introduit en tant
que POP a l'annexe A de la Convention de Stockholm en 2013 (décision SC-6/13). La
consommation de denrées alimentaires d’origine animale (DAOA) constitue la source
principale d’exposition de la population générale a ce contaminant. Des concentrations
moyennes d’HBCD total généralement inférieures a 1 ng g’ matiére grasse (MG) sont
rapportées dans les produits végétaux et dans la plupart des DAOA et d’environ 15,3 ng g™
MG dans des poissons (EFSA, 2011). L'a-HBCD est généralement I'isomére majoritaire dans
les aliments. A ces concentrations moyennes dans les aliments, I'EFSA conclue que les
niveaux d’exposition quotidienne des consommateurs a la molécule (entre 0,09 et 0,99 ng
kg™ poids vif j* chez I'adulte) ne représentent pas un risque pour la santé. Cependant, des
concentrations maximales d’HBCD total supérieures a 2000 ng g'1 MG ont été rapportées
dans certains échantillons d’ceuf (DGAL, 2009; Hiebl and Vetter, 2007), de viande de poulet
(DGAL, 2009) et de poisson (Nakagawa et al., 2010). Cela pose question sur les raisons de ces
contaminations et la fagon de limiter le risque de contamination des DAOA par ce polluant.
Dans ce contexte, la Commission Européenne en 2014 (2014/118/EU) et ’ANSES en 2012
(Avis 2010-SA-0225) ont recommandé de considérer le dosage de I'HBCD dans les plans
nationaux de surveillance des DAOA. L’Avis de I’ANSES (2012) met en exergue des questions
non résolues a cette date notamment sur les raisons des contaminations élevées retrouvées
dans certaines denrées issues de la filiére avicole, parmi lesquelles la typologie des élevages
concernés et la confirmation expérimentale de la relation dose-imprégnation entre
I'ingestion d’'un matériau contaminé par la volaille et les teneurs élevées retrouvées dans les
ceufs et la viande. La réalisation de deux expérimentations in vivo (poule pondeuse et poulet
de chair), la premiere d’entre elles faisant partie intégrante du corps de la thése permettent
de caractériser le devenir de cet isomere chez la volaille. Cette these a d’ailleurs pris en
charge la conception, le développement, I'évaluation et I'utilisation d’'un modele
pharmacocinétique basé sur la physiologie (PBPK) de transfert de I'a-HBCD chez la poule
pondeuse. Ce modele a permis d’estimer le taux d’extraction hépatique de la molécule chez
la poule pondeuse et de hiérarchiser les caractéristiques physiologiques, certaines
différentes pour les souches-type de différents systemes d’élevage, selon leur influence sur
la contamination des ceufs et des tissus par la molécule suite a une exposition orale a la

molécule.
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2 Synthese bibliographique

2.1 Généralités

2.1.1 Utilisation, propriétés et transfert d’HBCD vers I’environnement depuis des matériaux

contaminés

Utilisation

Les retardateurs de flamme bromés (RFB) constituent une classe tres hétérogéne de
molécules qui ont en commun des propriétés ignifuges. Les différents RFB présentent des
différences notamment de dimension moléculaire (volume, poids et aire de surface

moléculaires, nombre de carbones) et de polarité (Andersson et al., 2006).

L’'HBCD est un retardateur de flame bromé (RFB) utilisé principalement comme additif dans
des polystyrénes expansés (EPS) ou extrudés (XPS) (environ 95% de son utilisation dans I'UE ;
(EPA, 2014)). La concentration d’HBCD dans les EPS et XPS représente environ 0,6 et 3,9%
respectivement (Cariou et al., 2014). De facon minoritaire, 'HBCD est ajouté dans des
matériaux textiles dont des tissus de rembourrage et de tapissage dans les automobiles et
dans des équipements électriques et électroniques (ECHA, 2009). Le mélange technique
d’HBCD est constitué de trois isomeres principaux, le y-HBCD étant I'isomere prédominant
(entre environ 75 et 90%), suivi des isoméres a- et B-HBCD, lesquels représentent
respectivement environ 10 3 13% et 1 a 12% (Covaci et al., 2006; Heeb et al., 2005).

L'HBCD a été inclus a I'annexe A de La Convention de Stockholm sur les polluants organiques
persistants (POP) en 2013 (décision SC-6/13). L’inclusion dans cette annexe vise a ce que les
parties ayant ratifié cette Convention prennent des mesures pour |'élimination de la
production et |'utilisation de I’'HBCD, avec des exceptions concernant sa présence dans les

polystyrénes expansés et extrudés utilisés par 'industrie de la construction.

Propriétés

Les RFB peuvent étre divisés en monomeéres bromés, composés additifs ou réactifs selon la
maniére ol ils sont ajoutés dans des polymeéres (Andersson et al., 2006). L’étude réalisée par
ces auteurs montre que la majorité des RFB additifs présentent une taille moléculaire élevée
et que la plupart des RFB présentent une charge atomique élevée. L'HBCD fait partie des RFB
appliqués comme additifs dans les matériaux a ignifuger, en d’autres termes cette molécule

s’intégre dans ces matériaux sous forme de mélange, sans liaison covalente, en contraste
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avec des RFB réactifs, c’est-a-dire capables d’une liaison chimique a la matrice du matériel
auxquels ils sont ajoutés (ECHA, 2009; Law et al., 2005). Cette absence de liaison covalente
favorise le lessivage de I'HBCD depuis les matériaux traités (Law et al., 2005). Plusieurs
hypothéses existent sur de possibles mécanismes de transfert des retardateurs de flamme
bromés depuis des matériaux traités vers l'air et la poussiere. Pour des RFB réactifs,
I'abrasion semble la voie la plus probable de transfert vers la poussiere. Pour des RFB
additifs, tel que I’'HBCD, ce transfert peut comprendre une combinaison de plusieurs voies,
précisément : a) volatilisation depuis le matériau traité, b) abrasion du matériau traité et
transfert direct vers la poussiere et c) migration par contact direct entre la poussiére et le
matériau traité (Rauert et al., 2015). Ces auteurs ont étudié le transfert d’HBCD depuis des
rideaux traités avec de I’'HBCD vers la poussiere, en utilisant des chambres d’essai soit a 60°C
soit a température ambiance (Rauert et al., 2015). Les conditions d’essai appliquées ont
évité I'abrasion et le transfert par contact direct avec la poussiere et limité les voies de
transfert possibles a la volatilisation. Une augmentation significative de la concentration
d’HBCD dans la poussiere a été rapportée au bout de 24 h dans la chambre maintenue a
60°C. Une augmentation similaire de la concentration moyenne d’HBCD a été rapportée au
bout d’une semaine dans la chambre a température ambiante. Ces résultats confirment
I'importance de la volatilisation comme voie de transfert d’'HBCD depuis des matériaux
traités vers la poussiere avec une vitesse de réaction plus élevée pour des températures

élevées.

L’'HBCD est une molécule lipophile qui présente un coefficient de partition octanol-eau (log
Kow) de l'ordre de 5,6 (Marvin et al., 2011). Les isoméres a-, B- et y-HBCD présentent des
propriétés physico-chimiques différentes, qui participent au changement de profil, depuis le
mélange technique ou le y-HBCD est majoritaire, a certains compartiments de
I’environnement ou ce profil se transforme progressivement en faveur d’'une augmentation
de I'isomére a-HBCD en détriment du y-HBCD. La présence de I’'HBCD dans I’environnement
sera abordée en détail sur le point suivant de cette synthese (cf. 2.1.2). Parmi les propriétés
étudiées chez les différents isoméres, la solubilité estimée dans 'octanol (mol m?) de I'a-
HBCD est de I'ordre de 4 fois et plus de 2 fois plus élevée que la solubilité dans ce milieu
apolaire des isomeres y- et B- respectivement (Marvin et al., 2011). La solubilité dans I'eau
était également entre environ 2 et 3 fois plus élevée pour I'isomere a-, en comparaison avec
les isomeres B- et y-HBCD. Les trois isomeres different également par leur capacité de
dégradation et d’isomérisation y compris en milieu abiotique. En effet, I'isomérisation a
hautes températures de trois mélanges d’HBCD a été étudiée, chacun de ces mélanges étant
constitué a plus de 99% par l'un des trois isoméres a-, B- ou y-HBCD (Peled et al., 1995).

Selon cette étude, apres environ 45 minutes a 190°C, la composition des trois mélanges
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conflue vers une composition « d’équilibre » ol I'isomere a- devient prédominant (environ
78% de I’'HBCD total), suivi des isomeres B- (13%) et y-HBCD (9%). Ces résultats confirment
une capacité d’isomérisation des trois molécules et notamment des isomeres B- et y-HBCD
en a-HBCD. La capacité d’isomérisation de chaque isomére en les deux autres a été
confirmée apres exposition a la lumiéere d’une solution pure en chacun des isomeres (Harrad
et al., 2009a). Ces auteurs indiquent également une prédominance de I'isomérisation du y-
en a-HBCD. A des températures entre 130 et 160°C appliquées aux trois isomeres, d’autres
études indiquent qu’aucun équilibre dans la composition des isomeres n’est atteint (Heeb et
al., 2008a; Heeb et al., 2008b). Ces auteurs rapportent un taux de dégradation proportionnel
a la température appliqguée pour les trois isomeres. La dégradation du y-HBCD consiste
principalement en l'isomérisation en a-HBCD, tandis que le B-HBCD subit principalement une
racémisation (interconversion des énantiomeres (+)- et (-)-B-HBCD). Le taux de dégradation
de l'isomere y- est environ 4-7 fois plus élevé que celui du B-HBCD. Pour I'a-HBCD, ces
auteurs ont confirmé une dégradation élevée sans isomérisation. En accord avec les
résultats de Peled et al. (1995), Cariou et al. (2015) ont montré que, lors du processus
d’extrusion d’'un mélange technique de polystyrene (8% d’a-HBCD, 7% de B- et 85% de y-
HBCD) a des températures allant de 140 a 200°C, le profil de 'HBCD change et I'a-HBCD
devient I'isomeére prédominant. En effet la proportion d’a-HBCD dans le polystyréne extrudé
représente selon ces auteurs entre 72 et 77% de I'HBCD total. Cette observation a été
réalisée a toutes les températures d’extrusion étudiées. Ces auteurs suggerent que
I'isomérisation du y- en a-HBCD dépend non seulement de la température mais aussi de la
pression appliquée lors du processus d’extrusion. Le profil de 'HBCD est également modifié
avec augmentation de la proportion d’a-HBCD en dépit de la concentration de y-HBCD lors
d’une exposition de la molécule a de la lumiére naturelle (photoisomérisation) (Harrad et al.,
2009a). Ces auteurs montrent une dégradation augmentée de I'HBCD total en présence de

lumiere naturelle.

L’'HBCD est capable d’une dissémination dans I’environnement, comme cela sera abordé ci-
dessous. L’'HBCD présente d’ailleurs d’autres caractéristiques communes aux POP. En effet,
cette molécule organique, une fois relayée dans I'environnement, est capable d’étre
transportée sur de longues distances et de se répandre dans les différents milieux (sol, air,
eau), ou elle reste pendant de longues périodes (caractéristique de « persistance »). De par
ses propriétés lipophiles, I'HBCD est bioaccumulable dans les lipides des tissus chez les étres
vivants et subit une biomagnification dans la chaine alimentaire, ce qui signifie que la
concentration d’HBCD est plus élevée dans les derniers maillons de cette chaine. Des
exceptions a cette biomagnification dans la chaine alimentaire sont observées dans certains

cas, quand les derniers maillons sont capables d’éliminer une partie de I’'HBCD ingéré par

32



métabolisation. L'HBCD est toxique chez les animaux dont I’étre humain (Covaci et al., 2006;
Marvin et al., 2011). Parmi les effets de ’'HBCD dans I'organisme, plusieurs études montrent
I'influence de cette molécule sur la fonction thyroidienne, au travers notamment d’une
modification du niveau circulant des hormones thyroidiennes ; des modifications dans la
fonction reproductive et sur le développement ; des altérations de la fonction neuronale et
des effets neurotoxiques (Koch, 2015; Marvin et al., 2011). Pour élucider les mécanismes de
toxicité de 64 RFB différents, la capacité de ces xénobiotiques d’intéragir comme agonistes
ou antagonistes des récepteurs de facteurs de transcription de stéroides sexuels, de
récepteurs de dioxines, de transporteurs de thyroxine transthyrétine et du métabolisme de
I’estradiol a été étudiée in vitro (Harju et al., 2007) (Tableau 1).

Tableau 1 : résultats in vitro de concentrations inhibitoires médianes (1C50, pM) d’antagonisme des isoméres
a-, B- et y-HBCD sur des récepteurs liés a la transcription, transport et métabolisme d’hormones, et sur des
récepteurs de dioxines

Récepteur Récepteur Récepteur de , . Récepteur de
, ) , . Métabolisme - L
IC50, uM d’estrogénes d’androgénes progesterone de l'estradiol Transthyrétine | dioxines (DR-
(ER-CALUX) (AR-CALUX) (PR-CALUX) CALUX)
Isomére / Antagonisme Inhibition Inhlb’lt!o'n Antagonisme
Processus competitive
a-HBCD ND 3,4 8,5 ND 12 7,4
B-HBCD 11 12 >15 ND 25 >15
y-HBCD 4,9 3,7 1,4 ND ND 11

Source : Harju et al. (2007)

Pour les trois isomeres principaux de I'HBCD, aucun agonisme n’a été détecté de ces
xénobiotiques pour les récepteurs correspondants. Quant aux concentrations inhibitoires
médianes (IC50, uM) d’antagonisme de ces molécules sur les récepteurs étudiés, elles sont
différentes et propres a chaque isomeére. En effet les isomeres a- et y- sont capables d’'une
inhibition effective de plusieurs de ces récepteurs a des concentrations généralement plus

basses que I'isomere B-HBCD.

Transfert vers I’environnement et d’autres caractéristiques propres aux POP

L’ECHA (2009) a estimé une dissémination d’"HBCD dans I'environnement au sein de I'UE-27
d’environ 3 tonnes en 2007, dont 50% étaient libérées dans des eaux usées, environ 21%
dans I'air et 29% dans des eaux de surface. Cette dissémination se produisait principalement
lors de I'utilisation industrielle des produits textiles, suivie de I'utilisation industrielle des EPS
et des XPS. L’étape de mélange de I'HBCD dans ces matériaux et dans des équipements
électroniques produisait également une dissémination considérable (ECHA, 2009). La
dissémination de la molécule lors de son utilisation industrielle expliqgue que la
concentration d’HBCD dans I’environnement soit plus élevée a proximité des sites industriels

de production et d’utilisation de I’'HBCD (Covaci et al., 2006). Li et al. (2012) ont observé des
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concentrations d’HBCD dans le sol et les plantes significativement plus élevées lorsque la
distance avec les sites de production d’HBCD ou des sites industriels diminue. La
dissémination d’"HBCD vers I’environnement a été étudiée aussi pendant la durée de vie des
matériaux contenant la molécule. Le rapport conclue que le degré de dissémination en
provenance de matériaux isolants présents dans des batiments est plus élevé que celui d
aux matériaux textiles. Enfin, une dissémination significative depuis des déchets de ces

matériaux a la fin de leur utilisation est également rapportée (ECHA, 2009).

L’'HBCD est un retardateur de flamme bromé, utilisé principalement comme additif dans des
polystyrenes. Il présente trois isomeres principaux, le y-HBCD étant majoritaire dans le
mélange technique (75-90%), suivi des a- (10-13%) et B-HBCD (1-12%). L'HBCD a été inclus
dans la Convention de Stockholm sur les polluants organiques persistants (POP) en 2013. En
tant que POP, 'HBCD présente des caractéristiques de dissémination dans I’environnement,
lipophilicité et bioaccumulation dans les lipides chez les étres vivants, biomagnification dans
la chalne alimentaire et toxicité. Les trois isoméres principaux présentent des différences de
solubilité et des taux de dégradation a de hautes températures (>130-140°C) propres. A ces
températures et aux préssions appliguées pendant [I'extrusion du polystyrene,
I'isomérisation du y- en a-HBCD a été mise en évidence. La photoisomérisation des trois

isomeres a été confirmée, avec une prédominance de I'isomérisation du y- en a-HBCD.

La dissémination de I’'HBCD dans I'environnement vers des eaux usées, |'air et des eaux de
surface se produit lors de son utilisation industrielle et depuis des matériaux contaminés,
pendant leur durée de vie utile et a partir de leurs déchets. En effet le transfert d’"HBCD par
volatilisation depuis des matériaux traités vers la poussiere est confirmé. La dissémination

est plus élevée a proximité des sites industriels de production et d’utilisation de I’'HBCD.

2.1.2 Présence d’HBCD dans I’environnement.

Comme indiqué précédemment, ’'HBCD est un polluant ubiquitaire, c’est-a-dire qu’il est
distribué dans différents compartiments de I'environnement, dont |'air, I'eau, le sol, les
sédiments et les étres vivants (Covaci et al., 2006; Law et al., 2014). La présence de 'HBCD

dans chacun de ces compartiments environnementaux sera abordée ensuite.

2.1.2.1 Air et poussiéere

Selon certains auteurs, la plupart de I’'HBCD présent dans l'air se retrouve liée a des
particules et non pas dans la fraction gazeuse, a cause de la pression de vapeur réduite et de
la lipophilicité élevée de cette molécule (Covaci et al., 2006). C’est pour cette raison que
I’'HBCD des environnements intérieurs se distribue principalement dans la poussiére (Law et

al., 2014). La concentration d’"HBCD total et des isomeéres a-, B- et y-HBCD a été mesurée au
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Royaume Uni a) dans I'air prélevé dans plusieurs environnements intérieurs (foyer, bureau,
lieux de restauration) (ng m?3), b) dans la poussiere prélevée dans ces environnements et
dans les voitures (ng g) et c) dans I'air extérieur (ng m?>) (Abdallah et al., 2008). Les
concentrations moyennes d’"HBCD total dans I'air des environnements intérieurs (0,18 a 0,90
ng m?) étaient entre 5 et 24 fois plus élevées que dans I'air extérieur (0,04 ng m™). Dans la
poussiere, la concentration moyenne d’"HBCD total dans des échantillons prélevés dans des
voitures (19000 ng g) était environ 2 fois plus élevée que dans ceux prélevés dans des
foyers (8300 ng g') et entre 7 et 12 fois plus élevée que dans d’autres environnements
intérieurs analysés (1600-2700 ng g). La concentration moyenne d’HBCD dans la poussiére
prélevée dans des écoles au Royaume Uni (8900 ng g™) était du méme ordre de grandeur
qgue la concentration moyenne d’"HBCD dans les poussieres prélevées dans des foyers par
I’étude d’Abdallah et al. (2008) (Harrad et al., 2010).

Quant au profil de I'HBCD, la proportion moyenne des isomeres a- et y-HBCD était
respectivement de 22 et 65% dans I'air et de 33 et 56% dans la poussiére (Abdallah et al.,
2008). Ces résultats sont en accord avec ceux de Harrad et al. (2010), qui rapportent des
proportions moyennes d’a- et de y-HBCD dans I'HBCD présent dans la poussiere de 37 et
48%, respectivement. Ces changements du profil de I’'HBCD avec I'augmentation de la
proportion d’a- au détriment du y-HBCD quand on compare le mélange technique d’"HBCD et
la molécule présente dans I'air, peuvent étre liés a I'isomérisation du y- en a-HBCD lors de
I'incorporation a haute température du mélange technique d’HBCD sur des matériaux
polymériques (Cariou et al., 2015; Harrad et al., 2010). Les différences de profil observées
entre I'air et la poussiére rapportées par Abdallah et al. (2008) pourraient s’expliquer par la
photoisomérisation du y- en a-HBCD (Harrad et al., 2009a). Dans tous les cas, il semble que
le profil des isoméres d’HBCD retrouvés dans ces milieux dépend du profil retrouvé dans les
matériaux qui émettent la molécule vers I'environnement, ce profil dans les matériaux
dépendant du processus de fabrication subi (Fromme et al., 2016). Cela est cohérent avec un
transfert de la molécule depuis les matériaux contenant la molécule vers I'air et la poussiere

par différentes voies dont la volatilisation (Rauert et al., 2015).

Des concentrations moyennes d’HBCD total dans I'air des environnements intérieurs entre 5
et 24 fois plus élevées que dans l'air extérieur ont été rapportées. L'HBCD dans des
environnements intérieurs se distribue principalement dans la poussiere. Le profil de ’'HBCD
dans I'air et dans la poussiere est influencé par son profil dans les matériaux contaminés. En
comparaison avec le mélange technique, une augmentation de la proportion d’a-HBCD en
détriment du y-HBCD est observée dans I'air (22 et 65% respectivement) et dans la poussiere
(environ 35% et 52% respectivement). Des processus de photoisomérisation du y- en a-

HBCD peuvent expliquer ces changements de profil.
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2.1.2.2 Eau

Dans de I'eau prélevée dans des lacs en Angleterre, les proportions d’"HBCD total associé a
des particules et celui dissout ont été mesurées (Harrad et al.,, 2009b). La fraction
particulaire de I'’eau contenait environ 53% de I'HBCD total, 47% de I'HBCD étant dissout
dans I'eau. Les concentrations d’"HBCD total mesurées dans ces eaux oscillaient entre 0,08 et
0,27 ng L. La concentration d’HBCD total a été mesurée également dans 'eau d’un fleuve
au Japon, ainsi que dans des eaux usées affluant et des eaux effluant de 12 sites de
traitement d’eaux usées sur la méme région (Ichihara et al., 2014). Les concentrations les
plus élevées dans cette étude ont été mesurées dans les eaux usées affluant les sites de
traitement d’eau (16-400 ng L™). Ces concentrations ont été réduites d’entre 83 et 99% selon
le site lors du traitement des eaux, les eaux effluant ces sites présentant des concentrations
d’HBCD (0,39-12 ng L) proches de celles retrouvées dans le fleuve (0,19-14 ng LY). Les
auteurs suggerent qu’une partie de I’'HBCD éliminée des eaux usées pendant le traitement
des eaux passe dans les boues résultantes de ce traitement. Selon cette étude, la
concentration moyenne d’HBCD total dans I'eau prélevée au niveau de I'estuaire du fleuve
était plus basse que la concentration mesurée dans 'eau fraiche prélevée dans le cours du
fleuve. Les auteurs ont suggéré que cela était di au flux de I'eau, qui stagne dans I'estuaire

favorisant une fixation de I’'HBCD a des particules et son probable dépot dans des sédiments.

L'isomere y-HBCD était prédominant dans I'eau du fleuve (en moyenne entre 63 et 84% de
I"'HBCD total), suivi de I'isomére a-HBCD (en moyenne entre 15 et 31% du total). Ce profil de
I'HBCD est cohérent avec celui rapporté dans I'eau prélevée dans des lacs (Harrad et al.,
2009b). Selon ces résultats, I'isomere y- est prédominant dans I'eau (environ 62% en
moyenne), suivi de l'isomére a- (25% en moyenne). Ce profil est le méme dans I"'HBCD
présent dans la phase particulaire de I'eau et dans I’"HBCD dissout. Ces auteurs suggerent
gue l'augmentation de la proportion d’a-HBCD par rapport a celle présente généralement
dans le mélange technique peut étre due a des processus d’isomérisation dans

I’environnement, comme commenté précédemment.

Dans I'eau, 'HBCD peut étre dissout (47% de I’'HBCD total) ou lié a des particules (53%). Dans
des sites de traitement des eaux, des diminutions dans la concentration d’HBCD dans I'eau
entre 83 et 99% ont été rapportées. Une partie de ’'HBCD éliminé des eaux peut passer aux
boues résiduelles. L'isomére y-HBCD est majoritaire dans de I'eau des lacs et d’un fleuve
(entre 62 et 84% de I'HBCD total), suivi de I'isomere a-HBCD (entre 15 et 31%). Des
processus d’isomérisation dans I'environnement semblent a I'origine de ces variations de

profil par rapport au mélange technique.
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2.1.2.3 Sédiments et sol

A cause de son hydrophobicité, 'HBCD se lie fortement a des particules solides dans le sol,
les sédiments et les boues résiduelles (Covaci et al.,, 2006). Le profil de I'HBCD dans ces

matrices est souvent dominé par I'isomere y-HBCD (Covaci et al., 2006).

Sédiments

Le dépbt d’HBCD dans des sédiments depuis de |'eau stagnante a été suggéré par Ichihara et
al. (2014). Dans des sédiments prélevés dans des lacs anglais, la concentration d’"HBCD total
était de 0,88-4,8 ng g™ matiere séche (MS) et le y-HBCD était I'isomére prédominant (environ
75% en moyenne), cette proportion étant plus élevée que celle rapportée dans I’eau de ces
lacs (environ 62% de y-HBCD en moyenne) (Harrad et al., 2009b). Les auteurs suggerent que
cette différence dans les profils de I'HBCD dans I’eau et dans les sédiments peut étre due a la
solubilité plus importante dans lI'eau de l'isomeére o- par rapport aux autres isomeres
(Marvin et al., 2011) ou a la photoisomérisation du y- en a-HBCD (Harrad et al., 2009a), ce
dernier phénomene pouvant se produire dans la colonne d’eau, plus exposée a lumiere que
les sédiments. Des métabolites débromés ont été retrouvés dans les sédiments, ce qui

confirme une transformation de la molécule dans I’environnement.

Sol

La concentration d’HBCD (ng g™ MS) a été mesurée dans différents types de sols superficiels,
précisément des sols forestiers, des rivages, des sols urbains, des prairies et des sols
agricoles dans une file chinoise non industrialisée, située a proximité d’une région hautement
industrialisée (Meng et al., 2011). La concentration moyenne d’HBCD total, qui oscillait entre
0,015 et 0,039 ng g MS, n’était pas significativement différente selon le type de sol, ce qui
faisait penser a des sources de contamination communes a ces sols. Le y-HBCD était
I'isomere prédominant (environ 70% de I’'HBCD total), suivi de I'a-HBCD (environ 25%). La
concentration d’HBCD total dans le sol a présenté une tendance a augmenter avec le
contenu en matiere organique du sol. Les auteurs suggerent le transport atmosphérique
d’HBCD depuis des régions industrialisées et des émissions locales depuis des matériaux

contenant la molécule comme des sources potentielles de contamination de ces sols.

L’'HBCD a été dosé dans des sols agricoles d’une région chinoise, ces sols étant classés selon
I'origine de I'eau utilisée pour l'irrigation : a) eau en provenance d’une riviére recevant des
eaux usées industrielles, b) irrigation par de lI'eau depuis cette riviere et des eaux
souterraines et c) irrigation en utilisant uniqguement des eaux souterraines (Wang et al.,

2013). Les résultats de cette étude montrent que la source d’irrigation ne présente pas
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d’effet significatif sur la concentration d’"HBCD dans le sol, cette concentration oscillant entre
0,17 et 34,5 ng g MS. Le profil de ’HBCD était dominé par I'isomére y-HBCD (environ 59%
en moyenne), suivi des isomeres a- et B-HBCD (environ 28 et 13% respectivement). A partir
de ces résultats et au vu également d’'une tendance a des concentrations d’HBCD plus
élevées dans des sols d’exploitations situées dans le nord-est de la région étudiée, les
auteurs ont suggéré que la contamination des sols ne provenait pas de I'eau utilisée pour
I'irrigation, mais était arrivée dans les sols par dissémination depuis des sources comme des
industries et des chantiers de construction. La possibilité de contamination du sol par le
dépobt d’HBCD depuis I'air et par la pluie a été suggérée par d’autres auteurs (Covaci et al.,
2009). Wang et al. (2013) citent une autre voie possible de contamination des sols agricoles
par I'HBCD, telle que I'amendement de ces sols par des boues résiduelles contenant cette
molécule. En effet, I'épandage des boues résiduelles est une voie confirmée de
contamination du sol par des RFB (Eljarrat et al., 2008), des concentrations d’"HBCD élevées
(39-597 ng g MS) ayant été mesurées d’ailleurs dans des boues résiduelles (Kupper et al.,
2008). L'épandage des déjections animales est également a considérer comme voie de
contamination des sols par I’'HBCD. En effet, les feces représentent une voie fondamentale
d’élimination de la molécule (2.2.3.3.7). Covaci et al. (2006) ont rapporté un taux de
détection de I'HBCD de 75% dans des échantillons de lisier de poules élevées dans des

élevages familiaux avec acces a un parcours extérieur.

En Chine, les concentrations d’"HBCD total et des isomeéres a-, B- et y-HBCD ont été mesurées
dans différents compartiments de I'environnement a des distances variables (entre 0 et 76
km) par rapport a des sites de production d’HBCD (Li et al., 2012). Les concentrations
d’HBCD total dans le sol et les sédiments ont oscillé respectivement entre 0,88 et 6900 ng g™
MS et entre 2,93 et 1029 ng g MS. L'isomére y-HBCD prédomine dans le sol (67% de ’'HBCD
total). En accord avec les résultats d’autres études (Covaci et al., 2006), Li et al. (2012) ont
mesuré des concentrations d’HBCD dans le sol significativement plus élevées a proximité

(moins de 4 km) des sites de production d’"HBCD.

Plusieurs voies de contamination des sols sont suggérées, notamment : le transport
atmosphérique et le dépot avec les particules de I'air ou a I'aide de la pluie et 'amendement
des sols par des boues résiduelles contaminées. La proximité vis-a-vis de sites de production
et d’utilisation d’HBCD présente une influence directe sur la concentration d’HBCD dans le
sol. Dans les sédiments, le dép6t d’"HBCD depuis de I'eau stagnante est suggéré. Dans le sol
et les sédiments, le profil de I’'HBCD est souvent dominé par le y-HBCD (entre 59 et 75% de
I'HBCD total) suivi de I'a-HBCD (environ 25-28%).
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2.1.2.4 Plantes

Les résultats de Li et al. (2012) montrent des concentrations d’"HBCD total dans les plantes
variables, qui oscillent entre 110 et 160241 ng g™ MS. La concentration d’HBCD total dans les
plantes est significativement corrélée avec la concentration d’"HBCD total dans le sol. Ainsi,
comme observé dans le sol, la concentration d’HBCD total dans les plantes augmente a
proximité des sources de production d’"HBCD. Les facteurs de bioconcentration dans les
plantes ont été estimés en divisant la concentration d’"HBCD total dans les tissus végétaux
(ng g MS) entre la concentration d’HBCD total dans le sol (ng g* MS) du site en question.
Ces facteurs de bioconcentration ont été généralement supérieurs a 1, la moitié d’entre eux
présentant une valeur comprise entre 7 et 39, avec une valeur médiane de 21. L'isomeére y-
HBCD prédomine dans les plantes (77% de I'HBCD total). L’absorption racinaire de I’'HBCD a
été mise en évidence dans des plantules de mais (Wu et al., 2016) et de blé et est influencée
par la solubilité de chaque isomeére (Zhu et al., 2016). L’étude de Zhu et al. (2016) a consisté
en une exposition des plantes de blé a ’'HBCD par deux voies d’exposition, précisément du
sol contaminé et de I'air contaminé. Les résultats montrent que la plupart de I’'HBCD absorbé
dans les racines reste principalement dans celles-ci et qu’entre 14 et 30% de cet HBCD
monte jusqu’aux feuilles. L'HBCD présent dans les feuilles provenait majoritairement d’'une
absorption depuis I'air par les tissus foliaires. Une bioisomérisation des B- et y-HBCD en a-
HBCD a été mise en évidence par Zhu et al. (2016) dans plusieurs tissus de la plante et

notamment dans les feuilles.

La contamination des plantes par I’'HBCD se produit par absorption racinaire depuis le sol et
par dépdt atmosphérique dans les feuilles avec les particules de I'air et absorption pendant
la respiration. La concentration d’"HBCD total dans les plantes est significativement corrélée
avec la concentration d’"HBCD total dans le sol, ce qui est cohérent avec une augmentation
de la concentration d’"HBCD dans les plantes (comme observée dans le sol) a proximité des
sites de production et d’utilisation d’"HBCD. Une bioconcentration de I'HBCD est observée
dans les plantes par rapport au sol. Dans les plantes, le profil de I’'HBCD est souvent dominé
par le y-HBCD (environ 77% de I'HBCD total).

2.1.2.5 Animaux

Comme commenté dans les points précédents, le profil de I'HBCD dans différents
compartiments de I'’environnement est généralement dominé par l'isomére y-HBCD. Au
contraire, dans les tissus animaux I'isomere a- est généralement I'isomere prédominant. Les
résultats de Li et al. (2012) dans une zone proche de sites de production d’HBCD en Chine

montrent une prédominance de I'a-HBCD chez des animaux aquatiques (en moyenne 57%
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d’a-HBCD dans I’'HBCD total), ce qui contraste avec le profil de I'HBCD dans du sol et des
plantes du méme environnement, ou le y-HBCD représentait respectivement environ 67 et
77% dans I’HBCD total. Ces résultats sont cohérents avec ceux de Harrad et al. (2009b) chez
des poissons, ou l'isomére a-HBCD représente en moyenne environ 64% de I'HBCD total
(suivi du y-HBCD qui représente environ 25%), tandis que le profil de I'HBCD total dans les
sédiments et dans I'eau des lacs ou le prélevement a été réalisé est dominé par le y-HBCD
(environ 75 et 62% de y-HBCD respectivement). Li et al. (2012) soulignent d’ailleurs que chez
les animaux, la concentration d’HBCD total est tres variable en fonction de I'espece et du
tissu analysés. La hiérarchie des tissus selon leur concentration en HBCD chez I’'animal

exposé sera abordée plus loin dans cette synthése (2.2.3.2.2).

La concentration des isoméres a-, B- et y-HBCD (ng g lipides) a été mesurée dans le tissu
adipeux chez des phoques et dans le foie chez des goélands, les deux especes habitant sur la
méme aire au Groenland (Vorkamp et al., 2012). Ces auteurs ont étudié I"évolution de ces
concentrations entre 1986 et 2010. L'isomeére a-HBCD prédomine chez les deux especes, les
isomeres B- et y- présentant des taux de détection bas (10 et 27% respectivement). La
concentration d’a-HBCD dans le foie chez les goélands est restée stable pendant la période
temporelle étudiée, tandis que celle dans le tissu adipeux des phoques a augmenté de fagon
exponentielle, de 6,4% annuellement, de 1986 a 2010. Les auteurs suggerent que ces
différences sont le résultat de différences dans I'alimentation, dans la position dans la chaine
trophique et dans les capacités de métabolisation de la molécule selon I'espéce. Covaci et al.
(2006) rapportent une augmentation de la proportion d’a-HBCD dans les maillons supérieurs
de la chaine alimentaire. Des différences dans la concentration d’HBCD total entre trois
espéces aviaires, soit insectivores soit principalement herbivores, sédentaires et donc
pouvant étre utilisées comme bio-indicatrices de la contamination locale par 'HBCD ont été
rapportées par une étude réalisée en Chine (Sun et al., 2012). Les zones étudiées ont été
classées comme a) zones de recyclage de résidus en provenance de matériaux électriques et
électroniques, b) zones urbaines et c) zones rurales. Les résultats montrent que la
concentration d’HBCD total dans le muscle et le contenu digestif varie selon I'espéece et la
zone d’étude (zone urbaine ~ recyclage > rurale). De par la cohérence dans les niveaux et
dans le profil d’"HBCD dans le muscle et ceux dans le contenu digestif dans les trois zones
étudiées, les auteurs suggerent que |'alimentation représente la voie principale d’exposition
a I'HBCD chez les oiseaux, les différences inter-espéces dans la concentration d’HBCD
pouvant étre attribuées principalement aux différences dans le régime. Des facteurs de
biomagnification ont été estimés de facon approximative en divisant la concentration
d’HBCD dans le muscle par la concentration d’"HBCD dans le contenu digestif. Ces facteurs de

biomagnification ont été supérieurs a 1 chez les trois especes étudiées. L'a-HBCD a été
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majoritaire (>65%) dans tous les échantillons de muscle et de contenu digestif analysés, suivi

du y-HBCD. L'isomeére B- n’a pas été détecté dans la plupart des échantillons.

L'HBCD a également été détecté dans les lipides de certains tissus chez I’étre humain dans
plusieurs pays. L’analyse de la teneur en HBCD d’échantillons humains de lait maternel et de
sang prélevés dans la population générale de différents pays montre également une
prévalence de I'isomere a-HBCD dans la plupart des cas (Fromme et al., 2016). Les sources

d’exposition humaine a I’'HBCD seront abordées ci-dessous (cf. 2.1.4.1).

Différentes raisons peuvent expliquer le changement du profil de ’'HBCD entre les différents
compartiments environnementaux et les animaux, avec une prédominance de I'a-HBCD chez
ces derniers. A part les différences dans les propriétés chimiques des trois isomeres
principaux citées précédemment, qui peuvent influencer les concentrations de ces isomeres
dans l'environnement et les niveaux d’exposition des animaux a ces isomeres, des
différences dans les étapes d’absorption, distribution, métabolisme et excrétion chez
I’animal peuvent également intervenir dans ce changement du profil de I’'HBCD. Cela sera

expliqué en détail sur le point 2.2.3 de cette synthése.

A la différence du profil d’'HBCD décrit dans la plupart des compartiments
environnementaux, dominé par le y-HBCD, dans les tissus animaux c’est généralement
I'isomere a- qui prédomine, et notamment dans des maillons supérieurs de la chaine
alimentaire. Différents résultats suggérent que [lalimentation est la voie principale
d’exposition a I’'HBCD chez I'animal. Une augmentation de la proportion d’a-HBCD est
d’ailleurs observée dans les maillons supérieurs de la chaine alimentaire. Des différences
dans l'alimentation, dans la position dans la chaine trophique et dans les étapes
d’absorption, distribution, métabolisme et excrétion (ADME) de ces isomeres chez I'animal

peuvent intervenir dans le changement de profil des isomeres de I’'HBCD.

2.1.3 Présence d’HBCD dans des environnements d’élevage.

La détection de I’'HBCD dans des produits issus d’animaux d’élevage a conduit a I'étude par
différents auteurs de plusieurs sources potentielles d’exposition a la molécule chez des
animaux pendant I'élevage. La présence de I’'HBCD dans des denrées alimentaires d’origine
animale sera détaillée plus loin (cf. 2.1.4.3 et 2.1.4.4). Les sources potentielles d’exposition a
I’'HBCD par ingestion qui seront abordées ci-dessous comprennent : du sol et des plantes
dans des élevages avec accés a un parcours extérieur, des restes de cuisine dans des
élevages familiaux, des aliments pour animaux et des matériaux contaminés présents dans

des batiments d’élevage.
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La concentration des isomeres a-, B- et y-HBCD a été mesurée dans de la viande de poulet
en provenance d’élevages conventionnels, avec accés a un parcours extérieur et des
élevages biologiques en Belgique (Goscinny et al.,, 2011). Les résultats montrent une
concentration d’HBCD total plus élevée dans de la viande de poulet ayant accés a un
parcours extérieur et dans de la viande de poulets biologiques (environ 3 ng g lipides dans
les deux cas) que dans de la viande de poulet d’élevage conventionnel (environ 1 ng g*
lipides). Sur la base de ces résultats, les auteurs suggérent que le temps passé a |'extérieur
par les animaux dans des élevages avec acces a un parcours extérieur favorise leur

exposition a des polluants environnementaux tels que I'HBCD.

L’'HBCD total a été dosé dans des ceufs en provenance d’élevages familiaux avec acceés a un
parcours extérieur en Belgique en automne et au printemps (Covaci et al., 2009). Ces
auteurs ont dosé également I'HBCD dans le sol présent sur le parcours et dans des restes de
cuisine apportés comme aliments aux poules, afin de mieux cerner de possibles sources
d’exposition des poules a la molécule dans les élevages. Ces résultats montrent que la saison
présente une influence significative dans la concentration d’HBCD total dans les ceufs, avec
des pourcentages de détection de 30% et de 80% respectivement en automne et au
printemps et des concentrations médianes significativement différentes dans les deux
saisons, précisément une concentration inférieure a la limite de détection en automne et de
2,85 ng g lipides au printemps. Le taux de détection d’HBCD total dans les échantillons de
sol a été de 75%. Les auteurs suggerent que dans des élevages avec accés a un parcours
extérieur, la concentration du contaminant dans le sol peut varier selon la saison (ex. dépot
de contaminant plus important depuis I'air vers le sol si la pluviométrie est plus importante),
ce qui influence le niveau d’exposition des volailles par ingestion de sol et le niveau de
contamination des produits. Cependant, a la différence des résultats observés dans I'ceuf, les
concentrations médianes d’HBCD total dans le sol n’étaient pas affectées par la saison. Les
différences saisonniéres dans les concentrations d’"HBCD dans les ceufs peuvent s’expliquer
plutot par une utilisation plus importante du parcours par les poules au printemps qu’a
l'automne a cause des conditions climatiques plus favorables (pluviométrie moins
importante, températures plus élevées, durée du jour plus longue). Dans les restes de
cuisine, I'HBCD était détecté uniguement dans un échantillon sur dix et a des concentrations
relativement faibles, ce qui suggére que cette source d’exposition n’est pas primordiale. Le
sol a été confirmé comme source d’exposition potentielle a I’'HBCD dans des élevages avec
acces a un parcours extérieur mais d’autres sources semblent intervenir. On peut ajouter
I’exposition possible par ingestion de plantes contaminées (2.1.2.4). Les auteurs ont suggéré
la possibilité d’'une voie complémentaire de contamination représentée par des aliments

contaminés. Hiebl et Vetter (2007) ont considéré que les aliments pour animaux ne doivent
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pas constituer une source d’exposition a I’'HBCD, au vu du faible pourcentage de détection
(4%) d’HBCD total dans les échantillons d’ceuf analysés par ces auteurs. Cependant, la limite
de détection de ’'HBCD dans I'ceuf selon la méthode d’analyse appliquée par cette étude est
plus de 30 fois plus élevée que la limite de détection rapportée pour cette méme matrice par
d’autres études (Covaci et al.,, 2009; Goscinny et al., 2011). En effet, le pourcentage de
détection ou de quantification dans les échantillons dépend en grande partie de la limite de
détection ou de quantification de la méthode appliquée. L'étude de Rawn et al. (2011) sur
des ceufs en provenance de différents types d’élevage (avec et sans accés a un parcours
extérieur) rapporte au contraire un pourcentage de détection de 'HBCD dans des ceufs de
85%. La contamination des animaux par des aliments semble donc une voie plausible
d’exposition dans les élevages. Dans ce sens, 'HBCD a été dosé dans des huiles de poisson
destinées a étre ajoutées dans des aliments humains et animaux (Ortiz et al., 2011).
L’addition d’huile de poisson au régime alimentaire des poules pondeuses permet d’enrichir
les ceufs en acides gras n-3. Les quantités d’huile de poisson utilisées dans le régime des
poules sont toutefois limitées a cause principalement des modifications qu’elles produisent
sur les caractéristiques organoleptiques des ceufs (Lawlor et al.,, 2010; Lemahieu et al.,
2015). Parmi les huiles de poisson analysées par Ortiz et al. (2011), celles destinées a
I'alimentation animale n’étaient pas raffinées, tandis que celles destinées a I'alimentation
humaine étaient raffinées. Les auteurs suggerent que le processus de raffinage pourrait
réduire la concentration d’"HBCD dans I’huile, car leurs résultats montrent des concentrations
moyennes d’HBCD plus élevées dans I'huile a destination de I'alimentation animale (environ
9,7 ng g*) en comparaison avec la concentration d’HBCD dans 'huile raffinée utilisée pour
I"alimentation humaine (environ 1,1 ng g). En considérant une proportion de 2% d’huile de
poisson ajoutée dans des aliments pour poules, une concentration d’environ 0,2 ng g’1
d’aliment peut étre estimée a partir de ces résultats. L'HBCD a été dosé dans différents
aliments et dans des aliments composés pour certains animaux d’élevage terrestre dont la
volaille (Fernandes et al., 2016). L'a-HBCD est I'isomére le plus fréqguemment détecté. Le
poisson, les aliments pour poisson et des coquillages présentent les concentrations les plus
élevées d’HBCD total (respectivement environ 1,4 ; 0,44 et 0,25 ng g'l), suivis des aliments
composés pour animaux, de la viande transformée (0,06 ng g* dans les deux cas) et de
certains aliments pour animaux d’origine végétale (0,08 ng g'l). Ces concentrations mesurées
dans des aliments pour animaux sont légérement inférieures a I'estimation de 0,2 ng g*
d’aliment réalisée a partir des résultats d’Ortiz et al. (2011), mais confirment que les
aliments pour animaux peuvent étre une source d’exposition a ce contaminant dans les

élevages.

43



Par ailleurs, I'exposition des animaux a I’'HBCD par ingestion accidentelle de matériaux
contaminés a été suggérée (Hiebl and Vetter, 2007), suite a des concentrations tres élevées
d’HBCD rapportées par ces auteurs dans des ceufs en provenance d’un petit élevage dans
lequel les animaux pouvaient avoir accés a ces matériaux. A ce sujet, plusieurs sources
potentielles d’exposition a ’'HBCD présentes dans des élevages de poules pondeuses et de
porcs ont été étudiées (Cariou et al., 2014). Ces auteurs ont analysé la présence de brome
(indicateur de la possible présence de RFB) dans de nombreux matériaux, parmi lesquels des
mangeoires, des abreuvoirs, des nids, des murs, des matériaux isolants, des canalisations ou
des cables. Les résultats montrent que le brome est présent uniquement dans des matériaux
isolants, dont un tiers, exactement N=11 étaient des polystyrenes (PS). Ces auteurs ont
ensuite mesuré la concentration d’HBCD dans les échantillons contenant du brome. Parmi
les sept échantillons contenant de I’'HBCD, six consistent en du XPS et un en de I'EPS (Cariou
et al.,, 2015). Les échantillons de XPS contenaient entre 2,2 et 3,85% d’HBCD total, I'EPS
contenant 0,6% d’HBCD total. Le profil de I'HBCD était différent selon la classe de
polystyréne. Dans [’échantillon d’EPS les isoméres a- et y-HBCD représentaient
respectivement environ 25% et 70% de I'HBCD total. Dans les six échantillons de XPS, 'a-
HBCD était majoritaire (entre 60 et 80% d’a-HBCD et entre 8 et 25% de y-HBCD dans I'HBCD
total). Ces résultats vont dans le sens que le polystyréne présent dans les batiments
d’élevage représente une source potentielle d’exposition accidentelle des animaux a 'HBCD,

I'isomere a-HBCD étant I'isomére majoritaire dans la plupart de ces matériaux.

Plusieurs études suggerent que I'accés a un parcours extérieur et la durée de son utilisation
peuvent favoriser I'exposition des animaux a des polluants environnementaux tels que
I'HBCD. Plusieurs sources potentielles d’exposition par ingestion sont présentées, parmi
lesquelles le sol et les plantes pour les élevages avec accés a un parcours extérieur. Pour les
différents types d’élevage, les aliments pour animaux représentent également une source
potentielle complémentaire d’exposition. L'acceés des animaux a des matériaux contaminés
(principalement du polystyréne) dans des batiments d’élevage a également été suggéré
comme source potentielle d’exposition, I'a-HBCD étant l'isomere majoritaire dans des

polystyrénes extrudés prélevés dans des batiments d’élevage.

2.1.4 Exposition humaine a I’HBCD ; HBCD dans les produits alimentaires.

2.1.4.1 Sources d’exposition humaine a I’'HBCD

Chez I'étre humain, les sources principales d’exposition a 'HBCD sont les aliments, la

poussiére et I'air des environnements intérieurs (Law et al., 2005).
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La contribution de deux sources potentielles d’exposition a ’'HBCD, précisément I'ingestion
d’aliments contaminés et I'ingestion de poussiere, a I'exposition totale a cette molécule a
été estimée au Royaume Uni (Abdallah et al., 2008). Selon ces résultats, I'ingestion
d’aliments contaminés et I'ingestion de poussiére représentent en moyenne respectivement
75 et 24% de I'exposition totale chez I'adulte et 37 et 63% de I'exposition totale chez le
nourrisson. L'inhalation d’air représente moins de 1% de I'exposition totale a HBCD chez les
deux classes de population étudiées. Ces résultats sont en accord avec ceux d’une autre
étude, dans laquelle les niveaux d’exposition humaine a de I'HBCD par le milieu des denrées
alimentaires d’origine animale (DAOA) et de l'ingestion de poussiére ont été estimés en
Roumanie (Dirtu and Covaci, 2010). Ces auteurs ont mesuré la concentration (ng g™*) d’HBCD
total présente dans ces matrices. La quantité de chaque denrée ingérée au quotidien (g j )
et la quantité de poussiere ingérée ont été estimées. En multipliant les concentrations
mesurées d’HBCD dans chaque matrice par les quantités ingérées de cette matrice, ils ont
estimé la quantité d’HBCD ingérée au quotidien (ng j'l) par ces sources d’exposition et
comparé I'importance de chacune. Les concentrations d’"HBCD ont pu étre mesurées dans
tous les échantillons de poussiére, tandis gu’elles étaient inférieures a la limite de
quantification dans toutes les denrées. En considérant que la concentration d’HBCD dans ces
denrées était la moitié de cette limite de quantification, I'ingestion d’aliments contaminés
représentait généralement la source principale d’exposition de la population (environ entre
75 et 95%), a I'exception du nourrisson soumis au scénario d’ingestion élevée de poussiére,
ou l'ingestion de poussiere pouvait représenter jusqu’a 57% de |'exposition totale.

Les niveaux d’exposition & 'HBCD (ng kg™ PV j*) par voie de I'air extérieur, de Iair intérieur,
de la poussiére et des aliments ont été estimés chez des nourrissons entre 3 et 6 mois d’age,
chez de petits enfants et chez des adultes, dans trois pays ou les niveaux d’exposition sont
hautement variables entre eux, précisément I'Allemagne, le Royaume Uni et les Etats-Unis
(Fromme et al., 2016). Plus spécifiguement, les niveaux d’exposition par 'ensemble de ces
voies d’exposition a ’'HBCD étaient entre 4 et 12 fois plus élevées au Royaume Uni que dans
les autres pays considérés, pour tous les groupes d’age étudiés. Le niveau d’exposition
diminuait avec I'age pour les principales voies d’exposition, c’est-a-dire les aliments, la
poussiere et I'air intérieur. Chez les enfants, les aliments constituaient la source principale
d’exposition au Royaume Uni et aux Etats-Unis, cette source représentant respectivement
environ 71 et 58% de I'exposition totale, suivie de I'ingestion de poussiere. En Allemagne,
I'ingestion de poussiere chez les petits enfants représentait jusqu’a 55% de I’exposition
totale, suivie des aliments. Chez des nourrissons et chez I'adulte, les aliments étaient la
source principale d’exposition (entre 70 et 91% de |'exposition totale dans tous les pays),

suivis de la poussiere. L’'air intérieur était une voie minoritaire, représentant entre environ
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0,5 et 6% de I'exposition totale. L'air extérieur était dans tous les cas une voie marginale

d’exposition a I’'HBCD (< 0,04% dans tous les cas).

En résumé, pour la population générale, ce sont les aliments contaminés qui représentent la
source principale d’exposition a ’'HBCD chez I’adulte. En tout cas et bien que cela ne fasse
pas I'objet de cette these, il convient de citer les personnes exposées a de plus hauts niveaux
d’exposition a I’'HBCD dans le cadre du travail. Ainsi la concentration d’"HBCD a été mesurée
dans le sérum de travailleurs d’'une usine de fabrication de polystyrénes ol des opérations
d’addition et de mélange d’HBCD dans le PS étaient appliquées (Thomsen et al., 2007). La
concentration médiane d’HBCD dans les échantillons prélevés chez les travailleurs de cette
usine était de I'ordre de 100 fois plus élevée que la limite de détection (LD=1 ng g* MG),
tandis qu’elle se trouvait en dessous de la LD chez les individus volontaires appartenant a la
population générale. Les auteurs suggérent une voie plausible d’exposition occupationnelle
consistante en l'inhalation d’HBCD avec la fraction particulaire de l'air, ces particules
pouvant rester dans le poumon et étre dissoutes et absorbées progressivement pendant des

périodes de plusieurs semaines.

L'ingestion d’aliments contaminés est la source principale d’exposition de la population
générale a I'HBCD chez I'adulte et I’enfant. Une source complémentaire d’exposition, qui
peut devenir majoritaire chez le nourrisson, est l'ingestion de poussiere contaminée.
Linhalation d’air intérieur représente une voie minoritaire d’exposition et I'inhalation d’air
extérieur une voie négligeable d’exposition. Des différences géographiques dans les niveaux
et la hiérarchie des voies d’exposition sont rapportées. Les niveaux d’exposition a I'HBCD

sont décroissants avec |'age.

2.1.4.2 Niveaux d’exposition de la population générale a 'HBCD et caractérisation des

risques.

Niveaux d’exposition

Le niveau d’ingestion quotidienne d’'HBCD a partir des aliments par les individus d’une
population peut étre estimé en caractérisant d’'une part les habitudes alimentaires dans la
région géographique en question (principaux groupes d’aliments constituant le régime et
importance quantitative de ces aliments dans le régime) et d’autre part les concentrations
d’HBCD dans ces groupes d’aliments. Dans ce type d’estimation, les termes « lower bound,
LB » et « upper bound, UB » sont généralement explicités. Cela concerne la facon de
comptabiliser les résultats de concentration de la molécule dans les aliments se trouvant en

dessous des limites de détection (LD) ou de la limite de quantification (LQ). La valeur LB est
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calculée en assignant la valeur zéro a tous les échantillons dont les concentrations de la
molécule se trouvent en dessous de la limite de détection ou de la limite de quantification.
La valeur UB est calculée en assignant la valeur des LD et LQ respectivement aux résultats en
dessous de ces limites. Pour des cas ou moins de 40% des résultats se trouvent en dessus de
la limite de quantification, les deux méthodes d’estimation doivent étre appliquées et les
résultats respectifs rapportés (EFSA, 2011). Des valeurs « medium bound » (MB) peuvent
étre calculées en considérant les résultats en dessous des limites de détection (LD) ou de

quantification (LQ) comme équivalents a ¥ de ces limites (Fromme et al., 2016).

A partir des données de consommation obtenues dans 17 pays européens et des résultats de
dosage d’HBCD réalisés sur plus de 1700 échantillons dans 7 pays européens entre 2000 et
2010, 'EFSA a estimé I'ingestion quotidienne d’HBCD (ng kg PV j) pour des individus
appartenant a différentes classes d’age, a partir de 3 ans (EFSA, 2011). Les échantillons ont
été classés en six groupes d’aliments, 69% de ces échantillons appartenant au groupe
d’aliments « poissons et produits a base de poisson ». Au sein des principaux groupes
d’aliments, ceux présentant les plus grandes proportions d’échantillons (%) en dessus de la
limite de quantification sont les « poissons et produits a base de poisson » (25% de
concentrations d’HBCD quantifiables), les « oeufs et ovoproduits » (26%) et le « lait et
produits laitiers » (19%). Le rapport fait état d’'un niveau d’exposition décroissant avec I'age,
ce niveau oscillant pour des consommateurs présentant un niveau d’ingestion moyen entre
0,15 (LB) et 1,85 (UB) ng kg™ PV j* pour des enfants de 3 3 10 ans, entre 0,09 (LB) et 0,99
(UB) ng kg™ PV j* chez I'adulte, entre 0,06 (LB) et 0,54 (UB) ng kg™ PV j* chez des personnes
agées de plus de 75 ans. La poussiere a été classée comme une source d’exposition a ’'HBCD
a considérer pour les enfants entre 1 et 6 ans d’age, ce qui est en accord avec les résultats
d’autres études signalant I'importance de I'ingestion de poussiere comme voie d’exposition
chez des jeunes enfants (Abdallah et al., 2008; Fromme et al., 2016). Le rapport de I'EFSA
souligne le poisson et les produits a base de poisson comme le contributeur le plus
important a I'exposition par les aliments (LB), ce groupe contribuant pour 83 a 88% de
I’'HBCD ingéré par les aliments. La viande et les produits carnés représentent entre environ 6
et 9% de I'exposition par les aliments, le lait et les produits laitiers entre environ 2 et 5% de
I’exposition par les aliments et les ceufs et ovoproduits entre environ 1 et 2% de |’exposition

par les aliments.

Des niveaux d’exposition chez I'adulte équivalents a ceux estimés par I'EFSA ont été
rapportés ultérieurement dans plusieurs pays. En France, I'ingestion quotidienne d’"HBCD (ng
kg'1 PV j'l, UB) a été estimée a environ 0,21 chez I'adulte et 0,32 chez I’enfant (Riviere et al.,
2014). L'ingestion quotidienne d’HBCD a été estimée a environ 0,14 ng kg™ PV j*(MB) en
Suéde (Toérnkvist et al., 2011) et a des niveaux oscillant entre 0,80 (LB) et 1,18 (UB) ng kg™ PV
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it en Belgique (Goscinny et al., 2011). Ces valeurs sont en accord avec celles estimées par
I’'EFSA (2011). Les principaux produits impliqués dans cette exposition étaient les viandes et
les produits carnés en France et en Belgique (entre 42 et 50% de I'exposition totale par les
aliments) et le poisson en Suede (environ 65% de I'exposition totale par les aliments). En
considérant un poids moyen chez I'adulte de 65 kg, des niveaux d’exposition de I'ordre de
1,18 ng kg™ PV j* (MB) peuvent &tre estimés a partir des résultats d’une étude réalisée en
Roumanie (Dirtu and Covaci, 2010), les principaux aliments impliqués étant les produits
carnés (52%) et les produits laitiers (42%). Aux Etats-Unis, en considérant un poids moyen
chez I'adulte de 65 kg, des niveaux d’exposition de I'ordre de 0,24 ng kg™ PV j* peuvent étre
estimés (Schecter et al., 2010) ; le principal contributeur était constitué de la viande, qui
représentait environ 81% de I’exposition totale a I’'HBCD par les aliments dans ce pays. En
Chine, les mémes ordres de grandeur ont été observés avec une ingestion quotidienne
d’HBCD total estimée chez 'adulte & environ 0,43 ng kg™ PV j* (MB) (Shi et al., 2009). La
contribution des différents groupes d’aliments étudiés était principalement due dans I'ordre
décroissant aux viandes (en moyenne environ 42% de |'exposition totale), aux poissons et

« produits aquatiques » (environ 25%) et aux oceufs (environ 18%).

Des niveaux d’exposition légérement plus élevés ont été estimés en Espagne, de I'ordre de
2,58 ng kg™ PV j' (Eljarrat et al., 2014). Le poisson et les produits de la mer ont été
considérés comme les principaux contributeurs (environ 56%) a |’exposition totale a I'HBCD
par I'alimentation. Des niveaux plus élevés d’exposition ont été estimés au Royaume-Uni, a
partir d’'un dosage d’HBCD dans des mollusques et en considérant la présence au quotidien
de ceux-ci dans le régime. Les valeurs d’exposition moyenne a partir du régime ont été
estimés chez I'adulte a entre 5,9 et 7,9 ng kg™ PV j* (UB) (Fernandes et al., 2008). Ces
niveaux d’exposition légerement plus élevés que ceux estimés par I'EFSA pour le groupe
d’adultes considérés comme des consommateurs fréquents de poisson, pour lesquels le
niveau d’exposition était estimé a entre 1,3 (LB) et 2,8 (UB) ng kg™ PV j™. Les résultats de
Fernandes et al. (2008) sont cohérents avec ceux de Fromme et al. (2016), qui estimaient des
niveaux d’exposition & ’'HBCD par les aliments chez I’adulte d’environ de 5,9 ng kg™ PV j?, de
'ordre de 14 fois plus élevés au Royaume-Uni qu’en Allemagne ou aux Etats-Unis,
I'exposition étant estimée dans ces deux pays a environ 0,43 ng kg™ PV j*'. Les niveaux
d’exposition estimés dans différents pays sont montrés dans le Tableau 2. Ce tableau est
organisé par groupe de population (enfant, adulte, personnes agées) et par ordre croissant

d’exposition au sein de chaque groupe de population.
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Tableau 2 : niveaux d’exposition a3 FHBCD (ng kg™ PV j) estimés chez 'enfant, 'adulte et les personnes agées
dans différents pays.

Groupe de Niveau
, L Cal- . - L, o
popula- | d'exposition Pays cul Principaux groupes d'aliments impliqués Référence
tion ngkg' PV
LB et Poisson et produits a base de poisson (83-88%),
0,15-1,85 UE UB viande et produits carnés (6-9%), lait et produits EFSA, 2011.
Enfants laitiers (2-5%), ceufs et ovoproduits (1-2%)
Viande et produits carnés (42-50%), plats combinés | Riviére et al.,
0,32 France uB (14%) 2014
LB et Poisson et produits a base de poisson (83-88%),
0,09-0,99 UE UB viande et produits carnés (6-9%), lait et produits EFSA, 2011.
laitiers (2-5%), ceufs et ovoproduits (1-2%)
R Poisson (65%), produits laitiers (24%), viande Tornkvist et
0,14 Sued MB
' uede (10%), ceufs (1%), gras (1%). al., 2011
0,211 France UB | Viande et produits carnés (42-50%), poisson (14%) RIVIleglit al.
. Viande (81%). Notamment viandes de porc (27%) Schecter et
0,24 Etats-Unis L8 et de poulet (27%) al., 2010
0,43 Etats-Unis n.r. n.r. Fromme et
0,43 Allemagne n.r. n.r. al., 2016
. Viande (42%), poisson et produits "aquatiques" Shi et al.
Adultes ! !
0,432 Chine M8 (25%), ceufs (18%), lait (15%) 2009
Viande et produits carnés (42%), "autres" (ex. .
0,8-1,18 Belgique Li;t pizza) (28%), produits laitiers (23%), poisson et Gglsa;gzllet
produits a base de poisson (7%), ceufs (4%) v
. . - Dirtu et
1 1 [) 0,
1,18 Roumanie MB Produits carnés (52%), produits laitiers (42%) Covaci, 2010
Poisson et produits de la mer (56%), viande (12%), | Eljarrat et al.,
2,58 Espagne | n.r. produits laitiers (14%) 2014
Royaume- Fernandes et
5,9-7,9 Uni uB n.r. al, 2008
Royaume- Fromme et
59 Uni n.r. n.r. al, 2016
Personnes LB et Poisson et produits a base de poisson (83-88%),
sodes 0,06-0,54 UE UB viande et produits carnés (6-9%), lait et produits EFSA, 2011.
g laitiers (2-5%), ceufs et ovoproduits (1-2%)

LB : lower bound ; MB : medium bound ; UB : upper bound

Caractérisation de risques

L’'EFSA a procédé a la caractérisation des risques liés a I'ingestion d’aliments contaminés par
I’'HBCD basée sur des études des effets toxiques de I'HBCD chez des animaux, une charge
corporelle de 0,79 mg kg™ PV étant fixée comme point critique augmentant de 10% le risque
d’altérations du comportement (précisément dans |'adaptation de I'activité motrice en
réponse a des stimuli externes) chez des souris (EFSA, 2011). La marge d’exposition est
calculée en comparant les niveaux d’exposition quotidiens LB et UB (ng kg™ PV j?) et le
niveau d’exposition associé a la charge corporelle de référence. Cette marge d’exposition a
été comparée a un facteur d’extrapolation des doses toxiques tenant compte des
différences pharmaco-cinétiques et pharmaco-dynamiques inter-especes et inter-individus.

Quand aucune information n’est disponible sur les variabilités inter-espéces et inter-
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individus concernant les processus pharmacocinétiques et pharmacodynamiques d’une
molécule, un facteur de 100 est généralement appliqué afin de couvrir ces incertitudes dans
I’extrapolation des valeurs toxicologiques de référence entre les animaux et I'étre humain
(EFSA, 2011). Dans ce cas, certaines informations étant disponibles sur la variabilité inter-
espéces et inter-individus de ces processus, ce facteur d’incertitude devient moins élevé.
Cette étude conclue que les niveaux d’exposition quotidienne estimés a I'HBCD ne
constituent pas un danger pour la santé des consommateurs. Fromme et al. (2016) ont
calculé des marges d’exposition en comparant les niveaux d’exposition quotidiens a 'HBCD
estimés pour trois classes de population (nourrissons de 3 a 6 mois, petits enfants, adultes)
dans trois pays (Allemagne, Royaume Uni, Etats-Unis) aux valeurs NOAEL (niveau
d’exposition sans effets adverses observables) de 10 mg kg™ PV et LOAEL (plus bas niveau
d’exposition présentant des effets adverses observables) de 0,9 mg kg™ PV estimées par des
études sur les effets toxicologiques de I’'HBCD chez la souris (Ema et al., 2008; Eriksson et al.,
2006). Ces auteurs ont tenu compte de I'exposition a ’'HBCD par ingestion d’aliments, de
poussiere et par inhalation d’air extérieur et intérieur. Les marges d’exposition ont été dans
tous les cas trés supérieures aux limites toxicologiques considérées. Ces résultats concluent
que les niveaux d’exposition humaine a 'HBCD rapportés ne représentent pas un danger

pour la santé des consommateurs.

Des niveaux d’exposition oscillant entre 0,15 et 2,6 ng kg™ PV j* ont été rapportés chez des
enfants, des adultes et des personnes agées par différentes études dans [|’Union
Européenne, des niveaux légérement plus élevés (5,9 a 7,9 ng kg™ PV j) étant rapportés au
Royaume-Uni. Les niveaux d’exposition chez 'adulte ont été estimés a 0,24-0,43 ng kg PV |
! aux Etats-Unis et en Chine. Plusieurs études concluent gue ces niveaux d’exposition
moyens a I'HBCD (ng kg’ PV j') ne constituent pas un danger pour la santé du

consommateur.

2.1.4.3 Concentration d’HBCD dans les aliments.

Différentes études ont mesuré la concentration d’HBCD dans les principaux groupes de
denrées alimentaires. Sur cet aspect, le rapport de 'EFSA (2011) rassemble des résultats de
dosage d’HBCD réalisés sur plus de 1900 échantillons d’aliment dans 7 pays européens entre
2000 et 2010. Une proportion élevée des échantillons ne présente pas de concentrations
détectables d’HBCD. Des concentrations moyennes inférieures a 1 ng g”* lipides (UB) ont été
rapportées pour toutes les DAOA a I'exception du poisson et les produits de la mer et pour
les végétaux. Des concentrations plus élevées étaient mesurées chez le poisson et les
produits de la mer, ces concentrations moyennes allant d’environ 15,3 (LB) a 18,1 (UB) ng

d’HBCD total g™* lipides. En accord avec ces résultats, les plans de surveillance et controle mis
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en place par la Direction Générale de I'Alimentation (DGAL) en France rapportent des
concentrations moyennes (ou médianes) généralement inférieures ou proches de 1 ng g*
lipides dans I’ensemble des DAOA terrestres (DGAL, 2009, 2010, 2013, 2014, 2015), ainsi que
dans le poisson et les produits de la mer (DGAL, 2014). D’autres études ont mesuré
également des concentrations d’HBCD total inférieures ou proches de 1 ng g™ lipides dans
du lait, de la viande et des aliments d’origine végétale (Goscinny et al., 2011; Schecter et al.,
2010), du poisson et es ceufs (Shi et al.,, 2009). Certaines études ont rapporté des
concentrations moyennes de quelques dizaines de ng g™ lipides dans du poisson [environ 40
ng g'1 lipides ; (Goscinny et al., 2011; Hiebl and Vetter, 2007)], des ceufs [16,7 ng g'1 lipides ;
(DGAL, 2010)], de la viande bovine [11 ng g lipides ; (Goscinny et al., 2011)] et de la viande
de dinde et de canard [respectivement 14,7 et 6,5 ng g lipides ; (Goscinny et al., 2011)].
Dans ce contexte de concentrations moyennes d’HBCD total généralement faibles dans les
aliments, les concentrations maximales d’"HBCD total mesurées sur certains échantillons sont
extrémement élevées. Ainsi, différentes études rapportent des concentrations maximales de
quelques centaines de ng d’HBCD total par g de lipides dans des ceufs [514 ng g lipides ;
(DGAL, 2010)], de la viande bovine et de la viande de porc [respectivement 380 et 464 ng g
lipides ; (DGAL, 2009)], voire des concentrations maximales en dessus de 2000 ng g™ lipides
dans du poisson [environ 3600 ng g lipides chez des poissons péchés dans des régions
proches de sites industriels ; (Nakagawa et al., 2010)], dans de la viande de poulet [3055 ng
g'1 lipides ; (DGAL, 2009)] et dans des ceufs [2000 et 3390 ng g‘1 lipides ; (DGAL, 2009; Hiebl
and Vetter, 2007)]. Selon I'EFSA, I'a-HBCD était généralement I'isomere majoritaire dans les
aliments (EFSA, 2011). Sur le reste des études citées ci-dessus, les isoméres a- et y- sont
également prédominants par rapport a lI'isomere B-, cependant les résultats rapportés
montrent des profils variables, ou soit I'a-HBCD soit le y-HBCD représentent |'isomere

principal dans les différentes matrices (Goscinny et al., 2011).

Des concentrations moyennes d’HBCD dans les aliments généralement inférieures ou
proches de 1 ng g* MG sont rapportées dans la plupart des DAOA et dans les végétaux, plus
élevées dans le poisson ol des concentrations moyennes de 15 a 40 ng g* MG sont
rapportées par certaines études. En contraste avec ces concentrations moyennes
généralement faibles, des concentrations maximales supérieures & 300 ng g* MG ont été
rapportées dans certains échantillons d’ceuf et de viande, voire de I'ordre de 2000 ng g* MG
dans certains échantillons de poisson, de viande et des échantillons d’ceuf selon différentes
études. Les isomeéres a- et y-HBCD sont prédominants dans les aliments, les profils étant

variables selon I’étude.
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2.1.4.4 Concentration d’HBCD dans les oceufs et ovoproduits dans différents systémes

d’élevage.

Les résultats de concentration d’"HBCD dans les ceufs sont présentés sur les Tableaux 3 et 4.

Tableau 3 : concentration d’HBCD total et des isoméres a-, B- et y-HBCD (ng g'1 lipides), dans des ceufs en
provenance de différents systéemes d’élevage en Europe.

Cal-

HBCD total (ng g™

a-HBCD B-HBCD y-HBCD

s Type o (ngg’  (ngg’ (ngg’
Référence Pays dYéﬂevage n “:L:y lipides) lipides) | lipides) lipides)
Moy Méd Max Moy Moy Moy
31 pour
I'HBCD
EFSA, 2011 UE n.r total, 94 ' UB 0,20 0,28 0,07 0,19
pour les
isomeéres
DGAL, 2009 n.r. 40 0,16 3389
DGAL, 2010 n.r. 35 16,7 0,29 514
DGAL, 2013 France n.r. 20 UB 0,34 2,5
DGAL, 2014 n.r. 20 0,38 6,3
DGAL, 2015 n.r. 19 0,10 0,6
Accés a un 10 pools 6,55 <0,4 62,0
Covaci et . par?o.urs de 15 (LQ)
Belgique extérieur, LB
al., 2009 ) 10 pools
élevage 8,52 2,85 39,3
- de 15
familial
Conventionnel 1 pool <0,55 <0,25 <0,15 <0,15
de 10 (LD) (LD) (LD) (LD)
Goscinny Belgique S::‘:cezjrsn 1 pool UB <0,55 <0,25 <0,15 <0,15
etal, 2011 L. de 10 (LD) (LD) (LD) (LD)
extérieur
Biologique 1 pool <0,55 <0,25 <0,15 <0,15
de 10 (LD) (LD) (LD) (LD)
. 1 pool
Voliere de 12 120
Acces a un
parcours 1 pool
Hiebl et extérieur, de 12 2000
Vetter, Allemagne  petit élevage n.r
2007 Accés a un 1 pool
par?qurs de 12 30,0
extérieur
ns 75 pools <20 <20
de 12 (LD)  (LD)
Ea“ir;?)tlit Espagne  n.r. 4 n.r. 3,42 0,51 <((i'§)5 1,25
Kgl‘_"tzgr('):t Norvége n.r. 6 UB 2,13 1,18 041 0,54

n.r. = non renseigné

n" : nombre d'échantillons analysés ; "Moy" : moyenne ; "Méd" : médiane ; "Max" : maximum

LD et LQ : respectivement Limites de Détection et de Quantification (ng g‘1 lipides) d'un isomére donné ou de

I'HBCD total

LB = lower bound ; UB = upper bound
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Tableau 4 : concentration d’HBCD total et des isoméres a-, B- et y-HBCD (ng g lipides), dans des ceufs en
provenance de différents systéemes d’élevage en Afrique, en Amérique et en Asie.

a_
- -HBCD y-HBCD
Tvoe Cal- HBCDtotal (ngg® HBCD Bn ’ Vn ”
Référence Pays dYépIeva o n cul lipides) ngg’ l gic‘lges i %dges
& Moy lipides P P
Moy Méd Max Moy Moy Moy
8 pools de 3- 13 47 63
6 ceufs
Acces a un 9 pools de 6 5,7 1 39
Polder et Tanzanie zjie?zzzsr
al., 2016 X ! 4 pools de 6 1,6 097 4,3
élevages
familiaux -
6 pools de 3 32 5 9,5
6
1poolde6 56
. < 0,006 <0,006
Conventionnel 41 0,04 28,4 0,025 (LD) (LD)
Voliére, sans
acces a un <0,006 @ <0,006
31 0,03 2,2 0,028 ! !
parcours ’ ’ ’ (LD) (LD)
Rawn et extérieur
Canada (Eufs enrichis LB <0,006 <0,006
l., 2011 30 0,13 1,6 0,121 ’ ’
aly en omega-3 ! ! ! (LD) (LD)
Accés a un
parcours 30 013 29 0131 <2006 <0006
(. (LD) (LD)
exterieur
. . < 0,006 <0,006
Biologique 30 0,14 71,9 0,128 (LD) (LD)
Schecter et  Etats- <0,1
al., 2010 Unis n.r. 1pooldel10 LB (LD)
Shietal., .
2009 Chine n.r. 12 MB 0,277
Accés a un
parcours
Zheng et . N
al, 2012 Chine t?xterleur , 8 n.r. 105
élevages
familiaux

n" : nombre d'échantillons analysés ; "Moy" : moyenne ; "Méd" : médiane ; "Max" : maximum

LD : limite de Détection (ng g"1 lipides) d'un isomeére donné ou de I'HBCD total

*Site de référence dans une région présentant une forte activité de recyclage de matériaux électroniques
LB = lower bound ; UB = upper bound. n.r. = non renseigné.

Un dosage de I'HBCD a été réalisé dans des jaunes d’ceuf en provenance de différents
systémes de production au Canada, précisément des élevages de type a) conventionnel, b)
voliére, sans accés a un parcours extérieur, c) alimentation des poules enrichie en acides
gras n-3, d) accés a un parcours extérieur, e) biologique (Rawn et al., 2011). L'HBCD était
détecté dans 85% des jaunes d’ceuf analysés, avec des concentrations médianes d’HBCD
total situées entre 0,03 et 0,14 ng g lipides dans I'ensemble des systémes d’élevage étudiés

et des concentrations maximales de 28,4 et 71,9 ng g" lipides mesurées respectivement
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dans certains échantillons d’élevages conventionnels et biologiques. Les isoméres a-, B- et y-
HBCD représentaient respectivement environ 87, 1 et 12% de I’'HBCD total. Le type d’élevage
ne présentait pas d’influence significative sur le niveau de contamination des ceufs. En
Belgique, les isoméres a-, B- et y-HBCD ont été dosés dans des ceufs en provenance
d’élevages a) conventionnels, b) avec accés a un parcours extérieur et c) biologiques
(Goscinny et al., 2011). Les trois isomeéres se trouvaient en dessous de la limite de détection
dans tous les cas. Les auteurs indiquent I'effet de dilution que le rassemblement des
échantillons individuels en des pools de 10 ceufs provoque sur la concentration de
contaminant, qui peut masquer une concentration en dessus de la limite de détection dans
certains ceufs. En Belgique également, I'HBCD total a été dosé dans des ceufs en provenance
d’élevages familiaux avec acces a un parcours extérieur (Covaci et al., 2009). Les résultats de
ces auteurs montrent des taux de détection de 30% en automne et de 80% au printemps,
avec des concentrations médianes non détectable et de 2,85 ng g lipides respectivement.
Des concentrations maximales de plusieurs dizaines de ng g'1 lipides étaient rapportées, en

accord avec les concentrations maximales mesurées par Rawn et al. (2011).

En Tanzanie, des concentrations moyennes entre 1,6 et 13 ng g lipides ont été mesurées
dans des ceufs en provenance de petits élevages avec accés des poules a un parcours
extérieur (Polder et al., 2016). Les concentrations d’"HBCD étaient détectables dans plus de
50% des échantillons (entre 50 et 100% des échantillons selon la zone d’étude). Des
concentrations maximales de 39 et 63 ng g™* lipides ont été rapportées par cette étude. Ces
concentrations moyennes d’HBCD sont plus élevées que les résultats rapportés par d’autres
études. Les auteurs expliquent que la région étudiée en Tanzanie a subi une croissance
rapide de la population et une urbanisation croissante pendant les dernieres années, ce qui
a pu influencer les niveaux de contamination environnementale en HBCD. Dans le méme
sens, des concentrations moyennes d’HBCD total élevées, de I'ordre de 105 ng g lipides,
ont été mesurées dans des ceufs en provenance d’élevages familiaux avec accés a un
parcours extérieur en Chine (Zheng et al., 2012). Ce résultat correspond a des élevages de
référence qui se trouvent dans une région chinoise oU le recyclage de matériaux
électroniques est important. Ces concentrations sont de I'ordre de 300 fois plus élevées que
dans des ceufs commerciaux analysés en Chine (Shi et al., 2009), ces auteurs ayant rapporté
des concentrations d’a-HBCD (isomére majoritaire selon cette étude) de 'ordre de 0,3 ng g™
lipides. Ces résultats suggerent que |'accés a un parcours extérieur peut favoriser
I’exposition a ce contaminant environnemental notamment dans des régions ou la
contamination environnementale est potentiellement élevée, ce qui a été évoqué

préalablement (cf. 2.1.3).
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Dans le cadre d’'un plan de surveillance des aliments en Allemagne, des concentrations
détectables et élevées d’HBCD total dans 4% des échantillons d’ceuf analysés ont été
rapportées (Hiebl and Vetter, 2007). Les trois échantillons positifs provenaient
respectivement d’élevages de type voliere (120 ng g lipides) et d’élevages avec accés a un
parcours extérieur (30 et 2000 ng g* lipides). La concentration trés élevée d’HBCD total
rapportée dans I'un des échantillons a été attribuée a une contamination accidentelle des
poules par ingestion de matériaux contaminés, auxquels les animaux pouvaient avoir acces
dans le petit élevage d’origine. Le taux de détection réduit dans cette étude peut étre
expliqué tant par la limite de détection trés élevée (20 ng g™ lipides) dans le systéme de
détection appliqué par ces auteurs par rapport aux limites de détection généralement
inférieures a 1 ng g'1 lipides dans d’autres études, ainsi qu’a l'effet de « dilution » par
rassemblement des échantillons (pools). L'effet de dilution suggéré par Goscinny et al.
(2011) est a considérer en particulier dans I'’étude de Hiebl et Vetter (2007) en lien avec les
concentrations maximales tres élevées retrouvées dans certains pools d’échantillons. En
effet, ces concentrations maximales représentent la moyenne retrouvée dans les 12 oeufs
constituant le pool. Cela veut dire que des concentrations plus élevées pourraient étre

retrouvées dans certains oceufs individuels.

L'ingestion d’un seul ceuf (environ 60 g de poids, 11,6% de lipides; Nys et Guyot, 2011),
présentant une concentration d’HBCD de 2000 ng g'1 lipides, représente un niveau
d’exposition chez I'adulte (environ 65 kg) de plus de 200 ng kg™ PV en un seul jour. Ce niveau
d’exposition en un jour est entre 200 et 2000 fois plus élevé que les niveaux d’exposition
estimés par L'EFSA (2011) chez I'adulte, qui étaient d’entre 0,09 (LB) et 0,99 (UB) ng kg'1 PVj
! (Tableau 2).

La concentration d’HBCD (ng g* MG) a été mesurée dans des ceufs en provenance de
différents types d’élevage. Des taux de détection d’"HBCD allant jusqu’a 85% des échantillons
analysés ont été rapportés. L'a-HBCD est généralement I'isomere majoritaire dans les ceufs.
Certaines études concluent sur I'absence d’influence du type d’élevage dans les niveaux de
contamination des ceufs, tandis que d’autres résultats suggérent une exposition des poules
au contaminant plus élevées dans des élevages avec acceés a un parcours extérieur,
notamment dans des régions olU la contamination environnementale est élevée. Une
concentration maximale de 2000 ng g MG était mesurée sur un échantillon dans un petit
élevage et attribuée a une contamination accidentelle par ingestion de matériaux
contaminés, auxquels les poules pouvaient avoir acces. L'ingestion d’un seul ceuf présentant
cette concentration maximale d’HBCD représente un niveau d’exposition 200 a 2000 fois

plus élevé que les niveaux d’exposition moyens estimés dans différents pays.
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2.2 Principes liés a la toxicocinétique des POP et le devenir de ’HBCD chez I’animal.

Quand I'animal est exposé aux POP, ces molécules sont absorbées par la voie d’exposition en
question vers la circulation sanguine qui réalise leur distribution vers les différents tissus de
I'organisme, certains de ces tissus étant capables de métaboliser ces molécules afin de
favoriser leur élimination. Ces étapes sont connues par les sigles ADME et seront abordées
en détail sur les points 2.2.2 et 2.2.3. La physiologie de I'animal présente une influence
directe sur I'’enchainement de ces étapes. Ainsi, par exemple, chez des molécules dont
I’exposition se fait principalement par voie orale, le niveau d’ingestion peut influencer la
quantité de molécule a laquelle I'animal se retrouve exposé. Ce niveau d’ingestion peut étre
important quand la source d’exposition par ingestion est la poussiere, ou des aliments
contaminés comme c’est souvent le cas lors d’expérimentations de cinétique. Ensuite, la
distribution de la molécule vers les différents tissus de I'organisme sera influencée par des
facteurs tels que la taille des tissus, leur irrigation et dans le cas des molécules lipophiles de
la concentration de lipides dans chaque tissu. Toutes ces caractéristiques sont dépendantes
du stade physiologique de I'animal. Chez la poule en ponte, I’élimination d’une partie de ces
molécules dans I'ceuf pondu diminue la quantité de molécule restant dans I'organisme.
D’autres caractéristiques physiologiques telles que la lipémie (concentration de lipides dans
le sang) subissent des modifications chez la poule en ponte et présentent une influence
déterminante sur la distribution des molécules dans le corps. Les caractéristiques
physiologiques principales qui peuvent présenter une influence sur les étapes ADME des

POP chez la poule pondeuse sont détaillées ci-dessous (2.2.1).

2.2.1 Généralités sur la physiologie de la poule pondeuse

2.2.1.1 Physiologie de la croissance

La croissance de la volaille et le développement des différents tissus dépendent de facteurs
comme I'age, la souche, le sexe, le systeme d’élevage et le programme alimentaire appliqué
pendant la période d’élevage (Sakomura et al., 2011; Sturkie, 1986). Les besoins
nutritionnels de I'animal peuvent étre classés en besoins d’entretien (dépenses liées au
fonctionnement normal de l'organisme et au renouvellement cellulaire) et besoins de
production (besoins liés a la croissance, a I'exercice ou a la ponte chez la poule mature). lls
varient donc en fonction du stade physiologique de I’'animal. Les besoins d’entretien peuvent
étre influencés par des facteurs comme la température ambiante ou le poids vif. La poule en

croissance est spécialement sensible au niveau protéique du régime ; quand celui-ci permet
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de satisfaire les besoins en protéines, I'énergie ingérée devient le facteur nutritionnel
limitant pendant la croissance. A I'age de maturité sexuelle, quand commence la croissance
rapide des follicules dans l'ovaire, I'énergie ingérée reste le facteur critique pour cette
période de fin de croissance et de mise en place de la ponte. A ce stade augmentent
d’ailleurs les besoins nutritionnels en calcium, en lien avec la mise en place de la ponte
(Leeson and Summers, 1989; NRC, 1994). La poule pondeuse peut atteindre environ 1,7 kg
de PV a 21-22 semaines d’age (ISApoultry, ; Joice&Hill).

La contribution des différents tissus au poids vif varie pendant la croissance. Des équations
proposées par différents auteurs permettent de relier la dimension d’un tissu (cette
dimension pouvant faire référence a son poids, sa taille ou sa surface) et le poids vif. Ces
équations présentant la structure : Dimension tissu = a x PV + b, ol « b » est une fonction
exponentielle de la constante d’allométrie et « a » le coefficient d’allométrie du tissu (lbe
and Nwakalor, 1987; Tickle et al., 2014). Quand la « dimension » du tissu fait référence a son
poids, un coefficient d’allométrie de 1 indique une croissance isométrique du tissu par
rapport au gain de PV. Quand le coefficient est supérieur ou inférieur a 1, la croissance du
tissu est allométrique par rapport au gain de PV (Tickle et al., 2014). D’autres
caractéristiques physiologiques comme le débit cardiaque varient également avec le PV
(MacLachlan, 2010; Scanes, 2014; Wideman, 1999).

La croissance des tissus se produit a un taux propre a chaque tissu et généralement différent
du taux de croissance corporel. C'est ce qu’on appelle la « croissance allométrique » des
tissus. Les besoins nutritionnels de la poule pondeuse varient selon plusieurs facteurs et
notamment selon le stade physiologique de I'animal. A I'age de maturité sexuelle, I'énergie
est le facteur limitant pour la mise en place de la ponte, les besoins en calcium augmentant

également en lien avec la ponte.

2.2.1.2 Physiologie de la ponte

La poule atteint sa maturité sexuelle vers 16 semaines d’age, c’est-a-dire 2 a 3 semaines
avant la ponte du premier ceuf (Nys and Guyot, 2011). A cet age, la lipogenése hépatique est
augmentée sous l'influence des cestrogénes et de la progestérone, augmentation d’environ
10-15 fois par rapport aux niveaux observés chez la poule « non en ponte » (Nys and Guyot,
2011; Sauveur, 1988). Le profil des lipides du foie est également modifié chez la poule en
ponte avec augmentation de la proportion de triglycérides en dépit de la proportion de
cholestérol (Entenman et al., 1940; Thayer et al., 1973; Zhang et al.,, 2011a). Des
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lipoprotéines de trés faible densité (VLDL) présentant une protéine spécifique apo-VLDL-II
seront synthétisées dans le foie a partir de cet age, ces lipoprotéines permettant un transfert
de lipides exclusivement vers le jaune et pas vers d’autres tissus (2.2.3.2) (Nys and Guyot,
2011; Sauveur, 1988).

La lipémie (concentration de lipides dans le sang) augmente aussi chez la poule en ponte.
Des augmentations de la lipémie d’entre 2 a 8 fois (Balnave, 1971; Renema et al., 1999;
Robinson et al., 2001; Yu et al.,, 1976) et jusqu’a 20 fois (Nys and Guyot, 2011) sont
rapportées dans la littérature chez la poule en ponte, par rapport a sa valeur chez la poule
« non en ponte ». Burnham et al. (2003) mentionnent une corrélation positive entre le taux
de ponte et la concentration de lipides dans le plasma. Par ailleurs, le profil des lipides du
sang est modifié chez la poule en ponte. Ainsi Burnham et al. (2003) rapportent une
augmentation de la concentration plasmatique de triglycérides et de cholestérol. Yu et al.
(1976) ont mesuré des concentrations plasmatiques de triglycérides plus élevées chez la

poule en ponte que chez la poule « non en ponte ».

La concentration de lipides corporels est également plus élevée chez la poule en ponte.
Robinson et al. (2001) ont mesuré des concentrations de lipides dans le corps représentant

environ 6-8% du PV en début de ponte et 18-20% au pic de ponte.

A partir de la maturité sexuelle et pendant la ponte, certains follicules présents dans I'ovaire
subissent une croissance différentielle selon une hiérarchie déterminée par des hormones
du systeme nerveux central (principalement I'hormone stimulante du follicule, FSH et
I’hormone luteinizante, LH) et par des facteurs de régulation ovariens. L’hormone FSH est
considérée a la base du recrutement folliculaire et des premiers stades de croissance rapide
des follicules. Les follicules pré-ovulatoires deviennent plus sensibles a la LH pendant les
dernieres phases de leur croissance rapide. Des régulations paracrines ont également lieu
pendant la croissance folliculaire par des facteurs de croissance et d’autres facteurs qui
modulent la sensibilité a la FSH, produits principalement par des cellules de la paroi
folliculaire et par le disque germinal du follicule (Nys and Guyot, 2011). Entre 5 et 8 follicules
subiront une croissance rapide pendant 7-11 jours, lors de laquelle ils accumuleront des
protéines et les lipides transportés dans le sang dans les lipoprotéines synthétisées dans le
foie pour un transfert de lipides vers le jaune (Nys and Guyot, 2011). Le début de la
croissance rapide de chaque follicule est décalé d’environ 24 h par rapport au follicule
précédent dans la hiérarchie. Quand le follicule est mature il est ovulé, c’est-a-dire il est
transféré de I'ovaire vers |'oviducte, ou il entre au travers de I'infundibulum. Puis, le jaune
passe environ 4 h dans le magnum ou se produit le dép6t de la membrane péri-vitelline qui

sépare le jaune et le blanc, ainsi que le dép6t des protéines du blanc d’oceuf et une
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hydratation partielle du blanc. Les membranes coquilleres sont sécrétées dans l'isthme.
Ensuite I'ceuf passe dans I'utérus ou il reste 20 h pour I’hydratation et la minéralisation de la
coquille, ainsi que la sécrétion d’une cuticule externe. La ponte survient environ 1,5 h apres
achévement de la coquille. La durée totale depuis I'ovulation a la ponte est d’environ 24-25
h chez des poules appartenant a des souches pondeuses sélectionnées, pouvant durer
jusqu’a 27 h chez des poules peu productives (Nys and Guyot, 2011). Chaque jaune est ovulé
généralement 15 a 45 minutes aprées la ponte du jaune précédent (Nys and Guyot, 2011). La
durée de la photopériode étant fixe de 24 h, ce décalage de plus de 24 h depuis I'ovulation
d’un follicule a l'initialisation de la croissance d’'un nouveau follicule dans I'ovaire finit par
imposer chez I'animal un jour ou il n'y a pas de ponte appelé « jour de pause ». La période
pendant laquelle un ceuf est pondu par jour est nommeée « série » ou « séquence » et peut
durer jusqu’a environ 30 jours (Nys and Guyot, 2011). Sauveur (1988) indique une relation
inverse entre le nombre d’heures écoulées entre pontes d’'une méme série et la longueur de
la la série. C'est comme si toutes les pontes de la série pouvaient devaient présenter un

décalage total d’environ 8 heures (Sauveur, 1988).

L’ceuf de poule présente un poids d’entre 50 et 70 g et est composé d’environ 31% de jaune,
59% de blanc et 10% de coquille (Nys and Guyot, 2011). L’ceuf contient environ 74,4% d’eau,
12,3% de protéines et 11,6% de lipides. Tous les lipides sont contenus dans le jaune sous
forme de lipoprotéines et représentent environ 35% du poids frais du jaune. Les triglycérides
constituent plus de deux tiers (65%) de ces lipides, le reste étant constitué de
phospholipides et de cholestérol (31 et 4% respectivement) (Nys and Guyot, 2011). Le poids
de I'ceuf et la proportion de jaune dans I'ceuf augmentent avec I’age (Adams and Bell, 1998;
Icken et al., 2014). Le poids de I'ceuf est corrélé avec le poids vif de I'animal. Ce poids de
I'ceuf peut étre augmenté par des modifications du régime telle une augmentation de son

contenu énergétique (NRC, 1994).

L'intensité de ponte ou « courbe de ponte » d’un troupeau (%) peut étre calculée pour une
période donnée (jours, j) par I'Eg. 1, ou NbO est le nombre d’ceufs pondus par le troupeau
pendant la période donnée et NPi+NP,+..+NP; le nombre de poules présentes dans le
troupeau chaque jour comptabilisé (Sauveur, 1988).

Eq. 1 P = NbOx100
NP; +NP,+.+NP;

La courbe de ponte d’un troupeau présente une partie ascendante progressive, d’une durée
d’environ 6 semaines. Cela s’explique parce que les poules du troupeau n’entrent pas en

maturité sexuelle exactement au méme age. En réalité au niveau individuel, une poule est
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capable d’une ponte réguliere depuis quelques jours apres I'entrée en ponte. Apres cette
augmentation progressive de la courbe de ponte du troupeau, un pic de ponte maximal est
atteint, et survient par la suite un lent déclin progressif du taux de ponte (Sauveur, 1988). Au
niveau individuel, le pic de ponte d’une poule donnée persiste plusieurs semaines avant de

commencer a décliner (Grossman and Koops, 2001).

Le programme alimentaire des poules en ponte doit étre adapté a la souche correspondante.
Plusieurs études indiquent que I'état corporel de la poule en début de ponte peut présenter
une influence importante sur ses performances reproductives. Une étude a été menée pour
étudier parmi d’autres facteurs I'effet du PV en début de ponte sur les performances
reproductives chez des poules pondeuses Lohmann brown entre 22 et 50 semaines d’age
(Perez-Bonilla et al., 2012). Cette étude montre que les poules a PV plus élevé en début de
ponte présentent un taux de ponte, un poids de I'ceuf et niveau d’ingestion plus élevés que
celles & PV bas. L'indice de consommation (kg d’aliment ingéré kg™ d’ceuf produit) n’était
pas significativement différent entre les poules lourdes et légéres, et exprimé par douzaine
d’ceufs, 'indice de consommation était plus élevée chez les poules lourdes. C'est-a-dire
I"augmentation apparente des performances de ponte chez des poules lourdes se fait au prix
d’un niveau d’ingestion plus élevé. Pour des poules pondeuses de souche Leghorn, une
alimentation ad libitum est en général adéquate jusqu’au pic de ponte en vue de leur niveau
de consommation bas vis-a-vis d’'un taux de ponte élevé, un rationnement étant souvent
appliqué ensuite. En effet les besoins de production de la poule diminuent avec le déclin de
la ponte, et un maintien de I'alimentation ad libitum favoriserait un engraissement de la
poule sans améliorer le taux de ponte. Des équations permettent d’estimer les besoins
énergétiques de la poule en ponte en fonction de facteurs comme le poids vif (kg), le poids
d’ceuf pondu au quotidien (g j%), le gain de poids vif (g j*) et la température ambiante (ce
dernier facteur étant important chez des poules soumises a des changements saisonniers de
température). En général, avec la progression dans la courbe de ponte, les besoins

protéiques diminuent et les besoins en calcium augmentent (NRC, 1994).

Apreés le premier cycle de ponte, autour de 69 semaines d’dge, se produit un arrét de ponte
lié généralement a une « mue » (renouvellement total ou partiel des plumes) qui permet
une régénération partielle des tissus reproducteurs (Bell, 2003; Sauveur, 1988). L'induction
de la mue permet d’utiliser les poules pendant un deuxieéme voire un troisieme cycle de
ponte. Une deuxieme mue peut étre mise en place vers 104 semaines d’age. Des facteurs tel
le prix des ceufs peuvent modifier de quelques semaines la date de mise en place de la mue
(Bell, 2003). Quand la mue intervient naturellement chez la poule, elle risque de durer

environ 16 semaines. Cependant, il est possible de mettre en ceuvre différentes méthodes
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pour raccourcir sa durée a environ 8 a 10 semaines voire a 3-4 semaines ; cela n’est possible
qgu’en absence de mue ou en présence d’une mue limitée (Sauveur, 1988). Parmi les
méthodes d’induction de la mue, différentes méthodes efficaces existent telle I'application
d’un je(ine forcé pendant entre 5 et 13 jours, ou la distribution d’aliments a faible teneur en
énergie, en protéines ou en certains minéraux (Bell, 2003; Koelkebeck and Anderson, 2007).
Lors de la mue, les follicules subissent une atrésie (Sauveur, 1988). Une atrésie par
« éclatement » du follicule, caractérisée par une rupture de la paroi folliculaire et une
résorption de ses composants dans le stroma ovarien a été décrite pour des follicules > 1
mm de diameétre, tandis qu’une simple résorption a été décrite pour de plus petits follicules
(Gupta et al., 1988).

La perte de poids pendant la mue se situe autour de 20-25%. La reprise de poids en
deuxieme moitié de mue doit étre progressive et la ponte recommence quand les poules ont
récupéré leur poids initial (Sauveur, 1988). La concentration de lipides corporels est de 13%
pendant la mue, lorsque le poids corporel est le plus faible (vs. 18-20% au pic de ponte) et de
19% lorsque la ponte reprend (Hoyle and Garlich, 1987; Robinson et al., 2001). Pendant la
mue, la somme des pertes de poids du tissu adipeux, de I'ovaire, de I'oviducte et du foie
représente selon Sauveur (1988) un quart de la perte corporelle totale. Sur certains tissus,
une réduction dans la contribution des lipides au poids du tissu a aussi été observée, comme
dans le foie (Garlich et al., 1984; Sauveur, 1988), les muscles pectoraux et les muscles des
cuisses (Javaid et al., 2011). Plusieurs parametres sanguins sont également modifiés pendant
la mue. En effet, la lipémie sanguine diminue a des valeurs « non en ponte » et le profil des
lipides sanguins est modifié avec une diminution de la proportion de triglycérides (Yu et al.,
1976). L’hématocrite (%), c’est-a-dire la proportion du volume occupé par les globules
rouges dans le volume du sang total, augmente pendant la mue d’environ 17% sa valeur
précédant la mue (Bell et al., 1965; Brake and Thaxton, 1979).

Les performances des poules pondeuses pendant le premier, le deuxieme et le troisieme
cycle de ponte ont été comparées par une étude longitudinale réalisée sur 350 élevages
(Bell, 2003). La plus grande différence entre cycles était observée pour le poids de I'ceuf, qui
était en moyenne d’environ 57, 63 et 64 g respectivement lors du 1%, 2°™ et 3°™ cycles de
ponte. Le taux de ponte au pic de la courbe de ponte était en moyenne respectivement de
90, 80 et 75%. Garlich et al. (1984) ont mesuré également des taux de ponte de 90 et 80%
respectivement au pic de ponte des ler et 2eme cycles de ponte. Le taux de ponte était
amélioré apres la mue (70%), en comparaison avec son niveau quelques semaines avant la
mue (63%) (Garlich et al., 1984). Le niveau d’ingestion était similaire pendant les trois cycles
de ponte (Bell, 2003).
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A I'age de maturité sexuelle chez la poule pondeuse, la lipogenéese hépatique augmente avec
une production dans le foie de lipoprotéines destinées a un transfert de lipides vers le jaune.
La concentration en lipides dans le sang et la proportion de triglycérides dans ces lipides
augmente. La concentration de lipides corporels peut atteindre 18-20% au pic de ponte. La
ponte se produit grace a une croissance de plusieurs follicules simultanément dans I'ovaire,
chacun a un stade de croissance différent. Aprés 7-11 jours, le follicule mature est ovulé en
tant que jaune, le blanc et la coquille sont synthétisés par I'appareil reproducteur et 24-25 h
aprés I'ovulation, I'ceuf est pondu. Vers 69 semaines d’age, aprés le 1° cycle de ponte, un
arrét de ponte lié a une « mue » peut étre induit, ce qui permet une régénération partielle

eme

des tissus reproducteurs et 'utilisation des poules pendant un 27" cycle de ponte. Plusieurs
parametres physiologiques sont modifiés dont le poids vif, qui diminue d’environ 20-25% en
début de mue, avant reprise de ce PV en fin de mue. La concentration de lipides corporels
diminue, le poids des tissus dont notamment le tissu adipeux, les tissus reproducteurs et le
foie sont réduits. La concentration en lipides dans le sang et la proportion de triglycérides

dans ces lipides diminuent. L’hématocrite augmente.

Ces modifications dans la composition corporelle selon le stade physiologique influencent les

étapes d’absorption, distribution, métabolisme et excrétion des POPs dans I'organisme.

2.2.2 Introduction aux principaux concepts utilisés en toxicocinétique

Différents concepts seront abordés dans cette partie, décrivant des phénomeénes liés aux
processus toxicocinétiques ou étapes ADME (Absorption, Distribution, Métabolisme et
Excrétion) subies par une molécule dans un organisme exposé a la dite molécule. Les
définitions et équations détaillées ci-dessous sont générales et pour la plupart extraites ou
basées sur les lignes directrices de I'OCDE (2012). Pour des molécules olu le niveau
d’exposition peut présenter une influence sur la valeur de ces parametres, il convient de
calculer séparément les différents parametres a partir des résultats obtenus sur chaque
niveau d’exposition (OECD, 2012). La toxicodynamique de la molécule, c’est-a-dire les
mécanismes de toxicité par lesquels certaines concentrations de la molécule donnent lieu a
des effets adverses dans certains tissus ou dans |'organisme (Andersen, 1995) n’est pas

abordée ici. En effet la toxicité est hors du champ d’étude de cette these.

Suite a I'ingestion d’'une matrice contaminée, une fraction du contaminant sera solubilisée
depuis cette matrice dans le tube digestif, étant susceptible d’étre absorbée ensuite. Il s’agit
de la fraction de contaminant ingéré « bioaccessible » dans le tube digestif. Des facteurs

comme le contenu de carbone organique dans la matrice contaminée, la lipophilicité de la
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molécule, la concentration lipidique dans le contenu digestif, le pH du milieu intestinal, ou la
quantité de sels biliaires sécrétés par I'animal pour la digestion des lipides peuvent
influencer cette bioaccessibilité de la molécule dans le tube digestif (Renwick, 2001; Ruby et
al., 2016). La « biodisponibilité » fait référence a la fraction du contaminant ingéré qui,
apres absorption dans la paroi intestinale, est distribuée vers les tissus par la circulation
générale (Ruby et al., 2016). La possibilité de métabolisation d’'une molécule dans la paroi
intestinale ou lors du premier passage dans le foie peut influencer la quantité de molécule

qui atteint la circulation générale (Renwick, 2001).

Les termes « efficacité d’absorption digestive (AbD, %) » et « efficacité d’absorption
digestive apparente (AbDap, %) » représentent la fraction de la quantité de molécule
ingérée qui est absorbée dans l'intestin. De facon résumée, I'’AbDap fait référence a la
différence entre la quantité de molécule ingérée et la quantité de molécule qui ressort dans
les feces. Le terme « apparente » indique que I’AbDap ne tient pas compte d’une possible
élimination d’une partie de molécule absorbée et métabolisée par diffusion de la molécule
depuis la paroi intestinale vers le contenu digestif. L’efficacité d’absorption digestive (AbD,

%) représente la quantité de molécule ingérée qui n’est pas absorbée dans l'intestin.

Chez un animal exposé a un POP, la concentration de la molécule augmente dans
I’organisme avec le temps d’exposition jusqu’a atteindre un plateau. La concentration de la
molécule chez I'animal (ou dans un tissu) se stabilise et n"augmente plus dans le temps ;
c’est le stade d’équilibre de transfert. Des exemples de non rapprochement du plateau et de
rapprochement de celui-ci en fin d’exposition sont montrés dans la Figure 1 pour la
concentration d’a- et de B-HBCD (ng g* MS) dans des viscéres de poisson (Zhang et al.,
2014).
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Figure 1 : concentration de 'a-HBCD (gauche) et de B-HBCD (droite) (ng g MS) dans différents tissus
pendant 30 jours d’exposition suivis de 30 jours de décontamination chez le poisson (Zhang et al., 2014).
Adapté avec permission d’Elsevier, Journal of Hazardous Materials, Copyright © 2014 Elsevier

63



La bioconcentration est I'atteinte d’une concentration d’une molécule dans I'organisme plus
élevée que sa concentration dans le milieu contaminé. Le facteur de bioconcentration a
I’équilibre (BCFs, L g'l) d’une molécule dans un organisme peut étre calculé par I'Eq. 2, ou
Corg (N8 g!) est la concentration de la molécule dans I'organisme (ou dans un tissu) a

I’équilibre et Chijiey la concentration dans le milieu contaminé (ng L'l) pendant I'exposition.

C
Eq. 2 BCF,, = org

Cmilieu

Pour des molécules lipophiles présentant une voie orale d’exposition, ou la source
d’exposition expérimentale est constituée généralement d’aliments contaminés, ce n’est pas
le BCF qui est utilisé mais le facteur de biomagnification (BMF). La biomagnification peut
étre définie comme I'augmentation de la concentration de la molécule dans un organisme
ou tissu par rapport a la concentration dans I'aliment. Le BMF a I’équilibre (BMF, g g MG)
peut étre calculé par I'Eq. 3, ou Corg (concentration de la molécule dans I'organisme ou tissu a
I'équilibre) peut étre exprimée en ng g MG et Cyim est la concentration de la molécule dans
I'aliment (ng g*). U'expression de Corg €N NG g™ MG pour des molécules lipophiles permet de
s’affranchir des différences de concentration dues au contenu lipidique des échantillons. Le

BMF; est exprimé dans ce cas en g g* MG.

C
Fa. 3 BMF,, = &

Calim

Une utilisation différente du concept de biomagnification existe en lien avec I'atteinte de
concentrations plus élevées d’une molécule dans les organismes prédateurs que dans les
proies d’une chaine alimentaire. Il s’agit précisément de I'augmentation de la concentration
normalisée de la molécule sur la base des lipides (quantité de contaminant / quantité de
lipides dans I'organisme) dans les derniers maillons de la chaine alimentaire (Kelly and
Gobas, 2001; Kelly et al., 2004) (Jandacek and Tso, 2001; Weber and Goerke, 2003). Dans
cette thése, ce n’est pas la biomagnification au niveau de la chaine alimentaire mais celle

dans I'organisme d’un animal exposé (Eq. 3) qui sera utilisé par la suite.

A la suite d’une période d’exposition a un POP I'animal peut étre soumis a une période de

décontamination, c’est-a-dire un arrét de |’exposition au polluant permettant de réduire la

charge corporelle de celui-ci. En effet, la concentration de la molécule dans un systéeme
biologique (généralement |'organisme ou un tissu donné) diminue avec le temps de
décontamination. La décontamination d’'un systéeme biologique suit généralement soit une

cinétique de 1* ordre, ce qui signifie que le taux de décontamination est proportionnel a la
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concentration de la molécule dans le systéme pendant la décontamination (Figure 2 A;
Abdallah et al., 2014), soit de peme ordre, ce qui signifie que le taux de décontamination est
proportionnel au carré de la concentration de la molécule dans le systeme lors de la
décontamination (Figure 2 B, concentration simulée et observée dans les ceufs ; Maclachlan,
2010). Quand on représente la concentration de la molécule en fonction du temps de
décontamination, la courbe cinétique de 2°™ ordre présente deux phases différenciées, une
premiere de décontamination rapide et une deuxiéme ou la décontamination se ralentisse

et la pente de la courbe s’aplatit.
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Figure 2. A : concentration (uM) d’a-, B- et y-HBCD dans le milieu pendant 60 minutes d’incubation avec des
fractions hépatiques de rat (adapté avec permission d’ACS, Environmental Science & Technology, Copyright
© 2014 American Chemical Society). B : concentrations (ng TEQ kg™) de dioxines simulées et observées dans
le tissu adipeux et dans les ceufs (matrice d’intérét marquée sur le graphique), pendant 60 jours d’exposition
suivis de 60 jours de décontamination (adapté avec permission de Taylor & Francis, Food Additives &
Contaminants, Copyright © 2010 Taylor & Francis)

Les équations utilisées ensuite sont applicables a des situations ou la cinétique de
décontamination est de 1° ordre. Leur application n’exige pas I'atteinte du stade d’équilibre
pendant I'exposition bien que I'atteinte de ce plateau permet d’obtenir des résultats plus
précis. Pour des molécules lipophiles qui font I'objet de cette thése, une adaptation des
équations générales proposées par I'OCDE (2012) est réalisée en exprimant les

concentrations de la molécule dans I'organisme ou dans les tissus en ng g* MG.

La constante de décontamination de 1° ordre d’une molécule dans 'organisme ou dans un
tissu (kq, j*) peut &tre estimée a partir des données de concentration de la molécule dans
I'organisme pendant la décontamination par I'Eq. 4, ou Cy(t) est la concentration de la
molécule dans Iorganisme (ou dans un tissu, ng g* MG) en fonction du temps de
décontamination (tg, j), et Corg(0) la concentration de la molécule dans I'organisme ou tissu

(ng g' MG) au démarrage de la décontamination.

Eq. 4 Corg(t) = Corg(o) X e~ Kaxta
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En lien avec le concept de facteur de biomagnification, I’efficacité d’assimilation (EA, %)

peut étre calculée par I'Eg. 5 ou les deux termes sont exprimés dans la méme unité (ex. ng)

(Du et al., 2012; Law et al., 2006).

Quantité de molécule dans le corps x 100

Quantité ingérée de la molécule

Ensuite, le facteur de bioaccumulation (BMF, sans unités) peut étre estimé par I'Eq. 6, ou
« | » représente le taux d’ingestion (g aliment g* PV j?). A la différence du BMF.,, calculé sur
des données d’exposition avec atteinte de I'état d’équilibre, le calcul du BMF peut étre
réalisé sur des données de cinétique quand I'équilibre n’a pas été atteint.

IXEA
Fa. 6 BMF ==
kg

L’ajustement de I'Eq. 7 sur les données mesurées pendant I’exposition, en utilisant la valeur
estimée de kg, permettra d’estimer la constante de contamination de 1% ordre de la
molécule dans I'organisme ou dans un tissu (ky, kg kg™* MG j*).

ky

Eq. 7 Corg(t) = Calim X — X (1 — e_kdXt)
kq

Le temps de demi-vie (ti2, j) d’'une molécule dans un systeme biologique représente le
temps de décontamination nécessaire pour que la concentration de la molécule dans ce
systeme diminue de moitié par rapport a la concentration de la molécule en fin d’exposition.
Le t1/, peut étre estimé par I'Eq. 8 en appliquant la valeur estimée de kq. Pour des cinétiques

éme

de décontamination de 27 ordre, certains auteurs réalisent une estimation du ty/; a partir
des données de concentration de la molécule dans les tissus dans la deuxieme phase de la
courbe de décontamination, quand la pente de cette courbe s’aplatit (Szabo et al., 2010;

Szabo et al., 2011a).

Eq. 8 _ In(2)
a ti2 = kg

Chez des animaux en croissance, I'augmentation du poids corporel pendant I’exposition et
pendant la décontamination provoque un effet de « dilution par croissance » dans la
concentration de la molécule dans I'organisme. Il peut étre recommandable dans ce cas de
corriger la constante de décontamination selon le taux de croissance corporelle pendant
I’expérimentation. Pour cela, premieérement une constante de croissance (kg, j'l) peut étre

estimée en ajustant I'Eq. 9 sur I'ensemble de données de poids vif (PV) pendant
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I’expérimentation. Dans cette équation, PV(t) représente le poids vif en fonction du temps
d’expérimentation (t, j) et PV(0) le poids vif en début de d’expérimentation. Ensuite, la
constante de décontamination corrigée par la croissance (kqg, i’') peut étre estimée par I'Eq.

10. Dans ces cas, cette kq devrait remplacer kq sur les Eq. 6 a Eq. 8.

Eq. 9 PV(t) = PV(0) x eke**

Eq. 10 kgo = kg — Kk

g g

2.2.3 Toxicocinétigue de I’HBCD (étapes ADME) chez I’'animal

Des études in vivo et in vitro permettant de comprendre la toxicocinétique de I’'HBCD chez
I'animal sont explorées dans cette partie. Des introductions succinctes abordant des
mécanismes mis en jeu dans la toxicocinétique des POP chez l'oiseau précedent des
informations spécifiques aux trois isomeres principaux de I’'HBCD (a-, B- et y-HBCD). Comme
la quantité d’information sur le transfert de I'HBCD chez I'oiseau est limitée, des études

réalisées chez d’autres especes sont également présentées.

2.2.3.1 Absorption

L'absorption d’une molécule se définit comme le transfert de celle-ci de son site
d’administration vers la circulation générale (Renwick, 2001). Les POP sont des molécules
lipophiles dont le devenir est généralement lié a celui des lipides. La digestion et I'absorption
des lipides chez la volaille impliquent en premier lieu une émulsion des lipides ingérés avec
la bile et la sécrétion pancréatique, ce qui permet la digestion ou lipolyse de ces lipides dans
les premiers segments de l'intestin gréle (duodénum et jéjunum). Les lipides sont ensuite
incorporés dans des micelles biliaires. Les micelles sont des structures globulaires présentant
une surface polaire et un noyau apolaire, qui leur permet de transporter des molécules
apolaires au travers un milieu polaire. Les micelles biliaires permettent le transport des
lipides au travers la couche d’eau stationnaire de la paroi digestive vers les cellules muco-
épithéliales de cette paroi, ou des triglycérides sont formés et incorporés dans des
lipoprotéines (Krogdahl, 1985). Les lipoprotéines présentent le méme type de structure que
les micelles. Elles placent des lipides présentant une partie de leur structure polaire
(phospholipides et cholestérol libre) a la surface, les triglycérides et le cholestérol ester se
trouvant a l'intérieur. Des protéines appelées apoprotéines participent a la structure et au
devenir des lipoprotéines. Chez la volaille, des lipoprotéines d’origine intestinale nommées

«portomicrons » transportent, via la veine porte, les lipides absorbés vers le foie, avant qu’ils
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n’arrivent a la circulation sanguine générale. Cette absorption des lipides differe de celle
observée chez les mammiferes, ou des lipoprotéines appelées « chylomicrons » transportent
les lipides du systeme lymphatique vers le sang, d’ou ils sont distribués vers le reste des
tissus dont le foie (Walzem, 1996).

L'efficacité d’absorption digestive apparente (AbDap, %)a été estimée pour les trois
isoméres a-, B- et y-HBCD chez des poissons prédateurs nourris pendant 16 jours
d’exposition par des poissons proies contaminés (dose non précisée chez les prédateurs)
(Luo et al., 2013). La quantité de chaque isomére dans les feces représente environ 4,6 ; 2,8
et 2,8% respectivement des quantités d’a-, de B- et de y-HBCD ingérés par les poissons
prédateurs. En considérant que tout ’'HBCD présent dans les feces correspond a celui non

absorbé, I’AbDap peut étre estimée a environ 95-98% pour les trois isomeres.

Des études chez le rat et chez la souris ont rapporté I'efficacité d’absorption digestive (AbD,
%) des différents isoméres de I’'HBCD. Ainsi, une estimation de I’AbD des isomeres a-, B- et y-
HBCD a été réalisée chez des rats exposés a une dose unique de I'un de ces isomeres (3 mg
kg™ PV), par différence entre la quantité de chaque isomére administrée, la quantité de ces
isoméres mesurée dans les tissus ainsi que les métabolites éliminés dans I'urine et dans les
féces pendant les 4 jours suivant I'exposition (Hakk, 2016). Les AbD ont ainsi été estimées a
environ 80, 83 et 73% respectivement pour I'a-, le B- et le y-HBCD. Chez la souris, trois
expérimentations ont permis d’estimer I’AbD de I'a-, du B- et du y-HBCD (Sanders et al.,
2013; Szabo et al., 2010; Szabo et al., 2011a). Leurs méthodes d’estimation se basent sur la
comparaison soit de la concentration de la molécule dans I’'ensemble des tissus (Szabo et al.,
2010; Szabo et al.,, 2011a) soit de la quantité de molécule excrétée (Sanders et al., 2013;
Szabo et al.,, 2010; Szabo et al.,, 2011a), aprés une administration unique de l'un des
isomeres (3 mg kg'1 PV) par voie orale et par voie intraveineuse. L’'intérét de comparer les
résultats obtenus par ces deux voies d’administration est que la voie parentérale (injection)
déverse la totalité de la dose dans le sang, tandis que quand la dose est administrée par voie
orale, I'absorption digestive limite la partie de la dose ingérée qui atteint effectivement le
sang. Les concentrations dans les tissus apres une administration orale seront toujours
moins élevées qu’apres une administration intraveineuse, sauf dans le cas ou I’AbD d’une
molécule serait de 100%, ce qui donnerait pour les deux voies des concentrations de la
molécule dans les tissus équivalentes. De la méme facon, la proportion de dose administrée
qui se retrouve dans les feces sera plus élevée aprés administration orale (la quantité de
molécule présente dans les feces est dans ce cas constituée de la partie non absorbée et de
celle métabolisée et éliminée depuis I'organisme) qu’apres administration parentérale (la

molécule présente dans les féces correspond dans ce cas uniquement a la partie qu’apres
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avoir été métabolisée est éliminée depuis I'organisme). L'AbD des trois isomeres était

estimée par ces auteurs a entre 80 et 90% dans les trois études réalisées chez la souris.

Des études sur l'influence de la matrice ingérée sur la biodisponibilité de I’'HBCD n’ont pas
été retrouvées dans la bibliographie. Pour d’autres POP, précisément les PCB (Fournier et al.,
2012b) et la chlordécone (Jondreville et al.,, 2013), des résultats expérimentaux chez des
oiseaux exposés oralement a ces molécules ont rapporté la non influence de la matrice
d’exposition (sol vs. huile contaminés) ou de la teneur en lipides de I'aliment pour les PCB
(De Vos et al., 2005; Drouillard and Norstrom, 2003) sur la biodisponibilité de ces POP.

L’absorption des POP est liée a la digestion et I'absorption des lipides. Chez la volaille, cela
implique consécutivement une émulsion des lipides ingérés avec la bile et la sécrétion
pancréatique, le transport de ces lipides dans des micelles biliaires vers les cellules
épithéliales de la paroi digestive et leur incorporation dans des lipoprotéines appelées

« portomicrons » vers le foie, d’ou elles passeront a la circulation sanguine générale.

Les isomeéres a-, B- et y-HBCD présentent une efficacité d’absorption digestive élevée. Les
AbD et AbDap des trois isomeres rapportées chez le poisson, la souris et le rat sont

généralement supérieures a 80%.
Des études sur la biodisponibilité de certains POP chez I'oiseau rapportent généralement la

non influence de la matrice d’exposition (sol vs. huile) ou de la teneur en lipides de I'aliment

sur cette biodisponibilité.

2.2.3.2 Distribution

Différentes études suggerent un transport des molécules lipophiles dans le sang lié a celui
des lipides (Jandacek and Tso, 2001). Les lipides d’origine alimentaire ainsi que ceux
synthétisés dans le foie quittent cet organe et partent avec la circulation sanguine dans des
lipoprotéines VLDL, riches en triglycérides, afin de distribuer ces lipides dans les tissus
périphériques. L’enzyme lipoprotéine lipase, au niveau des parois vasculaires, hydrolyse les
triglycérides contenus dans les VLDL et permet ainsi 'utilisation de ces lipides dans les tissus.
Les LDL (lipoprotéines de faible densité) sont issues de I’hydrolyse incompléte des VLDL et
permettent le retour des lipides non déposés dans les tissus périphériques vers le foie. Les
HDL (lipoprotéines de haute densité) sont riches en cholestérol et permettent I’export de ce
lipide vers les tissus périphériques. Des échanges de lipides ont lieu entre les HDL, les LDL et
VLDL (Walzem, 1996). Des protéines appelées apoprotéines participent a la structure et au
devenir des lipoprotéines. Chez la poule pondeuse a partir de la maturité sexuelle, sous

I'influence hormonale des estrogénes et de la progestérone, le foie synthétise des
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apoprotéines spécifiques apo-VLDL-Il. L'apoprotéine spécifique apo-VLDL-Il ainsi que
I’apoprotéine apo B sont assemblées a des triglycérides et des phospholipides pour former
des lipoprotéines VLDL spécifiques au transfert de lipides vers le jaune. En effet, ces VLDL
seront résistantes a la lipolyse par la lipoprotéine-lipase et leurs lipides ne pourront pas étre
utilisés dans les tissus. Elles peuvent cependant traverser la membrane basale du follicule en
formation grace a une taille réduite et entrer dans le follicule par endocytose aprées avoir été
reconnues par des récepteurs du follicule (Nys and Guyot, 2011; Sauveur, 1988; Walzem,
1996). L’élimination dans le jaune sera abordée dans la partie élimination (2.2.3.3.8). La
capacité des lipoprotéines du sang de transporter non seulement des lipides mais également
des POP a été mis en évidence expérimentalement pour les PCB chez le pigeon (Borlakoglu
et al., 1990).

La distribution sanguine d’une molécule lipophile vers les différents tissus est gérée par des
facteurs tels que le débit sanguin du tissu et I'affinité relative de la molécule pour le tissu par
rapport a son affinité pour le plasma, ou « coefficient de partition » (Kp, L kg™*) (Benet et al.,
1996; Renwick, 2001). Le Kp correspond au rapport de concentrations de la molécule dans le
tissu et dans le plasma quand le transfert de molécule entre ces matrices atteint I’équilibre
(Benet et al., 1996; Cortright et al., 2009). Comme la solubilité de la molécule dans les lipides
du tissu et du plasma doit étre la méme, on postule que le Kp d’une molécule lipophile entre
un tissu et le plasma est égal au ratio de concentrations de lipides totaux dans ce tissu et le
plasma (Maclachlan, 2009, 2010). Pour des molécules trés lipophiles (log Kow>5) se
distribuant majoritairement dans des lipides neutres, tel I’'HBCD, le ratio de concentrations
de lipides neutres plutdt que de lipides totaux dans le tissu et dans le plasma permettrait
d’estimer ce Kp (Haddad et al., 2000; Poulin and Haddad, 2012).

Les unités de mesure sont importantes quand on compare la concentration de la molécule
dans différents tissus. Pour des molécules lipophiles telles que I'HBCD, la comparaison de ces
concentrations dans les tissus peut donner des résultats différents voire contradictoires en
fonction des unités utilisées (ng g* matiére fraiche, MF vs. ng g MG). Par exemple, les
concentrations d’HBCD total ont été mesurées et les résultats exprimés dans ces deux unités
de mesure chez des crécerelles adultes exposées pendant 21 jours a de I'aliment contaminé
(environ 51 pg d’HBCD total j ) suivis de 25 jours de décontamination (Letcher et al., 2015).
A la fin de la période de décontamination, exprimées en ng g’ MF, les concentrations
d’HBCD total dans le tissu adipeux étaient environ 100 fois plus élevées que dans le foie et
800 fois plus élevées que dans le plasma. En ng g MG, ces ratios se réduisaient a 3 et 10

respectivement. La cause de ces ratios beaucoup plus élevés quand les concentrations de la
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molécule sont exprimés en ng g* MF au lieu d’en ng g* MG est due aux différences dans le

contenu lipidique des tissus.

La distribution des molécules lipophiles est liée a la distribution des lipides dans des
lipoprotéines dans le sang. Chez la poule en ponte, une apoprotéine spécifique apo-VLDL-II

permet le transfert de lipides exclusivement vers le jaune.

La répartition des POP dans les différents tissus est fonction du débit sanguin vers chaque
tissu et des coefficients de partition (Kp, L kg™*) de la molécule entre le tissu et le plasma.
Pour des molécules tres lipophiles comme I’'HBCD, le Kp peut étre estimé comme le rapport
de concentrations de lipides neutres dans le tissu et le plasma. Pour cette molécule,
I'expression des concentrations d’HBCD en ng g' MG permet de comparer Iaffinité de

I"'HBCD pour les tissus en s’affranchissant du contenu lipidique différent de ces tissus.

Lorsque la molécule est absorbée, elle est aussitot distribuée dans I'organisme, le
métabolisme et I'excrétion intervenant de facon concomitante. Ainsi, certains aspects
commentés ci-dessous ne sont pas uniquement le résultat de la distribution. Tout de méme
ils ont été sélectionnés avec I'objectif d’illustrer au plus clair les facteurs qui influencent ce

processus.

2.2.3.2.1 Débit sanguin
Des résultats de différentes études chez la souris suggerent une influence du débit sanguin

des tissus dans la distribution de ’'HBCD. Des souris adultes (Sanders et al., 2013; Szabo et
al.,, 2010; Szabo et al.,, 2011a) et en croissance (Szabo et al., 2011b) ont été exposées
oralement a la méme dose (3 mg kg™ PV) d’un isomére donné. La concentration de chaque
isomére (ng g MF et % de la dose) dans les tissus a été renseignée depuis les premiéres 1-3
h et pendant plusieurs jours suivant I'exposition. Le temps nécessaire pour I'atteinte de la

concentration maximale d’un isomére dans chaque tissu est compilé dans le Tableau 5.

Tableau 5 : temps d’atteinte de la concentration maximale de I'a-, le - et le y-HBCD dans les tissus, pendant
les heures suivant une exposition orale unique (3 mg kg'1 PV) a chaque isomeére

Isomére Sang Foie Muscle | Tissu adipeux Autres tissus Références
o-HBCD | 1h 1h | 8-24h 48 h 1-24 h; 48 h pour la peau | (Szabo et al., 2011a)
o-HBCD | 3h | 3h 24 h 48 h 3-24h (Szabo et al., 2011b)
B-HBCD | 3h | 3h 3h 8h 3h (Sanders et al., 2013)
y-HBCD | 3-8 h | 1h 3h 24 h 3-8h (Szabo et al., 2010)
y-HBCD | 3h | 3h 8h 24 h 3-8h (Szabo et al., 2011b)
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Ce tableau met en évidence pour les trois isoméres que le temps nécessaire pour atteindre
le plateau maximal de concentration de ces molécules est plus élevé dans le tissu adipeux
que dans les autres tissus. Le temps d’atteinte de ce pic est généralement intermédiaire
dans le muscle et plus court dans le foie et le sang. Le foie présente par ailleurs les
concentrations les plus élevées de la molécule au pic de concentration. En effet, les
concentrations maximales de chaque isomere dans la plupart des tissus ne représentent
gu’entre 5 et 50% de celles observées dans le foie. Seule la concentration maximale d’a-
HBCD dans le sang est proche (85%) de celle mesurée dans le foie. A la différence de
I"absorption des lipides chez I'oiseau, chez les mammiferes les lipides absorbés ne sont pas
directement dirigés vers le foie. Chez les mammiferes, les lipides absorbés aprés ingestion
passent dans le systéme lymphatique d’ou ils sont transférés vers le sang, qui les distribue
vers I'ensemble des tissus dont le foie. Les auteurs de ces études suggerent que ces
différences pendant les premieres heures aprés I'exposition peuvent s’expliquer
principalement par des différences dans lirrigation des tissus. Ainsi, la concentration
maximale est atteinte plus t6t et a des niveaux plus élevés dans des tissus hautement

irrigués tel que le foie et plus tard dans des tissus peu irrigués comme le tissu adipeux.

Pendant les premieres heures suivant une exposition orale aux isomeres a-, B- et y-HBCD,
des pics de concentration maximale plus élevés sont atteints plus tot dans des tissus
hautement irrigués comme le foie. Le pic de concentration est atteint plus tard dans des

tissus peu irrigués comme le tissu adipeux que dans les autres tissus.

2.2.3.2.2 Hiérarchie des tissus

Plusieurs études chez des souris, des rats et des oiseaux ont analysé les concentrations des
isomeres a-, B- et y-HBCD dans les tissus pendant a une exposition unique ou répétée a
différentes doses de ces isomeres. L'ensemble de ces résultats sont présentés dans les
Tableaux 6 et 7.

72




Tableau 6 : résultats de concentration (unités spécifiées dans le tableau) des isoméres a- et y-HBCD rapportés dans la littérature chez la souris, le rat et I'oiseau exposés
oralement a ces molécules, partie |

Voi
Espece . ° e. . Dose(s) Durée Isomeére | Unités Résultats D'autres résultats Référence
d'exposition
Concentration plus élevée dans le tiss
3,10,30 et - . . Tissu adipeux > . ; . P v 1554
1 1administration unique, . adipeux et le foie pour les doses de 30 et de
100 mg kg . Foie >= Peau > 1
dosage 4 j plus tard 100 mg kg *, et dans la peau et le muscle pour
PV Muscle = Sang B
9% de la la dose de 100 mg kg (Szabo et
Souris
urt dose al., 2011a)
.1 1administration par jour Concentrations plus élevées dans plusieurs tissus (tissu adipeux,
3 mgkg . . R N . . s
Orale PV pendant 10 jours, dosage = a-HBCD foie, sang, muscle) aprés une série d'administrations répétées
4 jplus tard qu'aprés une administration unique a la méme dose
. . Les concentrations en ng g‘1 poids frais
. -1 - . . 1 Tissu adipeux > , . '
Souris en 3 mgkg 1 administration unique, ngg . mesurées chez la souris en croissance sont (Szabo et
. . Foie > Peau > L. .
croissance PV dosage 4 j plus tard MF plus élevées que chez la souris adulte (Szabo = al., 2011b)
Sang > Muscle
2011 a)
3,10, 30 et 1 administration unique Foie > Peau >
100 mg kg‘1 dosage 4 i plus tar?:i ’ Muscle = Sang > Pas d'influence de la dose
PV geslp Tissu adipeux
Souris % de la (Szabo et
o . dose . N .. al,2010)
3 me ket 1 administration par jour Concentration dans le sang et le tissu adipeux plus élevée apres
§X8 pendant 10 jours, dosage administration répétée qu'apres administration unique. Pas de
Orale PV . y-HBCD ey .
4 jplus tard différences dans les autres tissus.
. . Les concentrations en ng g"1 poids frais
. -1 - . . 1 Tissu adipeux > ) . '
Souris en 3 mgkg 1 administration unique, ngg Foie > Muscle = mesurées chez la souris en croissance sont (Szabo et
croissance PV dosage 4 j plus tard MF plus élevées que chez la souris adulte (Szabo = al., 2011b)

Sang > Peau 2010)
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Tableau 7 : résultats de concentration (unités spécifiées dans le tableau) des isomeéres a-, 8- et y-HBCD rapportés dans la littérature chez la souris, le rat et I'oiseau

exposés oralement a ces molécules, partie Il

Voi
Espeéce , 0|e. . Dose(s) Durée Isomeére Unités Résultats D'autres résultats Référence
d'exposition
Infl I d
1 administration Tissu adipeux > " ue.nce dela do§e an§
3,30et 100 . . concentration dans le tissu adipeux:
1 unique, dosage 1j plus Peau = Muscle .
mg kg~ PV . plus élevée aux doses 30 et 100 mg
tard > Foie > Sang kg'l
0,
Souris Orale B-HBCD % de la . L . ) (Sanders et
L dose | Concentrations plus élevées dans tous les tissus, excepté = al., 2013)
1 administration par R o _ .
1 . . le muscle, 24 h apres une série d'administrations
3mgkg PV | jour pendant4 jours, s e . . . R .
. répétées qu'apres une administration unique a la méme
dosage 1 j plus tard
dose
. . . Tissu adipeux > . .
3 mgde l'un 1 administration a1 . Accumulation plus importante
. N . . ngg Peau > Foie > . . B} .
des isoméres = unique, dosage 4 j plus = a-, B- ou y-HBCD (concentration plus élevée) de I'a- >y-  (Hakk, 2016)
1 MF Muscle >
kg~ PV tard > B-HBCD
Plasma
Rat Orale Stabilisation de la concentration d'a-
0,3;1,3,10, , .
- , . Mélange 1 . . et de y-HBCD dans les tissus pour des (Van der
30, 100 et Période d'exposition de . ngg Tissu adipeux > 1
200 me ke 28-33 iours technique (81% MG Foie doses en dessus de 30 mg kg . Ven et al.,
P\f & J de y-HBCD) Concentrations plus élevées chez la 2006)
femelle que chez le male.
21 jours d'exposition et Mélange
Oiseau Orale 51 e it J 25 'ourz de technique (13,11 ng g'1 Tissu adipeux > Prédominance d'a-HBCD dans les (Letcher et
(Crécerelle) He) , ) o et76% d’a-, de B- MG Foie > Plasma tissus (a- > y- > B-HBCD) al., 2015)
décontamination
et de y-HBCD)
Gras abdominal Plateau de concentration maximale
Poule Orale 70 ng kg':L PV | 21jd'exposition et 18] _HBCD ng g':L > iaune d'ceuf > atteint dans le foie et dans le jaune (Fournier et
pondeuse j"1 de décontamination Y MG J d'ceuf, pas atteint dans le gras al., 2012a)

foie

abdominal
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Ces résultats mettent en évidence que pour les différents isomeres et especes étudiées, le
tissu adipeux présente généralement les concentrations les plus élevées de ces molécules, et
cela pour toutes les unités de mesure (ng g* MF, % de la dose et ng g* MG) utilisées.
Seulement I'étude de Szabo et al. (2010) chez des souris adultes rapporte des concentrations

de y-HBCD moins élevées dans le gras abdominal que dans d’autres tissus.

Les résultats chez I'oiseau, précisément chez des crécerelles montrent des concentrations
d’HBCD total dans le tissu adipeux (ng g MG) environ 3 fois plus élevées que celles
mesurées dans le foie et environ 10 fois plus élevées que les concentrations mesurées dans
le plasma (Letcher et al., 2015). Chez la poule pondeuse, I'exposition au y-HBCD a donné lieu
a une accumulation préférentielle de cet isomére dans le gras abdominal, ou sa
concentration (ng g MG™) a augmenté presque linéairement pour atteindre environ 0,5 ng g
MG’ a la fin de la période d’exposition (Fournier et al., 2012a). Selon cette étude, la
concentration de y-HBCD dans le jaune d’ceuf a atteint un plateau a environ 0,36 ng g MG™ a
partir de 10 jours d’exposition. Dans le foie, un plateau a environ 0,2 ng g MG a été atteint
a partir de 4 jours d’exposition. Le plateau de concentration maximal de 'HBCD est atteint
dans le jaune d’ceuf et dans le foie, tandis que dans le gras abdominal le plateau n’est pas
atteint. La concentration plus élevée de la molécule dans le tissu adipeux que dans les autres
tissus s’explique par la teneur en lipides tres élevée de ce tissu et par conséquence une
partition prioritaire de la molécule dans celui-ci. Le temps nécessaire d’exposition plus long
pour rapprocher I'équilibre dans ce tissu que dans d’autres pourrait s’expliquer également
par le volume élevé de lipides dans ce tissu, qui lui permet de stocker de plus grandes
quantités (ng) d’HBCD que dans les autres tissus avant d’atteindre la concentration

d’équilibre, ainsi qu’au débit sanguin plus bas de ce tissu.

Il est intéressant de comparer les concentrations de chaque isomére (ng g* MF) mesurées
par trois études chez la souris adulte pour avoir une idée du degré d’accumulation plus
important de I'un ou I'autre isomeére. Cette comparaison entraine un effet étude mais elle
semble pertinente comme approximation du fait de I'utilisation du méme type d’animaux
(souris femelles de souche C57BL/6, 20 g de PV), méme doses et durées d’exposition pour
les valeurs comparées (1 administration unique a 3 mg kg™ PV, dosage 4 jours plus tard) et
unités de mesure (ng g MF). Cette comparaison permet de calculer un ratio de
concentrations y/B qui oscille entre 0,9 et 1,7 dans les différents tissus (excepté le gras
abdominal, avec un rapport de 0,05). Au contraire, le ratio de concentrations o/(B+y)
présente une valeur de 23 a 33 dans les différents tissus, voire de 106 dans le sang. Cette
comparaison permet de conclure a une accumulation plus importante de I'a-HBCD que des

autres isomeres. Ce constat est confirmé par les résultats chez le rat (Hakk, 2016) et chez
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I'oiseau (Letcher et al., 2015), qui mettent en évidence une accumulation plus importante de

I’a-HBCD en comparaison avec les isomeres B- et y-HBCD.

Le nombre d’administrations (unique vs. répétée pendant plusieurs jours) influence les
concentrations (en % de la dose) d’a- et de B-HBCD chez la souris, lesquelles augmentent
dans la plupart des tissus apres exposition répétée (Sanders et al., 2013; Szabo et al., 2011a).
Quant au y-HBCD, la concentration dans la plupart des tissus n’est pas significativement
différente de celle observée apres une exposition unique ; elle est augmentée uniquement
dans le sang et dans le gras abdominal (Szabo et al., 2010). Cela peut étre expliqué en partie
par la relation entre le délai depuis la derniere administration jusqu’a la prise d’échantillons
et le temps de demi-vie estimé par ces mémes études pour chaque isomere. Ainsi, il semble
difficile de pouvoir observer un effet d’accumulation par administrations répétées de
I'isomere y-HBCD 4 jours apres I'administration de la derniere dose, compte tenu que le t1/;
de cet isomere est inférieur a 4 jours dans la plupart des tissus. A l'inverse, on peut
s’attendre a observer un effet d’accumulation pour les isomeres a- et -, pour lesquels le ty/;

est tres supérieur au délai de 4 et 1 jours respectivement dans certains tissus.

Pour le y-HBCD, les résultats obtenus chez des souris en croissance et chez des souris adultes
sont différents au niveau de la hiérarchie des tissus et de la grandeur des concentrations
atteintes dans I'ensemble des tissus, significativement plus élevées chez la souris en
croissance que chez I'adulte (Szabo et al., 2010; Szabo et al.,, 2011b). Parmi les facteurs
pouvant provoquer ces différences selon le stade physiologique, les auteurs suggerent des
différences dans I’absorption digestive, dans la composition tissulaire, ou dans le

métabolisme des xénobiotiques selon le stade de maturité de I’'animal (Szabo et al., 2011b).

Chez le rat on rapporte un effet du sexe, avec des concentrations dans le foie de I'ordre de
5,2 fois plus élevées chez les femelles que chez les males a toutes les doses testées (Van der
Ven et al., 2006). Des différences sont rapportées entre les sexes au niveau du métabolisme
de la molécule qui suggerent un métabolisme plus important chez la femelle que chez le
male (2.2.3.3.1, 2.2.3.3.4), ce qui est contradictoire avec des concentrations plus élevées
dans les tissus chez la femelle. Ainsi, ces différences dans les concentrations entre les sexes

pourraient s’expliquer plutot par des différences physiologiques de composition corporelle.

Des effets de la dose et/ou du type d’administration sont également mis en évidence chez la
souris pour les trois isoméres et notamment I'a- et le B-HBCD (Sanders et al., 2013; Szabo et
al., 2011a), et chez le rat pour les isomeéres a- et y-HBCD (Van der Ven et al., 2006). Ces
différences s’expliquent par des différences de métabolisme des différents isomeres et

seront analysées ci-dessous (2.2.3.3).
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Une accumulation préférentielle des isomeéres a-, B- et y-HBCD dans le tissu adipeux a été
rapportée par différents études chez la souris, le rat et 'oiseau, ce qui s’explique par la
teneur en lipides tres élevée de ce tissu. Chez la poule pondeuse exposée au y-HBCD, la
hiérarchie des tissus est: gras abdominal > jaune d’ceuf > foie. Le temps d’exposition
nécessaire a I'atteinte de I’équilibre dans le gras abdominal est plus long que dans d’autres
tissus. Une influence du nombre d’administrations de la dose (administration unique vs.
répétée) a été observée pour I'a- et le B-HBCD dans la plupart des tissus, et n’a pas été
montrée pour le y-HBCD. Cela semble lié au t;;, de chaque isomere et au délai entre la
derniere administration et la prise d’échantillons. L'isomeére a- présente une accumulation
plus importante dans les tissus en comparaison avec les isomeres B- et y-HBCD.

Le stade physiologique (animal en croissance>adulte) et le sexe (femelle>male) présentent
une influence sur la concentration dans les tissus et la charge corporelle d’"HBCD chez la

souris et le rat respectivement. Des effets de la dose sont également rapportés.

2.2.3.3 Meétabolisme et excrétion

La « clairance » d’une molécule (Lj* ou L kg™ PV j?) représente son taux d’élimination total
depuis I'ensemble des voies d’élimination de I'organisme. Ce concept fait référence au
volume de sang ou de plasma qui est totalement épuré de la molécule par unité de temps
(Benet et al., 1996). Les deux mécanismes principaux de « clairance » ou d’élimination d’un

xénobiotique depuis I'organisme sont le métabolisme et I'excrétion (Renwick, 2001).

2.2.3.3.1 Métabolisme hépatique de ’'HBCD par le cytochrome P450

L’objectif principal du métabolisme des xénobiotiques lipophiles est de convertir des
molécules non polaires et difficilement excrétées en des molécules hydrophiles et polaires,
facilement excrétées (Hutchinson et al., 2014), le foie étant le principal organe en charge de
ce métabolisme. Pour cela, différentes réactions ont lieu qui peuvent étre classées en a) des
réactions enzymatiques de Phase | (addition ou exposition des groupes fonctionnels —OH, -
SH, -NH, ou —COOH) et b) des réactions de Phase Il (conjugaison d’un xénobiotique avec de
grandes molécules polaires). En plus, certaines molécules ou leurs métabolites peuvent étre
éliminés depuis les cellules chargées du métabolisme par des transporteurs spécifiques
(« Phase Il »). Les réactions métaboliques de phase | sur des xénobiotiques lipophiles sont
souvent menées par des mono-oxygénases microsomales du cytochrome P450 (Hutchinson

et al.,, 2014). Le cytochrome P450 est une famille d’enzymes présente dans la plupart des
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tissus et principalement dans le foie, chargées de métaboliser les xénobiotiques (Olsen et al.,
2015).

Une capacité de métabolisme de I'HBCD plus importante dans le foie que dans d’autres
tissus est mise en évidence chez le poisson par I'étude de Haukas et al. (2009). Ces auteurs
ont mesuré les concentrations des isomeéres a-, B- et y-HBCD (ug g* MG) dans le foie et dans
le muscle 48 h et 21 jours aprés exposition. La concentration d’HBCD total aprés 48 h était
plus élevée dans le foie que dans le muscle pour les isomeres a- et y- et présentait la méme
tendance (foie>muscle) pour le B-HBCD. La concentration des trois isoméres diminuait dans
le foie avec le temps, tandis qu’elle ne variait pas dans le muscle. Aprés 21 jours, la
concentration de y-HBCD était plus élevée dans le muscle que dans le foie et présentait la
méme tendance (muscle>foie) pour les autres isomeres. Les auteurs ont attribué cette
persistance dans le muscle a une activité métabolique et une irrigation inférieures de ce
tissu par rapport au foie. Une modification des proportions relatives des différents isomeéres,
avec une diminution de la proportion de B-HBCD pendant le temps de |’expérimentation
dans le muscle suggere en effet une certaine capacité de ce tissu de métaboliser la molécule,

ce qui est cohérent avec I'ubiquité du cytochrome P450 dans I'organisme.

Les activités enzymatiques du cytochrome P450 ont été étudiées chez des rats exposés par
voie orale a différentes doses d’HBCD total (0,3 a 200 mg kg PV' j%) pendant 28 jours
(Germer et al.,, 2006). Les microsomes et 'ARNm hépatiques ont été analysés pour
détermination des niveaux et des activités enzymatiques du cytochrome P450. L’exposition a
la molécule provoque une surexpression de I’ARNm et une augmentation des niveaux de
protéines de deux des trois cytochromes étudiés, ainsi que de deux des trois activités
enzymatiques étudiées (précisément des activités dépentylase et débenzylase). Les auteurs
suggerent que cela peut provoquer des altérations du métabolisme hormonal. La dose
d’exposition et le sexe présentent un effet significatif sur ces parameétres, avec une
activation du métabolisme a des doses élevées, plus importante chez la femelle que chez le
male. Dans le méme sens, les résultats de Van der Ven (2006) mettent en évidence un ratio
y/a moins élevé chez la femelle que chez le male pour les deux doses les plus élevées (100 et
200 mg kg™ PV), ce qui suggére, en accord avec les résultats de Germer et al. (2006), un
métabolisme plus important chez la femelle que chez le male aux doses testées les plus
élevées (2.2.3.3.4).

Chez la volaille, des hépatocytes d’embryon de poulet ont été exposés soit a un mélange
technique d’HBCD soit a I'isomére a-HBCD isolé (Crump et al., 2008). Ces auteurs ont étudié
I’effet de ces contaminants sur des enzymes métaboliques de phase |, plus spécifiguement
les cytochromes CYP2H1 et CYP3A37 (chargés du métabolisme oxydatif) et sur I'enzyme

métabolique de phase Il UGT1A9 (il s’agit d’une uridine-glucoronosyl-transferase). Sur les
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doses d’exposition les plus élevées (généralement >1 uM), ces auteurs ont observé une
surexpression de 'ARNm des trois enzymes par I'HBCD. Plus spécifiquement, les deux
cytochromes sont induits par les deux traitements d’HBCD. L'UGT1A9 est induit par 'a-
HBCD. D’ailleurs, I'expression d’autres protéines liées a Iactivité des hormones
thyroidiennes et au métabolisme lipidique, précisément le facteur de transcription THRSP14-
a et la protéine L-FABP, est réduite de fagon significative apres exposition a ’'HBCD. Cela est

cohérent avec la toxicité de I’'HBCD sur la fonction thyroidienne (Marvin et al., 2011).

Les enzymes du cytochrome P450 dans le foie réalisent le métabolisme de I'HBCD. Le foie
étant le principal tissu en charge du métabolisme de I'HBCD, une certaine capacité

métabolique d’autres tissus comme le muscle a été suggérée chez le poisson.

Une activation du cytochrome P450 dans le foie a été mise en évidence chez le rat et le
poulet exposés a un mélange des trois isoméeres d’"HBCD et chez le poulet exposé a I'a-HBCD.
Un effet significatif de la dose (doses élevées>faibles doses) d’exposition et du sexe
(femelle>male) sur cette activation a été rapporté chez le rat. Un effet de la dose a été

rapporté également chez le poulet, avec une activation du métabolisme aux doses élevées.

2.2.3.3.2 Dose d’exposition

Certaines études ont mis en évidence un effet de la dose d’exposition sur la concentration

des différents isoméres dans les tissus chez différentes especes (Tableaux 6 et 7).

Ainsi, des études chez la souris ont mis en évidence un effet de la dose d’exposition sur la
concentration (exprimée en % dose) de I'a- et le B-HBCD dans certains tissus dont le tissu
adipeux, avec une augmentation de cette concentration aux doses les plus élevées (30 et
100 mg kg™* PV) (Sanders et al., 2013; Szabo et al., 2011a). Pour expliquer cette influence de
la dose observée pour les isomeéres a- et B-HBCD, les auteurs suggerent des phénomenes de
saturation de |’élimination aux doses les plus élevées (Sanders et al., 2013). Aucune
influence de la dose n’a été rapportée pour le y-HBCD chez la souris (Szabo et al., 2010).
Chez le rat, une influence de la dose sur la concentration d’a- et de y-HBCD a été rapportée
et se traduit dans ce cas en une stabilisation de la concentration dans les tissus (ng g* MG)
pour les doses les plus élevées (>30 mg kg PV) aprés exposition a un mélange technique
d’HBCD (Van der Ven et al., 2006). Transformés en % de la dose, ces résultats montrent une
diminution de la concentration pour les doses les plus élevées. Cela est cohérent avec une
activation du métabolisme chez le rat aux doses les plus élevées, ce que les auteurs
suggerent par ailleurs en vue de la diminution du ratio y/a aux plus hautes doses (2.2.3.3.4).

Une activation du métabolisme hépatique par le cytochrome P450 a des doses élevées
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d’HBCD total a en effet été mise en évidence in vitro chez le rat (Germer et al., 2006) et chez
le poulet (Crump et al., 2008) (2.2.3.3.1).

Chez le poisson, I'EA et le BMF des différents isoméres présentent des valeurs plus élevées
chez les animaux exposés a la dose basse en comparaison avec ceux exposés a la dose
élevée de I'isomere correspondant (Tableaux 14 et 15) (Du et al., 2013; Du et al., 2012). La
valeur de I'EA et du BMF dépendent de I'ensemble des étapes ADME. Ces résultats chez le
poisson contradictoires avec les résultats obtenus chez la souris mais dans le méme sens que
ceux rapportés chez le rat ou le poulet, suggerent des phénoménes d’induction du

métabolisme aux doses élevées.

L’ensemble de ces résultats permet de conclure a des différences inter-espéces au niveau

des phénomenes d’induction et de saturation du métabolisme.

Certaines études ont mis en évidence un effet de la dose d’exposition sur la concentration
dans les tissus, I'efficacité d’assimilation ou les facteurs de bioaccumulation des différents
isoméres. Des phénomeénes de saturation de I'élimination ont été suggérés pour des doses
élevées d’a- et de B-HBCD chez la souris. Au contraire, des résultats pour les différents
isomeres chez le rat, le poulet et le poisson font penser a des phénomeénes d’induction du
métabolisme chez ces especes pour des doses élevées d’exposition. Ces résultats soulignent

des différences inter-especes dans le devenir de la molécule chez I'animal.

2.2.3.3.3 Voies du métabolisme de ’HBCD

Plusieurs auteurs ont déterminé les voies métaboliques et identifié les métabolites
résultants chez I'animal aprés exposition a des isomeres de I'HBCD, soit in vivo chez des
rongeurs (Brandsma et al., 2009; Hakk, 2016; Hakk et al., 2012; Sanders et al., 2013; Szabo et
al., 2010; Szabo et al., 2011a; Van der Ven et al., 2006), chez des poissons (Du et al., 2012;
Law et al.,, 2006; Luo et al.,, 2013; Zhang et al., 2014) et chez la volaille (Fournier et al.,
2012a), soit in vitro sur des fractions hépatiques de mammiféres et/ou de poissons (Abdallah
et al., 2014; Esslinger et al., 2011; Zegers et al., 2005). Il s’agit d’identifier dans les matrices
analysées la molécule présente sous forme non transformée (« molécule originelle »), des
isomeéres résultants de la bioisomérisation ou d’autres métabolites. Cela permet d’identifier

les voies de métabolisme subies par chaque isomeére dans I'organisme.

Les résultats de différentes études ayant identifié les métabolites résultants d’une
exposition a un mélange d’isomeéres a-, B- et y-HBCD sont présentés dans le Tableau 8. Ces

résultats sont organisés par voie de métabolisme et par espéce.

80




Tableau 8 : voies de métabolisme mises en évidence et métabolites identifiés a partir d’une exposition a un mélange d’isoméres d’HBCD chez différentes espéces

Voies de

Voie

Tissus

, . Espéce , . Dose(s) Durée , Métabolites/produits résultants Références
métabolisme d'exposition analysés
. . Métabolit hyd lés. D
. Non spécifiée, 16 j d'exposition et .e ,a olites monony r,oxy es_ es
. Poisson (Astronotus , . . différences dans les métabolites (Luo et al.,
Hydroxylation Orale prédominance 20 j de Corps . o R
ocellatus) , N identifiés pour les deux espéces de 2013)
de y-HBCD décontamination . e i . .
poisson étudiées (proie et prédateur).
Etude in vitro sur des Incubation des Pentabromocyclododécene (PBCDe) et
. P trois isomeéres 1et 10 uM de . . tetrabromocyclododécadiene (TBCD) ; (Abdallah et
fractions hépatiques . . . 60 min Foie i . .
avec les fractions | chaque isomere métabolites monohydroxylés du PBCDe  al., 2014)
S9* de rat (o
hépatiques et du TBCD
30 et de 100 mg ' TIS'SU Métabolites monohydroxylles du PBCDe
. ) 1 28 jours adipeux, et du tetrabromocyclododécene (TBCDe) | (Brandsma
Hydroxylation et Rat Orale d’HBCD kg PV , . , . . X
. - -1 d'exposition muscle et | ; métabolites mono- et di-hydroxylés de | et al., 2009)
débromination j ,
foie I'HBCD.
Etude in vitro sur des .
fractions hépatiques Incubation des
. patiq trois isomeéres let10 uM de . . PBCDe et TBCD ; métabolites (Abdallah et
S9* de poisson . . . 60 min Foie i
avec les fractions | chaque isomeére monohydroxylés du PBCDe al., 2014)
(Oncorhynchus hépatiques
myKkiss) patiq
Etude in vitro sur des .
fractions hépatiques Incubation des
59* de poisson trois isomeres let10 L:ll\/l d(\e 60 min Foie 5-HBCD (Abdallah et
avec les fractions ' chaque isomere al., 2014)
(Oncorhynchus o
. hépatiques
o mykiss)
Isomérisation
 pis - .. Isomérisation du y- en a-HBCD confirmée
. Non spécifiée, 16 j d'exposition et . s
Poisson (Astronotus Orale rédominance 20 de Coros par une augmentation de la quantité d'a- ' (Luo et al.,
ocellatus) P J P HBCD dans le corps pendant la 2013)

de y-HBCD

décontamination

décontamination

81




Ces études mettent en évidence plusieurs voies de métabolisme de I’'HBCD chez le rat et le
poisson exposés a un mélange d’HBCD total. L’hydroxylation a été observée chez deux
especes de poisson (proie et prédateur) par identification de métabolites mono-hydroxylés
chez ces animaux. Les métabolites identifiés étant différents pour les deux espeéces, ces
résultats confirment des différences inter-especes dans les voies du métabolisme subies par
I’'HBCD (Luo et al., 2013). L'isomérisation du y-HBCD était fortement suggérée par les
résultats de Luo et al. (2013) chez le poisson. Précisément, chez le poisson prédateur exposé
majoritairement a I'isomere y-, la quantité d’a-HBCD augmentait entre le début et la fin de la
décontamination. La voie métabolique de I'isomérisation a été également mise en évidence
sur des fractions hépatiques de truite par la formation de I'isomére 6-, non présent dans le
mélange d’incubation initial (Abdallah et al., 2014). Les résultats de cette étude chez le rat et
chez la truite montrent la formation de cing métabolites obtenus par débromination, plus
spécifiguement des isomeres du pentabromocyclododecene (PBCDe) et du
tetrabromocyclododécadiene (TBCD). Des métabolites obtenus par hydroxylation ont été
identifiés également, plus spécifiquement 4 métabolites mono-hydroxylés et 2 métabolites
di-hydroxylés de I'HBCD, ainsi que des métabolites mono-hydroxylés du PBCDe et du TBCD,
ce dernier uniquement sur les fractions S9 du rat. Les fractions S9 sont des préparations
réalisées a partir d’extraits du foie avec I'objectif d’analyser in vitro le métabolisme des
xénobiotiques. En effet, ces fractions contiennent du cytochrome P450 (Ryu et al., 2006). Il
est rapporté un niveau de métabolites produits de I'ordre de 6-9 fois plus élevé sur les
fractions hépatiques du rat que sur les fractions hépatiques de la truite. Cette
métabolisation plus élevée chez le rat semble donc expliquer la différence des t;/; estimés
chez les deux especes dans cette étude, ce t;/, étant de I'ordre de 6-8 fois plus long chez la
truite en comparaison avec le rat. Les voies métaboliques de débromination et
d’hydroxylation ont été également mises en évidence in vivo chez des rats (Brandsma et al.,
2009), par identification du PBCDe et de métabolites mono- et di-hydroxylés de 'HBCD. Des
métabolites résultants d’'une combinaison de ces deux voies métaboliques ont été

également identifiés, précisément des métabolites mono-hydroxylés du PBCDe et du TBCD.

D’autres études ont étudié les voies de métabolisme suivies individuellement par 'un ou
I'autre isomere d’HBCD. Il s’agit de deux études in vitro (Esslinger et al., 2011; Zegers et al.,
2005) et des études in vivo chez le rongeur (Hakk, 2016; Hakk et al., 2012; Sanders et al.,
2013; Szabo et al., 2010; Szabo et al., 2011a), le poisson (Du et al., 2013; Du et al., 2012; Law
et al.,, 2006; Zhang et al.,, 2014) et I'oiseau (Fournier et al., 2012a). Tous les résultats
concernant les voies de métabolisme organisés par isomere, par voie de métabolisme, puis
par espéce et tissu sont présentés de facon résumée pour I'a-, le B- et le y-HBCD sur les
Tableaux 9 a 12.
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Tableau 9 : voies de métabolisme mises en évidence et métabolites identifiés a partir d’une exposition a I'a-HBCD chez différentes espéeces

Métabolites/produits

B Références
résultants

Voies de métabolisme | Espéce Voie d'exposition Dose(s) Durée Tissus analysés

3 mg de I'un des Métabolites

Orale isomeéres kg‘1 1 administration unique Foie, feces . (Hakk, 2016)
monohydroxylés

PV
Rat ncubation de 'un d
'ncu \a lon de fun des . . . Métabolites mono- et di-  (Esslinger et
isomeéres avec les 0,062 0,95 uM 50 min Foie ,
. . hydroxylés al., 2011)
Hydroxylation microsomes
3 mgde l'un des L . . . . . .
. . N 1 1 administration unique, 4  Féces, foie, tissu = Métabolite mono- (Hakk et al.,
Souris | Orale isomeres kg . , o . X
PV jours de décontamination  adipeux hydroxylé 2012)
Hydroxylation et . 0,1oulpugkg” 42jd'exposition et 21 de . Métabolite (Du et al.,
. o P Oral . ) - C t . .
débromination oisson | Urale PVj ! décontamination orps entler monohydroxy-dibromé 2012)
e , . , -, Branchies,
. - . Exposition dans I'eau A 30 jours d'exposition et 30 N . . . (Zhang et al.,
Débromination Poisson - 1ngmL . , L visceres, Plusieurs métabolites
(milieu) jours de décontamination 2014)
muscles, peau
Conjugaison avec des 3 mg de ['un des
IUE Rat Orale isoméres kg 1 administration unique Urine Plusieurs métabolites (Hakk, 2016)
groupements complexes PV
- \ pis Bile, sérum, , . . Szabo et al,,
n.r. Souris | Orale 3 mgkg tpv non spécifié ! ’ Métabolites polaires (52

urine, foie, feces 2011a)

n.r.: non renseigné
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Tableau 10 : voies de métabolisme mises en évidence et métabolites identifiés a partir d’'une exposition au B-HBCD chez différentes especes

Voie

Métabolites/produits

Voies de métabolisme  Espece |, .. Dose(s) Durée Tissus analysés , Références
d'exposition résultants
. -1 - . . Féces, gras (Sanders et
Souris  Orale 3mgkg PV 1 administration unique abdorminal a- et y-HBCD al,, 2013)
Rat Orale 3 mg\de : un_ldes 1 administration unique Féces a- et y-HBCD (Hakk, 2016)
isomeéres kg~ PV
Isomérisation 1.1 56 j d'exposition et 112 j de . (Law et al.,
Oral 0,10 kg PV , - F t I - et y-HBCD
raie O UEKE ] décontamination o€ et muscle a-ety 2006)
Poisson B hi
Exposition dans 1 30 jours d'exposition et 30 lrar}c €S, (Zzhang et al.,
\ s 1ngmL . . L visceres, a-HBCD
I'eau (milieu) jours de décontamination 2014)
muscles, peau
3 mgdel'un des - . . R . . .
Orale . R 1 1 administration unique Feces Plusieurs métabolites (Hakk, 2016)
isomeres kg = PV
Rat Incubation d'
_ncu \a lon dun 2 uM de chaque . . Métabolites mono- (Zegers et al.,
. isomere avec les | . R 90 min Foie ,
Hydroxylation . isomére hydroxylés 2005)
microsomes
Incubation d'un , .
. . 2 uM de chaque . . Métabolites mono- (Zegers et al.,
Phoque isomere avec les . R 90 min Foie .
. isomeére hydroxylés 2005)
microsomes
Hydroxylation et . 1., .1 42jd'exposition et 21jde . Métabolite monohydroxy- (Du et al.,
. - P Oral 0,1oulpgkg PV ] - C t . ,
débromination olsson | Urale ou L HEXE 1" décontamination Orps entier dibromé 2012)
3 del'und . . . .
Rat Orale . mg‘ € un—l es 1 administration unique Feces Plusieurs métabolites (Hakk, 2016)
isomeres kg~ PV
Débromination . . . Branchies, , .
. Exposition dans a1 30 jours d'expositionet 30 . | TBCD, d'autres métabolites  (Zhanget al.,
Poisson |, - 1ngmL . . . visceres, . .
I'eau (milieu) jours de décontamination tetra- et tri-bromés 2014)
muscles, peau
. 3 mg de l'un des . . . . . ) .
Oxydation Rat Orale . N 1 1 administration unique Feces Plusieurs métabolites (Hakk, 2016)
isomeéres kg~ PV
Conjugaison avec des .
3 del'und . . Dib thyl
groupements Rat Orale . mg‘ e un_l es 1 administration unique Feces, urine foromomethy (Hakk, 2016)
complexes isomeres kg = PV mercapturate
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Tableau 11 : voies de métabolisme mises en évidence et métabolites identifiés a partir d’'une exposition au y-HBCD chez différentes espéces (1ére partie)

Voies de
métabolisme

Espece Voie d'exposition Dose(s)

Durée

Tissus analysés

Métabolites/produits
résultants

Références

21 j d'exposition et 18 j de

Foie, gras

(Fournier et al.,

Poule  Oral 70 ng kg PV j* . -HBCD
oule rale ng ke ) décontamination abdominal, ceuf « 2012a)
3 mg de l'un des - . . R
Rat Orale . . 1 1 administration unique Féces a- et B-HBCD (Hakk, 2016)
isomeres kg~ PV
. 3 mgde l'un des 1 administration unique, 4 R . (Hakk et al.,
Souris | Orale isoméres kg’ PV jours de décontamination Féces et foie o- et B-HBCD 2012)
Isomérisation g g ( I
1.1 56 j d'exposition et 112 j de . Law et al.,
0,10 g kg PV décontamination Foie et muscle 2006)
Orale
1..,.-1 | 42jd'exposition et 21 jde . (Du et al.,
Poisson 0,10oulpgkg PV]j décontamination Corps entier a-HBCD 2012)
Exposition dans 1 30 jours d'exposition et 30 Branchies, visceres, (Zhang et al.,
\ - 1ngmL . , L.
I'eau (milieu) jours de décontamination muscles, peau 2014)
3 mgde l'un des - . . R . )} .
Orale . R 1 1 administration unique Feces Plusieurs métabolites (Hakk, 2016)
isomeéres kg~ PV
Rat Incubation de 0,06 2 0,95 UM 50 min Metabolljces mono- et di- (Esslinger et al.,
Hvdroxd I'un des isomeres Foie hydroxylés 2011)
ti
yaroxylation avec les 2 uM de chaque 90 min Métabolites mono- (zegers et al.,
microsomes isomere hydroxylés 2005)
Incubation d'un . .
Phoque  isomére avec les 2 UM de chaque 90 min Foie Métabolites mono- (Zegers et al.,

microsomes

isomere

hydroxylés

2005)
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Tableau 12 : voies de métabolisme mises en évidence et métabolites identifiés a partir d’'une exposition au y-HBCD chez différentes espéces (2éme partie)

Métabolites/produits

Voies de métabolisme Espéce Voie d'exposition Dose(s) Durée Tissus analysés , Références
résultants
Orale 3 mgdel'un des 1 administration unique, 4 Féces, foie, tissu = Métabolites debrominés (Hakk et al.,
isomeéres kg‘1 PV jours de décontamination | adipeux mono- et di-hydroxylés 2012)
Hydroxylation et
débromination
1..,.1 | 42jd'exposition et 21 j de . Métabolite monohydroxy- (Du et al.,
Orale O1oulpgke PVj décontamination Corps entier dibromé 2012)
3 del'und . . . Feces, ti . , .
Orale . mg\ € un_l es 1 administration unique e'ces 1ssu Plusieurs métabolites (Hakk, 2016)
isomeéres kg~ PV adipeux
Débromination
, . . . Branchies, , , .
Exposition dans 1 30 jours d'exposition et 30 . ", TBCD, d'autres métabolites (zhanget al.,
\ s 1ngmL . . L visceres, . .
I'eau (milieu) jours de décontamination tetra- et tri-bromés 2014)
muscles, peau
. 3 mgdel'un des . . . R . , .
Oxydation Orale . R 1 1 administration unique Feces Plusieurs métabolites (Hakk, 2016)
isomeres kg~ PV
Conjugaison avec des 3 me de I'un des
groupements Orale . g\ 1 1 administration unique Féces, urine Plusieurs métabolites (Hakk, 2016)
isomeéres kg~ PV
complexes
Y pis  pis Bile, sérum, , . . Szabo et al.,
n.r Orale non spécifié non spécifié ! ’ Métabolites polaires (52

urine, foie, féces

2010)
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Les résultats des études compilés dans les tableaux précédents montrent différentes voies
de métabolisme des isomeres a-, B- et y-HBCD. Selon I'espéce, les trois isomeres peuvent
étre métabolisés par hydroxylation, débromination, une combinaison des deux voies
précédentes ou conjugaison avec des groupements complexes. Deux autres voies sont mises
en évidence pour les isomeres B- et y-HBCD, qui n’ont pas été mises en évidence pour |'a-
HBCD. Il s’agit de I'isomérisation et I’oxydation. Cette diversité de voies de métabolisme plus
importante pour les isomeres B- et y-HBCD que pour I'a-HBCD est cohérente avec une
persistance plus élevée de ce dernier, comme cela sera confirmé ci-dessous (2.2.3.3.4,
2.2.3.3.6). Ainsi chez les mammiféres, environ 51, 80 et 65% respectivement de I'a-, du B- et
du y-HBCD administrés par voie orale chez des rats était métabolisé dans les 4 jours suivant
cette exposition (Hakk, 2016). Par ailleurs des différences dans la forme de la molécule
(molécule mére, métabolites) sont évidentes en fonction de la matrice organique
considérée. Ainsi par exemple, dans l'urine chez le rat, tous les dérivés des molécules
administrées ont été retrouvés sous forme de métabolites polaires (Hakk, 2016). Egalement
chez la souris, dans les 24 h suivant une exposition au B-HBCD, la majorité de la molécule
présente dans 'urine s’est retrouvée sous forme de métabolites (Sanders et al., 2013). Selon
Szabo et al. (2010; 2011a), les molécules présentes dans la bile, dans le sérum et dans
I'urine apres exposition a I'a- et au y-HBCD consistent exclusivement en des métabolites
polaires. Par ailleurs la présence d’'un métabolite tetrabromé a été suggérée dans l'urine des

souris exposées au y-HBCD (Hakk et al., 2012).

Un métabolite monohydroxylé a été identifié dans les feces, dans le foie et dans le tissu
adipeux prélevés chez des souris exposées a I'isomeére a, ainsi que la molécule originelle
dans les feces et le foie (Hakk et al., 2012). Chez des souris exposées a I'a-HBCD, la
proportion de molécule non transformée dans le gras abdominal, dans le foie et dans les
feces est plus élevée que celle rapportée chez des animaux exposés aux autres isomeres
(Szabo et al., 2011a). Les contributions respectives d’a-HBCD non transformé ont été de 100,
62 et 34% respectivement dans le tissu adipeux, dans le foie et dans les feces, le reste de la

molécule présente dans ces matrices ayant été retrouvée sous forme de métabolites.

Ces proportions ont été respectivement de 92 ; 0,3 et 14% pour le B-HBCD (Sanders et al.,
2013). Selon cette étude, dans le foie la molécule se retrouve majoritairement sous forme de
métabolites. Dans le tissu adipeux, les isoméres a- et y-HBCD ont pu y étre mesurées
également. Dans les féces, environ la moitié de la molécule extraite est constituée de B-
HBCD non transformé et de y-HBCD résultant de la bioisomérisation, I'autre moitié

consistant en des métabolites (Sanders et al., 2013).

Pour le y-HBCD, la molécule non transformée dans le tissu adipeux, dans le foie et dans les

féces des souris exposées a cet isomere a représenté 84, 6 et 4% respectivement (Szabo et
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al., 2010). Dans ces deux derniers tissus les métabolites représentent respectivement 79 et
85% de la molécule présente. Entre 11 et 16% de la molécule se présente dans ces matrices
sous forme d’isomeres a et B, résultants de la bioisomérisation (Szabo et al., 2010). Une
autre étude chez des souris exposées au y-HBCD a identifié des dérivés mono- et di-
hydroxylés d’un métabolite pentabromé dans les féces, dans le foie ou dans le tissu adipeux
(Hakk et al., 2012). Dans le foie et les feces, ces auteurs ont identifié également la molécule

originelle (y-HBCD), les isoméres a- et f-HBCD dans les féces et le B-HBCD dans le foie.

Sur des microsomes de rat exposés aux isomeres a- et y-HBCD, entre 1 et 3 métabolites
mono-hydroxylés et entre 3 et 6 métabolites di-hydroxylés ont été identifiés (Esslinger et al.,
2011). L'ensemble des métabolites dérivé de chacune de ces molécules est caractéristique,
différent des métabolites dérivés des autres. Aucun métabolite du B-HBCD n’a été détecté
sur des microsomes exposés a cet isomere. Quatre métabolites mono-hydroxylés ont été
identifiés aprés incubation des isomeres B- et y-HBCD avec des microsomes de rat et de
phoque (Zegers et al., 2005). Chacun de ces isomeres a donné lieu a deux métabolites
différents. Ces isomeres ont produit également des métabolites brominés, pas caractérisés

mais en tout cas plus polaires que les molécules originelles.

Chez le poisson en croissance, la bioisomérisation du B-HBCD vers les autres isomeres et du
v-HBCD en a-HBCD a été mise en évidence (Law et al., 2006). La bioisomérisation du y- en a-
HBCD a également été mise en évidence par une autre étude chez des poissons (Du et al.,
2012). Ces auteurs ont détecté un métabolite assigné comme mono-hydroxy-dibromé chez
des poissons exposés a chaque isomeére a-, B- et y-HBCD. Une autre étude confirme la
bioisomérisation du B- et surtout du y-HBCD en a-HBCD chez le poisson (Zhang et al., 2014).
L’a-HBCD n’a pas subi d’isomérisation. La voie métabolique de débromination a été mise en
évidence  pour les trois isomeres, par identification notamment du

tetrabromocyclododécadiene (TBCD), ainsi que d’autres métabolites tetra- et tri-brominés.

Chez la volaille, la bioisomérisation du y-HBCD en a-HBCD a été mise en évidence (Fournier
et al., 2012a). 'a-HBCD néoformé était mesurable dans les différents tissus pendant
I’exposition et la décontamination. La concentration d’a-HBCD (ng g'1 MG) mesurée dans le
foie était proche de celle de I'isomere y- tout au long de I'exposition. Cependant le degré de
bioisomérisation du y-HBCD ingéré a été globalement faible. Ainsi les auteurs ont estimé
qgu’environ 0,2 ; 0,2 et 0,03% du y-HBCD ingéré était respectivement éliminé dans I'ceuf,

récupéré dans le gras abdominal et dans le foie, sous forme d’a-HBCD.
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Des différences entre les especes sont évidentes en termes de voies de métabolisation des
différents isomeéres et de capacité de métabolisation de I'HBCD. La production de
métabolites aprés exposition a un mélange d’HBCD était plusieurs fois plus élevée chez le rat

gue chez le poisson.

Une plus grande persistance, due a une faible métabolisation, de I'isomére a- par rapport
aux isomeres y- et B-HBCD a été mise en évidence chez des rongeurs, ce qui est cohérent
avec des voies de métabolisation plus diversifiées des isomeres y- et B- en comparaison avec
I'a-HBCD. Précisément, les voies d’hydroxylation, débromination et conjugaison avec des
groupements complexes ont été mises en évidence pour les trois isomeéres chez des
mammiféres et/ou des poissons. Les voies d’oxydation et d’isomérisation ont également été
confirmées pour le B- et le y-HBCD chez ces especes, ainsi qu’une faible isomérisation du y-

en a-HBCD chez la poule pondeuse.

2.2.3.3.4 Madifications du profil en isoméres de ’'HBCD

En lien avec la capacité de bioisomérisation des B- et y-HBCD en les autres isoméres, dont
I'a-HBCD, et la persistance plus élevée de ce dernier, plusieurs études ont montré, apres
exposition des animaux a un mélange d’HBCD total, une diminution du ratio y-/a-HBCD chez
I"animal en fonction de la durée d’expérimentation. Ces résultats sont présentés dans le
Tableau 13.
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Tableau 13 : ratio des proportions des isoméres y- et a-HBCD dans certains tissus et dans le corps entier (ratio y/a, sans unités ou %) mesuré par plusieurs études suite a

une exposition de I’'animal a ’'HBCD

Espéce , 0"? . Dose(s) Durée Isomeére Unités Tissus Résultats Référence
d'exposition
Le ratio y/a est passé de 8 dans la
L. , . , . matrice ingérée a 3 et 2 respectivement = (Van der
1 Période d'exposition =~ Mélange technique sans . .
Rat Orale 30 mg kg PV . ., Foie dans le foie chez les femelles et les Ven et al.,
de 28-33 jours (81% de y-HBCD) unités A o .
males. Diminution du ratio y/a avec 2006)
['augmentation de la dose d'exposition
La proportion d'a- et de y-HBCD passe
Poisson Non spécifiée, 16 j d'exposition et Mélange (70% de y- de 20 et 70% dans la proie a 30 et 63% (Luo et al
(Astronotus Orale prédominance 20jde HBCD, 20% d'a- et % Corps dans le prédateur en fin d'exposition et 2013) v
ocellatus) du y-HBCD décontamination 10% de B-HBCD) a 63 et 33% dans le prédateur en fin de
décontamination
Les isomeres a-, B- et y-HBCD
Poisson représentant 1, 4 et 95% de I’'HBCD (Haukas et
(Rainbow Orale 6 mg kg':L PV 15j Mélange technique % Corps total dans I'aliment, ils représentent
. al., 2009)
trout) respectivement 2, 12 et 86% dans le
corps quatre jours apres exposition
La proportion d'a-, B- et y-HBCD passe
21 iours d'exposition Mélange technique Tissu de 13, 11 et 76% dans la matrice
QOiseau 1 J . P (13, 11 et 76% adipeux, contaminée a 29, 7 et 64% dans le (Letcher et
, Orale 51ugj et 25 jours de . , % . . . .
(Crécerelle) décontamination respectivement d’a-, foie, plasma en fin d'exposition et a (71-81), = al., 2015)
de B- et de y-HBCD) plasma (1-3) et (18-26)% respectivement dans

le plasma en fin de décontamination
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Ainsi, chez des rats males et femelles exposés a un mélange d’HBCD, (Van der Ven et al.,
2006) une inversion du ratio y/a dans les tissus par rapport a la source d’exposition a été
observée. Précisément, ce ratio est passé d’environ 8 dans la matrice ingérée, a environ 3 et
2 respectivement dans les tissus chez les femelles et les males exposés a 30 mg kg™ PV j™. Ce
ratio diminue avec I'augmentation de la dose d’exposition et est inférieur a 1 pour la dose la
plus élevée d’exposition (0,4 et 0,9 respectivement chez les femelles et les males exposés a
200 mg kg PV |). Les auteurs ont suggéré que la variation de ce ratio avec la dose est due a
une activation du métabolisme chez le rat aux doses testées les plus élevées provoquant une

biotransformation plus élevée de I'isomeére y- en augmentant la dose.

Dans une chaine trophique aquatique, la contribution de I'a-HBCD a I'HBCD total a
augmenté en détriment notamment de I'isomere y-HBCD au long de cette chaine. Ainsi,
I'isomere y- représente environ 70% et I'isomeére a- entre 15 et 20% de I’"HBCD total dans
I'aliment ingéré par les proies et dans I'organisme des poissons proies. Chez le poisson
prédateur en fin d’exposition, le y-HBCD reste I'isomére majoritaire (63% de I'HBCD total),
I'a-HBCD vy représentant environ 30%. Le ratio y/a a diminué également avec le temps de
décontamination. Ainsi en fin de décontamination, les contributions du y- et de I'a-HBCD a
I’'HBCD total chez le poisson prédateur se sont inversées (environ 33 et 63%
respectivement). Ce changement du profil y/a a été attribué a la bioisomérisation du y-HBCD
en o-HBCD. Les auteurs ont estimé qu’environ 26% de I'HBCD total éliminé pendant la

décontamination, était éliminé par métabolisation dans I'organisme.

Chez le poisson également, Haukas et al. (2009) ont observé une légére modification du
profil des isoméres avec une augmentation de la contribution des isomeéres a- et B- a ’'HBCD
total en détriment du y-HBCD ; ainsi dans I’aliment contaminé les isomeres a-, B- et y-HBCD
représentaient 1, 4 et 95% de I'HBCD total, tandis qu’ils représentaient respectivement 2, 12

et 86% dans le corps quatre jours apres exposition.

Enfin cette inversion des proportion des isoméres a été confirmée aussi chez la crécerelle
(Letcher et al.,, 2015). Les proportions d’a-, de B- et de y-HBCD dans l'aliment étant
respectivement de 13, 11 et 76%, les proportions respectives dans le plasma a la fin de la
période d’exposition ont été de 29, 7 et 64% respectivement. La proportion d’a-HBCD a
augmenté par ailleurs avec la durée de I'expérimentation au détriment notamment du y-
HBCD. Ainsi, aprés la décontamination, les proportions de ces isoméres dans I'ensemble des
tissus ont été comprises entre 71 et 81% pour I'a-HBCD, entre 1 et 3% pour le B- et entre 18
et 26% pour le y-HBCD.
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Apres exposition de différentes especes (rongeur, poisson, oiseau) a des mélanges
d’isomeéres d’"HBCD, une inversion du ratio y/a a été constatée en montant le niveau dans la
chaine alimentaire et au sein d’'un animal avec le temps d’expérimentation. Chez le rat, une
influence de la dose d’exposition sur la valeur de ce ratio a été montrée. Ces résultats ont
été principalement attribués a la bioisomérisation du y- en a-HBCD et a la persistance plus
élevée de I'a-HBCD que du y-HBCD. Chez le rat, un effet du sexe sur ce ratio a été également

constaté, ce qui peut étre expliqué par des différences de métabolisme selon le sexe.

2.2.3.3.5 Efficacité d’assimilation, facteurs de biomagnification et de bioconcentration (BCF) de I'a-, le B-
et le y-HBCD.

Les Tableaux 14 et 15 présentent respectivement les valeurs d’efficacité d’assimilation (EA,
%) et de facteur de biomagnification (BMF, sans unités) ou de facteur de bioconcentration
cinétique (BCF, L kg) estimés par différentes études chez le poisson et chez la poule

pondeuse.
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Tableau 14 : efficacité d’assimilation (%) des isomeéres a-, B- et y-HBCD chez le poisson

Voie

Espéce , o Dose(s) Durée Isomére  Tissus Résultats D'autres résultats Référence
d'exposition
o .
oo e
v Influence de la dose : AE et
BMF plus élevés pour les (Du et al
Poisson'(Danio Orale O,l_lou 1 tlig Z'LZj d'el:xpositiqn et' 21 B-HBCD  Corps 34 et 48% reslpec'fivement pour 9oses basses. Pas 2013; Du ;t
rerio) kg™ PVj j de décontamination les doses élevée et basse d'influence du sexe. al,, 2012)
Comparaison des isoméres v
fa- > B->y-
30 et 41% respectivement pour a->pB->y-HBCD
y-HBCD .
les doses élevée et basse
013 g ke a-HBCD EA de 31%
PV~
Poisson 56 j d'exposition et
0,05 ug k ) L tal.,
(Oncorhynchus Orale IIlgl & 112 jde B-HBCD = Muscle EA de 41% - (Law et a
. PV™j , - 2006)
myKkiss) décontamination
0,10 ug k
A y-HBCD EA de 46%
PV~
Poisson (Salmo 1,96 ug kg | 56 d'exposition et 84 0 (Berntssen
salar) Orale pviit j de décontamination @-HBCD | Muscle EA de 31% et al, 2011)
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Tableau 15 : facteurs de bioaccumulation (BMF, sans unités) et facteurs de bioconcentration (BCF, L kg‘l) des isomeres a-, B- et y-HBCD chez le poisson

Espéce , ou? . Dose(s) Durée Isomére = Tissus Résultats D'autres résultats Référence
d'exposition
21 j d'exposition
Poule | el 4 g Jaune BMF de 0,4 et de 0,3 (Fournier et
Orale 70ng kg " PVj et 18 jde y-HBCD ’ ; .
pondeuse , d oguf, ' respectivement dans Ie' al,, 2012a)
décontamination foie jaune d’ceuf et dans le foie
BMF de 30 et 12
a-HBCD respectivement pour les
doses élevée et basse
Influence de la dose : AE et
P0|ss9n 0,10ulpgkg PV 42ijd ex905|t|on BMF de 12 et 7 BMF plus eIeves"pour lesdoses  (Du fet al.,
(Danio Orale 1 et21jde B-HBCD Corps respectivement pour les basses. Pas d'influence du 2013; Du et
rerio) décontamination doses élevée et basse sexe. Comparaison des al., 2012)
isomeres : a- > B->y-HBCD
y-HBCD BMF d’environ 8 pour les
deux doses
Poisson Exposition 30 jours BCF cinétique de I'a-HBCD
. P . (1 ng de chaque d'exposition et 30 a-, B-et = Muscle entre 25 et 31 fois plus (Zhang et al.,
(Cyprinus dans 'eau . A 1 . (o s . -
. . isomere) mL jours de y-HBCD | et peau @ élevé que celui des B- et y- 2014)
carpio) (milieu) HBCD

décontamination
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Ces résultats mettent en évidence des différences d’accumulation des différents isomeres
entre eux, une influence de I'espéce animale et de la dose dans certains cas. lls seront
analysés par groupe d’especes.

Ainsi, chez des poissons en croissance, Du et al. (2012 et 2013) rapportent des EA et des BMF
plus élevés pour I'a-HBCD que pour les isomeres B- et y-HBCD, qui présentent pour chaque
isomeére des valeurs différentes selon la dose d’exposition. Précisément, aux doses élevée et
basse respectivement, les EA ont été estimées a environ 41 et 55% pour I'a-HBCD, 34 et 48%
pour le B-HBCD, 30% et 41% pour le y-HBCD. Les facteurs de biomagnification ont été
estimés respectivement pour les doses élevée et basse a environ 30 et 12 pour I'a-HBCD, 12
et 7 pour le B-HBCD, environ 8 aux deux doses pour le y-HBCD (Du et al., 2012). Le sexe ne
présente pas d’influence significative sur I'accumulation des trois isomeres selon ces
auteurs. Ces auteurs ont comparé d’ailleurs les EA des énantiomeéres (+) et (-) de chaque
isomere. Les énantiomeéres sont des molécules qui présentent la méme formule chimique,
mais une configuration spatiale différente qui leur donne des propriétés optiques
différentes. Des différences entre les énantiomeéres (+) et (—) de chaque isomeére ont été
rapportées, I'énantiomére (+)a-HBCD présentant les efficacités d’assimilation les plus
élevées (Du et al., 2013). L’étude de Law et al. (2006) arrive a des conclusions différentes.
Les EA selon cette étude ont été plus bas pour I'isomere a- que pour les isomeres B- et y-
HBCD. Précisément, ces EA ont été estimées a environ 31, 41 et 46% respectivement pour
I'a-, le B- et le y-HBCD. Une EA de 31% a été estimée également par Berntssen et al. (2011)
chez des saumons en croissance. Enfin I'étude de Zhang et al. (2014) chez des poissons
présente la particularité d’avoir réalisé I'exposition a la molécule par I'eau, par le milieu
environnant, ce qui fait qu’on utilise le concept de bioconcentration au lieu de
biomagnification, réservé ce dernier aux expositions par ingestion. A différence du facteur
de bioconcentration a I'équilibre dont le mode de calcul a été abordé en introduction de
cette partie (Eg. 2), cette étude utilise un facteur de bioconcentration cinétique, estimé
comme le rapport de la constante de contamination et la constante de décontamination (k,
ke, L kg™). Selon cette étude, les BCF cinétiques de I’a-HBCD dans la peau et dans le muscle
étaient entre 25 et 31 fois plus élevés que les facteurs de bioconcentration des isomeres B-
et y-HBCD pour ces mémes tissus. Ces résultats vont dans le méme sens que ceux obtenus
par Du et al. (2012 ; 2013). Les résultats contradictoires obtenus par Law et al. (2006)

pourraient s’expliquer par des différences inter-espéces.

Chez la poule pondeuse exposée au y-HBCD, les BMF de la molécule ont été estimés a
environ 0,4 et 0,3 respectivement dans le jaune d’ceuf et dans le foie, ce qui reflete une

biomagnification faible de cet isomére dans ces matrices.
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Chez les mammiféres, les résultats de Szabo et al. (2010, 2011a, 2011b) rapportent une
charge corporelle totale plus élevée pour I'a- que pour le y-HBCD, et plus élevée chez la
souris en croissance que chez I'adulte pour les deux isomeéres sur tous les points cinétiques
considérés. Cette charge au bout de 4 jours pour la souris en croissance et pour I'adulte est
équivalente respectivement a 23 et 17% de la dose ingérée pour I'a-HBCD et de 7 et 1% pour
le y-HBCD.

La plupart des études réalisées chez le poisson et chez le rongeur montrent une
accumulation plus élevée de I'isomere a- en comparaison avec les isoméres B- et y-HBCD.
Cela est cohérent avec les résultats décrits sur les points précédents, qui montrent
généralement une persistance plus élevée et une capacité de métabolisation plus faible de

I'isomere a-HBCD que des autres isomeres chez les différentes espéeces.

Chez la poule pondeuse, des BMF du y-HBCD dans le jaune d’ceuf et dans le foie ont été

estimés a 0,4 et 0,3 respectivement, ce qui reflete une faible accumulation de cet isomere.

Une influence de la dose (dose faible>dose élevée) et I'absence d’influence du sexe sur les

valeurs d’EA et de BMF ont été rapportées chez le poisson.

Une influence du stade physiologique (croissance>adulte) a été rapportée sur la charge

corporelle de I’'HBCD chez la souris.

2.2.3.3.6 Décontamination

Plusieurs auteurs ont étudié la cinétique de décontamination des différents isomeres de
I’"'HBCD chez le poisson, des mammiféres et I'oiseau. Les résultats de temps de demi-vie (t1/2)
et de cinétique de décontamination rapportés chez le poisson sont présentés dans les
Tableaux 16 et 17.
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Tableau 16 : résultats de temps de demi-vie de I'a-, le - et le y-HBCD estimés chez le poisson dans la littérature (1" partie)

Voie

Espéce , .. Dose(s) Durée Isomeére Unités Tissus Résultats D'autres résultats Référence
d'exposition
17,3et9,8]j
a-HBCD respectivement pour les
doses basse et haute s
0 51 g . 8et69 - Cinétique de |
Poisson (Danio | ,lkOL_Jll 4 !d exposition et ' ' 7,8 et l, JdrespeEtlvement décontamination de (Du e't al,,
rerio) Orale ulg g PV 2111 e o B-HBCD jours (j)  Corps pour les doses basse et ;1o Influence 2013; Du et
j décontamination haute delad e t al., 2012)
6,1 et 8,4 j respectivement €ladosesurie li/2.
y-HBCD pour les doses basse et
haute
Mélange Pas d'estimation possible Con;en’fcrlatlon stable
endant la
Poisson 16 j d'exposition et | (70% de y- du ty/, de I'a-HBCD p’ L
Non . . décontamination (Luo et al.,
(Astronotus Orale spécifice 20jde HBCD, 20% j Corps ) Cinétique de 2013)
ocellatus) P décontamination d'a- et 10% 12,4 j pour le B-HBCD , q L
de B-HBCD) 112 le v-HBCD décontamination de
1) pouriey- ler ordre.
Le t1/; dans les visceres, la
peau et le muscle est
' a-HBCD o estimé a 11,6 ; 27,7 et
Poisson Exposition Z'(:ejxoirssition et 30 \r::lsjcsilr:ss’ 30,11 Pourles branchies, Cinétique de (zhang et
. .. dansl'eau 1ngmt? 9P j * | cety estestiméa57,8j. décontamination de &
(Cyprinus carpio) (milieu) jours de peau, ler ordre al., 2014)
décontamination branchies = Entre 3,4 et 5] dans tous
B-HBCD .
les tissus
y-HBCD Entre 4,8 et 5',51 dans tous
les tissus
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Tableau 17 : résultats de temps de demi-vie de I'a-, le B- et le y-HBCD estimés chez le poisson dans la littérature (2

éme

partie)

Espeéce ,0 e . Dose(s) Durée Isomére Unités Tissus Résultats D'autres résultats Référence
d'exposition
Poisson (Salmo 1,96 ug kg | 56 j d'exposition et 84 . tl/.z estime a 160 Cinétique de décontamination (Berntssen
Orale 1.1 . ) L o-HBCD j Muscle jours pour le
salar) PV™j j de décontamination de ler ordre. etal, 2011)
saumon adulte
013 ug k Pas d'estimation Cinéti de décontaminati
,13 ug kg , inétique de décontamination
pv! j':L a-HBCD du ty/z del'a- de 2éme ordre
HBCD
Poisson 56 j d'exposition et (Law et al
(Oncorhynchus Orale 0,05 g ke 112 j de j Muscle 2006) Y
mykiss) PIV‘l & décontamination B-HBCD 157
Cinétique de décontamination
0,10 g kg considérée de ler ordre
Yl -HBCD 144 j
PVt 4 j
a-HBCD 135 min.
Fractions let10uM minutes slenig?:fd?: (:I!’eacsogfra:mjlzzzlgr;e (Abdallah et
hépatiques S9 de  Incubation de chaque | 60 min B-HBCD . Foie 38,1 min. Lo
) . . (min) la dose d'exposition aux doses al., 2014)
poisson isomere J
testées.
y-HBCD 89,5 min.
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Chez le poisson, I'étude in vivo de Du et al. (2012, 2013) décrit une cinétique de
décontamination de 1°" ordre dans la concentration des trois isomeéres dans le corps (ng g™
MG). Les résultats corrigés par la croissance ont permis aux auteurs d’estimer des temps de
demi-vie des trois isomeres, ces t1/, étant significativement affectés par la dose d’exposition.
Ce ty; oscille entre 6 et 10 jours pour les isomeres B- et y-HBCD. Le t;/, de I'a-HBCD est plus
élevé, estimé a environ 17 et 10 jours respectivement pour les doses basse et haute d’a-
HBCD. Par ailleurs des différences entre les énantiomeres (+) et (-) de I’a-HBCD ont été mises
en évidence (Du et al.,, 2013). Luo et al. (2013) décrivent également une cinétique de
décontamination de 1* ordre pour les isoméres B- et y-HBCD, pour lesquels la demi-vie a été
estimée a environ 12 et 11 jours respectivement. La concentration d’a-HBCD (ng g* MS) n’a
pas diminué pendant la décontamination, ce qui a empéché a ces auteurs d’estimer le t;, de
cet isomere. Zhang et al. (2014) ont estimé le temps de demi-vie (t;/;) des trois isoméres
dans les visceres, la peau, le muscle et les branchies. Le t;/, des isomeéres B- et y-HBCD était
estimé entre 3 a 5,5 jours dans tous ces tissus. Pour I'a-HBCD, le t;/; a été estimé dans ces
matrices a environ 12, 28, 30 et 58 jours respectivement. Ces résultats confirment une
persistance plus élevée de l'isomére a-HBCD que des isoméres B- et y-HBCD. Des études
chez d’autres especes de poisson rapportent des t;/, plusieurs fois plus longs que ceux
décrits jusqu’a présent. Ainsi, Berntssen et al. (2011) ont estimé un t;; de 'a-HBCD de
I'ordre de 160 j dans le muscle chez le saumon adulte. L’étude de Law et al. (2006) chez des
truites juvéniles décrit une cinétique de décontamination dans le muscle de 1°" ordre pour
les isomeres B- et y-, pour lesquels les t;/, ont été estimés respectivement a environ 157 et

éme

144 jours. La courbe de décontamination de I'a-HBCD présentant deux phases (2 ordre),

la demi-vie n’a pas été estimée pour cet isomere. La différence dans le type de courbe

éme

cinétique de décontamination de I'a-HBCD, de 2= ordre dans cette étude en comparaison
avec le 1°" ordre observé dans d’autres études comme celle de Berntssen et al. (2011), était
attribuée par ces derniers au contenu lipidique dans le muscle, certainement plus élevé chez
les saumons plus agés et avec un poids vif plus élevé chez Berntssen et al. (2011) par
comparaison aux truites étudiées par Law et al. (2006). On surlignera ici la valeur trés élevée
des ty/; estimés par Law et al. (2006), en comparaison avec les résultats des autres études
réalisées chez le poisson. A part I'effet de la dose observé précédemment (Du et al., 2013;
Du et al., 2012) et qui pourrait expliquer certaines de ces différences, il semble que ces

différences sont plutot dues a I'espéce étudiée.

L’étude in vitro d’Abdallah et al. (2014) sur des fractions hépatiques S9 de truite suggére une
courbe de décontamination de 1% ordre pour les trois isoméres. L'isomére a- est le plus
persistant, suivi par le y- puis par le B-HBCD. Le t1; de I'a-, le B- et le y-HBCD a été estimé

respectivement a 135, 38 et 90 minutes chez la truite. Celle-ci est la seule étude in vitro
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parmi celles réalisées chez le poisson, ce qui explique des ordres de grandeur différents vis-
a-vis des résultats in vivo obtenus par d’autres études. En effet, pour pouvoir comparer des
résultats in vitro et in vivo, il est nécessaire de vérifier que la concentration de la molécule
testée in vitro dans le milieu d’incubation avec les fractions hépatiques en étude
(hépatocytes, microsomes, cytochromes...) corresponde a la concentration retrouvée in vivo
pour ces mémes fractions. Des facteurs dépendants de la physiologie de I'animal comme le
poids du foie et la concentration dans le foie des fractions hépatiques en étude sont a

considérer également (Kilford et al., 2008; Pelkonen and Turpeinen, 2007).

D’autres études de cinétique de décontamination des différents isomeres de I’'HBCD ont été
réalisées in vivo chez des mammiferes. Ces résultats sont présentés dans les Tableaux 18 et
19.
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Tableau 18 : résultats de temps de demi-vie et de cinétique de décontamination de I'a-, le B- et le y-HBCD estimés chez les mammifeéres dans la littérature (1 partie)

Voie
\ . P s Variabl Uni- _. P . s
Espéce d'exposi- Dose(s) Durée Isomeére ,arla” € ,n| Tissus Résultats D'autres résultats Référence
. étudiée tés
tion
- . 0,5;3;8et 17 jours
1 administration .
. . respectivement dans le (Szabo et al.,
unique, 14 j de a-HBCD .
. L sang, le foie, le muscle et 2011a)
décontamination le ti di
€ USsu adipeux Cinétique de
Foie, sang, 1,3; 2,1; 2,5 et 5,3 jours décontamination de
Souris Orale 3 mg 1 administration B-HBCD  ti2 i tissu adipeux, ' respectivement dans le le Zér'ne,ordre Ordre,'jtl/z (Sanders et
kg™ PV unique muscle et foie, le sang, le tissu estimé sur la deuxieme 3|, 2013)
d'autres adipeux et le muscle phase de la courbe de
décontamination.
1 administration 2,3 j dans le foie; environ (szabo et al
unique, 14 j de y-HBCD 3,6 j dans le muscle, le v
. o . . 2010)
décontamination tissu adipeux et le sang
Fractions 1et10 a-HBED Foie L7 min. s:éncf)t;(::ﬁﬁnztion de ler
L . UM de . B-HBCD . (fractions 6,4 min. N (Abdallah et
hépatiques | Incubation 60 min ti2 min - ordre. Pas d'influence
$9 de rat chaque hépatiques ' delad q it al., 2014)
era isomere V-HBCD 59) 11,9 min. e la dose EX,pOSI on
aux doses testées.
a-HBCD, 2’4,4 e.t 1411 min. pour les
() et (+) énantiomeéres (-) et (+)-a-
HBCD
0,06 a
Mllcro§omes . 0,95 . B-HBCD, . Foie Environ 6,3 min. pour les C|lnet|que .de . (Esslinger et
hépatiques | Incubation uMde | 50 min ti2 min . e décontamination de ler
(-) et (+) (microsomes) deux énatiomeéres al., 2011)
de rat chaque ordre.
isomere '
y-HBCD, 32,3 et 11,6 min. pour les

(-) et (+)

énantiomeéres (-) et (+)-y-
HBCD
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Tableau 19 : résultats de temps de demi-vie et de cinétique de décontamination de I'a-, le B- et le y-HBCD estimés chez les mammiferes dans la littérature (27 partie)
Voi Variabl D'
Espece . 0|e. . Dose(s) Durée Isomere ,a"a.tt € Unités Tissus Résultats ’autres Référence
d'exposition étudiée résultats
a-HBCD 170 min.
Microsomes Incubation zhL;Mu(ie 90 B-HBCD |t min Fole 7 min (Harju etal,
hépatiques de rat . q\ min 1/2 (microsomes) : 2007)
Isomere y-HBCD 25 min.
Microsomes ' 2 uM de 90 Q:Jantljce Foie Pas de dlm'lnlutllon significative (Zegers et
s Incubation chaque . a-HBCD | d'isomere dans | pmol . de la quantité d'a-HBCD dans le
hépatiques de rat . A min e (microsomes) . - . al., 2005)
isomere le milieu milieu en 90 min d'incubation
Diminution de 17% dans la
a-HBCD quantité de cet isomére en 90
min d'incubation
Microsomes 2 uM de 90 Quantité Foie Diminution de 69% dans la (Zegers et
hépatiques de Incubation chaque . B-HBCD | d'isomére dans  pmol . quantité de cet isomére en 90 g
. ) min . (microsomes) e . al., 2005)
phoque isomere le milieu min d'incubation
Diminution de 60% dans la
y-HBCD guantité de cet isomere en 90

min d'incubation
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Ainsi, les travaux de Szabo et al. (2010, 2011) et de Sanders et al. (2013) ont permis de
décrire la décontamination et d’estimer le t;/; de I'a-, le B- et le y-HBCD chez la souris adulte.
Ces études décrivent une cinétique de décontamination de 2°™ ordre pour les trois
isomeres, le t;/, de chacun d’entre eux étant estimé sur la deuxieme phase de sa courbe de
décontamination. Pour I'a-HBCD, le t;/; était estimé a 0,5 ; 3 ; 8 et 17 jours respectivement
pour le sang, le foie, le muscle et le tissu adipeux. Pour le B-HBCD, le t;/; dans ces matrices
était respectivement de 2,1; 1,3; 5,3 et 2,5 j. Pour le y-HBCD, le t;/; oscillait entre 2,3 et 3,6 j
dans ces tissus. Les t1/; sont en effet différents selon la matrice analysée, ce qui est cohérent
avec des différences d’irrigation, de partition de la molécule voire de capacité métabolique
des tissus (2.2.3.2, 2.2.3.3.1). Ces résultats montrent une persistance plus élevée de I'a-
HBCD que des autres isomeres dans des tissus comme le muscle et le tissu adipeux. Les
différences dans I'aspect de la courbe cinétique observée entre les rongeurs et les poissons
peuvent étre expliqguées par des différences inter-especes mises en évidence sur les
différentes étapes dont la distribution, le métabolisme et I'excrétion (Abdallah et al., 2014)
et des différences dans la dose appliquée (Du et al., 2013; Du et al., 2012), cette dose étant

trés élevée chez Szabo et al. (2010 ; 2011a) en comparaison avec les autres études.

La plupart des études chez les mammiféres ont toutefois été réalisées in vitro et expriment
le t1/, en minutes. Ainsi les résultats d’Abdallah et al. (2014) sur des fractions hépatiques S9
de rat rapportent des t;;; de l'a-, le B- et le y-HBCD d’environ 17, 6 et 12 minutes
respectivement. En comparant les résultats obtenus par ces auteurs sur des fractions
hépatiques de rat et de truite, des différences inter-especes sont évidentes, la demi-vie de
chaque isomeére étant de I'ordre de 6-8 fois moins longue chez le rat que chez le poisson.
Esslinger et al. (2011) ont estimé les t;;, des énantiomeres (-) et (+) de chaque isomere. La
dégradation des six isoméres suivait une cinétique de 1* ordre. Le t1/, pour les énantioméres
(-) et (+) était respectivement d’environ 24 et 14 minutes pour I'a-HBCD, de 6 minutes pour
les deux énantiomeres du B- et de 32 et 12 minutes pour le y-HBCD. Ainsi selon les résultats
de ces études, les isomeres a- et y- sont plus persistants que le B-HBCD. Les résultats de
Harju et al. (2007) sur des microsomes hépatiques de rat sont flagrants quant a la
persistance plus élevée de I'a-HBCD en comparaison avec les autres isomeres. Ces auteurs
ont estimé des ty/; de 170, 7 et 25 min respectivement pour les isomeres a-, B- et y-HBCD.
Enfin Zegers et al. (2005) confirment une persistance plus importante de I'a- que du B- et du
y-HBCD par incubation des trois isomeéres avec des microsomes de rat et de phoque. Ainsi,
chez le phoque aprés 90 minutes d’incubation, la quantité de molécule originelle diminuait
de 69 et de 60% respectivement pour le B- et pour le y-HBCD respectivement, tandis que la

concentration d’a-HBCD ne diminuait que de 17%. Chez le rat, une diminution significative
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(pas précisée) de la quantité de molécule originelle était observée pour les isomeres B- et y-

HBCD tandis que la quantité d’a-HBCD ne diminuait pas pendant le temps d’incubation.

Les résultats de deux études réalisées chez I'oiseau sur la cinétique de décontamination des

différents isomeres de ’'HBCD sont présentés dans le Tableau 20.

Tableau 20 : résultats de la littérature de temps de demi-vie (j) de I'a-, le B- et le y-HBCD estimés chez

I'oiseau exposé oralement a ces molécules

Voie

Espeéce d'expositi  Dose(s) Durée Isomer Tissus Résultats D’autres Référen
e résultats ce
on
. o- .
51ugj' 21jours 18 ]
, ) ) » HBCD
Oiseau d'un d'exposition B- Letcher
(Crécerell Orale mélange et 25 jours de Plasma 21 etal.,
. , .. HBCD
e) technig | décontaminati 2015
e on j
! HBCD 6]
Foie 0,4;3et 13 Cinétique de
21j 7 respectivem  décontaminati
, - jaune .
70 ng d'exposition . entdansle | onde ler Fournier
Poule Ao . - d'ceuf, . .
ondeuse Orale kg PVj etl8jde HBCD ras foie, le jaune | ordre pourle etal,
P ! décontaminati 8 . d'ceufetle y-HBCD dans 2012
abdomin .
on gras les trois
al . .
abdominal | matrices.

Ainsi, Letcher et al. (2015) ont estimé le t;/, des trois isomeéres a partir des seuls résultats en
fin d’exposition et de décontamination dans le plasma. Le tj;, était ainsi estimé
approximativement a 18, 21 et 6 j respectivement pour I'a-, le B- et le y-HBCD. Chez la poule
pondeuse exposée au y-HBCD (Fournier et al., 2012a), les concentrations de y-HBCD dans les
différents tissus (pg g MG) suivent par rapport au temps une cinétique de décontamination
de 1% ordre. Dans le foie et dans le jaune d’ceuf, ces concentrations passaient du niveau
plateau (respectivement 0,2 et 0,36 ng g MG) a des niveaux proches du bruit de fond aprés
3 et 8 jours de décontamination respectivement. Le t;/; dans le foie et dans le jaune a été
estimé a 0,4 et 3 jours, respectivement. Pour le gras abdominal, la concentration de y-HBCD
a diminué progressivement pendant la décontamination, passant d’environ 0,5 ng g* MG en
fin d’exposition a 0,23 ng g MG™ en fin de décontamination. Le t1/2 du y-HBCD dans le gras
abdominal est ainsi proche de la durée de décontamination appliquée, ce t;/; étant estimé a
13 jours. Pour I'a-HBCD néoformé par bioisomérisation, sa concentration dans le jaune
d’oceuf a diminué progressivement pendant la décontamination ; dans le foie, cette
concentration a subi une diminution rapide pendant

les 3 premiers jours de

décontamination, se maintenant en dessus de la concentration de y-HBCD tout au long de la

104



décontamination ; dans le gras abdominal, la concentration d’a-HBCD s’est maintenue stable
tout au long de la décontamination. Ces résultats suggerent chez la volaille la persistance

plus élevée de I'a- que du y-HBCD.

En résumé sur les résultats obtenus chez les différentes espéces, une cinétique de
décontamination de 1% ordre a été généralement décrite pour les trois isoméres a-, B- et y-
HBCD. Le t;/; de I'isomere a- est généralement plus élevé que celui des autres isomeres, ce
qui est cohérent avec une persistance élevée de cet isomere. Ce t;/; varie selon la matrice
analysée. Des différences inter-especes sont évidentes. Une influence de la dose

d’exposition est rapportée chez le poisson.

Chez l'oiseau, les t1/; estimés dans le plasma des isomeres a- et B- sont plus élevés (18 et 21
j) que celui du y-HBCD (6 j). Chez la poule pondeuse, des t;/, du y-HBCD de 0,4 ; 3 et 13 jours
ont été estimés respectivement dans le foie, le jaune d’ceuf et le gras abdominal. Une

persistance plus élevée de I'a- que du y-HBCD est suggérée chez la volaille.

2.2.3.3.7 Excrétion dans les feces et 'urine

L’excrétion des xénobiotiques lipophiles se produit majoritairement par les voies fécale
(composés lipophiles non modifiés, ou métabolites lipophiles) et urinaire (métabolites
polaires) (Jandacek and Tso, 2001). Dans le cas de I'élimination des molécules par voie
fécale, une partie des molécules absorbées peuvent se retrouver dans les féces apres avoir
subi une métabolisation dans le foie, puis une élimination sous forme de métabolites dans la
bile vers l'intestin. Une voie complémentaire d’élimination vers l'intestin peut exister pour
des composés lipophiles, qui pourrait s’expliquer par diffusion des molécules voie les cellules
constituant la paroi du tube digestif ou par desquamation de ces cellules vers la lumiere
intestinale (Drouillard et al.,, 2001; Jandacek and Tso, 2001). Les composés lipophiles
éliminés vers l'intestin par I'organisme (soit par la bile, soit par diffusion) peuvent dans

certains cas étre réabsorbés via le cycle enterohépatique (Jandacek and Tso, 2001).

Différentes stratégies ont été testées pour réduire I'absorption des xénobiotiques lipophiles
ou pour augmenter I'élimination de ceux déja présents dans |'organisme, tel I'apport par
voie orale d’huiles minérales non absorbables ou d’adsorbants, apportés pendant le repas
(pour réduire I'absorption) ou pour faciliter la décontamination (en limitant la circulation
entéro-hépatique) chez des animaux contaminés (Jandacek and Tso, 2001). D’ailleurs,
pendant les périodes de décontamination et pendant les périodes de mobilisation des

réserves lipidiques de I'organisme, les xénobiotiques lipophiles contenus dans les tissus de
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stockage sont mobilisés vers la circulation sanguine. Les xénobiotiques lipophiles libérés
dans la circulation sanguine peuvent alors suivre les voies suivantes : accumulation dans
d’autres tissus, augmentation du métabolisme quand ils sont prélevés par le foie et
diminution de la quantité de contaminant dans |'organisme du fait d’'une plus grande
élimination (Jandacek and Tso, 2001). Chez des volailles exposées a des RFB de type
polybromobiphényles (PBB) puis décontaminées, I'apport soit de chlorhydrate de colestipol
(résine) soit d’'une huile non absorbable en combinaison avec une restriction alimentaire a
augmenté I'élimination de ces RFB de I'organisme (Polin et al., 1985, cité par Jandacek and
Tso, 2001).

Pour les isomeres a-, B- et y-HBCD, des études chez des rongeurs ont permis de caractériser

leur élimination dans les feces et I'urine. Ces résultats sont présentés dans le Tableau 21.
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Tableau 21 : résultats de la littérature sur la proportion de la dose de I'a-, le - ou le y-HBCD éliminée en 4 jours (% dose) dans les féces et I'urine chez des rongeurs.

Voie

Espeéce d'exposition Dose(s) Durée Isomére Résultats D'autres résultats Référence
0, & 0,
a-HBCD 42% dlan§ les feces et 13%
dans l'urine
3 mg de I\un ! a'dmlnlst'ratlon 59% dans les feces et 30% (Hakk,
Rat Orale des isoméres | unique, 4 jours de B-HBCD o -
1 , . dans l'urine 2016)
kg PV décontamination
y-HBCD 53% dlan.s les feces et 21%
dans l'urine
48% dans les féces et 19%
3mgdel'un | 1administration a-HBCD dans I'urine (Hakk et al
Souris | Orale des isoméres | unique, 4 jours de - Y
kel PV décontamination 60% dans les feces et 28% 2012)
g y-HBCD o
dans l'urine
1 administration R Pas d'influence de la dose d'exposition sur
0, 0,
3mg kg‘1 PV unique, 14 jde a-HBCD jg:j,ir:?nlzs feces et 15% I'élimination dans l'urine, influence sur gslzazbgliz)
décontamination I'élimination dans les feces v
24 h apres l'exposition, le % de la dose éliminé est
3 30 et 100 1 administration 550% dans les foces et inversement proportionnel a la dose dans les feces (sanders et
Souris  Orale n”\ kel PV unique, 4 jours de B-HBCD >40; dans I'urine et I'urine. Quatre jours aprés exposition, presque al,, 2013)
Exe décontamination 0 100% de la dose a été éliminée dans ces excrétions
indépendamment de la dose.
1 administration 55% dans les feces et 26% Pas d'influence de la dose d'exposition sur (Szabo et
-1 . . (] (! Vape . o .
3mgkg PV | unique, 14 jde y-HBCD dans ['urine I'élimination dans l'urine, influence sur al,, 2010)

décontamination

I'élimination dans les feces
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Tous ces résultats convergent vers une élimination plus importante de la molécule dans les
feces que dans l'urine. Il y a par ailleurs des différences dans le taux d’élimination selon les
isomeres. Ainsi, les résultats de Hakk (2016) chez le rat montrent une élimination plus
importante dans les deux matrices du B-HBCD (environ 59 et 30% de la dose éliminée
respectivement dans les féces et I'urine pendant les 4 jours suivant I'exposition). Dans le
méme temps, 42 et 13% de la dose d’a-HBCD était éliminée dans les feces et I'urine. Le taux
d’élimination du y-HBCD était intermédiaire, d’environ 53 et 21% dans les feces et |'urine.
Ces résultats sont cohérents avec ceux de Hakk et al. (2012) chez la souris. Précisément,
dans les 24 h suivant I'exposition, I’élimination du y- et de I'a-HBCD ingérés dans l'urine
représente selon cette étude 25 et 15% de la dose respectivement, 52 et 42% des doses
étant éliminées dans les féces. Ces résultats mettant en évidence une élimination plus
élevée du B-HBCD, suivi du y- et une élimination moins importante de I'a-HBCD. Cela
confirme une persistance plus élevée de I'isomere a- dans I'organisme. D’autres résultats
chez la souris confirment ces conclusions. Ainsi, I’élimination des isomeres a-, B- et y-HBCD a
été rapportée dans les feces et dans I'urine chez des souris, quatre jours aprées I'exposition
(Sanders et al., 2013; Szabo et al., 2010; Szabo et al., 2011a). Pendant ce temps, pour le y-
HBCD, les feces permettaient I’élimination de 55% de la dose administrée et |'urine
permettait I'élimination de 26% de la dose. Le niveau d’exposition n’influencait pas
I’élimination du y-HBCD (en % de la dose) dans les feces et dans l'urine. Pour I'a-HBCD, les
feces ont permis d’éliminer environ 49% de la dose administrée, I'urine permettant
d’éliminer autour de 15%. Pour cet isomére, I’élimination fécale était influencée de facon
significative par la dose d’exposition. Pour le B-HBCD, en 24 h, environ 90% du B-HBCD était
éliminé dans les excréments, les proportions étant proches de 50 et 40% de la dose
respectivement dans les féces et I'urine. La quantité de B-HBCD éliminée dans les excrétions
(% dose) dans les 24 heures était inférieure pour les doses supérieures (30 et 100 mg kg™ PV)
que pour la dose de 3 mg kg PV. Quatre jours aprés exposition, la presque totalité de la
dose administrée était éliminée dans ces excrétions et cela indépendamment de la dose
administrée. Dans les feces, une grande partie de la molécule administrée s’y retrouve sous
forme de métabolites (66, 39 et 85% de la molécule administrée dans le cas respectivement
a de I'a-, le B- ou le y-HBCD). Cette excrétion majoritaire dans les féces sous forme de
métabolites est en accord avec une élimination de la molécule ayant lieu principalement par

métabolisme dans le foie, depuis lequel la molécule est dirigée dans la bile vers 'intestin.

Chez des rongeurs, la voie fécale représente la voie principale d’élimination des isomeres a-,
B- et y-HBCD, suivie de la voie urinaire. Le taux d’élimination dans les excréments est plus

élevé pour le B-HBCD, suivi du y-HBCD et en dernier lieu par I'a-HBCD.
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2.2.3.3.8 Elimination dans I’ceuf

Chez la poule en ponte, une partie des molécules présentes dans la circulation sanguine est
déposée progressivement dans les follicules en croissance et éliminée de 'organisme quand
le jaune est ovulé (Donoghue, 2001). Comme abordé précédemment, le transfert de lipides
du sang vers le follicule en formation se produit grace a des lipoprotéines VLDL contenant
une apoprotéine spécifique, I'apo-VLDL-Il, synthétisée dans le foie chez la poule en ponte
(2.2.3.2). Les POP, de par leur lipophilicité, sont déposés avec les lipides dans le jaune et non
pas dans le blanc d’ceuf (Drouillard and Norstrom, 2001; Rawn et al., 2011). Le transfert de
différents composés vers le jaune est ainsi lié au dépbét de jaune, ce dépdt étant

quantitativement différent selon le stade de maturité du follicule (Donoghue et al., 1996).

Cette voie d’élimination a été abordée précédemment pour comparer le transfert de 'HBCD
vers cette matrice en comparaison avec le transfert de I'HBCD vers différents tissus de
I'oiseau. Ainsi, la hiérarchie des tissus dans I'accumulation de I'HBCD total (majorité ou
exclusivité de y-HBCD) suit I'ordre : tissu adipeux > ceuf > foie > plasma (Fournier et al.,
2012a; Letcher et al., 2015).

Le t;/, du y-HBCD dans le jaune d’ceuf est estimé a environ 3 jours, intermédiaire entre le t/;

de cet isomere dans le foie (0,4 j) et dans le gras abdominal (13 j).

Les facteurs de biomagnification du y-HBCD dans le jaune d’ceuf et dans le foie ont été
estimés a 0,4 et 0,3 respectivement, ce qui illustre une biomagnification faible de cet

isomere chez la poule pondeuse en comparaison avec d’autres especes (Tableau 15).

Le taux de transfert vers I'ceuf a été estimé a environ 1,2% (Fournier et al., 2012a), ce qui
signifie qu’une fois atteint I'équilibre dans le transfert de la molécule vers I'ceuf, environ

1,2% du y-HBCD ingéré est transféré au quotidien vers |’ceuf.

Par ailleurs, une faible isomérisation du y-HBCD ingéré en a-HBCD a été mise en évidence, ce
dernier isomere étant détectable dans toutes les matrices dont I'ceuf. Précisément tout au
long de I'exposition, 0,2% du y-HBCD ingéré a été éliminé dans I'ceuf sous forme d’isomeére
o-HBCD et 0,2 et 0,03% du y-HBCD ingéré a été dosé comme a-HBCD respectivement dans le
gras abdominal et dans le foie. En définitive chez des poules pondeuses exposées au y-HBCD,

la molécule originelle reste majoritaire dans les ceufs.

Aucune étude n’a été réalisée a cette date permettant de définir I'ensemble des
caractéristiques et des parametres cinétiques du devenir de I'a-HBCD chez la poule
pondeuse. L'intérét de mettre en place une expérimentation cinétique de transfert de I'a-
HBCD chez la poule pondeuse pour estimer certains de ces parametres cinétiques sera

évoqué dans la conclusion de cette synthese et expliqué dans le chapitre 3. L'intérét de
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développer un modele qui permette de répondre a des questions qui échappent a la

démarche expérimentale est également abordé en conclusion de la synthése (2.4).

Chez l'oiseau exposé exclusivement ou majoritairement a lisomere y-HBCD, I'ceuf
représente I'une des matrices présentant les concentrations de la molécule les plus élevées.
Chez la poule pondeuse, le taux de transfert vers I'ceuf du y-HBCD est estimé a environ 1,2%.
Le ti, de cet isomere est estimé a environ 3 jours dans le jaune d’ceuf. Une faible
bioisomérisation du y-HBCD en a-HBCD a été mise en évidence chez la poule pondeuse, qui
ne provoque pas une prédominance de I'a-HBCD dans les ceufs. Les parameétres cinétiques

de transfert de I'isomére a-HBCD chez la poule pondeuse ne sont pas connus a cette date.

2.3 Démarche de modélisation et types de modeéles existants
2.3.1 Généralités

Un modele peut étre défini de fagon simple comme la représentation simplifiée d’un
systeme réel complexe. En effet, un modele est construit avec I'objectif de répondre a une
guestion scientifique sur un systéme réel, tout en représentant ce systeme de facon aussi
simple que possible. Supposons que le systeme réel a étudier est un étre vivant, dans notre
cas un animal. L'animal est un systeme complexe composé de molécules, de cellules, qui
constituent des tissus, et ceux-ci constituent des organes tels que le foie, le coeur, le muscle,
le cerveau, la thyroide... Chez I'animal, ces organes sont rassemblés de par leur fonction
dans des systéemes organiques (systemes digestif, circulatoire, locomoteur, nerveux,
endocrine...). Toutes ces composantes représentent autant de « niveaux » possibles d’étude
de I'animal. Ces composantes sont imbriquées chez I'animal et leur fonctionnement et
composition régulée et contrélée continuellement afin de garantir I’homéostasie de
I'organisme, c’est-a-dire I'état d’équilibre qui permet de maintenir les fonctions vitales. Dans
cette homéostasie sont également nécessaires des échanges avec le milieu environnant.
Sans entrer dans des aspects sociaux (importants quand il s’agit de représenter un
regroupement d’individus : une société, un troupeau...), depuis un point de vue strictement
physiologique, I'animal est en interaction continue avec le milieu environnant avec lequel il

échange de I'énergie, de I'air et des nutriments.

Dans la simplification inhérente a la modélisation, le terme « d’agrégation» est
généralement utilisé pour faire référence au rassemblement de certains composants de
I'animal dont I'étude individualisé n’est pas nécessaire pour répondre a la question
scientifique, des composants de I'animal qui présentent une méme composition ou fonction,
des nutriments qui présentent une méme voie métabolique... (Sauvant, 1992). Ainsi par

exemple, le modele de transfert du médicament midazolam chez différentes espeéeces
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d’oiseaux en croissance développé par Cortright et al. (2009) représente par des
compartiments individuels certains tissus importants du point de vue du devenir de la
molécule dans I'organisme ou de la consommation humaine (plasma, foie, tissu adipeux,
muscles, reins), et agrége le reste des tissus dans un compartiment « autres ». De la méme
facon, la simplification implique normalement « l’'omission » de certains phénomenes
(régulation, voies métaboliques non limitantes...) ou de composants considérés mineurs
pour répondre a la question posée (Sauvant, 1992). Ainsi, dans le modéle de transfert des
polluants lipophiles de type PCB chez la poule pondeuse développé par Fournier et al.
(2015), ce sont les lipides de I'organisme et non pas les protéines ou les carbohydrates qui
ont été représentés. Par la méme raison, c’est le jaune (qui contient les lipides de I'ceuf et
vers lequel les polluants lipophiles sont transférés) et non pas le blanc d’ceuf qui a été

modélisé par ces auteurs.

2.3.2 Types de modéles existants

e Plusieurs classifications et par conséquence plusieurs classes de modeles existent,
parmi lesquels, notamment (Sauvant, 1992) :

o Des modeles statiques, ou leurs composants n’évoluent pas avec le temps vs.
des modeles dynamiques, qui évoluent avec le temps. L'animal étant un
systeme dynamique, la représentation de certains processus chez I'animal
n’exige cependant pas toujours des modeles dynamiques. Ainsi, par exemple,
la représentation de la variation de I'ingestion en fonction du poids vif et du
niveau de production par une équation de régression représente en soi un
modele empirique statique. Cela n’empéche pas le poids vif et le niveau de
production de varier avec le temps (ex. dans une équation de régression ou
dans un modele mécaniste), ces derniéres seront en effet représentées
généralement comme des variables dynamiques.

o Des modeles déterministes, dans lesquels les parametres sont fixés par le
chercheur vs. des modeles stochastiques, dont le fonctionnement dépend
non seulement de parametres fixes mais aussi de variables aléatoires, dont la
valeur est tirée mathématiquement de facon aléatoire a partir d’une
distribution de valeurs donnée. La stochasticité est plus fréquente dans des
modeles qui représentent un troupeau (Kudahl et al., 2007) que dans des
modeles ou I'on représente un individu. Dans ce dernier cas on représente
généralement un « animal-type » représentatif de I'espéce animale étudiée
(Cortright et al., 2009).
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o Des modeles empiriques, dans lesquels on représente les échanges du
systeme avec I'extérieur. On s’intéresse aux entrées et sorties du systeme
sans entrer dans les caractéristiques de fonctionnement du systeme, vs. des
modeles mécanistes, ou l'on s’intéresse a des mécanismes internes de
fonctionnement du systeme. De fagon résumée, les modeles mécanistes se
composent généralement de plusieurs composants en interaction mutuelle :
des compartiments (des « box » représentant des quantités de matiere), des
flux de matiéere (des échanges de matiére par unité de temps entre les
différents compartiments), des variables de calcul (des équations de calcul,
avec différentes unités possibles), des parametres (valeurs numériques
préfixés par le concepteur du modele), des flux d’information qui font
dépendre certains éléments de la valeur d’autres composants du systeme,
des délais qui retardent une action dans le temps... Une hiérarchie peut étre
appliquée entre ces composants. Par exemple, 'ensemble du modele peut
dépendre d’'un méme compartiment ou variable du modele, tel que le poids

vif, qui constituerait ainsi I'une des forces motrices du modele.

2.3.3 Etapes de construction et d’évaluation d’un modéle

L’élaboration et I’évaluation d’un modeéle se réalise en plusieurs étapes (Sauvant, 1992) :

En base a la question de recherche posée, définition du systeme a modéliser et du
type de modele chaoisi.

Développement du modéle conceptuel (structure générale du modele).
Détermination des lois mathématiques régissant le modele, les interactions entre ses
composants.

Détermination de la valeur des parameétres des équations mathématiques, ou
« calibration » du modele. Dans les modeles mécanistes, la valeur de la plupart ou de
la totalité des parametres devrait pouvoir étre renseignée a partir de données
retrouvées dans la bibliographie, ou a partir d’expérimentations réalisées avec cet
objectif. Sur les parametres dont la valeur est méconnue ou incertaine, il est
nécessaire de leur donner une valeur de départ aussi réaliste que possible. En effet
I'augmentation du nombre de parametres dont la valeur est méconnue ou incertaine
est négative car elle introduit de I'imprécision dans le modele.

Simulation, lors de laquelle on applique des données d’entrée (intrants) et le modele
ressort des données de sortie (résultats simulés). Pour ajuster certains parametres
dont la valeur est incertaine, les logiciels de modélisation permettent d’ajuster la

valeur d’'un nombre limité de parametres par ajustement des résultats simulés sur
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des résultats observés. Sur certains logiciels de modélisation, la valeur initiale du
parametre a une influence sur la valeur ajustée finale. C'est pour cela qu’il convient
de connaitre ou du moins d’avoir une idée approximative de la valeur des parametres
avant I'ajustement de ceux-ci.

e Dans le cas ou I'on dispose de jeux de données expérimentales non utilisées dans les
étapes précédentes, la confrontation des données simulées a ces valeurs observées
permet, dans l'idéal, la validation du modéle.

e La remise en question et la modification de certains composants du modeéle, sa
complexification progressive... ce sont des démarches fréquentes en modélisation ou
I'on cherche toujours a améliorer le modele. Il convient de refaire I'étape de

validation apres les modifications apportées au modele.

Un modele est construit pour répondre a une question scientifique sur un systéme réel
complexe, tout en représentant ce systéeme de fagon aussi simple que possible. Différents
types de modeles existent, parmi lesquels des modeles empiriques, dans lesquels on
s'intéresse aux échanges du systéeme avec |'extérieur, sans détailler le fonctionnement
interne du systeme, et des modeles mécanistes dans lesquels, en plus des échanges du
systéme avec |'extérieur, on représente différents composants du systéme qui interviennent
dans son fonctionnement interne et interagissent entre eux. En modélisation, les étapes
suivantes sont généralement suivies : développement du modele conceptuel en fonction de
la question de recherche posée, détermination des lois mathématiques régissant son
comportement, calibration du modeéle, simulation, ajustement de certains parameéetres,

validation, remise en question et modifications sur le modele.

2.3.4 Caractéristiques des modeéles mécanistes : modele a compartiments et modéle

pharmacocinétique basé sur la physiologie (PBPK)

En général dans les modeles mécanistes, plusieurs hypothéses simplificatrices sont
généralement considérées (Barron et al., 1990; Sauvant, 1992) :

e Distribution instantanée et homogene de la molécule étudiée dans chaque
compartiment.

e Distribution linéaire de la molécule : la concentration de la molécule dans les tissus
agrégés par ressemblance dans un compartiment est directement proportionnelle a
la quantité de la molécule dans le compartiment. Chacun de ces tissus « similaires »
pouvant étre rassemblés dans un modele, présente dans la réalité des

caractéristiques qui lui sont propres.
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e Cinétique de transfert de 1 ordre, c’est-a-dire le flux de transfert d’une molécule
depuis un compartiment d’origine vers un compartiment de destination est
directement lié a la quantité de molécule dans le compartiment d’origine (loi d’action
de masse). Ainsi, considérons un modéle simple constitué des compartiments QA et

QB, qui représentent des quantités (kg) de matiere (Figure 3).

Environnement

du systéme Systeme

QA

Figure 3 : exemple de modéle mécaniste bicompartimental simple. QA=quantité de matiere dans le
compartiment A (kg) ; QB : quantité de matiere (kg) dans le compartiment B ; Flux B A : flux de matiéere depuis B
vers A (kg j") ; Flux A B : flux de matiére depuis A vers B (kg j) ; Flux env A : flux de transfert de matiére depuis

I’environnement vers A (kg j"l) ; Flux A env : flux de transfert de matiére depuis A vers I'environnement (kg j"l).

Dans cette figure, si on se focalise sur le compartiment A, il présente un flux d’entrée de
matiere depuis B et un flux de sortie de matiere vers B (respectivement « Flux B A » et « Flux
A B», kg j1), un flux d’entrée de matiére depuis I’environnement et un flux de sortie vers
I’environnement (respectivement « Flux env A » et « Flux A env », kg j'l). Les composants
« Flux B A » et « Flux A B » sont calculés selon les Eq. 11 et Eq. 12, ou kga et kag représentent

des taux relatifs (j°*) de transfert des compartiments B vers A et A vers B respectivement.
Eq. 11 Flux BA = kga X QB
Eq. 12 Flux AB = kg X QA

On considéere que pendant un court intervalle de temps (dt, j), la variation de la quantité de
matiere dans A (dQA, kg) est égale a la différence entre les sommes des flux entrants et

sortants, selon la structure des Eqg. 13 et Eq. 14

Eqg. 13 dﬂ% = Flux env A + Flux BA — Flux A env — Flux A B
Eq. 14 d;% = Flux env A + (kgs X QB) — Flux A env — (kag X QA)

En pharmacocinétique, la modélisation mécaniste a été tres développée et utilisée
notamment pour contribuer a I'évaluation dose-effet lors des évaluations de risques de

médicaments. Deux types de modeles mécanistes ont été utilisés: 1) des modeles
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pharmacocinétiques basés sur la physiologie (PBPK) et 2) des modeéles a compartiments
(Andersen, 1995). Les modeles PBPK renseignent en détail les caractéristiques anatomiques
et physiologiques de I"'animal en question, ces caractéristiques étant choisies de par leur
influence sur le transfert d’'un type de molécule donné et comprennent parmi d’autres le
poids des tissus, leur composition et leur débit sanguin, ainsi que quelques caractéristiques
de la molécule (ex. clairance). Des parametres biochimiques spécifiques a la molécule sont
également renseignés dans ces modeles. L’hypothése de base est que les caractéristiques
physiologiques représentées et les parametres de la molécule gerent le transfert de la
molécule dans I'organisme. Ainsi, en simulant une exposition a la molécule, le modele peut
permettre de « prédire » la concentration de la molécule dans les tissus. Ces modeles
présentent I'avantage qu’ils peuvent étre utilisés sur différentes especes et sur d’autres
molécules a comportement similaire, aprés modification de la valeur des parametres
physiologiques et biochimiques correspondants. Ces modeles doivent étre aisément
interprétables, les composants anatomiques de I'animal et les parametres liés a la molécule
étant clairement différenciés. Ainsi, si un parametre biochimique clé dans le transfert de la
molécule chez I'animal n’est pas connu ou difficilement mesurable expérimentalement,
I'ajustement du modele sur des données expérimentales d’exposition et de concentration de

la molécule dans les tissus peut donner une idée de la valeur de ce parametre biochimique.

Dans les modeles a compartiments, certaines caractéristiques physiologiques et de la
molécule sont également considérées, mais ils ne représentent pas lI'ensemble des
caractéristiques physiologiques de I’animal, telle l'irrigation sanguine. Ainsi, la valeur de
certains parametres rassemble des caractéristiques propres a la molécule et a I'espece. Ces
parameétres devront étre ajustés nécessairement sur des jeux de données expérimentales et
I'interprétation de leur valeur d’'un point de vue biochimique ou physiologique est difficile.
Par conséquence, il est difficile d’extrapoler ces modeles a d’autres especes ou molécules.
En général sur ces modeéles il sera nécessaire de réajuster les paraméetres sur de nouvelles
données expérimentales lors des extrapolations du modele. Il est possible d’indexer certains
parameétres sur des caractéristiques physiologiques (ex. le PV), de facon a les corriger
automatiquement selon certaines caractéristiques physiologiques de I'espéce étudiée. Cela
facilite une extrapolation et une comparaison inter-especes de ces modeles, utile comme
premiere approche dans le cas d’espéces pour lesquelles peu de données bibliographiques

existent au niveau physiologique et biochimique.

Les principales caractéristiques de deux modéles mécanistes de référence qui représentent
le transfert de contaminants lipophiles chez la poule pondeuse sont présentées dans les
Tableaux 22 et 23.
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Tableau 22 : principales caractéristiques des modeles de transfert de polluants lipophiles développés par MacLachlan (2010) et Fournier et al. (2015), 1% partie

Auteurs (Maclachlan, 2010) (Fournier et al., 2015)
Type de modeéle PBPK A compartiments
Animal Poule pondeuse en ponte, poulet a croissance rapide, poulet a Poules pondeuse a différents stades physiologiques (3 cycles de
croissance lente, d'autres oiseaux ponte, 2 mues)
Molécule Plusieurs molécules lipophiles (Kow>3) PCB
Extrapolation du modeéle a d'autres oiseaux et molécules
Etude de l'influence de certaines caractéristiques physiologiques et de la Etude de l'impact du stade physiologique et hiérarchisation de
Obijectifs principaux molécule sur'le transfert'd'e la moléculg ': species, fraction' Iipidiq'ue dans c'ertai'nes caractéristiques physiolog'iques de la poule pondeuse
le sang, ratio des coefficients de partition ceuf-sang et tissu adipeux- (poids vif et taux de ponte) selon leur influence sur le transfert de la
sang, taux de croissance, coefficients de partition, clairance hépatique, molécule et sa concentration dans les tissus et dans |'ceuf

fraction absorbée de la molécule

Poids vif et gain de poids vif chez tous les oiseaux considérés, et aussi

poids de I'ceuf chez la poule pondeuse Poids vif, durée de la série de ponte

Force motrice du modele

Compartiments L . . . " . Tissu adipeux, compartiment "central" (qui agrege le plasma, le foie
) J Sang, foie, tissu adipeux, muscles, follicules en croissance, "autres . .
représentés et les muscles), follicules en croissance

Type d'information sur

. Poids, quantité de lipides totaux, débit sanguin et quantité de molécule Quantité de lipides totaux et quantité de molécule
chaque compartiment

Partition de la molécule entre les tissus ou |'ceuf et le sang, fonction de : ) . .
Echanges de la molécule entre les tissus : fonction de la

Echanges coefficient de partition entre chaque tissu ou I'ceuf et le sang, débit ‘ ) . O )
. . concentration de la molécule dans les tissus : diffusion passive du
de sanguin vers chaque matrice . o ; . ’ 1
. e , . . compartiment le plus concentré a celui le moins concentré (ng g
molécule Partition instantannée de la molécule du sang vers les tissus, et i . . .
. . . MG). Le transfert de la molécule vers le follicule est déterminé par
entre les homogéne au sein de ceux-ci

le dépot de lipides dans le jaune et la concentration de la molécule

matrices ici iti &qui i i - : " "
Coefficients de partition (Kp) équivalents au ratio des concentrations de (ng g 1 MG) dans le compartiment "central”.

lipides totaux dans chaque tissu et dans le sang.

Hypotheéses

structurelles Clairance = Calculée en fonction du débit sanguin du foie et du ratio d'extraction de Calculée en fonction de la quantité de molécule dans le
hépatique la molécule dans le foie a I'équilibre compartiment "central"
Ingestion : fonction du PV métabolique, du poids de I'ceuf et de la
Ingestion = température ambiante chez la poule / fonction du poids vif métabolique Ingestion fixe

et du gain de poids vif chez le poulet et d'autres oiseaux

Taux de ponte dépendant de la durée de la série de ponte
Durée minimale de la série de ponte: 1 jour, durée fixe d'1 jour pour
les périodes de pause entre séries

Taux de Non représenté. Taux de ponte considéré de 100% tout au long de la
ponte simulation
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Tableau 23 : principales caractéristiques des modeles de transfert de polluants lipophiles développés par MacLachlan (2010) et Fournier et al. (2015), 2

éme

partie

Auteurs (MacLachlan, 2010)

(Fournier et al., 2015)

Compartiment additionnel de tissu adipeux a flux sanguin réduit pour
des molécules présentant une décontamination de 2°™ ordre
Débit sanguin fonction du poids de chaque tissu

Hypotheéses

D'autres
structurelles

Valeurs des Kp fixés de fagon arbitraire pour les différents tissus.
Facteurs d'échelle pour modifier les coefficients de partition lors de
I'utilisation du modéle sur différentes molécules
En I'absence de données pour paramétrer le taux d'élimination
hépatique chez la volaille, les différentes valeurs testées ont été
estimées de fagon indirecte sur des données de t;/, chez le rongeur

Les "coefficients de partition" et le "taux de clairance hépatique"

sont obtenus par ajustement sur des données expérimentales. Ils

integrent des caractéristiques de la molécule ainsi que certaines
caractéristiques de I'animal, précisément l'irrigation des tissus

Seul le métabolisme hépatique est considéré.

Principales
simplifications

PV fixe chez la poule
Considération d'une croissance allométrique uniqguement pour foie et le
tissu adipeux chez le poulet et d'autres oiseaux. Le poids des autres
tissus est calculé comme une fraction fixe du PV.

1 ceuf pondu par jour (ce qui équivaut a un taux de ponte de 100%)

Pas de processus de saturation ou d'induction du métabolisme considérés
Pas de représentation d’une possible circulation entérohépatique de la molécule

Agrégation du sang, du foie et des muscles dans un compartiment
"central"

Taux d'ingestion constant tout au long de la simulation : méme
niveau d'exposition a tous les stades physiologiques

Validation du modeéle non

oui

Les caractéristiques physiologiques et de la molécule étudiées ont une
influence sur la concentration de la molécule dans les matrices animales
et notamment : la fraction lipidique sanguine, les coefficients de
partition, la fraction absorbée de la dose, la clairance hépatique.

Une augmentation de I'élimination dans les ceufs par augmentation du

Principaux résultats ratio Pegg/Pfat réduit la concentration de la molécule dans les tissus

En général, la concentration des molécules dans le tissu adipeux : poule
pondeuse < d'autres oiseaux <= poulet a croissance rapide <= poulet a
croissance lente

Le taux de ponte est le principal facteur physiologique influengant la
concentration de la molécule dans les tissus au stade d'équilibre
pendant la ponte. Le niveau d’engraissement (lié au PV) est le
principal facteur influengant le taux de décontamination (temps de
demi-vie) de la molécule dans les tissus

Augmentation considérable de la concentration de la molécule dans
le gras abdominal et dans I'ceuf pendant la mue en comparaison
avec la ponte, la concentration plus élevée aprés la mue en
comparaison avec les résultats avant la mue diminue
progressivement pendant la ponte
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Les différences entre les deux modeles se justifient par leurs objectifs spécifiques. Ainsi, le
modele de MacLachlan (2010) développé chez la poule en ponte doit permettre notamment
une extrapolation de son utilisation pour d’autres oiseaux, ce qui explique le choix d’un
modele PBPK trés détaillé sur la composition tissulaire et pas tres détaillé au niveau de la
ponte. Le modéle de Fournier et al. (2015) a pour objectif principal d’étudier I'influence des
principales caractéristiques physiologiques de la poule pondeuse dont le stade physiologique
sur la concentration de la molécule dans les tissus et dans I'ceuf, ce qui explique le choix
d’un modele a compartiments, moins détaillé que le premier au niveau de la composition
corporelle (pas de débits sanguins, moins de compartiments) et trés détaillé sur les
caractéristiques de ponte. Chacun de ces modeles est capable de répondre a ses objectifs. Le
modele de Maclachlan (2010) montre une influence de plusieurs caractéristiques
physiologiques et de la molécule sur la concentration des molécules dans les tissus et en
particulier il met en évidence l'influence de la fraction lipidique dans le sang. Il suggere que
I"augmentation de lipides sanguins dans les tissus pendant la ponte provoque chez la poule
une diminution de la concentration de la molécule dans les tissus a cause d’une diminution
des coefficients de partition de la molécule entre les tissus et le sang. || montre également
gu’une augmentation du ratio des coefficients de partition dans I'ceuf et dans le tissu
adipeux, c’est-a-dire une augmentation de I'importance de I’élimination de la molécule avec
la ponte en comparaison avec son stockage dans le tissu adipeux, permet une diminution de
la concentration de la molécule dans les tissus. Cela suggere un effet du taux de ponte sur la
concentration de la molécule dans les tissus. Cependant MacLachlan (2010) considére une
poule a PV et taux de ponte fixes. Ce modele ne permet pas de comparer l'influence des
différentes caractéristiques physiologiques sur le transfert des molécules étudiées chez la
poule pondeuse. Au contraire, le modéle de Fournier et al. (2015) permet de répondre a
cette question pour les PCB. Ce modele met en évidence I'augmentation considérable de la
concentration de molécule dans les tissus lors d’'une mue, bien que les résultats pendant la
mue doivent étre considérés avec précaution du fait que I'une des simplifications de ce
modele est de considérer un taux d’ingestion constant et par conséquence une exposition
constante a la molécule tout au long de la vie de la poule, tandis qu’en général le taux
d’ingestion est fortement réduit en début de mue. Ce modele montre que le taux de ponte
(modifié indirectement par modification de la longueur des séries de ponte) présente une
influence notable sur la concentration de la molécule dans les tissus lors d’une exposition
aux PCB, avec une concentration moins élevée pour des taux de ponte plus importants. Leur
analyse en décontamination a montré que I'état d’engraissement (lié au PV) présente une
plus grande influence sur le temps de demi-vie de ces molécules dans les tissus, avec un t;/;

moins long et par conséquence une diminution de la concentration dans les tissus plus
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importante chez des poules légéres peu grasses en comparaison avec des poules lourdes
plus grasses. Le modele de Fournier et al. (2015) étant trés utile dans la recherche sur le
transfert de molécules chez la poule pondeuse, il est difficile a extrapoler du fait que les
coefficients déterminant la partition de la molécule entre les tissus sont dépendants d’'une
part de la molécule méme, d’autre part de caractéristiques physiologiques non renseignées
par le modele et précisément de l'irrigation. Le modéle PBPK de MacLachlan (2010) permet
une extrapolation simple vers d’autres oiseaux et molécules, en modifiant les parametres

correspondants.

En général dans les modeles mécanistes, il est considéré une distribution instantanée et
homogéne de la molécule dans chaque compartiment et une cinétique de transfert de 1%
ordre. En pharmacocinétique, deux types de modeles mécanistes ont été tres développés :
les « modéles pharmacocinétiques basés sur la physiologie (PBPK) » et des « modeles a
compartiments ». Les premiers renseignent en détail les caractéristiques anatomiques et
physiologiques de I'animal pouvant présenter une influence sur le devenir de la molécule en
étude, parmi lesquelles le poids des tissus, leur composition, débit sanguin et des
caractéristiques de la molécule. Ils différencient totalement les paramétres dépendant de la
molécule de ceux dépendants de la physiologie. IIs sont ainsi plus facilement extrapolables a
d’autres animaux ou molécules en comparaison avec les modeles « a compartiments », dans
lesquels certains parametres dépendent a la fois de la molécule et de la physiologie. Deux
modeles de référence de transfert de molécules lipophiles chez la poule pondeuse ont été
analysés, 'un de type PBPK (MaclLachlan, 2010) et l'autre « a compartiments » (Fournier et

al., 2015). Chacun permet de répondre a des objectifs différents.

2.4 Conclusion

Cette synthese bibliographique constitue un état de lieux sur les usages et caractéristiques
principales de I'HBCD. Cette molécule a été incluse a I'annexe A de la Convention de
Stockholm des POP en 2013. L'ingestion représente la voie principale d’exposition a cette
molécule et les denrées alimentaires d’origine animale les principales sources d’exposition
chez la population générale. Plusieurs études concluent que les niveaux d’exposition a
I’'HBCD ne constituent pas un danger pour la santé des consommateurs, la concentration de
la molécule dans ces denrées étant généralement faible (de I'ordre de 1 ng g' MG).

Cependant certains études et plans de surveillance et de controle des aliments ont permis
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de mettre en évidence des cas isolés d’échantillons présentant des concentrations
maximales de I'ordre de 300 et jusqu’a 2000 ng g”* MG dans certains échantillons de denrées
d’origine animale, dont des ceufs.

Les résultats de dosage d’"HBCD dans les ceufs montrent généralement une prédominance de
I'isomére a-HBCD (2.1.4.4). L'étude détaillée du devenir (étapes ADME) de I'HBCD chez
I'animal a mis en évidence la bioisomérisation du y- en a-HBCD dans différentes especes
dont la poule pondeuse. Cependant le degré de bioisomérisation chez la poule exposée au y-
HBCD est faible et I'isomere y- reste prédominant dans les ceufs. L’hypothese d’une
exposition majoritaire des poules a I'isoméere a-HBCD semble ainsi s'imposer sur I’hypothese
d’une exposition majoritaire au y-HBCD (isomére majoritaire dans le mélange technique),
d’autant plus que I'exposition des poules par accés direct et ingestion de matériaux
contaminés (polystyrénes) dans certains élevages est plausible (Hiebl and Vetter, 2007) et

gue l'isomere a-HBCD est majoritaire dans la plupart de ces matériaux (2.1.3).

L’analyse bibliographique met en évidence I’absence d’informations sur le transfert vers
les ceufs et I'accumulation dans les tissus de I’a-HBCD ingéré chez la poule pondeuse. Il est
pourtant nécessaire d’étudier la persistance, ’laccumulation dans les tissus et le transfert
vers les ceufs de I'a-HBCD chez la poule pondeuse exposée a la molécule par voie orale.
Une expérimentation in vivo a été mise en place pour répondre a cette question. Elle est
présentée dans le chapitre 3 de ce manuscrit. Les résultats cinétiques obtenus dans cette
expérimentation doivent également servir comme source de données pour évaluer le
comportement d’'un modele pharmacocinétique basé sur la physiologie, modele également
créé au cours de cette thése (chapitre 4). En effet, la démarche d’expérimentation sur un
type de poules pondeuses donné n’est pas suffisante pour étudier I'influence des différentes
caractéristiques physiologiques de la poule pondeuse sur le transfert de I'a-HBCD vers les
tissus et vers I'ceuf. Or, ces informations sont importantes pour la filiere avicole, qui se
retrouve confrontée a ce contaminant environnemental et a besoin de réponses sur les

facteurs de risque de contamination par I'a-HBCD chez la poule exposée a la molécule.

Deux modeles qui représentent le transfert de contaminants lipophiles chez la poule
pondeuse, I'un de type PBPK (MacLachlan, 2010) et I'autre a compartiments (Fournier et al.,
2015) ont été comparés et permettent de mettre en évidence les avantages et inconvénients
des deux types de modeles. De facon résumée, en comparaison avec le modele de
MaclLachlan (2010), le modeéle de Fournier et al. (2015) sur le transfert de PCB présente
I’atout de représenter la poule pondeuse a différents stades physiologiques (trois cycles de
ponte et deux mues), de représenter les modifications du taux de ponte pendant ces phases

et de permettre la hiérarchisation de certaines caractéristiques physiologiques de la poule
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pondeuse (état d’engraissement et taux de ponte) sur le transfert de PCB chez la poule. Il
met en évidence que I'arrét de la ponte et la perte de poids vif pendant la mue provoquent
une augmentation considérable de la concentration de la molécule dans les tissus. Ce
modele considére que I'exposition se produit au travers d’une ingestion de sol contaminé et
représente un niveau d’exposition constant en ponte et en mue. La généralisation de ce
modele détaillé au niveau de la ponte vers d’autres especes et molécules est difficile car les
coefficients en charge de la partition de la molécule entre les tissus englobent des
caractéristiques de la molécule et également des caractéristiques d’irrigation des tissus, non
spécifiés dans ce modele. En effet les valeurs de ces coefficients ont été obtenues par
ajustement sur des jeux de données expérimentales d’exposition et de décontamination
chez des poules en ponte et requierent un nouvel ajustement quand l'objectif est
d’extrapoler le modele. La structure du modele de MaclLachlan (2010) est plus complexe, il
présente plus de compartiments tissulaires et renseigne davantage sur chacun de ces tissus,
parmi lesquelles le débit sanguin. Ce modele permet de séparer nettement les parametres
correspondants a des caractéristiques physiologiques de ceux dépendants de la molécule et
de ce fait ces auteurs ont pu réaliser son extrapolation a d’autres espéces avicoles.
Cependant concernant la poule pondeuse, ce modele représente uniquement le stade de
ponte et présente un taux de ponte fixe, de 100%, tout au long de la simulation. Or, la ponte
étant une voie d’élimination des POP, il est attendu qu’elle présente une influence sur la

concentration de ces molécules dans les tissus et dans I’ceuf.

Sur la base de ces deux modeles de référence (MaclLachlan, 2010 ; Fournier, 2011), nous
avons choisi de batir un modéle mécaniste représentant en détail différentes
caractéristiques physiologiques de la poule pondeuse (2 cycles de ponte et une mue) afin
de pouvoir hiérarchiser ces caractéristiques selon leur influence sur le transfert de I'a-
HBCD vers les différents tissus et produits. Le choix d’un modeéle PBPK a été effectué afin de
pouvoir extrapoler le modele vers d’autres animaux et molécules. Ce travail de modélisation

est présenté dans le chapitre 4 du manuscrit.
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3 Distribution, transfert vers l'ceuf et
élimination de l'alpha-HBCD ingéré chez la
poule pondeuse lors d'une exposition suivie
d'une décontamination. Expérimentation in
vivo

3.1 Introduction

Une expérimentation in vivo a été réalisée afin d’étudier le devenir de I'a-HBCD chez la
poule pondeuse exposée oralement a la molécule pendant une période de contamination
suivie d’'une période de décontamination. Des poules pondeuses sélectionnées (Novo
brown) sont choisies, a 30 semaines d’dge en début d’expérimentation. A cet age, il est

attendu un taux de croissance faible et un taux de ponte élevé (Novogen, 2016).

La voie orale d’exposition est choisie car toutes les sources potentielles d’exposition des
poules pondeuses a I'HBCD évoquées dans la synthése bibliographique (sol, plantes,
aliments contaminés, acces direct a des polystyrénes) font référence a une exposition par
ingestion (2.1.3). Des aliments expérimentalement contaminés sont choisis comme source
de contamination, ce qui facilite I'application d’un niveau constant d’exposition (en ng kg™
PV i) et le contrdle de celui-ci. Une distribution quotidienne d’aliment contaminé constante
par rapport au PV (équivalente a 7,5% du PV tout au long de I’expérimentation) est
appliquée. Le taux réel d’ingestion quotidienne est calculé individuellement en considérant
les quantités d’aliment apportées et les refus quotidiens. D’autres caractéristiques
zootechniques sont controlées tout au long de I'expérimentation pour étudier leur possible
influence sur les parametres cinétiques et vérifier I'absence d’effets toxiques évidents aux
doses utilisées. Il s’agit notamment du poids vif, le taux de ponte, le poids et le contenu
lipidique des tissus. Certaines de ces variables (précisément le taux d’ingestion et le taux
d’exportation de lipides dans I'ceuf) sont par ailleurs nécessaires pour le calcul du taux de
transfert vers I'ceuf. Les doses et durées d’exposition sont choisies de facon a obtenir une
concentration d’HBCD dans I'ceuf de plusieurs dizaines de ng g™ lipides au plateau, de I'ordre
de grandeur des valeurs maximales reportées par différentes études dans cette matrice
(Tableaux 3 et 4).

Quant aux doses d’exposition dans les aliments, I'exposition au y-HBCD chez des poules
pondeuses par le moyen d’aliments contenant environ 1 ng de y-HBCD g a donné lieu a des

concentrations de y-HBCD dans I'ceuf d’environ 0,4 ng g MG au plateau (Fournier et al.,
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2012a). En considérant des résultats chez la souris qui montrent que pour un méme niveau
d’exposition des concentrations dans les tissus quelques dizaines de fois plus élevées pour
I'a- que pour le y-HBCD (Szabo et al., 2010; Szabo et al., 2011a), une concentration dans
I'aliment de I'ordre de 50 ng d’a-HBCD g™ est ciblée. Cela représente environ 3,85 ug d’a-
HBCD kg™ PV j. Un deuxiéme niveau d’exposition est testé pour évaluer un possible effet
niveau sur le devenir de I'a-HBCD chez la poule pondeuse, tel qu’observé chez la souris, le
rat et le poisson (2.2.3.3.2). Un facteur dix entre les deux niveaux est établi, le deuxieme
niveau étant fixé a 5 ng d’a-HBCD g™.

Le temps nécessaire pour rapprocher I'équilibre (97% de la concentration plateau) peut étre
estimé en multipliant par 5 le t;/; d’'une molécule (OECD, 2012). Le t;/; de 'a-HBCD ayant été
estimé a environ 30 jours dans les tissus a partir d’un travail expérimental (non publié)
réalisé chez des poules pondeuses (Jondreville et al., 2011), le temps d’exposition nécessaire
pour atteindre le plateau est estimé a environ 150 j. Une durée d’exposition de 18 semaines
pour les deux niveaux (50 et 5 ng g) devrait permettre de rapprocher ce plateau. Afin
d’estimer le t;/;, un autre traitement expérimental consiste en I'exposition a des aliments

contaminés a 50 ng g'1 pendant 11 semaines suivies de 7 semaines de décontamination.

Des abattages sériés tout au long de I'expérimentation et I’échantillonnage des tissus
doivent permettre de suivre la concentration de I'a-HBCD dans les tissus tout au long de
I’expérimentation. Les tissus choisis sont ceux pour lesquels Fournier et al. (2012) ont estimé
les parametres cinétiques du y-HBCD, c’est-a-dire le jaune d’ceuf, le gras abdominal et le
foie. Cela permettra la comparaison des parameétres cinétiques des deux isomeres. D’autres
tissus sont prélevés (sang et muscles d’une cuisse) et une analyse effectuée de facon
complémentaire sur certains points de cinétique. Ces résultats servent au calcul des
parameétres cinétiques, précisément le taux de transfert vers l'ceuf, les « ratios
d’accumulation » (facteurs de biomagnification) dans les tissus et le temps de demi-vie de
I'a-HBCD dans différents tissus. Des adaptations des équations générales proposées par

I’OCDE (2012) peuvent étre réalisées en fonction des résultats cinétiques obtenus.

Enfin, les trois isomeres principaux (a-, B- et y-HBCD) sont dosés dans les échantillons, afin
de vérifier chez la poule pondeuse I'absence d’isomérisation de I'a-HBCD en B- et y-HBCD
(Tableau 9). Une analyse des métabolites présents dans les différentes matrices permet

d’identifier des voies de métabolisme de I'a-HBCD chez la poule pondeuse.

Cette expérimentation a été publiée dans le Journal of Agricultural and Food Chemistry
sous le titre: « Tissue Distribution and Transfer to Eggs of Ingested a-
Hexabromocyclododecane (a-HBCDD) in Laying Hens (Gallus domesticus) » et I’article est

présenté ci-dessous.
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ABSTRACT: The aim of the current study was to describe the fate of ingested a-hexabromocyclododecane (a-HBCDD) in
laying hens. Individuals were exposed to two dietary concentrations of @-HBCDD (50 and S ng g™' feed) for 18 or 11 weeks
followed by a 7-week decontamination period. The results show that no isomerization of a- to - or y-HBCDD forms occurred,
whereas OH-HBCDD was identified as a product of a-HBCDD metabolism. Irrespective of the level of feed contamination,
estimates of steady-state accumulation ratios were 5.2, 3.6, and 9.2 and half-lives were estimated at 17.4, 22.8, and 35.3 days in
egg yolk, liver tissue, and abdominal fat, respectively. The steady-state carry-over rate to eggs was 22.9%. Thus, a-HBCDD
ingested by laying hens is readily transferred to eggs and significantly accumulates in adipose tissue.

KEYWORDS: hexabromocyclododecane, laying hen, egg, transfer, accumulation

B INTRODUCTION

Hexabromocyclododecane (HBCDD) is a brominated aliphatic
cyclic hydrocarbon used as a flame-retardant additive in thermal
insulation foams and in textile coatings. It has been produced
since the 1960s, with approximately half of the market volume
being used in Europe, mainly for extruded (XPS) and expanded
(EPS) polystyrene production." Due to its bioaccumulative,
persistent, and toxic characteristics, HBCDD is subject to
international actions toward regulation and was listed in Annex
A of the Stockholm Convention on Persistent Organic
Pollutants (POP) in November 2014, resulting in a midterm
ban on its manufacture and use. Nevertheless, as most of the
HBCDD added to building insulation materials has a service
lifespan of >30 years, release into the environment is expected
to continue for a long time."

In addition to indoor dust, food and, especially, fatty food of
animal origin are the main reported routes of human
exposure.”” Estimates of dietary exposure of human adults to
HBCDD depend on the geographical area and on food
consumption habits. Nevertheless, reported values are deemed
to be of no public health concern (0.22, 0.43, and 0.21 ng kg™*
BW day™' in the United States,” Europe,5 and France,’
respectively). However, although the average levels of
HBCDD concentrations in animal-derived food products are
generally below 1 ng g™ lipid weight (Iw),” levels are greatly
variable as illustrated hereafter. Home-produced hen eggs
collected in the vicinity of e-waste recycling sites in China
contained 44—350 ng HBCDD g~' Iw.” In surveys conducted
in Belgium on home-produced eggs® and in Canada on
commercial eggs,” concentrations as high as 60—70 ng HBCDD
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g~ Iw were reported. National monitoring plans conducted in
Germany10 and in France'' revealed concentrations in eggs
even reaching 2000—3000 ng g~' Iw. The ingestion of a single
egg containing 3000 ng HBCDD ¢~ lw by an adult weighing
70 kg would correspond to around 1000 times the French
exposure of 0.21 ng kg™' BW day '. Thus, the assessment of
the risk related to the presence of HBCDD in food is still
ongoing, and the European Union (EU) has requested
additional data by recommending monitoring of HBCDD in
animal-derived products.’

Technical HBCDD consists of 70—95% of y-HBCDD and
5-30% of a- and S-HBCDD. Although the y-isomer is the
main component in technical mixtures and in sediments, the a-
isomer predominates in wildlife as well as in animal-derived
products,” including hen eggs.””"® This shift is generally
ascribed to a rapid degradation of - and y-HBCDD compared
to a-HBCDD, which has been observed in vivo in the
mouse'*™'® and in the zebrafish'” and also in vitro in rat,
' Indeed, HBCDD
isomers undergo metabolism through debromination and
hydroxylation,””*" with identified metabolites being tissue-
and isomer-specific,”’ at least in mice. Moreover, y-HBCDD
undergoes bioisomerization into - and mostly a-HBCDD in
mammals,"* fishes,'”**** and birds,* including the laying
hen.”* In contrast, a-HBCDD has been shown to be
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recalcitrant to bioisomerization in mammals and fishes.">"”

However, to our knowledge this has not been demonstrated in
birds yet, although it was strongly suggested by the results of
Letcher et al.>* Nevertheless, the extent to which y-HBCDD is
bioisomerized to a-HBCDD does not exceed 10—15%.'%**
Therefore, it is unlikely that this phenomenon is responsible for
the predominance of a-HBCDD in eggs laid by hens when they
are exposed to a technical mixture. It is more probable that the
profile to which animals are exposed is dominated by the a-
isomer. A study by Cariou et al.”> found that XPS used for
insulating hen houses contained up to 3.9% HBCDD, of which
75—80% was the a-isomer. Thus, as previously hypothe-
sized,”'” the ingestion of fragments of insulating material may
be a source of on-farm exposure of hens.

By assuming that hens are mainly exposed to a-HBCDD
orally during rearing, the carry-over and accumulation of this
particular isomer should be characterized to accurately assess
the risk of egg contamination. Thus, the current experiment
aimed to assess in orally exposed laying hens levels of a-
HBCDD accumulated in tissues and carried over to eggs and
the depuration half-life through an exposure—depuration
experiment. As these parameters have been reported to be
dose-dependent in mice'® and fish,'” the current study tested
two levels. In addition, an attempt was made to identify
metabolites of a-HBCDD in several tissues. The current study
contributes to filling the gaps in the knowledge of HBCDD
metabolism in birds highlighted by Law et al.*

B MATERIALS AND METHODS

Chemicals. Reference solutions of HBCDD isomers were
purchased from Wellington Laboratories (Guelph, ON, Canada).
Working solutions were prepared in toluene. Toluene, acetone, n-
hexane, acetonitrile, and methanol (Picograde) and magnesium silicate
(Florisil) were purchased from LGC Promochem (Wesel, Germany).
Dichloromethane was provided by Biosolve (Valkenswaard, The
Netherlands) and acetonitrile by Carlo Erba (Val-de-Reuil, France).
Silica gel (70/230 mesh) and technical HBCDD (98%) were obtained
from Fluka (Buchs, Switzerland). Sulfuric acid (98%) was purchased
from Panreac (Barcelona, Spain) and 1 N sodium hydroxide from
Reagecon (Clare, Ireland). Sodium sulfate and ammonium acetate
were from Merck (Darmstadt, Germany). Ultrapure water was purified
using a Milli-Q-osmosis system from Millipore (Milford, MA, USA).

Experimental Feeds. Technical HBCDD, containing 1, 5, and
93% of a-, f-, and y-HBCDD, respectively, was enriched in a-isomer
by thermal rearrangement (172 + 0.4 °C, 6 h), according to a method
adapted from that described by Szabo et al.'® Purification was
performed on neutral silica gel and magnesium silicate manually
packed solid phase extraction (SPE) columns and also by preferential
precipitation at —20 °C, using dichloromethane and n-hexane. The
resulting crystals (99.3% a-HBCDD and traces of #-HBCDD) were
dissolved in acetone used to spike soy oil at 50 mg kg™".

Three experimental feeds were prepared from the same maize and
soybean meal basal feed including all of the nutrient requirements of
laying hens (Table S1). The two target concentrations of -HBCCD
in the contaminated feeds were chosen to obtain eggs containing
several tens to hundreds of nanograms of HBCDD per gram of lipid
weight.”~” Thus, knowing that hens orally given feeds containin§ 1 ng
y-HBCDD ¢! lay eggs containing 0.4 ng of y-HBCDD g™' Iw * and
also that a-HBCDD is around 15—20 times more bioaccumulative
than y-HBCDD in mice,'”'* concentrations of 50 and 5 ng a-HBCDD
g™' feed were chosen. Similar environmentally relevant dietary
concentrations have been tested in fish."” To achieve these two target
concentrations, S mg of soy oil spiked with a-HBCDD at appropriate
levels was introduced per gram of basal diet. The control feed was
obtained by mixing the same amount of clean soy oil in the basal feed.
Although feed is usually presented as mash to laying hens, feeds were
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presented as pellets (2.5 mm) to avoid as far as possible contaminated
dust being emitted in the room where hens were raised.

Birds and Experimental Design. The experiment was approved
by the relevant ethics committee (Agreement CELMEA-2012-0015).
It was conducted in an appropriate facility (Agreement B54-547-15)
with cages allowing feed ingestion and egg production of individual
hens to be monitored. Fifty-one laying hens (Novo Brown, 30 weeks
old, weighing 1541 + 13 g, mean + SE) were placed in individual
cages for 19 weeks. After a one-week adaptation period during which
all hens were given the control feed, 45 hens were divided into three
blocks of 15 birds each according to body weight (BW) and the
remaining 6 birds were kept as controls. Control hens continued to be
fed control feed and were slaughtered in groups of two at the
beginning of the experiment, after 11 weeks, and at the end of the
experiment (18 weeks). Thirty-six hens received the feed containing
50 ng of @-HBCDD g™ either for 18 or for 11 weeks followed by 7
weeks of depuration with the control feed. In each of the three BW
blocks, one hen was slaughtered after 1, 2, 4, 7, 11, 14, or 18 weeks of
exposure or after 11 weeks of exposure followed by 1, 2, 3, 4, or 7
weeks of depuration. Nine hens received the feed containing S ng a-
HBCDD ¢! for 18 weeks and were slaughtered (n = 3) after 7, 11, or
18 weeks of exposure.

The daily feed allowance was adjusted to 7.5% of BW and given
once each morning. Hens were individually weighed after 5 and 11
weeks of the experiment, and the amount of feed distributed was
readjusted accordingly. Water was freely available. Lighting was set to a
16 h light/8 h dark cycle. Temperature was maintained at 22 °C.

The number and weight of eggs laid per individual were recorded
daily, as was feed intake by weighing feed allowance and refusal. Feeds
were sampled weekly and stored in the dark at 4 °C. A composite
sample of each feed was used for analyses.

Hens were slaughtered after a 12 h fast, by electrical stunning
followed by bleeding. At slaughter, each hen was weighed, and
abdominal fat, the liver, and muscles from one thigh (without skin and
bone) were removed and weighed. The egg laid the day before
slaughter was weighed and removed from its shell before separating
and weighing the white and yolk. All samples except livers were stored
at —20 °C. Liver samples were also used for metabolomics studies,
which do not enter the scope of the current paper. Therefore, the
livers were immersed in liquid nitrogen, wrapped in aluminum foil,
vacuum packed, and stored at —80 °C before being ground in liquid
nitrogen.

Quantification of HBCDD in Samples. HBCDD isomers (a, 3,
and y) were analyzed in feed, abdominal fat, liver tissue, thigh muscle,
and egg yolk, according to ISO/IEC 17025:2005 accredited methods.
Prior to use, all glassware and Na,SO, were baked at 400 °C for 4 h or
at 650 °C for 6 h, respectively. Feed was dried in an oven at 80 °C.
Other matrices were lyophilized and ground prior to extraction. Lipids
were extracted by pressurized liquid extraction (PLE) over three
successive static cycles (100 bar, 120 °C) (SpeedExtractor, Biichi,
Switzerland) with a toluene/acetone mixture (70:30, v/v), evaporated
to dryness, and weighed. Purification steps were conducted on a SPE
column manually packed with Na,SO,, neutral, and acidic (H,SO,)
silica gel using hexane and dichloromethane, followed by partitioning
between n-hexane and 1 N NaOH. Final extracts were reconstituted
into a mixture of methanol/water 80:20 (v/v). HBCDD isomers were
analyzed by LC-ESI(—)-MS/MS (6410, Agilent Technologies).
Separation was achieved on a Hypersil Gold column (100 mm X
2.1 mm, 1.9 um) (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA) fitted to a
1260 series HPLC pump. The mobile phase was constituted of 20 mM
ammonium acetate (A) and a mixture of acetonitrile/methanol 1:1 (v/
v) (B) in isocratic conditions (A/B 30:70, v/v). The transitions
monitored through the triple-quadrupole mass filter corresponded to
[M — H]™ — [Br]™. Each analytical series comprised a procedural
blank and a quality control sample. Quantification was achieved
according to the isotopic dilution principle (**C-labeled isomers as
internal standards and *H,4--HCBDD as external standard). Limits of
quantification (LOQ) were determined individually for each sample
and isomer. A reporting limit (LoR) higher than each LOQ was
established by matrix at 0.04 ng g~ feed (at 12% moisture) and at 0.1,
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0.1, 0.2, and 0.4 ng g ' lw for egg yolk, abdominal fat, thigh muscle,
and liver tissue, respectively.

Screening for Brominated Impurities and Metabolites.
Highly contaminated and control feeds and matrix pools of samples
collected at 18 weeks from hens exposed throughout the experiment to
highly contaminated feed (egg yolk, thigh muscle, abdominal fat, liver
tissue) and from controls (egg yolk, abdominal fat, liver tissue) were
analyzed using LC-HRMS to screen for brominated compounds.
Lipids of sample pools were extracted using PLE as described above,
suspended in hexane (8 mL), and treated by successive liquid—liquid
partitioning with concentrated sulfuric acid (4 X 8 mL) to remove
lipids. The organic layers were neutralized with 10 mL of ultrapure
water, dried with anhydrous sodium sulfate, and reconstituted into a
mixture of methanol/water (80:20, v/v). Extracts were analyzed with
an UltiMate 3000 UHPLC pumping system coupled to an Orbitrap Q-
Exactive mass spectrometer fitted with a heated electrospray ionization
(HESI) source (Thermo Scientific). Solvents for mobile phases
(water, acetonitrile, and methanol) were provided by Sigma-Aldrich
(LC-MS ChromaSolv grade, St. Louis, MO, USA). Chromatographic
conditions were as described above, except that the gradient began
with A/B 95:5 for 2.4 min (v/v) and was ramped to 0:100 (v/v) in
11.6 min. Samples were ionized in negative mode with HESI
parameters as follows: sheath gas flow, SO arbitrary units (AU);
auxiliary gas flow, 5 AU; capillary temperature, 300 °C; source heater
temperature, 150 °C; spray voltage, 2.5 kV; S-lens radio frequency, 50
AU. HRMS data were acquired in full scan mode over the m/z range
400—750 at a resolving power of 70,000 full width at half-maximum
(fwhm) at m/z 200. The automatic gain control (AGC Target) was set
at high dynamic range (5 X 10°), and the maximum injection time was
set to 500 ms. Data treatment and interpretation are described in the
Supporting Information. Briefly, chromatographic peaks were
automatically integrated through the centWave algorithm of the
xcms package in the open source programming R environment after
conversion of data into the open format mzXML (msConvert
software, ProteWizard). Features obtained were graphically repre-
sented on an H/Cl mass defect plot”” for visual location (Figure S1)
and further characterization of brominated clusters.

Calculations and Statistical Analyses. Feed ingested (FL, g
day™!) and the number and weight of eggs laid daily (g day™') were
calculated individually for the periods of exposure and depuration.
Daily feed intake relative to BW (g kg™' BW) was derived from the
mean BW over each experimental period. The amount of lipid secreted
daily through eggs (LE, g day™") was estimated by considering that egg
yolk accounts for 26% of the total egg weight and contains 35% of
lipids.*®

All of the data were analyzed using SAS statistical software (SAS,
version 9.1, SAS Institute, Cary, NC, USA), with models appropriate
for a randomized complete block design and using the hen as the
experimental unit. Differences were considered significant when P <
0.05. Control hens were excluded from this analysis.

Hen characteristics (FI, BW, egg production, organ weight, and lipid
content) were analyzed using the GLM procedure. The model
included the block and 15 levels of treatment corresponding to the
exposure and decontamination durations combined with the two levels
of feed contamination.

To facilitate the comparison between the two levels of feed
contamination, concentrations of a-HBCDD in tissues and in egg yolk
(ng ¢! Iw) were divided by the assayed a-HBCDD concentration in
the contaminated feed (ng g™’ fw)."*'* The resulting normalized
concentrations were analyzed as repeated measures using the MIXED
procedure. The tissue was introduced in the model using the
“repeated” statement, to account for the correlation between the
tissues collected from the same hen. In addition to the block (n = 3),
the model included the combined exposure and depuration durations
(treatment, n = 15), the tissue (egg yolk, abdominal fat, liver), and
their interaction. Thigh muscle was excluded from this analysis due to
a lack of sampling points. To account for the variable contribution of
abdominal fat to BW, the ratio of abdominal fat weight to BW was
introduced as a covariate in the model. To fit the model, compound
symmetry was used as covariance structure; thus, measurements on the
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same hen were considered to be similarly correlated. A Tukey—Kramer
test was used to compare adjusted means. The two levels of feed
contamination were compared by means of orthogonal contrasts for
each exposure duration (7, 11, or 18 weeks).

Within each tissue, the previously adjusted means were then used to
estimate the kinetic parameters of a-HBCDD by iterative nonlinear
regression using the NLIN procedure of SAS. On the basis of visual
examination of the data, first-order kinetics models were adjusted
simultaneously to the exposure and depuration data as described in
OECD guidelines.” For each tissue, the model was of the form Ciy =
AR X (e 7Rt g 7Rx(eHa)) yith C, ;, the normalized concentration of a-
HBCDD in the animal tissue (ng g~' Iw relative to the concentration
in feed expressed in ng g™' fw) after an exposure period of £, days (0 <
t, < 126) followed by a depuration period of t; days (for t, < 77, t; =0
jfort,=77,0 <t; <49; fort, > 77, t; = 0), k is the depuration rate
constant (day™'), and AR (accumulation ratio) is an estimate of the
normalized concentration of a-HBCDD in the tissue at steady state
(ng g™" Iw relative to the concentration in feed expressed in ng g™* fw).
Half life (t,,, days) was estimated as In(2)/k. The steady-state carry-
over rate (COR) of a-HBCDD to egg was estimated using the model
C,., = (FI/LE) X COR X (e™% — e~y with FI the amount of
feed ingested daily (g day ') and LE the amount of lipids excreted
daily through egg (g day™").

For each tissue, the time required to reach 95% of the concentration
at steady state (f,, days) was estimated by means of the equation C, ,

= AR X (1 — e™™%) where C,o and AR are the normalized

concentrations of a-HBCDD in the tissue after a t,-day exposure
period and at steady state, respectively. f,, was estimated by replacing
AR by 0.95 AR and solving for t,.

B RESULTS

Body Weight, Feed Ingested, and Laying and Tissue
Characteristics. Results are presented as the mean + SE for
exposed and control hens in the Supporting Information (Table
$2). Body weight at slaughter in exposed hens was 1655 + 26 g.
It tended to increase with the age of the animal, being 109 g
lower in hens slaughtered before 7 weeks of experimentation
compared to hens slaughtered between 11 and 18 weeks (1582
+ 32 vs 1691 + 35, P = 0.08). Feed ingested daily was
independent of the treatment (P > 0.1) and reached 71.4 + 0.7
g kg™' BW, so that hens were exposed daily to 2843 and 257 ng
of a-HBCDD kg ™' BW for the high and low levels, respectively.
The number and weight of eggs produced daily (0.967 + 0.005
and 348 + 04 g kg™' BW day™!, respectively) were
independent (P > 0.1) of the experimental treatment. In
contrast, the contribution of the liver and of abdominal fat
weight to BW differed between treatments (P < 0.01). Hens
slaughtered after 1 week of exposure to 50 ng a-HBCDD g
feed displayed the highest liver weight (25.2 + 2.9 g kg™' BW),
whereas the lowest were observed in hens exposed to the same
feed during 11 weeks followed by 1, 2, or 4 weeks of depuration
(14.7—16.4 g kg™' BW). There was a tendency for contribution
of abdominal fat to BW to rise as the duration of the
experiment increased, abdominal fat being below 20 g kg™ BW
for the first 7 weeks of the experiment and between 28 and 43 g
kg™! BW from the 11th week, irrespective of the level of feed
contamination and of the exposure or depuration status of the
animal. The lipid concentration in egg yolk, liver tissue,
abdominal fat, and thigh muscle was independent of the
treatment (P > 0.1) and reached 318 + 2.1, 94 + 5.7, 907 +
7.7, and 78.7 + 6.8 g kg™' fw, respectively. All of these
characteristics were very similar to those observed in control
hens.
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Concentrations of HBCDD in Feeds and in Egg Yolk
and Tissues from Control Hens. The control feed was
devoid of any of the three HBCDD isomers (<0.04 ng g™'). In
spiked feed, the assayed concentrations of a-HBCDD were
40.0 and 3.62 ng g~' fw for the target concentrations of S0 and
S ng ¢! fw, respectively. No f-HBCDD was detected in any
spiked feed, whereas some y-HBCDD was quantified at levels
of 0.181 and 0.138 ng g~ fw, representing 0.45 and 3.7% of the
total HBCDD in the high- and low-level feeds, respectively.

In control hens, egg yolk was devoid of any of the three
isomers of HBCDD (<0.1 ng g~' Iw). No #-HBCDD (<0.1 ng
g' Iw) was detected in abdominal fat, whereas a- and y-
HBCDD were quantified in all control samples at levels of 0.25
+ 0.06 and 0.32 + 0.10 ng g~' lw, respectively. Liver tissue
contained HBCDD at levels as high as 3.2 + 0.8 ng a-, 0.96 +
0.31 ng f-, and 9.0 + 2.8 ng y-HBCDD g~ Iw. This profile,
which was fairly constant among liver samples and dominated
by the y-isomer (254 +£1.3,7.0 £ 0.5, and 67.6 + 1.4% of a-,
p-, and y-HBCDD, respectively), was close to that of a technical
mixture. These levels of HBCDD were ascribed to an accidental
contamination from a polystyrene box, in which liquid nitrogen
used for grinding liver samples was stored.

Concentrations of HBCDD in Egg Yolk and in Tissues
from Exposed Hens. In exposed hens, no - or y-HBCDD
was detected in egg yolk (<0.1 ng g™' Iw) or in thigh muscle
(<02 ng g”' Iw). Abdominal fat was devoid of S-HBCDD
(<0.1 ng g”" Iw), but contained y-HBCDD at a concentration
of 0.48 + 0.05 ng g_1 Iw, close to that recorded in control hens,
suggesting a slight procedural contamination of abdominal fat
with both a- and y-HBCDD. Nevertheless, considering that the
minimal concentration of a-HBCDD in abdominal fat of
exposed hens was 21 ng ¢! Iw (see below), that is, on the
order of 100 times the concentration measured in controls, no
correction for this procedural contamination was performed.
The concentrations of f- and y-HBCDD in liver tissue of
exposed hens were very similar to those in controls (0.83 +
0.15 and 7.8 + 1.2 ng g~ lw, respectively). Thus, liver a-
HBCDD concentrations in exposed hens were individually
corrected considering that $- and y-HBCDD originated from
an overall contamination due to the polystyrene box, using the
HBCDD profile observed in control hens.

The resulting normalized concentrations of a-HBCDD in
egg yolk, liver tissue, abdominal fat, and thigh muscle are
presented in Table S3 and in Figure 1. They increased over
time during the 18-week exposure period and decreased over
time during the 7-week depuration period (treatment, P <
0.001). Overall, 2-HBCDD was 2.5 times more concentrated in
abdominal fat than in liver tissue (matrix, P < 0.001), whereas
egg yolk displayed intermediate concentrations, close to those
of abdominal fat at the beginning of the exposure period and
close to those of liver tissue at the end of the depuration period
(treatment X matrix, P < 0.01). Thigh muscle was not included
in this statistical analysis due to lack of sampling points.
Nevertheless, its normalized concentration in a-HBCDD
analyzed after 11 and 18 weeks of exposure to S0 ng a-
HBCDD g! feed was close to that of abdominal fat (6.95 +
0.18 vs 6.62 = 0.16 and 945 + 1.02 vs 7.55 =+ 0.16,
respectively).

After 7 and 18 weeks of exposure, the two levels of a-
HBCDD in feed resulted in very similar normalized
concentrations of @-HBCDD in all animal matrices (contrasts
5 vs 50, P > 0.1) (Table S3). However, hens exposed to S ng a-
HBCDD g™' feed during 11 weeks displayed normalized
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Figure 1. Time- and level-dependent normalized concentration® of a-
HBCDD in egg yolk, liver tissue, and abdominal fat of laying hens.
Data points are adjusted means =+ standard error (n = 3) as presented
in Table S3 for hens exposed to 50 ng @-HBCD ¢! feed throughout
the experiment (dark gray cirles), exposed to 50 ng a-HBCDD g™*
feed during 11 weeks and depurated thereafter (light gray circles), and
exposed to 5 ng a-HBCDD g' feed throughout the experiment (dark
gray triangles). Within each tissue, the continuous line represents the
fitted first-order kinetics model presented in Table 1. *The assayed
concentrations of @-HBCDD in animal matrices (ng g' Iw) are
divided by the assayed concentration of @-HBCDD in the
contaminated feed (ie. 40.0 and 3.62 ng g~' fw for the S0 and §
levels, respectively

concentrations in animal matrices 24% higher than those of
hens exposed to S0 ng a-HBCDD g~ feed (contrasts S vs S0, P
< 0.05). Nevertheless, when these contrast analyses were
conducted matrix by matrix (results not shown), they revealed
that this significant difference was due to egg yolk only (P <
0.01), whereas the two levels of feed contamination could not
be differentiated for abdominal fat or liver tissue (P > 0.1). This
being the only difference, the two levels of exposure were
combined to estimate the kinetics parameters of a-HBCDD.
First-order kinetics models were adjusted with coefficients of
determination of 0.98 (Table 1). Depuration rate constants
were estimated at 0.0398 + 0.0052, 0.0304 + 0.0043, and
0.0197 + 0.0034 day ™" for egg yolk, liver tissue, and abdominal
fat, respectively, representing depuration half-lives of 17.4 +
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Table 1. Parameters of the Kinetics of a-HBCDD in Egg
Yolk, Liver Tissue, and Abdominal Fat of Laying Hens”

animal matrix egg yolk liver abdominal fat
k x 107 (day™) 39.8 + 52 304 + 43 19.7 + 34
AR 52 +02 3.6 +02 92 + 0.6
COR 0.229 + 0.010
R 0.98 0.98 0.98
t,, (days) 174 + 2.3 22.8 +32 352 + 6.0
t,, (weeks) 11 14 22
steady-state a-HBCDD concentration (ng g™ Iw)
level 50 207 + 9 142 £ 6 370 £ 24
level § 18.8 + 0.9 12.9 + 0.6 33.5 +22

“Estimates (+standard error) of the depuration rate constant (k), the
steady-state accumulation ratio (AR, expressed as the ratio of the
concentration of @-HBCDD in the animal matrix on a lw basis to its
concentration in feed on a fw basis), and carry-over rate (COR) to
egg; R%, coefficient of determination; t,,, depuration halflife,
calculated as In(2)/k; t, estimated time required to achieve steady
state, i.e., 95% of AR; steady-state a-HBCDD concentration in animal
matrices (ng g' Iw) calculated as AR multiplied by the assayed
concentration in feed (ie., 40.0 and 3.62 ng g”' fw for the 50 and §
levels, respectively).

2.3,22.8 & 3.2, and 35.2 + 6.0 days, respectively. The adjusted
steady-state AR of a-HBCDD in abdominal fat was 9.2 + 0.6,
corresponding to steady-state concentrations of 370 + 24 and
33.5 + 22 ng g lw for 50 and S ng a-HBCDD g feed,
respectively. Estimates of AR and of steady-state normalized
concentrations in egg yolk and in liver tissue were 1.8 and 2.6
times lower than in abdominal fat (5.2 + 0.2 and 3.6 + 0.2,
respectively), with steady-state concentrations in egg yolk of
207 + 9 and 18.8 + 0.9 ng g~ Iw for the 50 and S ng g~ feed,
respectively and in liver tissue of 142 + 6 and 12.9 + 2.2 ng g~
Iw, respectively. In eggs, this steady state corresponded to an
elimination through eggs of 22.9% of a-HBCDD ingested daily
(COR = 0.229 + 0.010). With t values of 11 and 14 weeks, it
was reached before the end of the present 18-week exposure
experiment in eggs and in liver tissue, whereas an additional 4
weeks would have been required for a maximized a-HBCDD
concentration in abdominal fat (t, = 22 weeks).

Detection of Other Brominated Compounds in Feed
and in Egg Yolk and Tissues. The screening for brominated
impurities and metabolites was performed in the control and
the highly contaminated feeds and also in pooled samples of
egg yolk and tissues collected in hens after 18 weeks on these
two feeds. No brominated compound was detected in the
control feed, whereas three pentabrominated compounds were
detected in the contaminated feed. The tentative chemical
formulas were C;,H;,Br; (pentabromocyclododecane,
PeBCDD), C,,H,,Br; (pentabromocyclododecene,
PeBCDDe), and C;,H;¢Br;Cl (pentabromochlorocyclodode-
cane, PeBCICDD), with relative signal areas representing 0.08,
0.04, and 0.23% of that of a-HBCDD, respectively.

With regard to egg yolk and tissues, no polybrominated
compounds other than HBCDD (procedural contamination)
were detected in pooled control samples. However, signals
corresponding to the three above-mentioned pentabrominated
compounds were detected in all pooled samples from
individuals after exposure to SO ng a-HBCDD g~' feed for
18 weeks, with relative signal areas representing 0.05, 0.6, and
0.25% of that of a-HBCDD, respectively. Additionally, signals
matching monohydroxylated HBCDD (OH-HBCDD) were
detected in abdominal fat and muscle pools, with relative signal
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areas representing 0.6% of that of a-HBCDD. Theoretically,
OH-HBCDD shows six isomers, but only one chromatographic
peak was detected.

B DISCUSSION

Tissue and egg weights as well as their lipid concentrations are
in line with data in the literature.”**° The increase in abdominal
fat contribution to BW is expected in laying hens before they
have completed their growth.*” The origin of variations in liver
weights between treatments is unclear, but does not seem to be
linked to the level or duration of exposure. Neither the
incorporation of HBCDD in feed nor the level of feed
contamination influenced feed ingested, laying rate, BW, or
lipid concentrations in tissues. Similarly, exposure of zebrafish'”
to diets containing up to S0 ng a-HBCDD g™ for 42 days or of
Atlantic salmon®" to diets containing 280 ng a-HBCDD g~ did
not cause any disturbance in growth or lipid deposition. In
American kestrels, exposure levels of 510 ug technical HBCDD
kg_1 BW for 75 days, that is, around 180 times the highest
exposure level in this study, did not affect body characteristics,
but reproductive performance of birds was disturbed with more
numerous but smaller eggs laid and an increased eggshell
porosity.”® In this latter study, the average egg HBCDD
concentration was 3800 ng g~* Iw, that is, 16 times the maximal
concentration of 242 ng ¢! Iw observed in the current study.

The absence of /-HBCDD in any samples, the absence of y-
HBCDD in egg yolk or muscle, and the similar abdominal fat y-
HBCDD concentration in control and exposed hens suggest
that no isomerization of @- to y- or S-HBCDD occurred.
Although less reliable because of the accidental contamination
of the samples, this observation seems to be confirmed by the
data obtained in liver tissue. The recalcitrance of a-HBCDD to
isomerization has been reported in vitro and in vivo in
mammals'>'®'? and in fishes."”'?***! To our knowledge, this
is the first time it has been demonstrated directly in birds,
although it was previously strongly suggested by the a-
HBCDD-enriched tissues of American kestrels that had been
exposed to a technical mixture of HBCDD.” In contrast, the
isomerization of y-HBCDD into a-HBCDD and in some
instances into S-HBCDD is well documented,’ including in
laying hens.”*

Overall, the normalized concentration of a-HBCDD in
tissues and eggs after a 7—18-week exposure to 5 ng a-HBCDD
g~ ! feed was 10% higher than that of hens exposed to SO ng a-
HBCDD g' feed. Nevertheless, the current study did not
evidence any significant influence of the level of exposure at
these environmental levels on the resulting normalized
concentration of a-HBCDD in tissues or eggs. In contrast, in
zebrafish orally exposed to feeds containing 2.5 and 25** or $
and 50 ng a-HBCDD g™'," the assimilation efficiency was
shown to be dose-dependent, with a 34% higher efliciency for
the low than for the high dose. Concomitantly, the half-life was
multiplied by 1.8—2.6 and the biomagnification factor by 2.4—
3.4. Nevertheless, with mice orally exposed to far higher doses
ranging between 3 and 100 mg kg™ BW' and with rats orally
exposed to 0.3—200 mg technical HBCDD kg™' BW for 28
days,” an opposite trend was observed with a nonlinear
increase in tissue concentration with increasing levels of
exposure. Thus, the impact of the dose on the accumulation
of a-HBCDD is still controversial and may depend on the
animal species and the range of exposure levels.

At the end of the exposure period, the highest concentration
of a-HBCDD, expressed relative to lw, was recorded in
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abdominal fat and in thigh muscle, whereas liver was the least
concentrated tissue and egg yolk was intermediate. A similar
ranking of tissues was observed for y-HBCDD in laying hens
given feed spiked with this isomer”* and also in American
kestrels exposed to a technical mixture of HBCDD.> Fatty
tissues were also reported to be the mag'or tissue depot for a-
HBCDD in mice' **° and in mirror carp.”’ Thus, as pointed out
by Letcher et al,*’ lipids are not the only factor driving tissue
levels. Hence, the affinity of highly lipophilic organic chemicals
such as HBCDD for lipids refers to neutral rather than total
lipids.”” The higher proportion of neutral lipids in total lipids in
abdominal fat (almost 100% triglycerides™’) than in egg yolk
and in liver (70 and 65% for the sum of triglycerides and
cholesterol, respectively”®*®) may therefore partly explain the
higher concentration of a-HBCDD in abdominal fat than in
other matrices.

Another aspect of tissue distribution is the dynamics of the
compound once it has been absorbed. Indeed, it is directed to
the liver, where it undergoes metabolism and is then distributed
to tissues through blood circulation. As observed in other
experiments dealing with a- or y-HBCDD,'*'>*%** the current
experiment displayed an initial distribution to highly perfused
organs such as the liver and then to poorly perfused tissues
such as abdominal fat. The adjustment of first-order kinetics
models to the current data is in accordance with the results
obtained with fish exposed to environmental levels of a-
HBCDD.'?"** The estimated depuration half-life was longer
in abdominal fat (35 days) than in liver tissue and in egg yolk
(23 and 17 days, respectively). Similar differences between
highly and poorly perfused tissues were observed in fish, with
depuration half-lives of 12 days in viscera and 28—30 days in
muscle and in skin of mirror carp exposed to a-HBCDD
through water.”” In mice given a single oral dose of 3 mg a-
HBCDD kg™' BW, the terminal depuration halflives of a-
HBCDD were estimated to be 3 and 17 days in liver and in fat,
respectively.'

In the current study, the accumulation ratios of a-HBCDD in
egg, liver, and abdominal fat were estimated at 5.2, 3.6, and 9.2,
respectively, and the estimate of COR to egg was 0.23, whereas
the half-life ranged between 17 and 35 days. In laying hens
exposed to y-HBCDD values were far lower, with ARs of 0.3—
0.6, COR to egg of 0.012, and half-lives of 0.41, 2.9, and 13
days in liver, egg, and abdominal fat, respectively.24 Thus, as
previously observed in mammals'*"® and in fishes,'”*"** a-
HBCDD seems far more accumulative and persistent than y-
HBCDD in birds. More generally, a-HBCDD may be
compared to other persistent organic pollutants possibly
transferred to animal-derived food, classified as highly and
moderately cumulative by Kan and Meijer.*' The former, such
as DDT, display a long half-life of 50—70 days, an AR from feed
to body fat around 10, and a COR in egg of around 0.5.
Compounds such as lindane, with a half-life of 7—14 days, an
AR in body fat of around 2, and a COR to egg of 0.1 are
classified as moderately cumulative. Thus, a-HBCDD would be
classified between these two categories with a high capacity of
accumulation in body fat and intermediate COR to egg and
half-life.

The steady-state concentration of a-HBCDD in eggs of the
hens exposed to 50 ng a-HBCDD g feed was 207 ng g~ " Iw.
This is in line with the several tens or hundreds reported for
some eggs in the literature and within the framework of
monitoring plans.”~"" On the basis of a steady-state COR to
egg of 0.229 and the daily secretion of 5.5 g lipid through egg,”*

2117

this concentration would be achieved in a hen ingesting 4.97 g
of a-HBCDD daily. Assuming that exposure arises through the
ingestion of XPS containing 3.0% HBCDD, of which 80% is a-
HBCDD,> this concentration in eggs would be achieved
through the daily ingestion of a quantity as small as 207 pug of
XPS, that is, 0.217 mm?®, accounting for a density of 1.05 g
cm . For eggs containing 3000 ng a-HBCDD g™ as recorded
in French monitoring surveys,'" this amount would not exceed
3.2 mm?® of this XPS.

Metabolic products of HBCDD from debromination and
hydroxylation pathways have previously been observed. The
presence of debromination products in animal tissues such as
PeBCDDe was reported in fishes and rats,"”*? as well as
tetrabromocyclododecene (TeBCDDe) and tetra-, tri-, and
dibromocyclododecadienes in fishes.”” In addition, several
hydoxylated products such as hexa-, penta-, and tetrabromocy-
clododecanols (OH-HBCDD, OH-PeBCDDe, and OH-
TeBCDDe) were identified in tissues of rats and mice.”"*’ In
the current study, although three pentabrominated compounds
were detected in both feed and animal tissues, OH-HBCDD
was detected in animal matrices only and at very low levels
(<0.6% relative area, assumed to be stable during sample
preparation according to the literature™"). This suggests that the
latter would be the only product detected from a-HBCDD
metabolism by hens. This compound is commonlg identified in
tissues from wild animals including mammals,"®*” fishes,” and
birds.””*" Similarly, Hakk et al.”' reported OH-HBCDD as the
only metabolic product in tissues of mice exposed to a-
HBCDD, whereas several other products were detected in mice
exposed to y-HBCDD.

To conclude, a-HBCDD ingested by laying hens is readily
transferred to eggs and accumulates significantly in adipose
tissue, without any isomerization into y- or f-HBCDD. The
accidental ingestion of XPS used for insulating rearing buildings
seems to be a possible pathway of hen exposure to a-HBCDD
and, in turn, corresponding egg contamination.
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4 Influence des caractéristiques
physiologiques sur le devenir de I'alpha-HBCD
chez la poule pondeuse. Modele
pharmacocinétique basé sur la physiologie

(PBPK)

4.1 Introduction

L’expérimentation in vivo décrite dans le chapitre précédent, a permis de confirmer le
transfert de I'a-HBCD ingéré vers les tissus et produits et de caractériser les paramétres
cinétiques de la molécule ingérée chez la poule pondeuse. Ces résultats constituent une
base in vivo des concentrations d’a-HBCD mesurables dans les tissus et dans I'ceuf suivant
un niveau d’exposition donné chez des poules pondeuses aux caractéristiques
physiologiques propres. Cependant certaines caractéristiques physiologiques de I'animal
peuvent influencer la cinétique de transfert des POP chez I'animal. Ainsi, un modele de
transfert de PCB développé chez la poule pondeuse a mis en évidence I'influence du poids vif
et du taux de ponte sur le transfert de ces POP chez la poule pondeuse (Fournier, 2011;
Fournier et al., 2015). Les souches de poules pondeuses utilisées dans différents systémes
d’élevage (élevage en cages, plein air, élevages familiaux...) présentent des différences dans
leurs traits physiologiques, et leur étude permettra de mettre en évidence les
caractéristiques liées a chaque systéme d’élevage qui peuvent influencer le niveau de
contamination des ceufs dans le cas d’une exposition a cette molécule. L'objectif majeur de
ce travail de thése est de développer un modele de transfert de POP (a-HBCD) chez la poule
pondeuse qui permette de hiérarchiser 'ensemble des caractéristiques physiologiques de la
poule pondeuse selon leur influence sur le transfert de I'a-HBCD vers les tissus et les
produits. Sur la base conceptuelle du modeéle a compartiments développé dans le cadre de la
thése d’A. Fournier (2011) au sein de I'UR AFPA en collaboration avec I'IlTAVI, un nouveau
modele a été développé, celui-ci de type PBPK (modéle pharmacocinétique basé sur la
physiologie) pour représenter les étapes ADME (absorption, distribution, métabolisme,
excrétion) de I'a-HBCD chez la poule pondeuse (CASDAR, 2012). Le choix d’'un modele
mécaniste de type PBPK vise a pouvoir extrapoler chaque modele a d’autres animaux et a

d’autres molécules lipophiles.
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Ce modele incorpore des informations sur des facteurs physiologiques pouvant influencer le
transfert du contaminant vers les tissus et les produits, notamment sa distribution, via la
circulation sanguine et son métabolisme, ainsi que la composition corporelle. Ce
renseignement détaillé de la physiologie de I'animal qui gere le transfert de la molécule
facilitera I'’extrapolation du modele vers d’autres animaux et molécules lipophiles. D’ailleurs
le modele représentant fidelement la composition corporelle, cela permettra une
hiérarchisation des caractéristiques de I'animal selon leur influence sur I'accumulation de la
molécule dans les tissus et son transfert vers les ceufs, dans un premier temps par une
analyse de sensibilité approfondie et dans un deuxieme temps par modification de certains
parameétres pour représenter des poules-type représentatives de différents systémes
d’élevage réalistes. Les caractéristiques physiologiques étudiées pour un type de poule
représentatif de chaque systeme d’élevage comprennent le poids vif final et I'dge d’atteinte
de ce poids pour la souche correspondante, le taux de ponte et le poids maximal de I'ceuf. La
mise en place ou non d’une mue selon le systeme d’élevage et les répercussions de cette
pratique sur la contamination des produits chez la poule exposée au contaminant seront

également analysées.

Le modele est constitué de deux sous-modeles, le premier représentant la physiologie de la
poule pondeuse et le second représentant les étapes ADME subies par la molécule chez
I’animal. La physiologie de la poule est représentée sur une période de 560 jours intégrant la
fin de sa croissance, un cycle de ponte puis une mue suivie de la reprise de la ponte. Le choix
des tissus représentés repose sur leur destination pour la consommation humaine (ceuf,
filet, muscles des cuisses) ou leur implication dans les étapes ADME du devenir de la
molécule, comme le foie, le plasma, I'ceuf et le gras abdominal. Le reste des tissus est
regroupé dans un compartiment « other ». La structure du modéle physiologique est
présentée en deux parties, I'une pour les composants du modele liés a la croissance et les
poids corporel et des tissus, a la quantité et au profil des lipides dans le corps et dans les
tissus (Figure 4), et I'autre pour les composants du modele liés a la ponte (Figure 5). Un

diagramme du sous-modele de transfert est présenté dans la Figure 6.
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Figure 4 : schéma du sous-modéle physiologique, 1ére partie : composants du modele liés a la croissance et poids corporel et des tissus, a la quantité et au profil des
lipides dans le corps et dans les tissus et a l'irrigation. Doubles fleches : flux de matiere (kg j"l) ; compartiments (carrés) : quantités de matiere (kg) ; fleches discontinues :
flux d’information (pas d’unités) ; reste de composants : variables de calcul ou paramétres du modele. Gris : duplication de certains composants du modéle représentés
ailleurs. L'ensemble des paramétres du modeéle sont décrits dans la liste d’abréviations. « Tissue i » est une dénomination générique de chacun des tissus représentés dans
le modele et remplace sur ce diagramme leurs noms spécifiés dans la liste d’abréviations, c’est-a-dire : storagefat, mA, mB, liver, blood, plasma, other.
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Figure 5 : schéma du sous-modele physiologique, 2éme partie : composants du modeéle liés a la ponte et a I'ingestion. Doubles fleches : flux de matiere (kg ™)
compartiments (carrés) : quantités de matiere (kg) ; fleches discontinues : flux d’information (pas d’unités) ; reste de composants : variables de calcul ou parametres du
modele. Gris : duplication de certains composants du modele représentés ailleurs. L'ensemble des parametres du modele sont décrits dans la liste d’abréviations.
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Figure 6 : schéma du sous-modéle de transfert. Doubles fleches : flux de matiere (kg j") ; compartiments (carrés) : quantités de matiére (kg) ; fleches discontinues : flux
d’information (pas d’unités) ; reste de composants : variables de calcul ou paramétres du modele. Gris : duplication de certains composants du modéle représentés ailleurs.
L’ensemble des paramétres du modeéle sont décrits dans la liste d’abréviations. « Tissue i » est une dénomination générique de différents tissus représentés dans le modele

et remplace sur ce diagramme leurs noms spécifiés dans la liste d’abréviations, précisément : storagefat, mA, mB, other.
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4.2 Calibration

4.2.1 Sous-modele physiologique

La poule est représentée de 84 (AGE1) a 644 (AGES5) jours d’age, c’est-a-dire une période de
560 jours qui débute par la fin de la croissance puis le premier cycle de ponte (Figure 7). La
ponte débute a 126 jours d’age (Nys et Guyot, 2011) et l'initialisation du premier jaune, 10
jours plus tot, a 116 jours (AGE maturity). La mue, d’'une durée de 42 jours, intervient a I’age
de 476 j (AGE2). Pendant cette période, aucun jaune d’oceuf n’est initialisé. La mue consiste
en une phase de perte de poids de 12 jours (jusqu’a 488 jours d’age, c’est-a-dire « AGE3 »)
suivie d’une période de 30 jours pendant laquelle le poids de la poule ré-augmente pour
retrouver sa valeur initiale a 518 jours d’age (AGE4). L'initialisation du premier jaune du
deuxieme cycle de ponte intervient a cette méme date et la ponte reprend 10 jours plus
tard, a 528 jours d’age (Bell, 2003; Fournier et al., 2015; Sauveur, 1988).

Finde la ler cycle de ponte Mue 2éme cycle
croissance de ponte
f 1 L i
r 1 I 1
AGE1 Age AGE2 AGE3 AGE4 AGES
84 maturity 476 488 518 ] 644 j
l 116§ 126 1486 j 1528 j l
[ ! !
Début  Début ponte Fin Fin ponte Début  Début ponte
initialisations 1er cycle initialisations  ler cycle initialisations 2éme cycle
ier cycle ler cycle 2éme cycle

Figure 7 : schéma général des ages et stades physiologiques représentés dans le modele

Pour renseigner les parametres relatifs au poids vif et a l'ingestion, des données de
sélectionneur (ISApoultry) ont été utilisées, a I'exception des informations concernant la
période de mue. Les parametres relatifs au poids des tissus et a leur composition, au débit
cardiaque et a l'irrigation des tissus ont été renseignés au moyen de données issues de la
littérature. Deux bases de données ont été créées contenant les informations nécessaires
pour déterminer la valeur des parametres d’intérét lors de la calibration ainsi que des
informations complémentaires pouvant influencer ces parametres (exemple : identification

du traitement expérimental (les témoins ont été privilégiés; d’autres traitements
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expérimentaux ont été considérés dans certains cas quand ces traitements ne présentaient
pas d’influence sur la caractéristique d’intérét pour le modeéle), caractéristiques de I’'animal).
D’autres publications complémentaires a celles contenues dans ces bases de données ont
permis le choix de certaines équations dont notamment celles liées a la ponte. Les
références retenues pour chaque parametre sont spécifiées dans les tableaux ou les valeurs

de ces paramétres sont présentées (Tableaux 24, 26, 28, 29, 31 et 32).

4.2.1.1 Croissance et poids corporels

Trois périodes sont distinguées :
1. la fin de la croissance et le premier cycle de ponte,
2. la mue, elle-méme subdivisée en une période de perte de poids, puis de reprise de poids,

3. le début du second cycle de ponte.

Les acronymes et la description des parametres d'une part et des variables et
compartiments d’autre part ainsi que les références de littérature retenues pour la
calibration des parametres relatifs a la croissance et au poids corporel sont présentés
respectivement dans les Tableaux 24 et 25. L’évolution du poids vif au cours du temps et

selon la période de production de la poule est présentée a la Figure 8.
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Tableau 24 : acronyme, description et valeur des paramétres relatifs a la croissance et au poids corporels et

tissulaires
Acronyme Description Valeur | Unité Références
Age, croissance et poids corporels
AGE1 Age auquel la simulation débute 84 j
A L . (Bell, 2003; Fournier et
AGE2 Age auquel le PV est maximisé et la mue débute 476 al,, 2015; Sauveur, 1988)
AGE maturity | Age auquel l'initialisation des follicules commence 116 j (Nys and Guyot, 2011)
AGE3 Age auquel la pertet;:lrempiﬁieds durant la mue se 488 j (Bell, 2003)
AGE4 Age auquel la mue serZerz):zrilr;e et la réinitialisation 518 j (Bell, 2003)
AGE5 Age auquel la simulation se termine 644 j Choix
BW1 Poids vif (PV) a AGE1 1,077 kg (ISApoultry)
BW2 PV a AGE2 1,962 kg (ISApoultry)
Taux d’augmentation du poids vif au point 1
Bgomp d’inflex;gon dela courbfde croissanF::e 0,0216 ) (ISApoultry)
Prop BW molt | Fraction maximale de perte de PV pendant la mue 25 % (Sauveur, 1988)
Croissance et poids tissulaires
Pente de I'allométrie de la croissance des muscles
Ama pectoraux 0,512 ,
Ordonnée a l'origine de |'allométrie de croissance (Robinson et al., 2001)
brma -1,847
des muscles pectoraux
Pente de I'allométrie de la croissance des muscles
ams . 0,055 ,
des cuisses (Dominguez-Romero et
b Ordonnée a l'origine de |'allométrie de croissance 0 al., 2016)
m8 des muscles des cuisses
Aliver Pente de l'allométrie de la croissance du foie 1,649 (Akiba et al., 1982) ; (Lee
et al,, 2002) ; (Mumma et
al., 2006) ; (Robinson et
b, Ordonnée a 'origine de I'a!lométrie de croissance 4123 al., 2001) ; (Umar Faruk et
du foie ’ al., 2010) ; (Wolfenson et
al., 1978; Yang et al.,
2003)
Pente de I'équation quasi isométrique de poids du
Ablood . 0,842
sang en fonction du PV (Medway and Kare, 1959)
by Ordonnée a |'origine de I’équation de croissance 26 !
ood du poids du sang en fonction du PV ’
a Pente de I'allométrie de la croissance du gras 0117
storagefat abdominal ’ (Mumma et al., 2006;
b Ordonnée a l'origine de |'allométrie de croissance 0124 Robinson et al., 2001)
storagefat du gras abdominal ’
Prop W,,, molt Fraction maximale de perte de poids des muscles 20 % Hypothese
pectoraux pendant la mue
Prop W..; molt Fraction maximalg de perte de poids des muscles 20 % Hypothése
des cuisses pendant la mue
Prop Wi,e molt Fraction maxm;aelnedc;itpgriudee poids du foie 50 % (Sauveur, 1988)
Prop Wiioragefat Fraction maximéle de perte de poids du gras 70 % (Park and Ks, 2002)
molt abdominal pendant la mue
Prop Wyood Fraction maximale de perte de poids du sang 25 % Hypothése
molt pendant la mue
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Tableau 25 : acronyme, description et valeur initiale des variables et compartiments relatifs a la croissance et
au poids corporels et tissulaires

Acronyme Description Valeur initale Unité

Croissance et poids corporels

BW Poids corporel 1,077 kg

Croissance et poids tissulaires

Wna Poids des muscles pectoraux 0,164 kg
Wi s Poids des muscles des cuisses 0,059 kg
Wiiver Poids du foie 0,018 kg
Whisod Poids du sang 0,079 kg
Witoragefat Poids du gras abdominal 0,002 kg
Wiher Poids du compartiment "other" 0,755 kg
Volasma Volume du plasma 0,056 L
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Figure 8 : évolution du poids vif de la poule au cours de la fin de la croissance, le 1*' cycle de ponte, la mue et
le 2°™ cycle de ponte (simulation du modeéle).
Le stade physiologique est identifié par les mémes couleurs que sur la Figure 7, c’est-a-dire : fin de la croissance
(mauve), 1% cycle de ponte (violet), mue (bleu), 2°™ cycle de ponte (vert).

4.2.1.1.1 Fin de croissance et premier cycle de ponte

Cette période débute lorsque la poule a atteint I'age de 84 jours (AGE1, j) et se termine
lorsque la poule débute sa mue a I'age de 476 jours (AGE2, j). Le calcul du poids vif (BW) en
fonction de I’age suit une fonction de Gompertz (Aubry et al., 2004) (Eq. 15). A la différence
d’autres équations de Gompertz a structure plus simple (Porter et al., 2010; Zuidhof, 2005),
I’équation choisie permet de s’affranchir du poids vif maximal (asymptote). Le choix de cette
équation s’est ainsi imposé lors du développement du modeéle conceptuel commun pour des

animaux en croissance (porc et poulet) pour lesquels I'dge d’abattage se produit avant
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I'atteinte de leur poids vif maximal. Le paramétre « Bgomp » (') a été ajusté a partir de
données de sélectionneur pour des poules ISA Brown qui fournissent le poids des animaux
toutes les semaines entre 7 et 630 jours d’age. Le gain de PV (BW gain, kg j ) est calculé

comme la dérivée du PV (BW, kg) par rapport a I’age (AGE, j) (Eq. 16).

Eq 15 _(e—Bgompx(AGEZ—AGEl)_e—Bgompx(AGE—AGEl))
BW = BW2 X BW2 _1+e-Bgompx(AGEZ—AGEL)
BW1
Eq . 16 BW, e~ Bgomp X(AGE—AGE1)

BW gain = —BW X In—=x Bgomp X
BW;

—1+e—Bgomp x(AGE2—-AGE1)

4.2.1.1.2 Mue - perte de PV

La mue est mise en place a 476 j d’age (AGE2) pour une durée totale de 42 j (Bell, 2003;
Fournier et al., 2015; Sauveur, 1988). Pendant les 12 premiers jours de mue (jusqu’a 488 j
d’age, AGE3), le PV diminue linéairement de 25% (Prop BW molt) (Sauveur, 1988) par
rapport a sa valeur en début de mue (BW AGE2). Le flux de perte de PV pendant ces 12 jours
(BW loss, kg j*) est calculé selon I'Eq. 17. Le flux de gain de PV (BW gain, kg j*) est fixé a la
valeur zéro pendant cette période.

Prop BW moltxBW AGE2

Eq. 17 =
g BW loss (AGE3—AGE2)

4.2.1.1.3 Mue - reprise de PV

A partir de 488 jours d’age (AGE3, j), le poids augmente linéairement pendant les 30 jours
restants de la mue, pour retrouver sa valeur initiale a 518 jours d’age (AGE4, j). Pendant
cette période, le gain de PV (BW gain, kg j*) s’exprime comme indiqué ci-dessous (Eq. 18) :

Prop BW moltxBW AGE2

Eq. 18 in =
g BW gain (AGE4-AGE3)

4.2.1.1.4 Deuxiéme cycle de ponte

A partir de la reprise de l'initialisation, a 518 jours d’age (AGE4, j), le PV reste constant et
égal au poids vif atteint avant le début de la mue (BW AGE2, kg) jusqu’a la fin de la
simulation a 644 jours (AGE 5, j).

4.2.1.2 Croissance et poids tissulaires

La contribution des différents tissus au poids vif varie pendant la croissance de I'animal,
pendant la phase de ponte puis la mue. Les acronymes et la description des parametres

d’une part et des variables et compartiments d’autre part tout comme les références de
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littérature retenues pour la calibration des parametres relatifs a la croissance et au poids
tissulaires sont présentés respectivement dans les Tableaux 24 et 25. La Figure 9 présente

I’évolution du poids des différents tissus en fonction du PV.

0,25 16
Muscles 14 4 Muscles
0,20 . pectoraux pectoraux
’ S 12
===Muscles de Ea ===Muscles de
Po,15 la cuisse &:- 10 la cuisse
& . 2 .
é Foie 2 8 -~ Foie
= 0,10 - s 6 —~
C] -]
2 —Sang S 4 —Sang
S 005 +—f = , — -4
T G
ras
0,00 b T T T T T T l Gbrzs . | 0 : : . . . . , abdominal
0 100 200 300 400 500 600 700 ~ 2°¢OMINA 0 100 200 300 400 500 600 700
Age (j) Age (j)

Figure 9: évolution du poids des tissus (kg et pourcentage du poids vif) en fonction de I’dge de la poule
(simulation du modele)

4.2.1.2.1 Fin de croissance et premier cycle de ponte

Pendant la croissance et jusqu’a la mue, le poids de chaque tissu (Wyssue, kg) est décrit en
fonction du PV (BW, kg) selon des équations allométriques (Eq. 19, Eq. 20) ajustées a partir
de données de la bibliographie. Le poids initial des tissus est calculé a partir de ces équations
en considérant une valeur de PV égale a la valeur initiale du poids vif (BW1). Le poids initial
du compartiment « other » est calculé par différence entre le poids vif initial (BW1) et le

poids initial des autres tissus.

Eqg. 19 In Wiiseue = Agissue X 1IN BW + biicsue muscles pectoraux, foie,
sang

Eqg. 20 Wiissue = Atissue X BW + byissue gras abdominal, muscles
des cuisses

Le gain de poids des tissus par rapport au temps (Wiisswe gain, kg j*) est calculé comme le
produit de la dérivée du poids des tissus par rapport au PV et du gain de PV (BW gain, kg ),
selon I'Eq. 21 pour les muscles pectoraux (mA), le foie (liver) et le sang (blood) et I'Eq. 22

pour le gras abdominal (storagefat) et les muscles des cuisses (mB).

EQ. 21  Wiissue 8aiN = yjgqye X €Ptissue x BWatissue1 x BW gain muscles  pectoraux,
foie, sang
Eq. 22 Wiissue 82N = ayjg5ue X BW gain gras abdominal,
muscles des cuisses
Eqg. 23 Wother gain = BW gain — (Wy 554 8ain + Wiigragerar gain + « other » (i.e. reste de
Wiiver gain + W, 4 gain + W, gain) I'animal)
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Le gain de poids du compartiment « other » (Wyer gain, kg j'l) est calculé par différence
entre le gain de PV et le gain de poids du reste des compartiments (Eg. 23). Pendant la
période de croissance et jusqu’a la mue, la contribution du poids des tissus au PV est
cohérente par rapport aux données rapportées dans des références autres que celles
sélectionnées pour le paramétrage : environ 11% pour les muscles pectoraux chez des
poules reproductrices en fin de ponte (Puchata et al., 2014) ; 1,5 a 2,3% du PV pour le foie
chez des poules reproductrices en début de ponte (Renema et al., 1999) ; 5 a 8% du PV pour
le sang dans le modele de MaclLachlan (2010) et selon Balnave (1971). Le compartiment
« other » n’est pas présenté sur la Figure 9. |l représente environ 70% du PV tout au long de
la simulation. L'intérét du compartiment « other » est central, vu que c’est le compartiment
le plus volumineux. D’ailleurs, a la différence du corps entier qui est représenté uniquement
dans le sous-modele physiologique, le compartiment « other » est représenté dans les deux
sous-modeles et compléte, avec les autres tissus, la représentation du corps entier dans le

sous-modele ADME.

4.2.1.2.2 Mue - Perte de PV
Pendant cette période, le flux de gain de poids de chaque tissu (Wiisswe gain, kg j’*) est fixé a

0. Le flux de perte de poids de chaque tissu pendant les 12 premiers jours de mue (Wissue
loss, kg j*) est proportionnel au poids de chaque tissu en début de mue (Wiissue AGE2, kg),
selon des coefficients de proportionnalité (Prop Whissue molt, %) atteignant 70% pour le gras
abdominal (Park and Ks, 2002) et 50% pour le foie (Sauveur, 1988) (Eq. 24). En I’'absence de
données de la littérature, ces coefficients sont fixés a 20% pour les muscles et 25% pour le
sang.

(Prop Whissue mOIt) X Wtissue AGE2

Eq. 24 i =
q W tissue loss = (AGE3—AGE2)

Eq. 25 Wother 10ss = BW loss — (W04 1058 + Wigragerat 10SS + Wijyer 10ss + Wi, 4 loss +
W, loss)

La perte de poids du compartiment « other » (Wope, loss, kg j‘l), qui contient les tissus
reproducteurs, est obtenue par différence entre la perte de PV (BW loss, kg j’*) et la somme
des pertes de poids des tissus identifiés (Wisse loss, kg j*) (Eq. 25). Cette perte représente

22% du poids du compartiment en début de mue.

4.2.1.2.3 Mue — Récupération du PV
Le poids de chaque tissu (Wiissue, kg) augmente linéairement pendant les 30 jours restants de

la mue (entre AGE3 et AGE4) pour retrouver, en fin de mue, la valeur observée avant la mue
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(Wiissue AGE2, kg). Le gain de poids de chaque tissu (Wisswe gain, kg j*) est proportionnel au
poids de chaque tissu en début de mue (Wisswe AGE2, kg), selon des coefficients de
proportionnalité (Prop W;ssue molt, %) (Eq. 26). Le gain de poids du compartiment « other »
est obtenu par différence entre le gain de PV et le gain de poids du reste des compartiments
(Eqg. 23).

propWiissue moltxWijssye AGE2
(AGE4—AGE3)

Eq. 26 Wiissue 8ain =

4.2.1.2.4 Deuxiéme cycle de ponte
Le poids de chaque tissu (Whisswe, kg) reste constant a sa valeur au début de la mue (Wissye

AGE2, kg). Le gain et la perte de poids des tissus sont fixés a la valeur nulle.

4.2.1.2.5 Quantité et profil de lipides corporels et tissulaires

Les acronymes et la description des parametres d'une part et des variables et
compartiments d’autre part ainsi que les références de littérature retenues pour la
calibration des parametres relatifs a la quantité et au profil de lipides tissulaires et a

I'irrigation sanguine sont présentés dans les Tableaux 26, 27 et 28.
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Tableau 26 : acronymes, description et valeur des parameétres relatifs a la quantité et au profil de lipides

tissulaires
Acronyme Description Valeur | Unité Références
Lipides corporels et tissulaires
- : - - 1 (Hoyle and Garlich, 1987;
BW lipid cont AGE1 | Proportion de lipides corporels a 'AGE1 | 0,060 | kg kg Robinson et al., 2001)
BW lipid cont AGE2 | Proportion de lipides corporels 3 'AGE2 | 0,200 = kg kg (Hoyle and Garlich, 1987)
BW lipid cont AGE3 | Proportion de lipides corporels 3 'AGE3 | 0,130 = kg kg (Hoyle and Garlich, 1987)
.- Proportion de lipides dans les muscles 1 (Cherian et al., 2002; Lee et al.,
mA lipid cont pectoraux hors mue 0,014 kgke 2002; Yang et al., 2003)
- Proportion de lipides dans les muscles 1 | (Cherian et al., 2002; Puchata et
mB lipid cont des cuisses hors mue 0,060  kgke al., 2014)
Liver lipid cont Pzr;t:t:cz ::erlfla;gz:f:ze;tlireuzzt;te Ilj 0,17  kgkg' (Akiba et al., 1982; El-Kazzi et al.,
P q oids dz foie horljfs r’:ue ’ EXe 1995; Harms et al., 1977; Lee et
B T . al., 2002; Robinson et al., 2001;
Ordonnée a l'origine de la relation
b lip liver linéaire entre la quantité de lipides i k Schumann et al., 2003; Thayer et
P L. q . P 0,0026 & al., 1973; Umar Faruk et al., 2010)
hépatiques et le poids du foie hors mue
- Proportion de lipides dans le gras 1 (Cherian et al., 2002; El-Kazzi et
Storagefat lipid cont abdominal 087  keke al., 1995; Lee et al., 2002)
- Concentration de lipides dans le plasma 1 | (Entenman et al., 1940; Robinson
Pl lipid t 0,007 | kgL
asma fipid con hors ponte ! & etal, 2001; Yu et al., 1976)
(Akiba et al., 1982; Balnave, 1971;
. Concentration de lipides dans le plasma 1 Robinson et al., 2001; Walzem et
PI lipid tl 0,026 | kgL
asma fipid cont fay pendant la ponte ! g al., 1994; Weiss and Fisher, 1957;
Yu et al., 1976)
Proportion minimale de lipides dans les (Cherian etal., 2002; Javaid et al.,
mA lipid cont AGE3 P P 0,011 kg kg‘1 2011; Lee et al., 2002; Yang et al.,
muscles pectoraux pendant la mue
2003)
- Proportion minimale de lipides dans les 1 | (Cherian et al., 2002; Javaid et al.,
B lipid t AGE3 0,048 | kgk
me fipid con muscles des cuisses pendant la mue ! g8 2011; Puchata et al., 2014)
Liver lipid cont AGE3 Prolport'lon minimale de lipides 0,060  kgkg” (Garlich et al., 1984)
hépatiques pendant la mue
mA neut lipid ratio P'ro'pOI’tIOI’l de lipides neutres dans les 0,55 | kgkg" (Lee et al., 2002)
lipides totaux des muscles pectoraux
Données sur poulet de chair, en
Proportion des lipides neutres dans les "absence de donnees sur poule :
mB neut lipid ratio i iZes totaux deF; muscles des cuisses 0,86 kg kg‘1 (Hulan et al., 1989; Marion, 1965;
P Rabot, 1998; Sahasrabudhe et al.,
1985)
(Entenman et al., 1940; lvy and
Proportion de lipides neutres dans les Nesheim, 1973; Lee et al., 2010;
Liver neut lipid ratio P livides tpotaux du foie 0,76 | kg kg"1 Lee et al., 2002; Thayer et al.,
P 1973; Zhang et al., 2011a; Zhang
et al, 2011b)
Plasma n.eut lipid Pro.portion de lipides neutres dans les 0,69 ke kg"l (Vu et al., 1976)
ratio lipides totaux du plasma hors ponte
P tion de lipid tres d I
Plasma neut lipid Irioipdoersltoor]cafx I;l: elz_?rig rzsnd:\:i I:S 079 ke ke (Walzem et al., 1994; Yu et al.,
ratio lay P P P ’ EXe 1976)
ponte
Storagefat'neut lipid Pro'pt')rtlon de lipides neutres da?ns les 0,98 | kgkg® (Lee et al., 2002)
ratio lipides totaux du gras abdominal
Other ne.ut lipid -Proportlon de lipides neu-tres dins Ies" 0,96 ke kg"l (santoso et al., 1995)
ratio lipides totaux du compartiment "other

145




Tableau 27 : acronyme, description et valeur initiale des variables et compartiments relatifs a la quantité et
au profil des lipides tissulaires et a I'irrigation sanguine

Valeur
Acronyme Description initiale Unité
Lipides corporels et tissulaires

Body total lipids Poids des lipides corporels totaux 0,065 kg
mA total lipids Poids des lipides totaux dans les muscles pectoraux 0,002 kg
mB total lipids Poids des lipides totaux dans les muscles des cuisses 0,004 kg
Liver total lipids Poids des lipides totaux dans le foie 0,0006 kg
Plasma total lipids Poids des lipides totaux dans le plasma 0,0004 kg
Storagefat total lipids Poids des lipides totaux dans le gras abdominal 0,0020 kg
Other total lipids Poids des lipides totaux dans le compartiment « other » 0,056 kg
mA neutral Poids des lipides neutres dans les muscles pectoraux 0,0013 kg
mB neutral Poids des lipides neutres dans les muscles des cuisses 0,0031 kg
Liver neutral Poids des lipides neutres dans le foie 0,0004 kg
Plasma neutral Poids des lipides neutres dans le plasma 0,0003 kg
Storagefat neutral Poids des lipides neutres dans le gras abdominal 0,0017 kg
Other neutral Poids des lipides neutres dans le compartiment "other" 0,054 kg
Vplasma Volume du plasma 0,056 L
TQ Débit plasmatique 224 Ljt
mA perf Débit plasmatique vers les muscles pectoraux 25,3 Lj"1
mB perf Débit plasmatique vers les muscles des cuisses 7,10 Lj‘1
Liver perf Débit plasmatique vers le foie 16,1 Lj‘1
Storagefat perf Débit plasmatique vers le gras abdominal 0,14 Lj"1
Other perf Débit plasmatique vers le compartiment « other » 175 Lj‘1

Tableau 28 : acronyme, description et valeur des paramétres relatifs a I'irrigation sanguine

Acronyme Description Valeur Unité Références
Irrigation
Wwor . (Bell et al., 1965; Burnham et al.,
Ht (f’rrg‘”th Va'e”crr‘iigi_;’]i?;r 'Itae pf:t‘ia”t la 26,5 % 2002; Burnham et al., 2003; Medway
y P and Kare, 1959; Peebles et al., 2004)
Valeur d'hématocrite pendant la 0 (Bell et al., 1965; Brake and Thaxton,
Ht molt mue 31 % 1979)
MVyi00d Masse volumique du sang 1,044 kg L™ (Medway and Kare, 1959)
.- . LkgPV'j (Niezgoda et al., 1982; Sapirstein and
Q coef Débit cardiague 283 ! Hartman, 1959; Wideman, 1999)
mA coef Débit sanguin vers les muscles 210 L kg tissu™ (Wolfenson, 1986; Wolfenson et al.,
pectoraux j"1 1978)
mB coef Débit sanguin vers les muscles des 163 L kg tissu™ (Sapirstein and Hartman, 1959;
cuisses j"1 Wolfenson, 1986)
(Boelkins et al., 1973; Merrill et al.,
. L . . L kg tissu™ 1981; Sapirstein and Hartman, 1959;
Liver coef Débit sanguin vers le foie 1200 j‘l Weidner et al., 1982; Wolfenson,
1986; Wolfenson et al., 1978)
. -1
Storagefat Débit sanguin vers le gras abdominal 95 Lke "c_;ssu (MacLachlan, 2010)

coef

J
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4.2.1.3 Quantité de lipides corporels

4.2.1.3.1 Fin de croissance et premier cycle de ponte
Selon Robinson et al. (2001), la concentration de lipides corporels augmente de 6-8% du PV

en début de ponte a 18-20% au pic de ponte. Ainsi dans le modele, la contribution des
lipides corporels au PV augmente linéairement avec le poids corporel, de 6% au début de la
simulation (BW lipid cont AGE1) a 20% au moment de la mue (BW lipid cont AGE2), comme
indiqué sur I'Eq. 27. La quantité totale de lipides corporels (body total lipids, kg) est calculée
par le produit de la contribution des lipides totaux au poids vif (Proportion of Body total
lipids, kg kg'l, Eg. 27) et du PV, ce qui donne I'Eq. 28. Le gain de lipides corporels (Lipid
deposition, kg j*) est calculé en dérivant le contenu de lipides dans le corps (Eq. 28) en
fonction du PV, et en multipliant cette dérivée par le gain de PV, selon I'Eq. 29.

Eq. 27 Proportion of Body total lipids =

(BW lipid cont AGE2 — BW lipid cont AGE1)
(BW2 —BW1)

BW lipid cont AGE1 + (BW — BW1) X

Eq. 28 Body total lipids = BW x BW lipid cont AGE1 + BW? x (BW lipid cont AGEZ — BW lipid cont AGE1) -
(BW2 — BW1)
BW x BW1 x (BW lipid cont AGE2 — BW lipid cont AGE1)
(BW2 — BW1)
Eq. 29 . . . (BW lipid cont AGE2 — BW lipid cont AGE1)
: Lipid deposition = [BW lipid cont AGE1 + 2 x X BW —

(BW2 — BW1)

9 (BW lipid cont AGE2 — BW lipid cont AGE1)

BW1 (BW2 — BW1)

] x BW gain

4.2.1.3.2 Mue - Perte de PV
Pendant la mue, la concentration de lipides corporels est de 13% lorsque le poids corporel

est le plus faible (Hoyle and Garlich, 1987). La contribution des lipides corporels au PV
diminue linéairement avec le poids corporel, de 20% au début de la mue (BW lipid cont
AGE2) (Robinson et al., 2001) a 13% lorsque le poids corporel est minimisé (BW lipid cont
AGE3). Selon la méme structure que les Eq. 28 et Eg. 29 respectivement et de facon
simplifiée, les lipides corporels (body total lipids, kg) s’expriment alors selon I'Eq. 30 et la
perte de lipides corporels (Lipid loss, kg j’*), selon 'Eq. 31 ot BW loss est calculé selon I'Eq.
17.

Eq. 30 Body total lipids =

(BW lipid cont AGE3 — BW lipid cont AGE2)

BW x [BW lipid tAGE2 + (BW — BW2) %
[ ipid con +( ) (BW3 — BW2)

Eq.31 Lipid loss =
(BW lipid cont AGE3 — BW lipid cont AGE2)

BW lipid t AGE2
[ ipid con + (BW3 — BW2)

x (2 x BW — BW2)] X BW loss
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4.2.1.3.3 Mue — Récupération du PV
Aprés la mue, la concentration de lipides corporels est de 19% lorsque la ponte reprend

(Hoyle and Garlich, 1987). Dans le modele, la contribution des lipides corporels au poids vif
ré-augmente linéairement avec le poids corporel, de 13% (BW lipid cont AGE3) a 20%
lorsque le poids corporel retrouve sa valeur avant la mue (BW lipid cont AGE2). Les lipides
corporels (body total lipids, kg) s’expriment alors selon I’'Eq. 32 et le gain de lipides corporels
(Lipid deposition, kg j*), selon I'Eq. 33 ol BW gain est calculé selon I'Eq. 18.

Eq. 32 Body total lipids =
(BW lipid cont AGE2 — BW lipid cont AGE3)

BW X [BW lipid cont AGE3 + (BW — BW3) X (BW2 — BW3)

Eq. 33 Lipid deposition =

(BW lipid cont AGE2 — BW lipid cont AGE3)
(BW2 —BW3)

ipid cont + x (2 x - X gain
BW lipid AGE3 (2 x BW — BW3)] x BW gai

4.2.1.3.4 Deuxiéme cycle de ponte
Le poids des lipides corporels reste stable a sa valeur a AGE2 et le dépot de lipides est nul.

4.2.1.4 Quantité de lipides tissulaires

L’évolution de la quantité et celle de la concentration de lipides dans les différents tissus en

fonction de I’age de la poule sont présentées respectivement sur les Figures 10 et 11.

250

200

150

v 100

50

abdominal, autres)

Poids des lipides totaux (g)
(muscles, plasma, foie)
OFRPNWMAMNUIONOOWLWO

T T T 0
0 100 200 300 400 500 600 700
Age (j)
Muscles pectoraux =——Mouscles de la cuisse Foie
—Plasma Gras abdominal = Autres

Poids des lipides totaux (g) (gras

Figure 10 : évolution du poids des lipides dans les tissus (g) avec I’age (simulation du modele)
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4.2.1.4.1 Tissus autres que le sang et que le compartiment « other »

4.2.1.4.1.1 Fin de croissance et premier cycle de ponte

Pour chaque tissu identifié, une relation linéaire est établie entre la quantité de lipides
totaux contenue dans le tissu (Tissue total lipids, kg) et le poids du tissu (Wiissue, kg), @ partir
de données de la littérature (Eqg. 34, Eq. 35). Le dépbt de lipides dans chaque tissu (Tissue
lipid dep, kg j*) est calculé comme le produit de la dérivée de la quantité de lipides dans le
tissu (Tissue total lipids, kg) par rapport au poids du tissu (Wsssue, kg) et du gain de poids du
tissu (Wisse gain, kg i) (Eq. 36).

Eq. 34 Tissue total lipids = Tissue lipid cont X Wy;sue + Diip tissue Foie

Eq. 35 Tissue total lipids = Tissue lipid cont X Wijssue Muscles pectoraux et des

cuisses, gras abdominal

Eq. 36 Tissue lipid dep = Tissue lipid cont X Wjs,. gain Tous les tissus

Les parameétres correspondent a une teneur en lipides constante pendant cette période pour
les muscles et le gras abdominal (mA lipid cont = 0,014 kg kg, (Cherian et al., 2002; Lee et
al., 2002; Yang et al., 2003); mB lipid cont = 0,060 kg kg'1 (Cherian et al., 2002; Puchata et al.,
2014); Storagefat lipid cont = 0,87 kg kg'1 (Cherian et al., 2002; El-Kazzi et al., 1995; Lee et al.,
2002)). La contribution des lipides au poids du foie augmente de 0,032 kg kg™ a I'dge de 84
jours a 0,12 kg kg'1 a I'age de 476 jours (Akiba et al., 1982; El-Kazzi et al., 1995; Harms et al.,
1977; Lee et al., 2002; Robinson et al., 2001; Schumann et al.,, 2003; Thayer et al., 1973;
Umar Faruk et al., 2010).
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4.2.1.4.1.2 Mue - Perte de PV

Pendant la mue, la proportion de lipides dans le gras abdominal reste inchangée (Storagefat

lipid cont, 0,87 kg kg™) et la perte de lipides dans ce tissu est calculée selon I'Eq. 37.

Eqg. 37 Storagefat lipid loss = Storagefat lipid cont X W;oagefac 10SS

La contribution des lipides au poids des muscles diminue linéairement avec le poids du tissu
passant de la valeur « tissue lipid cont » a une valeur diminuée de 20% au bout de 12 jours
de mue (Tissue lipid cont AGE3) (Javaid et al., 2011), précisément 0,011 kg kg'1 et 0,048 kg
kg™ pour respectivement le muscle pectoral et les muscles des cuisses. Les lipides tissulaires
(Tissue total lipids, kg) s’expriment selon I'Eq. 38 et la perte de lipides tissulaires (Tissue lipid
loss, kg %), selon I'Eq. 39. La contribution des lipides au poids du foie diminue linéairement
avec le poids du tissu de 0,12 kg kg™* en début de mue (Liver lipid cont AGE2) pour atteindre
une valeur de 0,060 kg kg™ (liver lipid cont AGE3) au bout de 12 jours (Garlich et al., 1984).
Les lipides hépatiques (liver total lipids, kg) s’expriment selon I'Eq. 40 et la perte de lipides
hépatiques (Liver lipid loss, kg j’), selon I'Eq. 41.

Eq. 38 Tissue total lipids =

(Tissue lipid cont AGE3—Tissue lipid cont)
(WtissueAGE3—Wrissue AGE2)

Wiissue X [Tissue lipid cont + (Wijsue — Whissue AGE2) X

(tissue lipid cont AGE3 —tissue lipid cont)

Eq.39  Tissue lipid loss = [Tissue lipid cont + Wrooo AGE3 Wereo AGE2)

X (2 X Wtissue - WtissueAGEz)] X Wtissue loss

Eq. 40 Liver total lipids = Wj;y, X [Liver lipid cont AGE2 + (Wjjyer — Wiiver AGE2) X
(Liver lipid cont AGE3—Liver lipid cont AGEZ)]
(WiverAGE3 —WijjyerAGE2)

(Liver lipid cont AGE3—Liver lipid cont AGE2)

Eq.41  Liverlipid loss = [Liver lipid cont AGE2 + W AGE3 Wi AGEZ)

X (2 X Wliver - WliverAGEZ)] X wliver loss

4.2.1.4.1.3 Mue - Récupération du PV
Le dépot de lipides dans le gras abdominal (Storagefat lipid dep, kg j*) reste proportionnel

au gain de poids de ce tissu (Witorageat gain, kg j™*) (Eq. 42).

Eq. 42 Storagefat lipid dep = Storagefat lipid cont X W, agerac gain
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La contribution des lipides au poids des muscles ré-augmente linéairement avec leur poids
pour retrouver la valeur « Tissue lipid cont » en fin de mue. La quantité de lipides tissulaires
(Tissue total lipids, kg) s’exprime selon I'Eq. 43 et le dépot de lipides tissulaires (Tissue lipid
dep, kg j'), selon I'Eq. 44. La contribution des lipides au poids du foie ré-augmente
linéairement avec son poids pour retrouver sa valeur en début de mue (Liver lipid cont AGE2)
30 jours plus tard. La quantité de lipides hépatiques (Liver total lipids, kg) s’exprime selon

I'Eq. 45 et le dépot de lipides hépatiques (Liver lipid dep, kg j’%), selon I'Eq. 46.

Eq. Tissue total lipids = Wi sue X [Tissue lipid cont AGE3 + (Wiissue — Whissue AGE3) X
(Tissue lipid cont—Tissue lipid cont AGE3) ]
43 (WtissueAGE2Z—Wrissue AGE3)

(tissue lipid cont —tissue lipid cont AGE3)
(WtissueAGE2 —Wijssue AGE3)

Eq. Tissue lipid dep = [Tissue lipid cont AGE3 +

44 (2 X Wtissue - WtissueAGEs)] X Wtissue gain
Eq. Liver total lipids =

45 W]iver x [Liver lipid cont AGE3 + (Wliver _ W]iverAGES) x (Liver lipid cont AGE2—Liver lipid cont AGE3)

(WhiverAGE2 —WijjyerAGE3)

]

(Liver lipid cont AGE2—-Liver lipid cont AGE3)

Eq. Liver lipid dep = [Liver lipid cont AGE3 + Wie AGEZ —Win.os AGED)

X (2 X wliver -
46 WliverAGEs)] X wliver gain

4.2.1.4.1.4 Deuxieme cycle de ponte

La quantité de lipides présente dans chaque tissu reste fixe et le gain et la perte de lipides

sont fixés a la valeur nulle.

4.2.1.4.2 Sang
Les concentrations de lipides dans ce tissu sont exprimées par litre de plasma. Il est donc

nécessaire de transformer le poids de sang (W04, kg) €n volume de sang (Vpiwoq, L) €n le
divisant par sa masse volumique (mViiooq, 1,044 kg L) (Medway and Kare, 1959). Le volume
de sang est ensuite converti en volume de plasma (Vp/asma, L) €n le multipliant par (1-Ht) (Eq.
47, Eq. 48). L’'hématocrite (Ht) se situe a 26,5% chez les poules en croissance et en ponte (Ht
growth or lay, jusqu’a I'entrée en mue a I'AGE2) (Bell et al., 1965; Burnham et al., 2002;
Burnham et al., 2003; Medway and Kare, 1959; Peebles et al., 2004). Dés que la mue débute,
I’'Ht est augmenté de 17% (Bell et al., 1965; Brake and Thaxton, 1979) c’est-a-dire une valeur
Ht molt de 31% qui restera constante jusqu’a la fin de la mue (AGE4). Lors du deuxieme cycle
de ponte, I'Ht est fixé a 26,5% (Ht growth or lay). Le gain de volume de plasma s’exprime
selon les équations Eq. 49, Eqg. 50 et Eqg. 51. La perte de volume de plasma pendant la mue

s’exprime selon I'Eqg. 52.
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Croissance et premier cycle
de ponte (AGE1l a AGE2,

_ (1-Ht growth or lay)
Eq 47 Vplasma - Wblood X

mVplood
puis a partir d’AGE4)
1 — Ht molt
EQ.48 Vo = Wtgoa X e molt) Mue (AGE2 & AGE4)
mVypigod

Croissance et premier cycle

1 - Ht thorl
( growth or lay) de ponte (AGELl a AGE2,

Eq. 49 Vplasma 82in = Wy 54 8ain X

mVy)o04
puis a partir d’AGE4)
1 — Ht It
EQ.50  Vpiaema 82iN = Wyiooq 2N X @ — Htmolt) De AGE3 & AGE4
mVyjo04
Eq.51 Vplasma gain =0 De AGE2 a AGE3
(1-Ht molt)

EQ. 52 Vpjasma 10SS = We0q loss X De AGE2 a AGE3

mVpigod

La concentration de lipides dans le plasma est fixée a 0,007 kg L™ (Plasma lipid cont) hors
période de ponte (entre AGE1 et AGE maturity puis entre AGE2 et AGE4) (Entenman et al.,
1940; Robinson et al., 2001; Yu et al.,, 1976) et a 0,026 kg L (Plasma lipid cont lay) en
période de ponte (de AGE maturity a AGE2 puis a partir de AGE4) (Akiba et al., 1982;
Balnave, 1971; Robinson et al., 2001; Walzem et al., 1994; Weiss and Fisher, 1957; Yu et al.,
1976). La quantité de lipides présente dans le plasma (Plasma total lipids, kg) et le dépot ou
la perte de lipides dans le plasma (Plasma lipid dep ou Plasma lipid loss, kg j’*) s’expriment
selon les Eqg. 53, Eq. 54, Eq. 55, Eqg. 56, Eq. 57. Les gains ou pertes de lipides dans le plasma
aux ages de transition d’un stade physiologique a I'autre sont présentés dans les Eq. 58, Eq.
59 et Eq. 60, dans lesquelles « Wyoa AGE maturity » (kg) et « Whioa AGE2 » (kg)
représentent respectivement les poids du sang observés en simulation respectivement a
I’age de début d’initialisation des follicules et a I'age auquel la mue débute.
Eqg. 53 Plasma total lipid = Plasma lipid cont X Vyj5ma Entre AGE1 et AGE maturity
puis entre AGE2 et AGE4
(croissance et mue)
Eq.54  Plasma total lipid = Plasma lipid contlay X Vpiasma De AGE maturity 3 AGE2
puis a partir d’AGE4
(premier et deuxieme
cycles de ponte)
Eq.55  Plasmalipid dep = Plasma lipid cont X Vpjasma gain Entre AGE1 et AGE maturity
puis entre AGE3 et AGE4

(croissance et mue)
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Eq. 56 Plasma lipid dep = Plasma lipid cont lay X V;j,5m, gain De AGE maturity 3 AGE2
puis a partir dAGE4
(premier et  deuxieme

cycles de ponte)

Eq. 57 Plasma lipid loss = Plasma lipid cont X Vpj35m, lOss De AGE2 a3 AGE3

Eq.58  Plasmalipid dep = AGE maturity
(Plasma lipid cont lay — Plasma lipid cont) X

(1-Ht growth or lay)

WhioodAGE maturity x 2V blood

Eq. 59 Plasma lipid loss = AGE 2
(Plasma lipid cont lay — Plasma lipid cont) X Wy;4,4AGE2 X
(1-Ht growth or lay)
mV blood
((1—Ht molt)—(1—Ht growth or lay))
mV blood

Eqg. 60 Plasma lipid dep = AGE 4
(Plasma lipid cont lay — Plasma lipid cont) X Wy;4,4AGE2 X
(1—-Ht molt)
mV blood
((1—Ht growth or lay)—(1—Ht molt))
mV blood

+ Plasma lipid cont X W},;,,dAGE2 X

+ Plasma lipid cont lay X Wy,;0,qAGE2 X

4.2.1.4.3 Compartiment « other »
Le dépot et la perte de lipides dans le compartiment « other » (Other lipid dep et Other lipid

loss, kg j’*) sont calculés par différence entre le dépét ou la perte de lipides corporels et la

somme des dépots et ou pertes dans les compartiments identifiés (Eq. 61, Eq. 62).

Other lipid dep =
Lipid deposition — (Liver lipid dep + mA lipid dep + mB lipid dep + Plasma lipid dep +

Eq.

61 Storagefat lipid dep)

Eqg. Other lipid loss = Lipid loss — (Liver lipid loss + mA lipid loss + mB lipid loss + Plasma lipid loss +
62  Storagefatlipid loss)

4.2.1.5 Profil de lipides tissulaires

Il est considéré que 100% des triglycérides (TG) et du cholestérol (CH) total et 30% des
phospholipides (PH) sont apolaires (Haddad et al., 2000). La proportion de lipides neutres
dans les lipides totaux (Tissue neut lipid ratio) est alors calculée pour toutes les matrices
comme la somme des proportions de TG, de CH total et 30% de la proportion des PH dans

les lipides totaux.
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4.2.1.5.1 Gras abdominal, muscles, foie et compartiment « other »

Pour le gras abdominal, les muscles pectoraux et des cuisses, ainsi que pour le compartiment
« other », la proportion de lipides neutres dans les lipides totaux est ainsi fixée a
respectivement 98% (Lee et al., 2002), 55% (Lee et al.,, 2002), 86% (Hulan et al., 1989;
Marion, 1965; Rabot, 1998; Sahasrabudhe et al., 1985) et 96% (Santoso et al., 1995). Dans le
foie, les TG, le CH et les PH représentent respectivement 35, 30 et 35% des lipides totaux
chez la poule non en ponte (Entenman et al., 1940). Lorsque la poule est en ponte, les TG, le
CH et les PH représentent respectivement 55, 10 et 35% des lipides totaux (Ilvy and Nesheim,
1973; Lee et al., 2010; Lee et al., 2002; Thayer et al., 1973; Zhang et al., 2011a). Bien que le
profil de lipides varie substantiellement entre ces deux stades, la proportion de lipides
neutres dans les lipides totaux (Liver neut lipid ratio) reste inchangée et prend la valeur de
76%. La quantité de lipides neutres dans chaque tissu (Tissue neutral, kg) est proportionnelle

a la quantité de lipides totaux (Tissue total lipids, kg) (Eq. 63).

Eqg. 63 Tissue neutral = Tissue neut lipid ratio x Tissue total lipids

4.2.1.5.2 Plasma
La proportion de lipides neutres dans les lipides totaux du plasma varie en méme temps que

sa teneur en lipides totaux. Cette proportion est fixée a 69% (Plasma neut lipid ratio) hors
période de ponte (entre AGE1 et AGE maturity puis entre AGE2 et AGE4) (Yu et al., 1976) et
a 79% (Plasma neut lipid ratio lay) en période de ponte (de AGE maturity a AGE2 puis a partir
de AGE4) (Walzem et al., 1994; Yu et al., 1976). La quantité de lipides neutres présente dans
le plasma (Plasma neutral, kg) s’exprime selon les Eq. 64 et Eq. 65 ou « Plasma total lipids »

(kg) est la quantité de lipides présente dans le plasma.
Eq. 64  Plasma neutral = Plasma neut lipid ratio x entre AGE1 et AGE maturity

Plasma total lipids puis entre AGE2 et AGE4

(croissance et mue)

Eq.65  Plasma neutral = Plasma neut lipid ratio lay x de AGE maturity a AGE2 puis a
Plasma total lipids partir d’AGE4 (premier et

deuxieme cycles de ponte)

4.2.1.6 Irrigation sanguine

Les acronymes et la description des parametres et les références de littérature retenues
pour la calibration des paramétres ainsi que les variables et compartiments relatifs a

I'irrigation sanguine sont présentés dans les Tableaux 27 et 28.
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4.2.1.6.1 Débit cardiaque

Pour établir la relation entre le débit cardiaque et le poids vif des animaux, des informations
contenues dans 22 traitements expérimentaux en provenance de 13 publications, ont été
utilisées (Merrill et al., 1981; Niezgoda et al., 1982; Sapirstein and Hartman, 1959; Scanes et
al., 1982; Stebel and Wideman, 2008; Vogel and Sturkie, 1963; Weidner et al., 1982; West et
al., 2010; Wideman, 1999; Wideman et al.,, 2005; Wideman et al., 1998; Wideman and
Tackett, 2000; Wolfenson et al.,, 1981). Un examen graphique de ces données indique
gu’elles ne peuvent étre distinguées selon la souche, le stade physiologique ou le sexe
(Annexe 2). Seules les expérimentations au sein desquelles le PV des animaux variait ont été
retenues, exactement 9 valeurs de Sapirstein et Hartman (1959) sur des poules pondeuses
de PV compris entre 1,6 et 2,8 kg, 4 valeurs de Niezgoda et al. (1982) sur des poules
pondeuses en croissance et en ponte de poids compris entre 1,3 et 1,7 kg et 3 valeurs de
Wideman (1999) sur des poulets reproducteurs typés chair d’entre 1,2 et 2,3 kg. Ainsi, dans
un intervalle de PV compris entre 1,2 et 2,8 kg, le débit cardiaque (TBQ, L j*) est
proportionnel au poids vif (BW, kg) le coefficient de proportionnalité (Q coef) étant exprimé
enLkg'j(Eq. 66). Pour convertir le « TBQ » (sang, L) en débit plasmatique (plasma, TQ, L
i), TBQ est multiplié par (1-Ht), Ht prenant la valeur Ht growth or lay ou Ht molt selon le
stade de I'animal (Eq. 67).

Eq. 66 TBQ = Q coef x BW

Eq. 67 TQ = Q coef Xx BW X (1 — Ht)

4.2.1.6.2 Débit plasmatique vers les tissus

Le débit sanguin vers les différents tissus (L j‘l) est proportionnel au poids des tissus (Wissue,
kg) selon un coefficient appelé « Tissue coef » (L kg™ tissu j*). Le débit plasmatique quotidien
vers chaque tissu (Tissue perf, Lj*) est calculé en multipliant le débit sanguin vers le tissu par
(1-Ht) selon I'Eq. 68.

Eq. 68 Tissue perf = Wyjgqye X Tissue coef x (1 — Ht)

Les coefficients des débits sanguins vers les muscles pectoraux et ceux des cuisses, ainsi que
le débit artériel vers le foie (Tissue coef, L kg™ tissu j*) sont fixés respectivement a 210
(Wolfenson, 1986; Wolfenson et al., 1978), 163 (Sapirstein and Hartman, 1959; Wolfenson,
1986) et 1200 (Boelkins et al., 1973; Merrill et al., 1981; Sapirstein and Hartman, 1959;
Weidner et al.,, 1982; Wolfenson, 1986; Wolfenson et al., 1978). Faute de données

bibliographiques disponibles, le coefficient du débit sanguin vers le gras abdominal est
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estimé comme équivalent a la moitié du débit vers les muscles (MaclLachlan, 2010) c’est-a-

dire environ 95 L kg™ tissu j*

Le débit plasmatique vers le compartiment « other » (Other perf, L j!) est calculé par
différence entre le débit plasmatique (TQ, L) et la somme des débits plasmatiques vers les
autres tissus (Lj™) (Eq. 69).

Eq. 69 Other perf = TQ — (mA perf + mB perf + Liver perf + Storagefat perf)

4.2.1.7 Ponte

En ce qui concerne la représentation de la ponte, les acronymes et la description des
parameétres d’une part et des variables et compartiments d’autre part ainsi que les
références de littérature retenues pour la calibration de ces parameétres sont présentés dans
les Tableaux 29 et 30.

Tableau 29 : acronyme, description et valeur des paramétres relatifs a la ponte et I'ingestion d’aliment

Acronyme Description Valeur Unité Références
Ponte
Poids minimal du follicule, au début de
Wigiiic min la phase de croissance rapide de celui-ci = 0,0002 kg (Fournier et al., 2015)
Yolk lipid Concentration de lipides dans le
cont follicule ou le jaune 0,35 kg kg"1 (Nys and Guyot, 2011)
Follic neut Proportion de lipides neutres dans les
lipid ratio lipides totaux du follicule ou du jaune 0,78 kg kg"1 (Nys and Guyot, 2011)
(Grossman and Koops, 2001;
LR max Taux de ponte maximal 90 % ISApoultry)
Taux de ponte minimal pendant la (Grossman and Koops, 2001;
LR min phase décroissante du taux de ponte 76 % ISApoultry)
(Grossman and Koops, 2001;
LR persist Persistance de la ponte 32,9 semaines ISApoultry)
Wege max Poids maximal de I'ceuf 0,065 kg (Adams and Bell, 1998; ISApoultry)
Constante de calcul du taux de variation
Kwegg du poids de I'ceuf en fonction de I'age 0,012 j"1 (Adams and Bell, 1998; ISApoultry)
Pente de la relation linéaire entre le

(Lee et al., 2002; Pistékova et al.,
2006; Rizzi and Chiericato, 2005;
Silversides and Scott, 2001; Suk and
Park, 2001)

Ayolk poids du jaune et le poids de I'ceuf 0,402 kg kg"1
Ordonnée a l'origine de la relation
linéaire entre le poids du jaune et le

byoik poids de |'ceuf -0,0089 kg
Ingestion
Valeur énergétique métabolisable de
Egiet I'aliment 11,6 MJ kg™ (ISApoultry)
Prop Ei molt | Restriction énergétique pendant la mue 60 % (Souza et al., 2010)
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Tableau 30 : acronyme, description et valeur des variables et compartiments relatifs a la ponte

Acronyme Description Valeur initale* Unité
Ponte

Wegg Poids de I'ceuf en fonction de I'age ou du taux de ponte 0,044 kg

Wyoik Poids maximal du follicule en fin de croissance rapide 0,009 kg

Weoliic(1..10) Poids de chaque follicule en croissance rapide 0 kg

Wyolk(1..10) Poids du jaune d'ceuf ovulé 0 kg

Wil yois 10 d Somme du poids des jaunes ovulés pendant 10 jours 0 kg

Mean W, Poids moyen d'ceuf pondu par jour pendant 10 j 0 kg j'1

Nombre de jaunes initialisés par intervalle de temps de 10

Ninit10d jours, entre AGE maturity et AGE2, puis entre AGE4 et AGE5 4,17

k growth;yic Variable de calcul du taux de croissance du follicule 58,09 kg‘1 j':L

Follic(1..10) lipid dep | Dépot quotidien de lipides dans le follicule 0 kg j'1

Neyele Nombre de cycles de 10 jours depuis le début de la ponte 1

*Valeur a AGE maturity

4.2.1.7.1 Croissance des follicules et ovulation.

4.2.1.7.1.1 De l'initialisation du premier jaune a la mue

La durée de la croissance rapide de chaque follicule est fixée a 10 jours. L'initialisation de
chaque follicule se produit de facon décalée (Nys and Guyot, 2011; Sauveur, 1988). Le début
des initialisations est prévu a AGE maturity c’est-a-dire a 116 j d’age pour le premier
follicule, a 117 j d’age pour le follicule 2... a 125 j d’dge pour le follicule 10. Chaque
compartiment « Wiyici1..10) » peut étre réinitialisé tous les 10 jours. Le terme [1..10] sert a

I'identification individuelle de chaque follicule dans la grappe folliculaire de I'ovaire.

Chaque follicule est initialisé au poids de 0,200 g (Wyyic min) (Fournier et al., 2015). La
croissance du follicule est décrite selon un modele logistique (Fournier et al., 2010), avec un
poids maximal de follicule (Wyox, kg) et une variable de calcul du taux de croissance du
follicule (k growthyyic, kg™ j ™). Sur la base de I’équation proposée par ces auteurs et afin de
pouvoir faire varier le poids du jaune au moment de |'ovulation (Woiic1..107, kg) @ 10 jours
tout en gardant constante sa durée de croissance de 10 jours, il est considéré que |'ovulation
se produit lorsque le poids du follicule (Wyyics1..107, kg) atteint 93% de « Wy ». Le modéle
logistique permet ainsi de calculer « k growthyic » (Eq. 70). La croissance de chaque follicule

a chaque pas de temps (Whiiicf1..101 9ain, kg j'l) est calculée selon I'Eq. 71.

Eq. 70 B T o VS S

0,93 Wyolk 1
0,93xWg,[jicmin

W,
yolk
093 x10

k growthg,;c =

- W, 0
EQ- 71 Wionici1.10) 8ain = k growthyopic X Wronic(1.10] X (QYT;( — Wrollic[1.10])
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Dans ce modeéle, le poids du jaune (W, kg) est piloté par le poids de I'ceuf (W,g4,, kg), selon
une relation linéaire dont les parametres (ayoik, byoik) ONt été ajustés a partir des données
obtenues sur des poules de souches pondeuses issues de 5 publications pour des ceufs
pesant entre 50 et 68 g (Lee et al., 2002; Pistékova et al., 2006; Rizzi and Chiericato, 2005;
Silversides and Scott, 2001; Suk and Park, 2001) (Eq. 72 et Annexe 3). Le poids de I'ceuf
(Wegg, kg) augmente avec I’age de la poule selon une équation exponentielle de premier
ordre, fonction du poids maximum de I'ceuf (W4 max, kg) et d’'une constante de temps
(kwegg, iY) (Adams and Bell, 1998). Ces paramétres ont été ajustés sur des données de
sélectionneur (ISApoultry) reliant le poids de I'ceuf a I’age de la poule (Eqg. 73). Pour des taux
de ponte maximaux (LR max, %) inférieurs a 60%, ce qui équivaut a un nombre
d’initialisations en 10 jours inférieur a 6 au pic de ponte, il est considéré que le poids de
I'ceuf dépend du taux de ponte selon I'Eq. 74, ajustée sur des données expérimentales
(Jondreville et al., 2010; Rizzi and Chiericato, 2005). Le poids de I'ceuf en fonction de I'adge
est représenté sur la Figure 12. Le poids d’ceuf présente un délai d’un jour sur le poids de

jaune afin de tenir compte du temps de formation du blanc d’ceuf et de la coquille.
Eq 72 Wyolk = byoll«{ + Ayglk X Wegg
Eq. 73 Wege = Wegg max x (1 — e KWeggXAGE) LR max supérieur ou égal a 60%

Eq. 74 Wegg = 0,001 X Njy¢10q + 0,040 LR max inférieur a 60%

0 100 200 300 400 500 600 700

Age (j)

Figure 12 : poids de I’ceuf (kg) en fonction de I’age de la poule (j) (simulation du modele)

4.2.1.7.1.2 Pendant la mue et le deuxieme cycle de ponte
Du début a la fin de la mue (AGE2 a AGE4), aucun follicule n’est initialisé. Néanmoins, les
follicules initialisés avant AGE2 sont ovulés au début de la mue, au plus tard 10 jours apres le

début de la mue.

A AGE4, l'initialisation reprend et la croissance des jaunes se produit comme décrit ci-dessus
(4.2.1.7.1.1).
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4.2.1.7.2 Quantité et classes de lipides

Les lipides représentent environ 35% (Yolk lipid cont, kg kg™*) du poids frais du jaune (Nys and
Guyot, 2011). Le dépdt quotidien de lipides dans les follicules (Follic lipid dep, kg j*) est
proportionnel au dépdt de jaune (Wjyic1.100 gain, kg j'l) (Eq. 75). Les triglycérides en
constituent plus des deux tiers (65%), le reste étant constitué de phospholipides et de
cholestérol (31 et 4% respectivement) (Nys and Guyot, 2011). La proportion de lipides

neutres dans les lipides totaux (Follic neut lipid ratio) est donc fixée a 78%.

Eq. 75 Follicy 19)lipid dep = Wygjic[1.10] gain X Yolk lipid cont

4.2.1.7.3 Modulation du taux de ponte

La courbe de ponte suit le modéle proposé par Grossman et Koops (2001) (Eg. 76). Le
modele contenant 10 follicules, des intervalles de temps de 10 jours sont fixés. Le nombre
d’initialisations totales en 10 jours (Nj.it104) €St calculé a partir du nombre de cycles de 10
jours écoulés depuis le début de la ponte (N,e), des parametres « LR max » et « LR min »
correspondant respectivement aux taux de ponte maximum atteint au pic de ponte et juste
avant la mue et de la persistance de la ponte (LR persist, semaines). Les paramétres « LR
max », « LR min » et « LR persist » ont été estimés a partir de données de sélectionneur
(ISApoultry) présentant simultanément I’age des poules et le taux de ponte (%) jusqu’a 630 j
d’age.

Eq 76 1- e_NCyde . 1-— e_Ncycle
Niniti0a = 10 X LR max X Tt o Noa 10 x (LR max — LR min) X

+ @ Neycle 1+ e—(Ncyde—LR persist)

Le nombre follicules initialisés en 10 jours obtenu (Eq. 76) est arrondi au nombre entier le
plus proche. La date a laquelle chaque follicule est initialisé est déterminée de facon a ce que
le nombre de jours de pauses consécutifs soit court (Annexe 4). Par exemple si le nombre
d’initialisations en 10 jours (Ninit104) calculé par I'Eq. 76 est de 7 (ce qui équivaut a un taux de
ponte de 70%), 7 des 10 follicules représentés seront initialisés, précisément les follicules 1,
3,4,5,7,9et 10 tel gu’indiqué sur ’Annexe 4. Les parametres « LR max », « LR min » et « LR

persist » permettent de moduler le taux de ponte (Figure 13).
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Figure 13 : nombre de follicules initialisés par période de 10 jours pendant le 1*' cycle de ponte, en fonction
de LR persist, de LR max et de LR min (simulations du modele)
LR persist : 35 semaines, gauche ; 20 semaines, droite. LR max et LR min : respectivement 90 et 70%, tracé noir ;
70 et 50%, tracé rouge ; 50 et 30%, tracé jaune.

4.2.1.8 Ingestion d’aliment

Les acronymes et la description des parametres d'une part et des variables et
compartiments d’autre part et les références de littérature retenues pour la calibration des
parametres relatifs a I'ingestion d’aliment sont présentés respectivement dans les Tableaux
29 et 30. Lingestion quotidienne d’aliment (DFI, kg j) est calculée comme la quantité
d’énergie métabolisable ingérée (Ei, MJ j) divisée par la valeur d’énergie métabolisable de
Ialiment (Egier, MJ kg™*) (Eq. 77). Son évolution avec I'dge de la poule est présentée sur la

Figure 14. Le calcul de I'Ei sera abordé ci-dessous.

Eq.77 DFI=-2

diet

0,14

0,12
0,10 / /
0,08

0,06

0,04

0,02

Alimentingeré parjour (DFI, kg j1)

0,00
0 100 200 300 400 500 600 700

Age (j)

Figure 14: évolution de la consommation quotidienne d’aliment en fonction de I’dge de la poule (simulation
du modéele)

4.2.1.8.1 Croissance
La quantité d’énergie métabolisable ingérée quotidiennement via I'aliment (Ei, MJ j?) est

estimée jusqu’a la premiere ponte (AGE maturity+10), au moyen d’une fonction polynomiale
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d’ordre 3 sur le PV (BW, kg) (Eq. 78) appliquée sur des données de sélectionneur

correspondantes a des poules pondeuses Isa brown (ISApoultry).
Eq.78 Ei= 0,5676 x BW? —1,4554 x BW? +1,5389 x BW +0,0525 De AGEl 2
AGEmaturity+10

4.2.1.8.2 Premier cycle de ponte

Dés que la ponte débute (AGE maturity+10), la quantité d’énergie ingérée (Ei, MJ j') est

%73), du gain de poids vif (BW gain,

estimée comme une fonction du poids métabolique (BW
kg j!) et du poids moyen d’ceuf pondu par jour (Mean Wegq, kg i) selon la structure
proposée par le NRC (1994), appliquée sur des données de sélectionneur correspondantes a
des poules pondeuses Isa brown (Eqg. 79). Afin d’éviter que le terme lié a la ponte prenne la
valeur nulle les jours de pause, « Mean W egg » est calculé comme la moyenne du poids
d’ceuf pondu par jour au cours des 10 jours précédents. Il s’agit de la somme des poids de
jaune ovulé pendant 10 jours (W all yolks 10 d, kg), divisée par 10, puis par la proportion de
jaune dans le poids d’ceuf (Eg. 80), en considérant un délai d’'un jour entre I'ovulation du

jaune et la ponte de I'ceuf (Nys and Guyot, 2011).

Eq. 79 Ei = 0,662 x BW®7> + 12 x BW gain +4 x Mean W, De AGEmaturity+10
a AGE2
Eq. 80 Mean W, — Wallyolks10d  Wegg Ponte
g8 10 Wyolk

4.2.1.8.3 Mue - Perte de poids vif
Souza et al. (2010) ont rapporté une diminution du poids vif d’environ 25% en 10 jours de

mue quand le niveau de restriction alimentaire a été de 75% pendant cette période et en 20
jours de mue quand le niveau de restriction alimentaire a été de 50%. Dans le modeéle, une
restriction énergétique de 60% (Prop Ei molt) par rapport a |'énergie ingérée a I'AGE2 (Ei
AGE2, MJ ) est appliquée entre AGE2 et AGE3. Pendant ces 12 jours, I'énergie ingérée (Ei,

MJ j’) est calculée selon I'Eq. 81.

Eq. 81 Ei = (1 — Prop Ei molt) x Ei AGE2 De AGE2 3 AGE3

4.2.1.8.4 Mue — Récupération du PV
Pendant le reste de la mue, au cours de laquelle aucun ceuf n’est pondu, la quantité

0,75

d’énergie ingérée est calculée en fonction du poids métabolique (BW™") et du gain de poids

vif (BW gain, kg j ) selon I'Eq. 79.
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4.2.1.8.5 Deuxiéme cycle de ponte
La quantité d’énergie ingérée est maintenue a la valeur simulée atteinte a ’AGE4 (Ei AGE4,
MJ j*) pendant encore 30 jours jusqu’a stabilisation de « Mean Wegg », puis est calculée

selon I'Eq. 79.

4.2.2 Sous-modele de transfert de I’a-HBCD ingéré

Les acronymes et la description des parameétres et les références de littérature retenues
pour la calibration des parametres relatifs a I'ingestion et I'absorption de I'a-HBCD sont

présentés dans le Tableau 31.

Tableau 31 : acronyme, description et valeur des paramétres relatifs a I'ingestion et I'absorption d’a-HBCD

Acronyme Description Valeur Unité Références
Ingestion d'a-HBCD
Diet HBCD conc Concentration d'a-HBCD dans l'aliment 40 ug kg"1

Absorption d'a-HBCD

Coefficient d'absorption de I'a-HBCD ingéré dans le 90 % (Szabo et al.,
0

HBCD abs coef tube digestif 2011a)

4.2.2.1 Ingestion et absorption d’a-HBCD

Deux voies d’exposition sont représentées, l'une consistante en l'ingestion d’aliment
contaminé et l'autre en l'ingestion accidentelle de matériau contaminé. Dans le premier cas,
la quantité d’a-HBCD ingérée (Diet HBCD intake, pg j*) est proportionnelle a la quantité
d’aliment ingéré (DFI, kg j!) selon un coefficient de proportionnalité correspondant a la
concentration d’a-HBCD dans I'aliment (Diet HBCD conc, pg kg') (Eq. 82). La possibilité
d’ingestion d’a-HBCD via un matériau (No diet HBCD intake, pg j'l) est également
représentée, bien qu’elle soit considérée nulle en principe. La quantité totale d’a-HBCD
ingéré (Total HBCD intake, pg j') est calculée comme la somme de ces deux voies

d’exposition selon I'Eq. 83.

Eqg. 82 Diet HBCD intake = DFI x Diet HBCD conc
Eqg. 83 Total HBCD intake = Diet HBCD intake + No diet HBCD intake
Eq. 84 HBCD abs = Total HBCD intake x HBCD abs coef

Les phénomeénes digestifs et de bioaccessibilité ne sont pas représentés en raison de la faible
influence du type de matrice ingérée et de la teneur en lipides des aliments sur I'accessibilité
de différents polluants organiques persistants chez l'oiseau (2.2.3.1). Dans le modéle, la

quantité d’a-HBCD absorbée (HBCD abs, pg j ) est considérée comme proportionnelle a la
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quantité ingérée selon un coefficient d’absorption (HBCD abs coef) de 90% mesuré chez la
souris par Szabo et al. (2011) (Eq. 84).

4.2.2.2 Distribution

Les acronymes et la description des parametres d'une part et des variables et
compartiments d’autre part en relation avec la distribution, la métabolisation et

I’élimination de I’a-HBCD sont présentés respectivement dans les Tableaux 32 et 33.

Tableau 32 : acronyme, description et valeur des parameétres relatifs a la métabolisation d’a-HBCD

Acronyme Description Valeur | Unité Références

Métabolisation de I’a-HBCD

Ajustement sur données expérimentales (aliment
1,3% % contaminé a 40 ug kg’ pendant 18 semaines)
(Dominguez-Romero et al., 2016)

Taux d'extraction de

E;
liver I’0i-HBCD dans le foie

Tableau 33 : acronyme, description et valeur initiale des variables et compartiments relatifs a la distribution
et I’élimination d’a-HBCD

Valeur
Acronyme Description initale Unité
Distribution d'HBCD
HBCDjjver Quantité d'a-HBCD dans le foie 0 ug
HBCDya Quantité d'a-HBCD dans les muscles pectoraux 0 ug
HBCD s Quantité d'a-HBCD dans les muscles des cuisses 0 ug
HBCDpjasma Quantité d'a-HBCD dans le plasma 0 ug
HBCDstoragefat Quantité d'a-HBCD dans le gras abdominal 0 ug
HBCDther Quantité d'a-HBCD dans le reste des tissus 0 ug
Elimination d'HBCD
HBCD¢oi(1..10] Quantité d'a-HBCD dans le follicule en formation 0 ug
HBCDy,1..10) Quantité d'a-HBCD dans le jaune d'ceuf pondu 0 ug

Une fois absorbé, I'a-HBCD est transporté vers le foie, d’ou la molécule passe au plasma ou
elle est distribuée vers I'ensemble des tissus ainsi que vers I'ceuf lors de la ponte. Comme
indiqué précédemment (2.2.3.2), la cinétique de distribution est régie par l'irrigation du tissu
et le coefficient de partition entre le plasma et le tissu (Benet et al., 1996). Le coefficient de
partition (Kpusse, L kg™') est exprimé comme le ratio des teneurs en lipides neutres dans le
tissu (Tissue neutral/W tissue, kg kg™*) et dans le plasma (Plasma neutral/V plasma, kg L)
(Eq. 85).

__ Tissue neutral Vplasma

Eq' 85 Kptissue =

Wiissue Plasma neutral
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Le flux artériel d’a-HBCD vers chaque tissu (HBCDy;ss e arterial, ug j'l, Eqg. 86) peut étre calculé
comme le produit du débit artériel de plasma vers le tissu (Tissue perf, L j*) et de la
concentration d’a-HBCD dans le plasma (HBCDpjasmq CONC, Ug LY.

Eqg. 86 HBCDyjgqy arterial = Tissue perf X HBCD,j,macONC

Le flux veineux d’a-HBCD en provenance de chaque tissu (HBCDyissue venous, ug j*, Eq. 87) est
le produit du débit veineux de plasma en provenance du tissu (Tissue perf, L ), de la
concentration d’a-HBCD dans le tissu (HBCDyjssue cONC, Ug kg'l) et de l'inverse du coefficient

de partition entre le tissu et le plasma (Kpsissue, L kg’l).

Eq. 87 1

HBCDjssue Venous = Tissue perf X HBCD s ,.CONC X
Kptissue

Dans le modele, c’est le flux net d’a-HBCD vers chaque tissu (HBCDpiasmq tissue, M8 j’l) qui est
représenté, celui-ci étant calculé par différence entre le flux artériel et le flux veineux, selon
I'Eq. 88.

HBCDj;5ueCONC
Eq. 88 HBCDpjasma tissue = Tissue perf X (HBCDj,macoONC — %
Ptissue

La concentration d’a-HBCD dans le tissu sur la base des lipides totaux (HBCDy;ssue conc total
lipids, pg kg™ lipides totaux) est le rapport de la quantité d’a-HBCD dans le tissu (HBCDyissye,
ug) et le poids des lipides totaux dans le tissu (Tissue total lipids, kg) (Eq. 89).

Eq 89 .. HBCDtissue
HBCD total lipids =
tissue CONC total lip1ds Tissue total lipids

4.2.2.3 Métabolisme

Le métabolisme hépatique est supposé étre la voie principale d’élimination des polluants
organiques persistants (en dehors de la production d’ceufs), ce que pour I’'HBCD a été
confirmé (2.2.3.3.1). Généralement, I'élimination est décrite selon une cinétique de 1°
ordre, ce qui revient a considérer que ces phénomeénes sont non saturables et a ne pas
prendre en compte de possibles phénomeénes d’induction d’enzymes. Cette hypothése est
acceptable compte tenu des doses d’intérét pour notre modele. En effet, chez la poule
pondeuse exposée & I'a-HBCD par de I'aliment contaminé a 40 ou a 3,62 pg kg™ d’aliment

pendant 18 semaines, des modeéles cinétiques de décontamination de 1* ordre ont pu étre
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ajustés aux données de concentration de la molécule (ug kg™ lipides) dans le jaune d’ceuf, le

foie et le gras abdominal pendant la décontamination (Dominguez-Romero et al., 2016).

La vitesse 3 laquelle 'a-HBCD est éliminé via le foie (HBCDjer Cl, pg j*) est considérée
proportionnelle au débit sanguin vers le foie (Liver perf, L ), a sa capacité d’extraction
(ELiver, %) et a la concentration d’a-HBCD dans le plasma (HBCDpjgsmacONC, Ug L'l) (Eq. 90)
(Benet et al., 1996; Maclachlan, 2009, 2010). En I'absence de données de la littérature,
« Ejiver » €st ajusté a partir des données expérimentales (Dominguez-Romero et al., 2016)

(Tableau 32).

Eq. 90 HBCDyyyer Cl = Liver perf X Ejjer X HBCDpjgma cONC

4.2.2.4 Elimination

Il est considéré que les lipides neutres déposés au quotidien dans chaque follicule en
formation présentent une concentration d’a-HBCD égale a celle des lipides neutres du
plasma. Le flux quotidien d’a-HBCD du plasma vers le follicule en formation (HBCDpjgsma
follf1..10], ME j'l) est calculé comme le produit du flux de lipides totaux déposés dans le follicule
(Follicyz..10p lipid dep, kg j'l), de la contribution des lipides neutres aux lipides totaux dans le
follicule (Follic neut lipid ratio, kg kg™) et de la concentration d’a-HBCD dans les lipides

neutres du plasma (HBCDyjasma/ Plasma neutral, pg kg), selon I'Eq. 91.

l'IBCDpIasma

Plasma neutral

Eq.91 HBCDja5ma fonf1.10) = Follicjy 1¢;lipid dep X Follic neut lipid ratio x

L'a-HBCD déposé progressivement dans le follicule en croissance (HBCDroj1..10;, M8) est
éliminé dans le jaune ovulé (HBCDyoi1.105, 18). Un jour plus tard I'ceuf est pondu et la
concentration d’a-HBCD dans le jaune d’ceuf pondu (HBCDye1..10ic0nc total lipid, pg kg'l) est
calculée comme le rapport de la concentration d’a-HBCD dans le jaune d’ceuf pondu
(HBCDyo1..10i/ Wyoikj1..105, M8 kg'l) et de la concentration de lipides dans le jaune (Yolk lipid
cont, kg kg™) (Eq. 92).

Eq. 92 i iq _ _ HBCDyoik[1.10]
q HBCDy,i1.10jc0ONC total lipid YoIk[L_10]kotal 1ipids
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4.3 Simulations du modeéle de base et modifications testées sur la structure du modele.

4.3.1 Modeéle de base

La poule représentée par le modeéle est exposée a de I'a-HBCD par la voie d’un aliment
contaminé & une concentration d’a-HBCD (Diet HBCD conc, pg kg*) équivalente a celle
appliquée lors de I'expérimentation sur poule pondeuse (Dominguez-Romero et al., 2016)
précisément 40 pg kg™’ d’aliment. L’exposition commence & 30 semaines d’age pour des
durées d’exposition égales a celles appliquées expérimentalement, c’est-a-dire: a) 18
semaines d’exposition et b) 11 semaines d’exposition suivies de 7 semaines de
décontamination. L'objectif est de compiler les concentrations d’a-HBCD dans les tissus et
dans I'ceuf simulées par le modele suite a un méme patron d’exposition que celui appliqué
pendant I'expérimentation in vivo et de les comparer aux données obtenus
expérimentalement. Ainsi, les concentrations simulées d’a-HBCD dans les tissus et produits
sont comparées a celles observées expérimentalement (Figures 15 et 16). Les valeurs
observées correspondent a N=3 échantillons issus de 3 poules différentes par date pour
toutes les matrices sauf le plasma. Pour cette derniére matrice, un pool d’échantillons a été
constitué par date et les valeurs observées sur le plasma ne présentent donc pas de
variabilité. De plus, le nombre de points de cinétique observés pour les muscles des cuisses

et le plasma étant limité, ces matrices sont utilisées a titre indicatif.
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Figure 15 : concentrations d’a-HBCD (pg kg‘1 lipides) dans les différentes matrices, observées
expérimentalement (« observé ») et simulées (« simulé, modéle de base ») aprés 18 semaines d’exposition a
40 pg d’a-HBCD kg'1 d’aliment
Matrices : jaune d’ceuf, JO ; foie, F; gras abdominal, GA ; muscles des cuisses, MC ; et plasma, P/
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Figure 16 : concentrations d’a-HBCD (pg kg‘1 lipides) dans les différentes matrices, observées
expérimentalement (« observé ») et simulées (« simulé, modéle de base ») pendant 11 semaines
d’exposition a 40 pg d’a-HBCD kg"1 d’aliment suivies de 7 semaines de décontamination
Matrices : jaune d’ceuf, JO ; foie, F; gras abdominal, GA ; muscles des cuisses, MC et plasma, Pl

Pendant I'exposition (Figure 15), les valeurs simulées sont proches de celles observées dans
le gras abdominal. Les concentrations d’a-HBCD dans le jaune d’ceuf sont sous-estimées par
rapport aux concentrations observées pendant les premiéres semaines d’exposition, et
atteignent par la suite des valeurs proches de celles observées. En effet pour cette matrice,
un léger retard dans l'augmentation de la concentration de la molécule avec le temps
d’exposition est observé en comparaison avec les autres matrices. Cela est d( au fait qu’un
follicule est contaminé au long de ses 10 jours de croissance rapide, en fonction de la
concentration de la molécule dans les lipides neutres du plasma a cette période, et pondu
ensuite. C'est-a-dire que la concentration dans I'ceuf qui commence a étre contaminé au

temps t (j) n"est observable qu’au temps t + 10. Les valeurs simulées sont surestimées par
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rapport aux valeurs observées dans le foie et dans le plasma et sous-estimées dans les

muscles des cuisses.

Lors de la décontamination (Figure 16, semaines 11 a 18), la courbe de concentration d’a-
HBCD dans le plasma est proche des valeurs observées. Dans les autres matrices, les
concentrations simulées d’a-HBCD décroissent trop rapidement pour se trouver autour de
20-25 pg kg™ de lipides en fin de décontamination, ces concentrations finales étant trop
réduites vis-a-vis des concentrations observées. Cette concentration finale est
particulierement incohérente pour le gras abdominal, ol la concentration observée en fin de

décontamination était de 'ordre de 150 ug kg™ de lipides.

Pour optimiser le modele d’origine, trois modifications structurelles ont été testées pour
tenter un rapprochement des résultats simulés vis-a-vis de ceux observés sur I'’ensemble des
matrices. En résumé, ces modifications consistent respectivement en a) la distribution de la
quantité d’HBCD contenue dans le gras abdominal (HBCD storagefat, pg) en deux
compartiments a débit sanguin différent, b) limitation du flux veineux d’HBCD en
provenance du gras abdominal et des muscles des cuisses et ¢) modification de I’équation de
la clairance hépatique. Ces modifications n’ont pas permis une amélioration des résultats du
modele de base et ne seront pas conservées par la suite. La conception de ces modifications
ultérieurement a l'analyse de sensibilité aurait été souhaitable pour mieux cibler les
composants du modele a modifier. Ce type de conclusions fait partie de I'apprentissage en
modélisation. C'est pour cela que les modifications ayant été testées sont présentées ci-

dessous.
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4.3.2 Modifications testées sur le modéle de base

Trois types de modifications ont été testés sur le modele de base. Chaque modification est
appliquée indépendamment des autres afin d’évaluer son influence propre. Avec I'objectif
de rapprocher les résultats simulés de ceux observés, les deux premieres modifications
visent la distribution de la molécule et ont pour but de retenir la molécule entrée par voie
artérielle dans le tissu adipeux avant qu’elle ne ressorte dans le sang veineux. La troisieme
modification vise le métabolisme de la molécule et consiste en une modification du calcul de

la clairance hépatique.

Les acronymes et la description des paramétres et des variables et compartiments relatifs

aux modifications testées sont présentés respectivement dans les Tableaux 34 et 35.

Tableau 34 : acronyme, description et valeur des paramétres relatifs aux modifications du modéle de base

Référence de la

modification sur Acronyme Description Unité
le texte
. Contribution de W 2 au poids total du gras
43.2.1 ratioWsoragefat . storagefat AU P & %
abdominal (Wstoragefat)
. Dénominateur sur storagefatl coef permettant de
43.2.1 ratiostoragefatcO€f g P -

calculer storagefat2 coef
Proportion de I'a-HBCD présent dans le gras
4.3.2.2 storagefat venous limit | abdominal qui peut sortir de ce compartiment dans %
le flux veineux
Proportion de I'a-HBCD présent dans les muscles

4.3.2.2 mB venous limit des cuisses qui peut sortir de ce compartiment dans %
le flux veineux
4.3.2.3 E,mod Taux d'extraction d’a-HBCD dans le foie j'l

correspondant a une clairance hépatique modifiée

Tableau 35 : acronyme, description et valeur des variables et compartiments relatifs aux modifications du
modeéle de base

Référence de la

modification sur Acronyme Description Unité
le texte
43.2.1 Wtoragefatd Poids du sous-compartiment storagefatl kg
43.2.1 Wtoragefat2 Poids du sous-compartiment storagefat2 kg
-1,.

43.2.1 storagefatl coef Débit sanguin vers Wiioragefatl L kgj_ltlssu

- . Lkg™ ti
4.3.2.1 storagefat2 coef Débit sanguin vers Wiioragefat2 gj_l 1ssu
43.2.1 HBCD storagefatl Quantité d’a-HBCD dans le compartiment storagefatl ug
4.3.2.1 HBCD storagefat2 Quantité d’a-HBCD dans le compartiment storagefat2 ug
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4.3.2.1 Différenciation de deux compartiments de quantité d’HBCD dans le gras abdominal,

caractérisés par des débits sanguins différents

L’objectif est de limiter les échanges d’a-HBCD entre le gras abdominal et le plasma. Cette
opération doit ralentir les vitesses de contamination et de décontamination du gras
abdominal. Comme proposé précédemment par d’autres auteurs (Levitt, 2007; MacLachlan,
2009), le poids du gras abdominal (Wistoragefat, Kg) €st réparti entre deux sous-compartiments
(Wstoragefatl €t Witoragerat2, kg), selon les Eq. 93 et Eq. 94 oU ratioWsioragetat représente la

contribution de Witoragefat2 au poids total du gras abdominal (Wsoragefat)-
Eq. 93 Wstoragefat1 = Wstoragefat X (1 - ratiowstoragefat)

Eq. 94 Wstoragefat2 = Wstoragefat X ratioWstoragefat

Comme indiqué précédemment (4.2.1.6.2), le débit sanguin vers les différents tissus (L j'l)
est proportionnel au poids des tissus (Wyissue, kg) selon un coefficient appelé Tissue coef (L
kg™ tissu j!). La valeur de storagefatl coef est maintenue inchangée sur storagefat coef
(Tableau 28). Storagefat2 coef est calculé selon I'Eq. 95, ou ratiosorageratcOef est une valeur
numérique qui réduit storagefat2 coef par rapport a storagefatl coef (L kg™ tissu j?).

Eq.95  storagefat2 coef = Sioragefatl coel

ratiogoragefatcoef

Dans le sous-modeéle de transfert, des compartiments de quantité d’a-HBCD (ug) HBCD
storagefatl et HBCD storagefat2 sont représentés, avec des flux de transfert de la molécule
du plasma vers ces compartiments calculés selon I'Eq. 88. La concentration d’a-HBCD dans
I’ensemble du gras abdominal (HBCDstoragefat CONC total lipid, pg kg’1 lipides) est calculée selon
I'Eq. 96.

HBCD storagefat1+HBCD storagefat2

Eq. 96 ipid =
g HBCDstoragefat conc total llpld Storagefat total lipids

4.3.2.2 Limitation du flux de sortie d’a-HBCD en provenance du gras abdominal et du

muscle des cuisses

Dans ce cas, pour retenir I'a-HBCD arrivé dans certains compartiments, une modification est
appliquée sur I'Eq. 88, en limitant le flux veineux de sortie d’a-HBCD depuis certains tissus.
Cette équation devient I'Eq. 97, ou tissue venous limit (%) est la proportion de I'a-HBCD

présent dans le tissu qui peut sortir du compartiment dans le flux veineux.

. . P HBCDy; conc
Ed. 97  HBCDpjasmatissue = Tissue perf x (HBCDj,gmaconc — tissue venous limit x ﬁ
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Cette modification est appliquée au gras abdominal et aux muscles des cuisses, des tissus
pour lesquels des données expérimentales sont disponibles et montrent une concentration
élevée. Le choix de ces matrices vise a retenir la molécule dans ces tissus, ce qui devrait
idéalement permettre une décontamination moins rapide du gras abdominal et plus réaliste
par rapport aux données observées et faciliter I'augmentation de la concentration d’a-HBCD

dans les muscles des cuisses pendant I’exposition.

4.3.2.3 Calcul de la clairance hépatique en fonction de la guantité d’a-HBCD présente dans

le foie.
Cette modification vise le métabolisme de la molécule. L’Eq. 90 est transformée en I'Eq. 98,
ce qui revient a considérer que le taux de clairance hépatique serait non pas fonction de la
concentration d’a-HBCD dans le plasma et du flux sanguin vers le foie mais de la
concentration d’a-HBCD dans le foie. Le parameétre Ej.mod est le taux d’extraction d’a-

HBCD dans le foie (j**) dans I'Eq. 98.

Eq. 98 HBCDjjyerCl = Ejjyermod X HBCDjjyer

4.3.3 Simulations du modéle modifié.

Les résultats de chacune des modifications expliquées précédemment sont comparés aux
résultats observés et aux résultats simulés par le modéle non modifié (« modéle de base »),
sur les données comprenant une période d’exposition de 11 semaines suivies de 7 semaines

de décontamination.

4.3.3.1 Division du gras abdominal en deux compartiments a débits plasmatiques

différents.
Des simulations ont été réalisées en fixant des valeurs hypothétiques différentes de
ratioWstoragefat €t de ratiostoragetatCOef. Des valeurs respectives de a) 0,5 et 2; et b) 0,8 et 5
sont utilisées, les concentrations d’a-HBCD simulées par le modéle modifié étant comparées
a celles simulées par le modéle base par des modéles linéaires généralisés (GLM) (Annexe 5).
Seulement la modification b, c’est-a-dire I'établissement des parametres Ratio Witoragefat=0,8
; ratiostoragefat COef=5 modifie légérement les résultats de concentration d’a-HBCD (ug kg'1
lipides) dans le gras abdominal vis-a-vis des résultats du modéle de base, avec une pente de
0,972 + 0,008 (***) et une ordonnée a I'origine de 2,84 + 0,05 (*) (ETR=7,51, R?=0,99). Ces
modifications dans les concentrations simulées dans I'ensemble des matrices par rapport
aux résultats simulés du modeéle de base restent dans tous les cas trés légéres (pente proche

de 1 et ordonnée a l'origine proche de 0) et n‘améliorent pas les résultats du modele de
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base. L'absence d’effet de ces modifications est montrée graphiquement sur la Figure 17

pour le gras abdominal.
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Figure 17 : comparaison des concentrations d’a-HBCD dans le gras abdominal (ug kg"1 lipides) simulées par le
modele modifié vis-a-vis du modéle de base et des données observées. Les modifications consistent en une
division du gras abdominal en deux compartiments a débit plasmatique différent (tracé jaune : ratio
Wstoragefat=0,5 ; ratiostoragefat coef=2 ; tracé bleu foncé : ratio Wstoragefat=0,8 ; ratiostoragefat coef=5)

4.3.3.2 Limitation du flux de sortie d’a-HBCD en provenance du gras abdominal et du

muscle des cuisses.

Des simulations ont été réalisées en modifiant la proportion de la molécule présente dans le
tissu qui peut sortir du compartiment dans le flux veineux (tissue venous limit, %). Sur les
Figures 18 a 21 sont présentées les concentrations d’a-HBCD dans le jaune d’ceuf, le foie, le
gras abdominal, les muscles des cuisses et le plasma simulées aprés application de cette
modification sur le modeéle, ainsi que celles correspondantes a la modification de la clairance

hépatique qui sera analysée par la suite (4.3.3.3).
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2
-
3 200 ¢ Modéle de base
8 & AR
T Xe+++
¢ g 150 )
c o , .
] éq: i:,/ x Simulé, modéle modifié.
K i 100 + Tissue venous limit = 0,75
2% 1234
& ’ N . e
3= - % ® +Simulé, modele modifié.
8 ¥ y Tissue venous limit = 0,75
2 ; Eliver=0,015
5 0 % &Simulé, modéle modifié.
0 2 4 6 81012 14 16 18 Eliver=0,12
Durée depuis le début de I'exposition (semaines)

Figure 18 : concentrations d’a-HBCD (ug kg'1 lipides) dans le jaune d’ceuf pendant 11 semaines d’exposition a
40 pg d’a-HBCD kg‘1 d’aliment et 7 semaines de décontamination, a) mesurées expérimentalement
(« observé »), b) simulée par le modéle de base, c) simulées apreés limitation du flux de sortie d’"HBCD en
provenance du gras abdominal et du muscle des cuisses (croix rouges et vertes) et d) simulée apres
modification du calcul de la clairance hépatique (losanges violets)
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Figure 19 : concentrations d’a-HBCD (pug kg'1 lipides) dans le foie pendant 11 semaines d’exposition a 40 pg
d’a-HBCD kg'1 d’aliment suivies de 7 semaines de décontamination, a) mesurées expérimentalement

(« observé »), b) simulées par le modéle de base, c) simulées apreés limitation du flux de sortie d’HBCD en
provenance du gras abdominal et du muscle des cuisses (tracés rouge et vert) et d) simulées aprés

modification du calcul de la clairance hépatique (tracé violet)
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Figure 20 : concentrations d’a-HBCD (pug kg'1 lipides) dans le gras abdominal pendant 11 semaines

d’exposition a 40 pg d’a-HBCD kg™ d’aliment suivies de 7 semaines de décontamination, a) mesurées
expérimentalement (« observé »), b) simulée par le modéle de base, c) simulées apres limitation du flux de
sortie d’HBCD en provenance du gras abdominal et du muscle des cuisses (tracés rouge et vert) et d) simulée
aprés modification du calcul de la clairance hépatique (tracé violet)
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Figure 21 : concentrations d’a-HBCD (pg kg™ lipides) dans les muscles des cuisses et dans le plasma pendant
11 semaines d’exposition 2 40 pg d’a-HBCD kg™~ d’aliment et 7 semaines de décontamination, a) mesurées
expérimentalement (« observé »), b) simulées par le modéle de base, c) simulées apreés limitation du flux de

sortie d’HBCD en provenance du gras abdominal et du muscle des cuisses (tracés rouge et vert) et d)

simulées aprés modification du calcul de la
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En rouge sur ces figures sont identifiés les résultats des simulations du modele modifié en
incluant une valeur de tissue venous limit de 0,75, ce qui revient a réduire le flux veineux de
75% en provoquant une rétention de la molécule dans les compartiments d’origine
(HBCDstoragefat €t HBCDmg). Les résultats simulés aprés cette modification (rouge) sont
proches de ceux simulés par le modele de base (bleu) dans toutes les matrices a I'exception
du gras abdominal et des muscles des cuisses. Dans les muscles des cuisses, la concentration
d’a-HBCD devient maintenant trés proche de la seule valeur expérimentale disponible. Pour
le gras abdominal, cependant, une surestimation de la concentration simulée est rapportée.
En partant de cette modification et pour limiter la surestimation observée dans le gras
abdominal et dans le foie, tissue venous limit est ensuite maintenu a 0,75, tout en
augmentant le parametre Ejyer (taux d’extraction d’a-HBCD dans le foie, %) de 1,3 a 1,5%. En
vert sur ces figures, on observe que cette deuxieme modification permet de rapprocher la
concentration d’a-HBCD simulée par rapport a celle observée pour le foie, les résultats de
cette modification restant surestimés par rapport aux valeurs observées. Pour le gras
abdominal les résultats sont légérement surestimés en exposition et légérement sous-
estimés pour les muscles des cuisses. Pour le jaune d’ceuf et le plasma les résultats simulés

sont sous-estimés par rapport aux valeurs observées.

4.3.3.3 Calcul de la clairance hépatique en fonction de la guantité d’a-HBCD présente dans

le foie.
Des simulations ont été réalisées en fixant différentes valeurs de E;wrmod sur I'équation
modifiée de clairance hépatique (Eq. 98), les meilleurs résultats étant obtenus par une valeur
de Ejvermod de 0,12. Sur les Figures 18 a 21 sont présentées en violet les concentrations
simulées d’a-HBCD dans le jaune d’ceuf, le foie, le gras abdominal, les muscles des cuisses et
le plasma. Les courbes de concentration d’a-HBCD dans les différentes matrices sont trés
proches de celles simulées par le modele de base. Le temps plateau de contamination est

atteint légerement plus tot suite a cette modification.

4.3.4 Conclusions sur les modifications testées

En reprenant les trois modifications étudiées, ni la division du gras abdominal en deux
compartiments a débit plasmatique différent ni le calcul de la clairance hépatique en
fonction de la quantité d’a-HBCD dans le foie ne permettent de rapprocher les résultats
simulés de ceux observés. La limitation du flux de sortie d’a-HBCD en provenance du gras
abdominal et des muscles des cuisses permet d’augmenter la concentration d’a-HBCD dans

ces deux matrices, ce qui rapproche les résultats des muscles des cuisses des valeurs
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observées et peut éloigner les concentrations d’a-HBCD dans le gras abdominal qui sont
désormais surestimées par rapport aux valeurs observées. La réduction de la concentration
dans le foie n’est faisable qu’en augmentant la clairance hépatique, cependant cela produit
une sous-estimation des concentrations d’a-HBCD dans d’autres matrices dont le jaune
d’ceuf. Aucune des modifications étudiées n’a permis de rapprocher la courbe de
concentration d’a-HBCD dans le gras abdominal simulée vis-a-vis de celle observée pendant
la décontamination. En définitive, aucune de ces modifications ne permet d’améliorer
nettement les résultats du modéle de base. Pendant |’exposition, les concentrations
simulées d’a-HBCD dans certains tissus peuvent dans certains cas étre améliorés, mais cela
se produit en dépit d’autres matrices pour lesquelles les concentrations simulées s’éloignent
de celles observées. Aucune de ces modifications n’a permis d’améliorer les courbes de

décontamination des tissus. Ces modifications ne sont donc pas retenues par la suite.

4.3.5 Simulation du modeéle de base sur I’ensemble des stades physiologiques représentés

Le modele de base est ainsi retenu (4.3.1). Toutes les fonctionnalités n’ont pas été exploitées
jusqu’a présent et notamment I'analyse de I'influence du stade physiologique sur le transfert
de la molécule. En effet, jusqu’ici les différentes simulations n’ont été réalisées que pendant
la ponte, c’est-a-dire au stade physiologique des poules utilisées expérimentalement. La
poule est maintenant exposée a I’a-HBCD par un aliment contaminé & 40 pg kg™ d’aliment
depuis le début jusqu’a la fin de la simulation, précisément pendant les stades
physiologiques de fin de croissance, 1% cycle de ponte, mue et 2°™ cycle de ponte. Pendant
les 12 premiers jours de mue, I'exposition a la molécule est fortement restreinte du fait que
I'ingestion quotidienne d’aliment est réduite de 60% pendant cette période (Eg. 81). Les
concentrations d’a-HBCD dans les tissus et dans |'ceuf tout au long de la simulation sont

reportées sur la Figure 22.
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Figure 22 : concentrations d’a-HBCD (pg kg™ lipides) simulées par le modéle de base dans les différentes
matrices lors d’'une exposition a un aliment contaminé (40 ug d’a-HBCD kg'1 d’aliment) depuis 12 jusqu’a 92
semaines d’age. Le niveau d’exposition est réduit de 60% en début de mue du fait d’une réduction de la
quantité d’aliment ingérée pendant cette période.

Ces résultats montrent que les concentrations maximales en fin de croissance, avant début
d’initialisation de la croissance des jaunes d’ceuf, sont de l'ordre de 1,5+0,05 fois plus
élevées dans tous les tissus (a I'exception de I'ceuf) en comparaison avec les concentrations
stables dans ces tissus retrouvées lors du 1% cycle de ponte. La diminution de la
concentration d’a-HBCD dans les tissus apres le pic maximal atteint en fin de croissance,
observée a partir d’Age maturity, est due principalement a une voie supplémentaire
d’élimination d’a-HBCD constituée par la croissance des jaunes d’ceuf, dont l'initialisation
débute a cet age. Un niveau stable de concentration d’a-HBCD est retrouvé dans les tissus
pendant la ponte, quand la physiologie de I'animal finit par se stabiliser, permettant
I'atteinte de I'équilibre dans le transfert de la molécule entre le plasma et les tissus. Pendant
la mue, les concentrations d’a-HBCD dans les tissus augmentent notamment par la
diminution du poids des tissus (diminution du volume de distribution de la molécule et
augmentation de la concentration de celle-ci dans I'organisme) qui se produit parallelement
a un arrét progressif des initialisations de jaunes. Autour du pic de PV minimum atteint
pendant la mue, des concentrations maximales d’a-HBCD de I'ordre de 2,1+0,01 fois plus
élevées que pendant le 1° cycle de ponte sont rapportées dans la plupart des tissus (foie,
muscles pectoraux, muscles des cuisses, « other »). Le rapport des concentrations au pic de
mue et en ponte est de I'ordre de 1,8 dans le plasma et atteint jusqu’a 2,5 dans le gras
abdominal. En effet, le gras abdominal est le tissu présentant la perte de poids la plus
importante, de 70% en mue, ce qui explique une augmentation de la concentration
spécialement élevée dans ce tissu. Par ailleurs, chez la poule hors ponte, la lipémie
(concentration de lipides dans le sang) atteint des valeurs environ 3,7 fois plus bas que
pendant la ponte (4.2.1.4.2), ce qui influence la partition de la molécule entre les tissus et le

plasma. La proportion de lipides neutres dans le plasma est plus basse pendant les périodes
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hors ponte. Ces modifications provoquent une augmentation des coefficients de partition de
la molécule entre les tissus et le plasma chez la poule hors période de ponte en comparaison

avec les valeurs de ces coefficients pendant la ponte, comme le montre la Figure 23.
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Figure 23 : évolution des coefficients de partition (Kp, L kg‘l) de I'a-HBCD entre les tissus et le sang en
fonction du stade physiologique et de I’age de I'animal

En effet pendant la mue, la valeur maximale du Kp de la molécule entre chaque tissu et le
plasma est environ 3,7 fois plus élevée que la valeur du Kp de la molécule entre le méme
tissu et le plasma pendant la ponte. L'augmentation des Kp de I'a-HBCD entre chaque tissu
et le plasma pendant la mue explique une augmentation légerement moins élevée de la
concentration d’a-HBCD dans le plasma que dans les autres tissus a ce stade physiologique.
Avec 'augmentation du poids des tissus en 2°™ partie de la mue, les concentrations d’a-
HBCD diminuent, mais elles restent plus élevées qu’avant la mue. A la reprise des
initialisations aprés la mue, la concentration d’a-HBCD diminue progressivement pour
atteindre en 2°™ cycle de ponte des concentrations d’a-HBCD dans tous les tissus (incluant
le jaune d’ceuf dans ce cas) équivalentes (de l'ordre de 0,98+0,001) a celles simulées

pendant le 1* cycle de ponte.

4.4 Analyse de sensibilité

4.4.1 Valeurs testées des parameétres

L'analyse de sensibilité est réalisée sur le modele de base sur I'ensemble des stades
physiologiques (4.3.5), avec I'objectif d’identifier les parameétres du modele présentant la
plus grande influence sur les sorties du modele. Chaque parameéetre est étudié
individuellement (méthode « one at a time »). Pour chaque parameétre, une valeur minimale
et maximale seront étudiées a partir de la valeur de base (Tableaux 36 a 41). Ces valeurs

sont fixées selon les criteres suivants :
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-Pour les parameétres dont on connait I’écart-type (ET), c’est-a-dire ceux dont la valeur basale
a été estimée de fagon simple par calcul de la moyenne (* I'ET) d’un certain nombre de
données de la littérature, les bornes de variation de I'analyse de sensibilité sont calculées a

partir de la valeur de base +2 x ET.

-Pour le reste des parametres, les bornes sont déterminées en modifiant la valeur de base
d’entre +10 et +25%, le pourcentage de variation visant a rester proches de la réalité
physiologique tout en permettant une plage de variation suffisamment large. Pour le débit
sanguin vers le gras abdominal (storagefat coef, L kg’ tissu j'), la plage de variation
considérée est de 50%, a cause du manque de données bibliographiques a leur égard

permettant d’étre plus précis sur la valeur de ce parameétre.

Tableau 36 : valeurs minimale et maximale établies pour I’'analyse de sensibilité des paramétres relatifs a la
croissance et aux poids corporel et tissulaires.

Valeur de Valeur Valeur

Croissance base minimale .~ maximale Calcul valeurs extrémes
BW1 1,077 0,969 1,185 +/- 10% de la valeur de base
BW2 1,962 1,668 2,256 +/- 15% de la valeur de base
Agel day 84 71 97 +/- 15% de la valeur de base
Age2 day 476 357 595 +/- 25% de la valeur de base
Bgomp 0,0216 0,0184 0,0248 +/- 15% de la valeur de base
a_mA 0,512 0,435 0,589 +/- 15% de la valeur de base
b_mA -1,847 -2,124 -1,570 +/- 15% de la valeur de base
a_mB 0,055 0,047 0,063 +/- 15% de la valeur de base
a_liver 1,649 1,402 1,896 +/- 15% de la valeur de base
b liver 4,123 4,329 3,505 -15% de la valeur de base / +5%

valeur de base
a_blood 0,842 0,716 0,968 +/- 15% de la valeur de base
- 15% de la valeur de base / +5%

b_blood -2,60 -2,73 -2,21 valeur de base

a_storagefat 0,117 0,099 0,135 +/- 15% de la valeur de base
b_storagefat -0,124 -0,143 -0,105 +/- 15% de la valeur de base
Prop BW molt 0,25 0,20 0,30 +/- 20% de la valeur de base
Prop WmA molt 0,20 0,16 0,24 +/- 20% de la valeur de base
Prop WmB molt 0,20 0,16 0,24 +/- 20% de la valeur de base
Prop Wliver molt 0,50 0,40 0,60 +/- 20% de la valeur de base
Prop Wstoragefat molt 0,70 0,56 0,84 +/- 20% de la valeur de base
Prop Wblood molt 0,25 0,20 0,30 +/- 20% de la valeur de base
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Tableau 37 : valeurs minimale et maximale établies pour I’analyse de sensibilité des parametres relatifs a la

quantité de lipides corporels et tissulaires

.. Valeur de Valeur Valeur N
Lipides . . . Calcul valeurs extrémes
base minimale maximale

BW lipid cont AGE1 0,060 0,051 0,069 +/- 15% de la valeur de base
BW lipid cont AGE2 0,200 0,170 0,230 +/- 15% de la valeur de base
mA_lipid_cont 0,014 0,010 0,018 +/-2ET
mB_lipid_cont 0,060 0,051 0,069 +/- 15% de la valeur de base
Liver_lipid_cont 0,174 0,148 0,200 +/- 15% de la valeur de base
b lipid liver -0,0026 -0,0030 -0,0022 +/- 15% de la valeur de base
Storagefat_lipid_cont 0,870 0,790 0,950 +/-2ET

Plasma lipid cont laying 0,026 0,022 0,030 +/- 15% de la valeur de base
plasma_lipid_cont 0,007 0,006 0,008 +/- 20% de la valeur de base

Tableau 38 : valeurs minimale et maximale établies pour I’analyse de sensibilité des parameétres relatifs au
profil lipidique et a la quantité de lipides corporels et tissulaires pendant la mue

.. Valeur de Valeur Valeur N
Lipides . . . Calcul valeurs extrémes
base minimale maximale
mA_neut_lipid_ratio 0,551 0,468 0,633 +/- 15% de la valeur de base
mB_neut_lipid_ratio 0,860 0,731 0,989 +/- 15% de la valeur de base
Liver_neut_lipid_ratio 0,760 0,646 0,874 +/- 15% de la valeur de base
_1E0
Storagefat_neut_lipid_ratio 0,985 0,838 1 1% de.Ia Va|6l..ll”,df§ base/
maximum fixé a 1
plasma_neut_lipid_ratio 0,687 0,584 0,790 +/- 15% de la valeur de base
Plasma neut lipid ratio lay 0,790 0,672 0,909 +/- 15% de la valeur de base
_ o,
other neut lipid ratio 0,960 0,816 1 15% de Ia valeur de base/
maximum fixé a 1
Liver lipid cont AGE3 0,060 0,048 0,072 +/- 20% de la valeur de base
mA lipid cont AGE3 0,011 0,009 0,013 +/- 20% de la valeur de base
mB lipid cont AGE3 0,048 0,038 0,058 +/- 20% de la valeur de base
BW lipid cont AGE3 0,130 0,104 0,156 +/- 20% de la valeur de base
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Tableau 39 : valeurs minimale et maximale établies pour I’analyse de sensibilité des parametres relatifs a
I’irrigation sanguine.

Irrigation sanguine Valeur de \_Ia_leur Va!eur Calcul valeurs extrémes
base minimale | maximale

Hematocrit growth and laying 0,265 0,219 0,311 +/-2 ET

mA coef 210 190 230 +/-2 ET

mB coef 163 70 256 +/-2 ET

liver coef 1200 532 1868 +/-2 ET
storagefat coef 95 48 143 +/- 50% de la valeur de base
Q 283 257 309 +/-2 ET

mV blood kg/L 1,044 1,041 1,047 +/-2ET
Hematocrit molting 0,31 0,26 0,36 +/- 15% de la valeur de base

Tableau 40 : valeurs minimale et maximale établies pour I’analyse de sensibilité des parametres relatifs a la
ponte et a I'ingestion.

Ponte et ingestion Valeur de \.Ia'leur Va!eur Calcul valeurs extrémes
base minimale | maximale
Yolk lipid cont 0,350 0,298 0,403 +/- 15% de la valeur de base
W follic min 0,0002 0,00017 0,00023 +/- 15% de la valeur de base
LR max 0,902 0,767 1 -15% della valeyrld\e base/
maximum fixé a 1

LR min 0,761 0,647 0,876 +/- 15% de la valeur de base
LR persist 32,9 28,0 37,9 +/- 15% de la valeur de base
Wegg max 0,065 0,055 0,075 +/- 15% de la valeur de base
k Wegg 0,0118 0,01003 0,01357 +/- 15% de la valeur de base
ayolk 0,402 0,342 0,462 +/- 15% de la valeur de base
byolk -0,0089 -0,0102 -0,0076 +/- 15% de la valeur de base
Follic_neut_lipid_ratio 0,783 0,666 0,900 +/- 15% de la valeur de base
Ediet 11,6 9,9 13,3 +/- 15% de la valeur de base
Prop Ei molt 0,600 0,510 0,690 +/- 15% de la valeur de base

Tableau 41 : valeurs minimale et maximale établies pour I’analyse de sensibilité des parameétres relatifs au
transfert d’a-HBCD.

Transfer d'HBCD Valeur de \.Ia'leur Va!eur Calcul valeurs extrémes
base minimale maximale

HBCD_abs_coef 0,900 0,765 1 -15 / +11% de la valeur de base

Ejiver 0,013 0,010 0,016 +/- 20% de la valeur de base
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4.4.2 Calcul du « ratio de variation réponse/paramétre » par stade physiologique

L'analyse de sensibilité du modele (modele de base, cf. 4.3.1) aux différents parametres est
réalisée aux différents stades physiologiques de la poule sur I'ensemble des ages représentés
(depuis AGE1 jusqu’a AGES5), c’est-a-dire en fin de croissance, pendant le 1* cycle de ponte,

eme

pendant la mue et en 27" cycle de ponte. En premier lieu, les résultats de concentration
d’a-HBCD dans les tissus lors d’une exposition de la poule du « modeéle de base » a I'a-HBCD,
3 40 pg kg d’aliment, du début jusqu’a la fin de la simulation sont repris (Figure 22).
Ensuite, la valeur d’'un seul parametre est changée tout en maintenant inchangés le reste
des parametres et les caractéristiques d’exposition. En effet, lors de I'analyse sur la valeur
minimale ou maximale d’un paramétre, tous les autres parametres sont maintenus a leurs
valeurs de base. Pour chaque valeur testée par parameétre, les concentrations d’a-HBCD dans
les tissus tout au long de la simulation et dans les ceufs pendant la ponte sont compilées. Ces
concentrations sont comparées a celles résultantes de la simulation du « modele de base ».

Les comparaisons se réalisent a certains ages représentant chacun un stade physiologique :

-Fin de croissance : I'age d’étude est fixé a 110 jours, c’est-a-dire en fin de croissance et

avant atteinte de I'age de maturité sexuelle (116 j).

-Premier cycle de ponte : étude des concentrations d’a-HBCD dans les tissus a 350 jours
d’age.

-Mue, perte de PV : étude a 488 jours, c’est-a-dire I'dge auquel le poids vif atteint son
minimum pendant cette période.

-Mue, récupération de PV : étude a 517 j, juste avant la reprise des initialisations.

-Deuxiéme cycle de ponte : 4ge d’étude fixé a 640 jours.

Les ages représentatifs des différents stades pour analyse de sensibilité sont indiqués sur la

Figure 24 par des fleches.

700

600 : -
Fin de 1er cycle de ponte Mue 2&me cycle Foie
500 crpissance \ de ponte

Muscles pectoraux

——Muscles de la cuisse

400 b
300 RS i : —"Autres
NS . : k = -Gras abdominal

200 Hf~ =

——Plasma
100 -

T2 22 32 42 52 62 72 82 2
Age (semaines)

110j 350 j 488j 517j 640 j

Jaunes d'ceuf

0

a-HBCD dans les tissus (pg kg! lipides)

Figure 24 : concentrations d’a-HBCD (ug kg'1 lipides) dans les différentes matrices simulées par le modéle de
base lors d’une exposition continue a 'a-HBCD depuis 12 jusqu’a 92 semaines d’age a 40 pg d’a-HBCD kg™
d’aliment. Ages d’étude lors de I'analyse de sensibilité (fleches)
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Un « pourcentage de variation (PVar) de la concentration d’a-HBCD ([HBCD], pg kg
lipides) » est calculé pour chaque tissu et valeur d’un parametre comme le ratio de la
différence de concentrations d’a-HBCD dans le tissu apres et avant modification du
parameétre par la concentration d’a-HBCD dans le tissu selon modéle de base (Eq. 99).
L'équation de calcul du « PVar du parametre » présente la méme structure (Eq. 100).
Finalement, pour normaliser I'analyse de sensibilité et comparer des parametres dont la
plage de variation est différente, on calcule le « ratio de variation (RV) réponse/parameétre »
comme le ratio du PVar de la [HBCD] dans chaque tissu et du « PVar du parametre » (Eq.
101).

Eq.99 | PVardela[HBCD]dans un tissu =

[HBCD] apreés variation d'un parameétre du modeéle—[HBCD] simulée par le modéle de base

x 100

[HBCD] simulée par le modéle de base

4 N Valeur testée du parametre—Valeur de base du paramétre
Eg. 100 @ pvar d'un parametre = P L x 100

|Valeur de base du parameétre|

PVar dans la [HBCD]dans un tissu
PVar du paramétre

Eq. 101 RV réponse/paramétre =

Le calcul du PVar du paramétre (Eq. 100) spécifie dans le dénominateur la valeur absolue du
parameétre. L'objectif est de faciliter I'interprétation des résultats. Ainsi, tant pour des
parametres positifs que négatifs, une valeur positive du ratio de variation indique que la
variation de la valeur du parametre et la variation dans la concentration d’a-HBCD dans les
tissus sont directement proportionnelles, en d’autres termes si la valeur d’'un parameétre est
augmentée les concentrations dans les tissus augmentent, si le premier diminue les
concentrations dans les tissus diminuent. Un RV négatif indique une variation inversement
proportionnelle de la valeur d’un parametre et des concentrations d’a-HBCD dans les tissus,
c’est-a-dire si la valeur du parameétre augmente, les concentrations dans les tissus diminuent
et vice versa. Les parametres auxquels le modeéle est sensible sur I'ensemble ou la plupart

des stades physiologiques sont ensuite abordés et analysés.

Le ratio de variation est calculé pour chaque valeur testée d’un parametre, séparément sur

chaque tissu et pour chaque stade physiologique, aux ages précisés ci-dessus.

4.4.3 Résultats de I'analyse de sensibilité et discussion

4.4.3.1 Résultats

Les résultats de I'analyse de sensibilité sont abordés en premier lieu selon une approche
globale pour les parametres ayant une influence tout au long de la simulation, puis
séparément pour les parametres ayant un effet uniquement a certains stades
physiologiques. Les résultats de I'analyse de sensibilité sont présentés par groupe de

parameétres dans les Tableaux 42 a 49.
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Tableau 42 : ratio de variation (RV) réponse / paramétre aux différents stades physiologiques, pour les
paramétres liés a la croissance et aux poids corporel et tissulaires

110j 350j 640 j 488 j 517j
Abréviation Valeur Valefj s RV RV RV RV RV
basale testées | réponse/ Exceptions | réponse/ | réponse/ | réponse/ Exceptions | réponse /
parameétre paramétre | parametre | parametre paramétre
0,969 0 0 0 0 0
BW1 kg 1,077 10,5-1]
1,185 [1-2] dans le 0 0 0 0
foie
BW2 kg 1962 1,668 0 -10,5-1] | -10,5-1| | -|0,5-1] -10,5-1]
’ 2,256 0 -10,5-1] | -|0,5-1| | -]0,5-1] 0
71 |0,5-1] 0 0 0 0
Agel day 84
97 |5-10] 0 0 0 0
-11-2]
357 0 0 0 -|12-5] dans le -11-2|
Age2 day 476 GA
-11-2]
595 0 0 [2-5] |2-5] dans le P| -|1-2]
0,0184 | -|0,5-1| 0 0 0 0
Bgomp 0,0216
0,0248 0 0 0 0 0
0,435 | -|0,5-1] 0 0 0 0
a_mA 0,512
0,589 0 0 0 0 0
b -1,570 0 0 0 0 0
_mA - LT o | 051 0 0 0 0
0,047 0 0 0 0 0
-10,5-1
amB 1005 1663 0 cllans |eI 0 0 0 0
GA
1,402 0 -10,5-1] | -|0,5-1| | -]0,5-1] -10,5-1]
. 0,5-1
aliver | 1,649 | 996 0 (l:lans |eI -10,5-1] | -0,5-1| | -]0,5-1] -10,5-1]
GA
b_liver 4123 -4,329 |5-10] -]2-5] -12-5| -]2-5] -]2-5]
-3,505 | -]0,5-1] -|2-5] -|2-5] -|2-5] -11-2]
a_blood 0,842 0,716 | -|0,5-1] 0 0 0 0
0,968 0 0 0 0 0
-2,73 >[30] 0 0 0 0
b_blood -2,6 221 0 o o o o
0,099 0 0 0 0 0
0,5-1
a_storagefat | 0,117 135 0 (l:lans |eI 0 0 0 0
GA
-0,143 0 0 0 0 0
b_storagefat | -0,124 | -0,105 0 0 0 0 0
0,30 0 0 0 0 0

Ages représentés : 110 j (fin de croissance), 350 et 640 j (respectivement 1% et 2

eme

cycles de ponte), 488 j

(mue, perte de PV), 517 j (mue, récupération de PV). Ratio de variation (RV) réponse/paramétre, calculé
comme le ratio du pourcentage de variation dans la concentration d’a-HBCD (ug kg'1 lipides) dans chaque tissu
divisé par le pourcentage de variation du parameétre. Les RV présentés sur le tableau correspondent a
I'ensemble des tissus (foie, muscles pectoraux, muscles des cuisses, gras abdominal, plasma, "other", jaune
d'ceuf) pour les périodes de ponte et a tous ces tissus excepté le jaune d'ceuf en fin de croissance et pendant
la mue. Des exceptions sont ajoutées quand le RV dans une matrice est différent du RV moyen estimé sur les
autres matrices. GA : gras abdominal ; Pl : plasma
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Tableau 43 : ratio de variation (RV) réponse / paramétre aux différents stades physiologiques, pour des parameétres liés a la croissance et aux poids corporel et
tissulaires spécifiques au stade de mue

110 350 640 j 488 j 517
Abréviation Valeur Valeurs RV ré RV ré RV ré RV ré RV ré
basale testées repo\nse / Exceptions repo\nse / repo\nse / repo\nse / Exceptions repo\nse /
paramétre paramétre paramétre paramétre paramétre
0,20 0 0 0 0 0
Prop BW molt 0,25
0,30 0 0 0 0 0
Prop WmA molt 0,20 0,16 0 0 0 0 0
P ' 0,24 0 0 0 0 0
0,16 0 0 0 0 0
Prop WmB molt 0,20
0,24 0 0 0 0 0
. 0,40 0 0 0 0 0
Prop Wliver molt 0,50
0,60 0 0 0 0 0
0,56 0 0 0 0 [0,5-1| dans le 0
Prop Wstoragefat 0.70 GA
molt ! |1-2| dans le
0,84 0 0 0
! GA
Prop Wblood molt 0,25 0,20 0 0 0 0 0
P ' 0,30 0 0 0 0 0

eme

Ages représentés : 110 j (fin de croissance), 350 et 640 j (respectivement 1% et 2°™ cycles de ponte), 488 j (mue, perte de PV), 517 j (mue, récupération de PV).

Ratio de variation (RV) réponse/paramétre, calculé comme le ratio du pourcentage de variation dans la concentration d’a-HBCD (ug kg"1 lipides) dans chaque tissu divisé
par le pourcentage de variation du parametre. Les RV présentés sur le tableau correspondent a I'ensemble des tissus (foie, muscles pectoraux, muscles des cuisses, gras
abdominal, plasma, "other", jaune d'ceuf) pour les périodes de ponte et a tous ces tissus excepté le jaune d'ceuf en fin de croissance et pendant la mue. Des exceptions
sont ajoutées quand le RV dans une matrice est différent du RV moyen estimé sur les autres matrices. GA: gras abdominal.
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Tableau 44 : ratio de variation (RV) réponse / paramétre aux différents stades physiologiques, pour les paramétres liés a la quantité de lipides tissulaires

Aoréuintion Valeur  Valeurs ’ 110  350] ~ 640] 488 817
basale testées | "V repo\nse/ Exceptions RV repo\nse/ Exceptions RV repo‘nse/ Exceptions RV repo‘nse/ Exceptions RV repo‘nse/ Exceptions
parameétre paramétre paramétre paramétre paramétre
0,051 0 0 0 0 0
BW lipid cont AGE1 0,06
0,069 0 0 0 0 0
Odansle
0,170 -10,5-1 0 0 0,5-1 -10,5-1
BW lipid cont AGE2 0,2 | ! | | | | GA
0,230 0 0 0 10,5-1] 0
0,010 0 0 0 0 0
mA_lipid_cont 0,014
0,018 0 0 0 0 0
mB_lipid_cont 0,06 0,051 0 0 0 0 0
—Pia_ ’ 0,069 0 0 0 0 0
. . 0,148 |2-5] 0 0 0 0
Liver_lipid_cont 0,1741
0,200 0 0 0 0 0
-0,0030 -10,5-1 0 0 0 0
b lipid liver -0,0026 | |
-0,0022 0 0 0 0 0
N 0,790 -10,5-1] 0 0 0 0
Storagefat_lipid_cont 0,87
0,950 [1-2] 0 0 0 0
0,022 0 -10,5-1 -10,5-1 -10,5-1 0
Plasma lipid cont laying | 0,026 | | | | | |
0,030 0 -10,5-1] -10,5-1] -10,5-1] 0
0,006 0 10,511 0 0 0 0
. dans le foie
plasma_lipid_cont 0,007
0,008 0 0 0 0 0

eme

Ages représentés : 110 j (fin de croissance), 350 et 640 j (respectivement 1% et 2°™ cycles de ponte), 488 j (mue, perte de PV), 517 j (mue, récupération de PV).

Ratio de variation (RV) réponse/parametre, calculé comme le ratio du pourcentage de variation dans la concentration d’a-HBCD (ug kg'1 lipides) dans chaque tissu divisé par le
pourcentage de variation du parameétre. Les RV présentés sur le tableau correspondent a I'ensemble des tissus (foie, muscles pectoraux, muscles des cuisses, gras abdominal, plasma,
"other", jaune d'ceuf) pour les périodes de ponte et a tous ces tissus excepté le jaune d'ceuf en fin de croissance et pendant la mue. Des exceptions sont ajoutées quand le RV dans
une matrice est différent du RV moyen estimé sur les autres matrices. GA : gras abdominal.
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Tableau 45 : ratio de variation (RV) réponse / paramétre aux différents stades physiologiques, pour les paramétres liés au profil de lipides dans les tissus

Abréviation Valeur Valeurs . 110j . 350 . 640 j . 488 j . 517 j
basale testées repo‘nse/ Exceptions repo\nse/ Exceptions repo‘nse/ Exceptions repo‘nse/ Exceptions repo‘nse/ Exceptions
paramétre paramétre paramétre paramétre paramétre

0,468 0 |0,5-1| dans 0 |1-2| dans 0 |1-2| dans 0 |1-2| dans 0 |0,5-1| dans

mA neut lioid ratio 05506 les MP les MP les MP les MP les MP
- —11p1o_ ! 0633 0 |1-2| dans les 0 |0,5-1| dans 0 |0,5-1| dans 0 |0,5-1|dans 0 |0,5-1| dans

! MP les MP les MP les MP les MP
0,731 0 |0,5-1| dans 0 |0,5-1| dans 0 |0,5-1| dans 0 |0,5-1|dans 0 |0,5-1| dans

mB neut livid ratio 086 les MC les MC les MC les MC les MC
- —1P1a_ ! 0.989 0 |0,5-1| dans 0 |1-2| dans 0 |1-2| dans 0 |0,5-1|dans 0 |0,5-1| dans

! les MC les MC les MC les MC les MC

+et-]0,5-1]
N T T T
Liver_neut_lipid_ratio 0,76 GA

0,874 0 |0,5-1] .dans 0 |1-2] C?ans 0 |0,5-1] .dans 0 |0,5-1 IFjans 0 |0,5-1] _dans

le foie le foie le foie le foie le foie
0,838 10,51 0 dans le GA 0 |0,5-1| dans 0 |1-2| dans 0 |1-2| dans 0 |0,5-1| dans

Storagefat_neut_lipid_ratio | 0,9853 le GA le GA le GA le GA
g - —ipid_ ! 1000 |5-10] 0 |1-2| dans 0 |0,5-1| dans 0 |1-2| dans 0 |0,5-1| dans

! le GA le GA le GA le GA
0,816 “11-2 "O dans" 0 |O,I;‘3-1| dfns 0 |1“-2| da“ns 0 |O:I5-1|dla'ms 0 |O,I;‘3-1| dfns

other neut lioid ratio 096 other other other other other
P ! 1,000 112 |2-5|dans 0 |0,5-1| dans 0 |1-2| dans 0 |0,5-1|dans 0 |0,5-1| dans

! "other" "other" "other" "other" "other"

Ages représentés : 110 j (fin de croissance), 350 et 640 j (respectivement 1°' et 2

eme

cycles de ponte), 488 j (mue, perte de PV), 517 j (mue, récupération de PV).

Ratio de variation (RV) réponse/parametre, calculé comme le ratio du pourcentage de variation dans la concentration d’a-HBCD (ug kg'1 lipides) dans chaque tissu divisé par le
pourcentage de variation du parameétre. Les RV présentés sur le tableau correspondent a I'ensemble des tissus (foie, muscles pectoraux, muscles des cuisses, gras abdominal, plasma,
"other", jaune d'ceuf) pour les périodes de ponte et a tous ces tissus excepté le jaune d'ceuf en fin de croissance et pendant la mue. Des exceptions sont ajoutées quand le RV dans
une matrice est différent du RV moyen estimé sur les autres matrices. MP : muscles pectoraux ; MC : muscles des cuisses ; GA : gras abdominal.
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Tableau 46 : ratio de variation (RV) réponse / paramétre aux différents stades physiologiques, pour les paramétres liés au profil de lipides dans le plasma et pour les
parameétres liés au contenu lipidique dans les tissus et dans le corps pendant la mue

Valeur Valeurs 110j 350j 640 j 488 j 517
Abréviation . RV réponse . RV réponse . RV réponse . RV réponse . RV réponse .
basale testées N Exceptions R Exceptions N Exceptions N Exceptions N Exceptions
/ paramétre / parameétre / paramétre / paramétre / paramétre
+et-0,5-1]
0,584 0 dans le foie 0 0 0 10,5-1 | dans 0 10,5-1]
ot le Pl le PI dans le PI
plasma_neut_lipid_ratio | 0,687 0,5-1| dans 054/d 051]
0,790 0 le GA; |1-2] 0 0 0 potldans 0 o
’ dans le Pl le PI dans le PI
O dansle Odansle
Plasma neut lipid ratio 0.79 0,672 0 -105-1] Pl -10,5-1 Pl -10,5-1 0
lay 0,909 0 qosap | 09l josa Ol o5y 0
0,048 0 0 0 0 0
Liver lipid cont AGE3 0,06
0,072 0 0 0 0 0
mA lipid cont AGE3 0,0112 0,0090 0 0 0 0 0
P ’ 0,0134 0 0 0 0 0
0,038 0 0 0 0 0
mB lipid cont AGE3 0,048
0,058 0 0 0 0 0
. 0,006 0 10511 0 0 0 0
plasma_lipid_cont 0,007 dans le foie
0,008 0 0 0 0 0
|0,5-
. 0,104 0 0 0 -11-2| 1|dansle 0
BW lipid cont AGE3 0,13 GA
0,156 0 0 0 -10,5-1| 0

eme

Ages représentés : 110 j (fin de croissance), 350 et 640 j (respectivement 1% et 2°™ cycles de ponte), 488 j (mue, perte de PV), 517 j (mue, récupération de PV).

Ratio de variation (RV) réponse/parameétre, calculé comme le ratio du pourcentage de variation dans la concentration d’a-HBCD (ug kg':L lipides) dans chaque tissu divisé
par le pourcentage de variation du parametre. Les RV présentés sur le tableau correspondent a I'ensemble des tissus (foie, muscles pectoraux, muscles des cuisses, gras
abdominal, plasma, "other", jaune d'ceuf) pour les périodes de ponte et a tous ces tissus excepté le jaune d'ceuf en fin de croissance et pendant la mue. Des exceptions
sont ajoutées quand le RV dans une matrice est différent du RV moyen estimé sur les autres matrices. Pl : plasma ; GA : gras abdominal.
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Tableau 47 : ratio de variation (RV) réponse / paramétre aux différents stades physiologiques, pour tous les
parameétres liés a l'irrigation sanguine

Abréviation Valeur de Valeurs 110j | 350j , | 640j | 488} | 517
base testees RV réponse/paramétre
. 0,219 0 0 0 0 0
Hematoclrlt growth and 0,265
aying 0,311 0 0 0 0 0
190 0 0 0 0 0
mA coef 210
230 |0,5-1] 0 0 0 0
70 0 0 0 0 0
mB coef 163
256 0 0 0 0 0
532 0 -11-2| -11-2| -|1-2| | -|0,5-1]
liver coef 1200
1868 0 -10,5-1] | -|0,5-1] | -|0,5-1]| 0
48 0 0 0 0 0
storagefat coef 95
143 0 0 0 0 0
257 0 0 0 0 0
Q coef 283
309 -15-10| 0 0 0 0
1,041 -11-2| 0 0 0 0
mV blood kg/L 1,044
1,047 >|30] 0 0 0 0
0,264 0 0 0 0 0
Hematocrit molting 0,31
0,357 0 0 0 0 0

Ages représentés : 110 j (fin de croissance), 350 et 640 j (respectivement 1% et 2°™ cycles de ponte), 488 j
(mue, perte de PV), 517 j (mue, récupération de PV).

Ratio de variation (RV) réponse/parameétre, calculé comme le ratio du pourcentage de variation dans la
concentration d’a-HBCD (g kg':L lipides) dans chaque tissu divisé par le pourcentage de variation du
parameétre. Les RV présentés sur le tableau correspondent a I'ensemble des tissus (foie, muscles pectoraux,
muscles des cuisses, gras abdominal, plasma, "other", jaune d'ceuf) pour les périodes de ponte et a tous ces
tissus excepté le jaune d'ceuf en fin de croissance et pendant la mue.
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Tableau 48 : ratio de variation (RV) réponse / paramétre aux différents stades physiologiques, pour tous les paramétres liés a la ponte et a I'ingestion

110j 350j 640 j 488 517
Abréviation Valeurde  Valeurs |, onse/ | RV réponse/ RV réponse / RVréponse/ | RV réponse/
base testées repo\nse repo\nse Exceptions repo\nse Exceptions repo\nse repo\nse
parametre parametre parametre parametre parametre
volk liid ; 0.35 0,298 0 0 0 0 0
ok lipid con ' 0,403 0 0 0 0 0
. . 0,00017 0 0 0 0 0
W follic min 0,0002
0,00023 0 0 0 0 0
LR max 0,902 0,767 0 0 0 0 0
1,000 0 0 0 0 0
LR min 0,761 0,647 0 0 0 0 0
! 0,876 0 0 0 0 0
28,0 0 0 0 0 0
LR persist 32,9
37,9 0 0 0 0 0
Wegg max 0,065 0,055 0 0 0 0 0
&8 ' 0,075 0 0 0 0 0
0,0100 0 0 0 0 0
k Wegg 0,0118
0,0136 0 0 0 0 0
avolk 0.402 0,342 0 0 0 0 0
y ' 0,462 0 0 0 0 0
-0,0076 0 0 0 0 0
byolk -0,0089
-0,0102 0 0 0 0 0
0,666 0 0 |0,5-1]| dans 0 |0,5-1| dans 0 0
Follic_neut_lipid_ratio 0,783 le JO le JO
- - ! |0,5-1| dans |0,5-1| dans
0,900 0 0 le JO 0 le JO 0 0
_ 9,9 112 112 112 112 112
Ediet 11,6
13,3 -10,5-1] -10,5-1] -10,5-1] -10,5-1] -10,5-1]
Prop Ei molt 0,60 0,51 0 0 0 0 0
P ’ 0,69 0 0 0 0 0

Ages représentés : 110 j (fin de croissance), 350 et 640 j (respectivement 1% et 2

eme

cycles de ponte), 488 j (mue, perte de PV), 517 j (mue, récupération de PV). Ratio de
variation (RV) réponse/parameétre, calculé comme le ratio du pourcentage de variation dans la concentration d’a-HBCD (ug kg‘1 lipides) dans chaque tissu divisé par le
pourcentage de variation du parametre. Les RV présentés sur le tableau correspondent a I'ensemble des tissus (foie, muscles pectoraux, muscles des cuisses, gras
abdominal, plasma, "other", jaune d'ceuf) pour les périodes de ponte et a tous ces tissus excepté le jaune d'ceuf en fin de croissance et pendant la mue. Des exceptions
sont ajoutées quand le RV dans une matrice est différent du RV moyen estimé sur les autres matrices. JO : jaune d'ceuf
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Tableau 49 : ratio de variation (RV) réponse / paramétre aux différents stades physiologiques, pour les
paramétres liés a la cinétique de transfert de ’HBCD

Valeur d Val
o aleur de aleurs 110j 350 640 488 j 517
Abréviation base testées
RV réponse/parameétre
0,900 0,765 0 10,5-1| 10,5-1| [1-2] 10,5-1|
HBCD abs coef
1,000 10,5-1| [1-2] 10,5-1| 10,5-1| [1-2]
£ 0,013 0,010 -10,5-1| -11-2| -11-2| -10,5-1| -10,5-1|
liver 0,016 0 -10,5-1] -10,5-1| -10,5-1] 0

Ages représentés : 110 j (fin de croissance), 350 et 640 j (respectivement 1% et 2°™ cycles de ponte), 488 j (mue, perte
de PV), 517 j (mue, récupération de PV). RV réponse/parametre, calculé comme le ratio du pourcentage de variation
dans la concentration d’a-HBCD (ug kg"1 lipides) dans chaque tissu divisé par le pourcentage de variation du paramétre.
Les RV présentés sur le tableau correspondent a I'ensemble des tissus (foie, muscles pectoraux, muscles des cuisses,
gras abdominal, plasma, "other", jaune d'ceuf) pour les périodes de ponte et a tous ces tissus excepté le jaune d'ceuf en
fin de croissance et pendant la mue.

Comme le montrent ces tableaux, pour un méme parameétre, le RV réponse/parametre est
dans la plupart des cas différent entre la valeur minimale et la valeur maximale testées,
méme quand le pourcentage de variation du parameétre a été généralement le méme dans
les deux sens. Cela signifie que la variation du parametre ne présente pas une influence
linéaire sur la variation de la réponse. Les principaux parametres ayant une influence sur
I’ensemble des stades physiologiques et le degré confiance qu’on peut donner a la valeur du

parametre fixée dans le modele de base sont expliqués ci-dessous.

4.4.3.2 Parameétres ayant une influence a plusieurs stades physiologiques

L'ordonnée a l'origine de l'allométrie de croissance du foie (bjver, Sans unités) est un
parametre qui a une influence a tous les stades physiologiques. Une diminution de la valeur
de ce parametre de 5% (PVar parametre) fait diminuer d’environ 35 fois la concentration
d’a-HBCD dans I'ensemble des tissus (PVar concentration d’"HBCD dans les tissus). Cela se
traduit en un RV réponse / parameétre d’environ 7. Ce parametre fait partie d’'une équation
d’allométrie de croissance du foie en fonction du PV (ETR =0,15; R? = 0,78), obtenue a partir
de 25 données issues de 7 références obtenues chez des poules pondeuses en croissance et
chez des poules en ponte, avec des PV compris entre 1,1 et 2 kg (Tableau 24), c’est-a-dire
dans la plage de PV représentée dans le modeéle. Le poids simulé du foie est cohérent avec
d’autres données de la littérature (4.2.1.2). La précision dans I'estimation de la valeur de ce

parametre est considérée comme satisfaisante.

Le débit sanguin du foie (Liver coef, L kg™ tissu j*) a également une influence considérable

pendant la ponte et pendant la mue. Une diminution d’environ 55% de sa valeur provoque
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des augmentations dans la concentration d’a-HBCD dans les tissus pendant la ponte et la
mue, qui se traduisent en des RV réponse/parameétre entre -1,2 et -1,35 en ponte et en mue.
Pour les différents tissus dont le foie, un nombre limité de données de débit sanguin chez la
poule pondeuse a été retrouvé dans la bibliographie, ces données datant des années 60-80.
Dans la plupart des cas, les auteurs ont réalisé ces mesures par injection de microsphéres
marquées radioactivement dans le ventricule gauche du coeur (aprés ouverture du thorax et
cathétérisme), ce qui permet une distribution immédiate de ces microspheres avec la
circulation, cette distribution dépendant du flux sanguin vers chaque tissu. La taille des
microspheres (15 um de diameétre) fait qu’elles restent localisées dans les capillaires des
différents tissus suite au premier passage du sang. Cette méthode se base sur le principe
gu’il n’y ait pas d’échange de microspheres entre les tissus. La mise a mort et le prélévement
des tissus qui suit cette opération permet de mesurer la radioactivité dans chaque tissu et de
calculer le débit sanguin vers le tissu. La méthode des microsphéres a été prouvée comme
adéquate pour des mesures d’irrigation sanguine chez l'oiseau (Boelkins et al., 1973).
Cependant une recirculation des microsphéres peut se produire dans des anastomoses
artério-veineuses d’un diametre supérieur a celui des microsphéres et étre stockées ensuite
dans certains tissus parmi lesquels le foie, ce qui peut conduire a une surestimation du débit
sanguin de ce tissu (Wolfenson et al., 1981). Boelkins et al. (1973) ont par ailleurs mis en
évidence chez des poules pondeuses que les étapes d’ouverture du thorax et de
cathétérisme peuvent diminuer de 20-25% le débit cardiaque, ce qui se traduit en une
diminution des débits sanguins vers les tissus et par conséquence une sous-estimation de
ceux-ci dans ce cas. Enfin, certaines de ces expérimentations ont été réalisées avec I'animal
sous anesthésie générale, d’autres ayant utilisé une anesthésie locale. L’anesthésie générale
influence le débit sanguin vers les tissus (Sturkie et al., 1975). A cause de la rareté des
données renseignant sur le débit sanguin vers les tissus chez la poule pondeuse, le tri de ces
données a été plus limité que pour le reste de parametres. Les valeurs retenues sont
cohérentes avec celles considérées par d’autres auteurs chez la poule pondeuse
(MacLachlan, 2010). Les valeurs des débits sanguins vers les tissus chez la poule pondeuse
sont peu précises en comparaison avec la valeur de la plupart des parametres du modele.
Cependant a I'exception du débit sanguin du foie, le modele est peu sensible aux autres
parametres de débit sanguin vers les tissus. Un ajustement du débit sanguin du foie sera

réalisé suite a ces résultats (4.5.2).

D’autres parameétres ont également une influence sur tous les stades physiologiques. Parmi
ceux-ci, il y a une classe de parametres qui présente un intérét particulier car ils ont un effet

uniguement sur la concentration d’a-HBCD dans un tissu et pas dans d’autres. Il s’agit des
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parametres renseignant sur la proportion de lipides neutres dans les lipides totaux des tissus
(tissue neut lipid ratio, kg kg'). Ces paramétres s’avérent ainsi déterminants pour la
partition de la molécule entre chaque tissu et le plasma. Le nombre de données
bibliographiques permettant d’estimer ces coefficients peut étre considéré adéquat pour le
foie et pour le plasma; cependant un nombre de données limité a été retrouvé pour
renseigner le profil de lipides neutres dans les muscles, dans le gras abdominal et dans le
reste des tissus (compartiment « other ») chez la poule pondeuse (Tableau 26). D’ailleurs, a
partir du profil lipidique, la proportion de lipides neutres est estimée selon une équation qui
considere la totalité des triglycérides et du cholestérol et 30% des phospholipides comme
des lipides neutres (4.2.1.5). Cette équation est peut-étre trop simplificatrice pour le calcul
des coefficients de partition de I'a-HBCD entre le plasma et les tissus. Le nombre limité de
données retrouvées dans la bibliographie pour donner une valeur a la proportion de lipides
neutres dans certains tissus et surtout I'application de cette équation qui est ici mise en
guestion pour gérer le transfert de I'a-HBCD entre les tissus et le plasma, aboutissent au fait
qgue ces parametres restent un point faible du modele. Ces parametres devront étre ajustés

sur la base des résultats expérimentaux (4.5.2).

Un autre parametre ayant une influence sur tous les stades physiologiques est la valeur
énergétique métabolisable de I'aliment (Egier, MJ kg™). En effet, il permet d’estimer
I'ingestion quotidienne d’aliment (Eq. 77) et cette ingestion quotidienne d’un aliment
contaminé détermine la quantité d’a-HBCD ingérée au quotidien (Eq. 82), c’est-a-dire le
niveau d’exposition. Ce parameétre est adéquatement renseigné par des données de
sélectionneur et cohérent avec des données de sélectionneur pour 'ingestion quotidienne

d’aliment.

De par son influence directe sur le niveau d’exposition (Eq. 84), le coefficient d’absorption de
I’a-HBCD ingéré dans le tube digestif (HBCD abs coef, %) présente une certaine influence sur
les concentrations d’a-HBCD dans les tissus, a tous les stades physiologiques. Ce parametre
ne présente pas d’influence sur la partition de la molécule entre les tissus mais sur la
guantité d’"HBCD absorbée pour sa répartition dans I'organisme. La valeur basale correspond
a une donnée mesurée chez des souris (Szabo et al., 2011a). L'absorption de I'a-HBCD
n‘ayant pas été mesurée chez l'oiseau, cette valeur est en tout cas cohérente avec

I’'absorption mesurée chez d’autres animaux dont des rats et des poissons.

Dans le méme sens, le taux d’extraction d’a-HBCD dans le foie (Ejver, %) présente une
influence sur la concentration d’a-HBCD dans tous les tissus aux différents stades
physiologiques. En effet, ce paramétre a une influence directe sur la vitesse a laquelle ’'HBCD

est éliminé de l'organisme par métabolisme hépatique (Eq. 90). Aucune donnée
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bibliographique n’a pu étre retrouvée permettant d’estimer ce parametre, dont la valeur a
di étre fixée sur la base d’une hypothese. Par conséquent, ce parametre sera repris lors du

nouvel ajustement de paramétres (4.5.2).

4.4.3.3 Parametres ayant une influence en fin de croissance

Les parameétres ayant un effet en fin de croissance sont présentés dans le Tableau 50.

Tableau 50 : parameétres présentant le plus d’influence sur la concentration d’a-HBCD dans I’'ensemble des
tissus (foie, muscles pectoraux, muscles des cuisses, gras abdominal, plasma, "other") pendant la fin de

croissance
110 jours (fin de croissance)
Valeur de Valeurs ,
base testées RV repopse / Exceptions
parameétre
1,047 >|30]
mV blood kg/L 1,044
1,041 -11-2|
-2,73 >|30]
b_blood -2,6
-2,21 0
309 -|5-10|
Q coef 283
257 0
-4,329 |5-10]
b_liver -4,123
-3,505 -10,5-1]
97 |5-10]
Agel day 84
71 [0,5-1]
1,000 |5-10]
Storagefat_neut_lipid_ratio 0,9853 0d |
0,838 -10,5-1] ans e gras
abdominal
0,148 |2-5]
Liver_lipid_cont 0,1741
0,200 0

Le modele est particulierement sensible a certains parameétres (précisément ceux
concernant le poids des tissus, leur contenu et profil lipidique et I'irrigation sanguine)
pendant la fin de croissance. En effet, les « ratios de variation (RV) réponse/parameétre » les
plus élevés, plusieurs d’entre eux supérieurs a une valeur absolue de 5 sont rapportés
pendant ce stade. Certains de ces parametres ont un effet pendant la croissance mais pas
pendant les deux cycles de ponte. La croissance n’étant pas un stade d’intérét principal de
cette thése, I'ajustement des parametres ayant un effet exclusivement sur ce stade n’est pas

envisagé en principe. lls sont cependant analysés :

Les RV réponse/paramétre de mVp00q (Masse volumique du sang, kg L’l) et bpiood (Ordonnée a

I'origine de la croissance du sang, sans unités) atteignent a ce stade des valeurs respectives
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de 35+2,4 et de 5043,4 dans les différents tissus. La valeur basale de ces parametres a été
calculée a partir des données mesurées par Medway et Care (1959), sur des poules
pondeuses en croissance et en ponte, a des ages allant de 7 a 224 jours. Ces données
bibliographiques présentent I'avantage d’avoir été mesurées et non pas estimées ou
calculées, chez des poules pondeuses aux stades de croissance et de ponte. La valeur du
parametre mVpeoq €st cohérente avec celle de 1,05 kg L estimée par Wolfenson et al.
(1986) chez la poule pondeuse. Egalement concernant byoq, I'€quation d’allométrie de la
croissance du sang par rapport au PV obtenue a partir des données de Medway et Care
(1959), donne lieu a un poids du sang représentant 7 et 6,6% du PV pour des poules dont le
PV oscille entre 1,2 et 2 kg de PV, ce qui est cohérent avec d’autres données de la littérature

(4.2.1.2.1). La valeur de ces paramétres est ainsi considérée comme adéquate.

En fin de croissance, le débit cardiaque (Q coef, L kg* PV j') présente un RV
réponse/parameétre inférieur a -|5-10|, tandis que trois parameétres présentent un RV
réponse/parametre supérieur a |5-10] : 'ordonnée a 'origine de I'allométrie de croissance
du foie (bjiver, sans unités), la proportion de lipides neutres dans les lipides totaux du gras
abdominal (Storagefat neut lipid ratio, kg kg™) et I’Age de début de la simulation (AGE1, j).
Ce dernier ne présente pas grand intérét. En effet, on peut s’attendre a un décalage dans les
réponses du modele quand on modifie AGE1 indépendamment de BW1, ces deux
parametres étant liés et correctement renseignés par des données de sélectionneur. Le
parametre Q coef a été estimé par régression de plusieurs données bibliographiques de
débit cardiaque et de PV mesurées sur les mémes animaux (4.2.1.6.1, Tableau 28). Cette
équation, précisément : « débit cardiaque = 283+13 PV (P<0,0001 ; R?=0,79 ; ETR=104) » a
été validée pour des volailles dont le PV est compris entre 1,2 et 3,3 kg. Ce parametre est

ainsi correctement renseigné.

Storagefat neut lipid ratio présente des RV trés élevés en fin de croissance dans tous les
tissus. Le nombre de données retrouvées dans la bibliographie pour estimer ce parametre
est tres limité et son incertitude est par conséquence élevée. C’est le méme cas pour other
neut lipid ratio, influant sur la concentration d’a-HBCD dans « other ». Ces paramétres et

bjiver ONt été abordés précédemment (4.4.3.2).

Parmi les parametres ayant le plus d’influence pendant la fin de la croissance, le parameétre
Liver lipid cont (kg kg'*) a également été repéré. Une relation linéaire a en effet été établie
entre la quantité de lipides hépatiques (kg) et le poids du foie (kg) chez la poule en ponte
(4.2.1.4.1.1, Tableau 26). Trente-deux données bibliographiques correspondantes a des

poules pondeuses en croissance ou en ponte, avec des PV entre 1,1 et 2,4 kg ont permis
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d’obtenir une équation de régression satisfaisante (R2=O,88; ETR=0,0006), qui permet de

conclure que la valeur de ce parametre fixée dans le modele de base est adéquate.

4.4.3.4 Paramétres ayant un effet lors des 1% et 2°™ cycles de ponte

Les paramétres ayant une influence lors des 1 et 2°™ cycles de ponte sont présentés dans

le Tableau 51.

Tableau 51 : parametres ayant le plus d’influence sur la concentration d’a-HBCD dans les tissus (foie, muscles

pectoraux et des cuisses, gras abdominal, plasma, "other", jaune) pendant les 1* et 2

éme

cycles de ponte

350 jours (1er cycle de 640 jours (2éme cycle de
Valeur | Valeurs ponte) ponte)
deb testé 5 5
e base estées | RV repo‘nse / Exceptions RV repo‘nse / Exceptions
parameétre parameétre
-4,329 [2-5] [2-5]
b_liver -4,123
-3,505 |2-5] |2-5]
595 0 |2-5]
Age2 day 476
357 0 0
532 -11-2] -11-2]
liver coef 1200
1868 -10,5-1] -10,5-1]
9,9 -11-2] -11-2]
Ediet 11,6
13,3 -10,5-1| -10,5-1|
0,010 -11-2] -11-2]
E|iver 0,013
0,016 -10,5-1] -10,5-1]
1,000 [1-2] 10,5-1]
HBCD_abs_coef 0,9
0,765 10,5-1| 10,5-1|
0,646 0 |0,5-1] .dans 0 |1-2] c!ans
i t lipid rati 076 le foie le foie
iver_neut_lipid_ratio X
0,874 0 |1-2] C!ans le 0 |0,5-1] .dans
foie le foie
0,468 0 |1-2| dans 0 |1-2| dans
- . les MP les MP
mA_neut_lipid_ratio 0,5506
0633 0 |0,5-1| dans 0 |0,5-1| dans
’ les MP les MP
0,816 0 10,5-1] dans 0 11-2| dans
. . other other
other neut lipid ratio 0,96 0,5-1] dans 11-2| dan
11000 0 III n 0 n aII S
other other
0,731 0 |0,5-1]| dans 0 |0,5-1]| dans
- . les MC les MC
mB_neut_lipid_ratio 0,86
0.989 0 |1-2| dans 0 |1-2| dans
’ les MC les MC
1,000 0 |1-2 |Gc'lo‘ans le 0 |0,5|;IG|:ans
Storagefat_neut_lipid_ratio | 0,9853
0.838 0 |0,5-1| dans 0 |1-2| dans
’ le GA le GA
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Parmi les parametres ayant le plus d’effet pendant la ponte, plusieurs ont été détaillés plus

haut (4.4.3.2), il s’agit de bjiver, de |la proportion de lipides neutres dans les tissus, Egiet, Ejiver

et HBCD abs coef. En deuxieme cycle de ponte, AGE2 a également une influence. Cela

s’explique parce que la mue débute a cet age. Quand on déplace le début de mue sans

déplacer parallélement les ages de PV minimum pendant la mue (AGE3) et de fin de mue

(AGEA4), le poids des tissus varie par rapport au modeéle de base pour tous les pas de temps

suivant AGE2. C'est pour cela que ce parametre a également une influence pendant la mue.

Il est correctement renseigné par des données de la bibliographie (Tableau 24).

4.4.3.5 Paramétres ayant un effet pendant la mue (perte puis récupération du PV).

Les paramétres ayant le plus d’influence pendant la mue sont présentés dans le Tableau 52.

Tableau 52 : parametres ayant le plus d’influence sur la concentration d’a-HBCD dans I’'ensemble des tissus
(foie, muscles pectoraux, muscles des cuisses, gras abdominal, plasma, "other") pendant la mue

488 jours 517 jours
Valeur | Valeurs RV ré / RV ré /
basale | testées repo\nse Exceptions repo\nse Exceptions
parametre parametre
-3,505 |2-5] |1-2]
b_liver -4,123
-4,329 |2-5] |2-5]
-11-2 |
595 -|2-5 222 ks -11-2
Age2 day 476 plasma
357 -]2-5] -|1-2| dansle GA  -|1-2|
10 -11-2] -11-2]
Ediet 11,6
13 -10,5-1| -10,5-1|
532 -11-2] -10,5-1|
liver coef 1200
1868  -|0,5-1| 0
0,77 |1-2] 10,5-1|
HBCD_abs_coef 0,90
1,00 10,5-1| |1-2]
0,104 -11-2] |0,5-1|dans le GA 0
BW lipid cont AGE3 0,13
0,156 -10,5-1| 0
Storagefat_neut_lipid 1,000 0 |1-2| dans le GA 0 |0,5-1] dans le GA
. - - 0,99
_fatio 0,838 0 |1-2| dans le GA 0 |0,5-1| dans le GA
Prop Wstoragefat 070 0,56 0 |0,5-1| dans le GA 0
molt 0,84 0 [1-2| dans le GA 0
0,646 0 |1-2| dans le foie 0 |0,5-1] dans le foie
Liver_neut_lipid_ratio = 0,760
0,874 0 |0,5-1|dans le foie 0 |0,5-1| dans le foie
0,468 0 |1-2| dans les MP 0 |0,5-1| dans les MP
mA_neut_lipid_ratio 0,551
0,633 0 |0,5-1|dans les MP 0 |0,5-1| dans les MP
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La plupart des parametres ayant un effet pendant la mue ont été présentés précédemment
du fait de leur influence sur d’autres stades physiologiques. Seulement deux parametres ont
un effet exclusivement pendant la perte de PV en début de mue. Il s’agit de la proportion de
lipides corporels quand le PV atteint son minimum pendant la mue (BW lipid cont AGE3) et
de la fraction maximale de perte de poids du gras abdominal pendant la mue (Prop Witoragefat
molt). La valeur du premier de ces parameétres est précise, ayant été mesurée
expérimentalement dans le corps entier de poules en mue (Hoyle and Garlich, 1987). Le
deuxieme parametre a également été fixé a partir des données bibliographiques, cependant
sa valeur est moins certaine. En effet, il s’agit d’'une citation de Park et al. (2002), cette
valeur n’étant pas clairement spécifiée sur la publication citée. Dans tous les cas, ne
disposant pas de données expérimentales permettant d’ajuster ou de valider le modéle
pendant la mue, 'intérét principal de I'analyse de sensibilité a 488 jours était de repérer des
parameétres ayant un effet lors d’une décontamination. Il ne s’agit pas d'une
décontamination pure puisque la voie d’élimination par formation du jaune est

ere

progressivement mise a I'arrét. Cependant, au cours de cette 1° phase de la mue, le niveau
d’ingestion est réduit de 60%, ce qui met en place une sorte de décontamination par
réduction équivalente de I'exposition. Des parameétres qui ont une influence pendant cette
période peuvent l'avoir également pendant la décontamination. Cependant les deux
parametres repérés comme ayant un effet exclusivement pendant la mue n’interviennent
dans le modele qu’au stade de mue. Une modification de la valeur de ces parametres ne
permettrait pas de corriger pendant la ponte la décontamination trop rapide observée du

gras abdominal dans le modeéle vis-a-vis des données observées (Figure 16).

4.4.3.6 Discussion de I'analyse de sensibilité

L'analyse de sensibilité a permis de bien identifier les parametres qui ont un effet sur le
modele aux différents stades physiologiques. Les principaux parametres auxquels le modele
est sensible, les stades physiologiques et matrices affectées par la valeur du paramétre et le
niveau de confiance ou précision de la valeur basale du modele sont présentés de facon

résumée dans le Tableau 53.
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Tableau 53 : résumé des résultats de I'analyse de sensibilité : principaux parameétres présentant une
influence sur la concentration de la molécule dans les tissus/oceufs, stades physiologiques et matrices pour

lesquels le paramétre a une influence, précision de la valeur basale du paramétre

Stades physiologiques pendant lesquels le

parameétre a une influence Tissus/oeufs = Précision de
ler 2éme | sur lesquels le la valeur
. Mue, Mue, q\
Fin de cycle , L cycle | parametrea basale du
croissance  de perte ' récuperation de une influence arametre
dePV  duPv P
ponte ponte
Paramétres relatifs au PV et au poids des tissus
Age2 X X X Tous Adéquate
b_blood X Tous Adéquate
b_liver X X X X X Tous Adéquate
Gras .
Prop Wstoragefat molt X . Suffisante
abdominal
Parametres relatifs au contenu et profil lipidiques dans le corps et dans les tissus
BW lipid cont AGE3 X Tous Adéquate
Liver_lipid_cont X Tous Adéquate
Liver_neut_lipid_ratio X X X X X Foie Adéquate
- . Muscles S
mA_neut_lipid_ratio X X X X X Limitée
pectoraux
L . Muscles des N
mB_neut_lipid_ratio X X X X X . Limitée
cuisses
other neut lipid ratio X X X X X "Other" Limitée
Plasma neut lipid ratio lay X X X Plasma Adéquate
plasma_neut_lipid_ratio X X X Plasma Adéquate
- . Gras s
Storagefat_neut_lipid_ratio X X X X X . Limitée
abdominal
Parameétres liés a l'irrigation sanguine
liver coef X X X Tous Limitée
mV blood X Tous Adéquate
Q coef X Tous Adéquate
Parameétres en lien avec l'ingestion ou I'exposition a la molécule
Ediet X X X X X Tous Adéquate
HBCD_abs_coef X X X X X Tous Suffisante
Parametres liés au métabolisme de la molécule
Aucune
donnée
Eliver X X X X X Tous retrouvée,
ajustement
nécessaire
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Certains parametres présentent une influence exclusive ou plus importante pendant la
croissance, en comparaison avec d’autres stades physiologiques. Le nombre et la qualité des
données utilisées pour estimer la valeur basale de ces parametres sont considérés
appropriés et aucun de ces parametres ne sera ajusté. Pendant la perte de PV lors de la mue,
I’exposition est réduite de 60% du fait d’une réduction équivalente du niveau d’ingestion.
Cette diminution de I'exposition n’est pas une décontamination pure du fait que la ponte est
progressivement mise a lI'arrét pendant la mue, en tout cas les paramétres auxquels le
modele est sensible pendant la mue donnent une idée des parameétres présentant une
influence lors d’'une décontamination. Seulement deux parameétres présentent une influence
exclusivement pendant la perte de PV lors de la mue (BW lipid cont AGE3, kg kg ; Prop
Wstoragefat molt, %), les deux intervenant exclusivement pendant la mue. La précision de
leurs valeurs basales est considérée suffisante et aucune modification dans la valeur de ces

parametres n’est envisagée.

Parmi les parameétres présentant une influence pendant la ponte, le degré de confiance dans
leurs valeurs basales est limité pour certains d’entre eux, du fait d’'un nombre limité ou
d’une variabilité élevée des données retrouvées dans la littérature pour la calibration de ces
parameétres : liver coef (L kg'1 tissue d'l), tissue neut lipid ratio (kg kg'l) et Ejver (%). Les
parametres liés au contenu en lipides neutres dans les lipides totaux des tissus présentent la
caractéristique que la modification dans la valeur de I'un d’eux présente une influence sur la
concentration de la molécule dans un tissu et non pas dans I'ensemble des matrices. Ainsi,
on peut conclure que les parametres « tissue neut lipid ratio » déterminent la partition de la
molécule entre le sang et les tissus. En plus, pour ces paramétres une équation a été utilisée
comme base d’estimation du contenu en lipides neutres a partir du contenu en chaque
classe de lipides (4.2.1.5). Cette équation pourrait étre trop simplificatrice pour déterminer
la partition de I'a-HBCD dans les lipides neutres des tissus. Les paramétres : liver coef (L kg™
tissu j!), tissue neut lipid ratio (kg kg™) et Ejer (%) devront &tre ajustés sur la base des
données expérimentales disponibles chez la poule pondeuse (Dominguez-Romero et al.,

2016), conclusion obtenue grace a cette analyse de sensibilité.

4.5 Ajustement

Avant de procéder a I'ajustement des parametres ciblés lors de I'analyse de sensibilité, il est
nécessaire d’indiquer que I'expérimentation sur poules pondeuses (Dominguez-Romero et
al.,, 2016) a fourni des données physiologiques qui n‘ont pas été utilisées jusqu’a présent
dans le modele (excepté celles ayant servi a calculer I'allométrie de la croissance des muscles

des cuisses ; Tableau 24). En effet le sous-modele physiologique a été calibré a partir de
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données Dbibliographiques externes. Les données physiologiques expérimentales
comprennent le poids vif en fonction de I'age, le poids et le contenu lipidique dans certains
tissus, le profil lipidique dans le sang, la ponte et ingestion). L'objectif principal du modele
est qu’il permette de hiérarchiser les caractéristiques physiologiques de la poule pondeuse
selon leur influence sur I'accumulation de la molécule dans les tissus et son transfert vers
I’ceuf chez la poule pondeuse. Il serait souhaitable, non pas tant de valider le sous-modele
physiologique qui sera en tout cas modifié pour simuler des animaux aux caractéristiques
physiologiques différentes, mais de valider le sous-modeéle de transfert de I'a-HBCD pour
gu’il permette cette hiérarchisation des caractéristiques physiologiques. Comme le sous-
modele physiologique gere le devenir de la molécule dans le sous-modele ADME, une
représentation la plus proche possible des caractéristiques physiologiques des poules de
I’expérimentation permettra de réduire, lors de I'ajustement des parametres, des biais dus a
des différences physiologiques entre la « poule pondeuse » théorique représentée dans le
modele et les poules pondeuses de I'expérimentation (Novo Brown), chez lesquelles il a été
observé notamment un PV inférieur a celui attendu selon la courbe de sélectionneur de
cette souche. De nouvelles simulations du modele seront testées apres application de ces
données physiologiques expérimentales afin d’étudier si elles permettent de rapprocher les
concentrations d’a-HBCD dans les tissus et dans I'ceuf simulées vis-a-vis de celles observées.

Ensuite, les parametres ciblés par I'analyse de sensibilité seront ajustés.

4.5.1 |Introduction des données physiologiques expérimentales dans le sous-modéle

physiologique

Apres analyse des données physiologiques expérimentales disponibles, certains parameétres,

variables et compartiments du modeéle ont été ainsi modifiés. Ils sont détaillés ci-apres :

4.5.1.1 Croissance et poids corporels.

La courbe de PV par rapport a I'age est moins élevée chez les poules de I'expérimentation en
comparaison avec la courbe de PV représentée dans le modele. Le parameéetre Bgomp a été
calculé a nouveau a partir des données expérimentales de PV par dge d’abattage, en suivant
la méthodologie expliquée au paragraphe 4.2.1.1.1. La valeur des acronymes et la
description des parametres relatifs a la croissance et au poids corporel, obtenues sur les

données expérimentales, sont présentées dans le Tableau 54.
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Tableau 54 : acronyme, description et valeur des paramétres du modeéle relatifs a la croissance et au poids
corporels obtenus lors de I'introduction des données physiologiques expérimentales dans le sous-modéle

physiologique
Acronyme Description Valeur Unité
Age, croissance et poids corporels
AGE1 Age auquel la simulation débute 199 j
AGE2 Age auquel le PV est maximisé et la mue débute 336 j
BW1 PV a AGE1 1,541 kg
BW2 PV a AGE2 selon des données de sélectionneur 1,707 kg
Taux d’augmentation du poids vif au point
Bgomp d’inflexion 0,0133 j"1

L’age des poules en début d’exposition était de 210 jours, ces poules étant en ponte. L'AGE1
est avancé ici a 199 jours afin de permettre au 1* follicule de compléter sa croissance rapide,
d’étre ovulé et au jaune d’ceuf correspondant d’étre exporté dans I'ceuf pondu un jour aprés
ovulation. De cette fagon, la ponte sera totalement mise en place en début d’exposition a

210 jours.

Le PV simulé apres application des données expérimentales dans le sous-modeéle
physiologique et le PV observé expérimentalement sont montrés sur la Figure 25. La
régression du PV simulé aprés application des données expérimentales dans le sous-modéle

physiologique vis-a-vis du PV observé présente une pente de 1,017 (Annexe 6).

2,0
1,8
16 i-q.—-qgr—“l%i—’
1,4
1,2
1,0 A
08 =PV simulé
0,6 ® PVobservé
0,4
0,2
0,0 . . T T T T T T )
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Durée d'expérimentation (semaines)

Poids vif (kg)

Figure 25: évolution du PV (kg) simulé par le modeéle apreés introduction des données expérimentales
physiologiques et du PV observé expérimentalement en fonction de la durée d’expérimentation

4.5.1.2 Croissance et poids des tissus

La valeur des acronymes et la description des parametres et des compartiments relatifs a la
croissance et au poids tissulaires qui ont d(i étre modifiées apres le traitement des données

expérimentales, sont présentées dans le Tableau 55.
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Tableau 55 : acronyme, description et valeur des paramétres et des compartiments du modele relatifs a la
croissance et au poids tissulaires obtenus lors de I'introduction des données expérimentales dans le sous-
modele physiologique

Acronyme Description des paramétres Valeur Unité
Astoragefat Pente de I'allométrie de la croissance du gras abdominal 15,474
Bstoragefat Ordonnée a |'origine de I'allométrie de croissance du gras abdominal -11,029
Acronyme Description du compartiment Valeur initiale | Unité
Wiiver Poids du foie 0,030 kg

La pente et I'ordonnée a l'origine de I'allométrie de la croissance du gras abdominal par
rapport au poids vif ont di étre recalculées. Ce calcul a été réalisé en premiere approche en
utilisant les données expérimentales de poids vif d’abattage. Les coefficients résultants ne
permettant pas de représenter correctement le poids du gras abdominal expérimental, les
valeurs retenues (Tableau 55) ont été calculées a partir du poids du gras abdominal
expérimental et du PV simulé aprés introduction des données physiologiques
expérimentales dans le sous-modele physiologique. Les allométries du poids du foie et du
poids des muscles des cuisses par rapport au PV n’ont pas été recalculées, ces tissus
présentant un poids simulé cohérent avec celui observé tout au long de I'expérimentation.
L’évolution du poids de ces tissus simulé et observé en fonction du temps d’expérimentation

est montrée sur la Figure 26.

0.14 Gras abdominal
0,12 T simulé
a .
= 010 - T Grasabdominal
3 ' 9 observé
g 008 | ——Foie simulé
: -
2 0,06 8P =2
o B T e observé
S 0,04 - I ® Foieobservé
) ﬂﬂ'ﬁ [ ] oo ®
a (K J
002 = 1 ——Muscles des
0,00 1 —— cuisses simulés
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 ® Musclesdes
Durée d'expérimentation (semaines) cuisses observés

Figure 26 : évolution du poids des tissus simulé par le modeéle apreés introduction des données
expérimentales dans le sous-modeéle physiologique et du poids des tissus observé expérimentalement, en
fonction de la durée d’expérimentation

4.5.1.3 Quantité de lipides tissulaires

La valeur des acronymes et la description des parametres, variables et compartiments
relatifs a la quantité de lipides tissulaires, obtenues sur les données expérimentales, sont

présentés dans le Tableau 56.
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Tableau 56 : acronyme, description et valeur des paramétres relatifs a la quantité de lipides tissulaires
obtenus lors de I'introduction des données physiologiques expérimentales dans le sous-modéle
physiologique

Acronyme Description Valeur | Unité

Lipides corporels et tissulaires

mB lipid
cont Proportion de lipides dans les muscles des cuisses hors mue 0,0786 kg kg"1
Liver lipid | Pente de la relation linéaire entre la quantité de lipides hépatiques et le poids du
cont foie hors mue 0,0973 kg kg"1
Ordonnée a l'origine de la relation linéaire entre la quantité de lipides
b lip liver hépatiques et le poids du foie hors mue 0 kg
Storagefat | Pente de la relation linéaire entre la quantité de lipides dans le gras abdominal
lipid cont et le poids de ce tissu 0,9534 kg kg"1
b lip Ordonnée a |'origine de la relation linéaire entre la quantité de lipides dans le
storagefat gras abdominal et le poids de ce tissu hors mue -0,0018 kg

Pour les paramétres relatifs a la quantité et au profil de lipides tissulaires présentant des
valeurs différenciées selon le stade physiologique (ponte vs. non en ponte, Tableau 26), ce
sont les valeurs en ponte qui sont utilisés a ce stade et lors de I'ajustement de parametres,
vu que les poules de |'expérimentation ont été en ponte tout au long de cette
expérimentation. Il s’agit plus précisément de la proportion de lipides corporels a AGE2 (BW
lipid cont AGE2, kg kg'l), de la concentration de lipides dans le plasma pendant la ponte
(Plasma lipid cont lay, kg L'®) et de la proportion de lipides neutres dans les lipides totaux du

plasma pendant la ponte (Plasma neut lipid ratio lay, kg kg™).

4.5.1.4 Ponte et ingestion d’aliment

La contribution des lipides au poids frais du jaune est fixée a 32,1+0,9% (Yolk lipid cont, kg
kg™). Les valeurs de poids de I'ceuf comme celles d’aliment ingéré sont fixées dans le modeéle
en fonction de I’'dge (Annexe 7). Le taux de ponte ne présentant pas de relation avec I'age, il
a été fixé pour chaque age a la valeur expérimentale correspondante, étant dans tous les cas
supérieur a 90%. L'initialisation de la croissance rapide des jaunes est ajustée de facon a ce
gue le taux de ponte simulé corresponde aux données expérimentales de taux de ponte en

fonction de I’age.

4.5.1.5 Simulations du modele aprés introduction des données physiologigues

expérimentales dans le sous-modeéle physiologique

Une simulation du modele est réalisée entre 199 j et 336 j d’age. Comme lors de

I’expérimentation sur poule pondeuse (Dominguez-Romero et al., 2016), une exposition a de
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I'aliment contaminé a 40 pg kg™ est appliquée sur le modéle a partir de 210 jours d’age, soit

pendant 18 semaines, soit pendant 11 semaines suivies de 7 semaines de décontamination.

Les concentrations simulées d’a-HBCD dans les tissus et produits sont comparées a celles
observées expérimentalement. Les concentrations simulées d’a-HBCD dans les tissus et

produits aprés introduction des données physiologiques expérimentales sont comparées a

celles observées expérimentalement sur les Figures 27 et 28.
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18 semaines d'exposition

Fobservé
- 450
4] 1 Lo
T 400 + e MIC simulé
S . U
= 350 ] (phySIO|OgI?aJUStee)
Tm ® MC observé
X 300 a
3 250 I —— GA simulé
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Figure 27 : concentrations d’a-HBCD (pug kg'1 lipides) dans les matrices, observées expérimentalement
(« observé ») et simulées par le modéle apreés introduction des données physiologiques expérimentales
(« simulé, physiologie ajustée ») pendant 18 semaines d’exposition a 40 ug d’a-HBCD kg‘1 d’aliment
Matrices : foie, F ; muscles des cuisses, MIC ; gras abdominal, GA ; jaune d’ceuf, JO et plasma, Pl

11 semaines d'exposition + 7 semaines F simulé (physiologie
5 P ajustée)
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Figure 28 : concentrations d’a-HBCD (ug kg™ lipides) dans les matrices, observées expérimentalement
(« observé ») et simulées par le modéle apreés introduction des données physiologiques expérimentales
(« simulé, physiologie ajustée ») pendant 11 semaines d’exposition a 40 ug d’a-HBCD kg‘1 d’aliment suivies
de 7 semaines de décontamination
Matrices : foie, F; muscles des cuisses, MC ; gras abdominal, GA ; jaune d’ceuf, JO et plasma, Pl
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La différence principale entre les résultats des simulations lors de I'exposition par le modele
apres introduction des données physiologiques expérimentales et les résultats du modéle de
base (Figures 27 et 28 vs. Figures 15 et 16), c’est que le modéle de base permet une atteinte
du plateau en fin de la période d’exposition autour de 11 semaines, laquelle n’est pas
atteinte aprés introduction des données physiologiques de I'expérimentation. Cela peut
s’expliquer par le fait que I'augmentation du PV entre 210 et 336 jours d’age est supérieure
dans le modéle ajusté aux données physiologiques (environ 150 g) par rapport a
I'augmentation de PV dans le modeéle de base (environ 60 g) entre ces ages. Dans le jaune
d’ceuf, la concentration d’a-HBCD simulée reste sous-estimée par rapport aux données
observées pendant les premieres semaines d’exposition et atteint ensuite des valeurs
proches de celles observées. La concentration de la molécule dans I'ensemble des matrices
est plus élevée en fin de décontamination apres ajustement du sous-modele physiologique,
et la courbe de décontamination du gras abdominal est améliorée sans corriger totalement
la vitesse excessive de décontamination de cette matrice en comparaison avec les données

observées.

Globalement I'introduction des données physiologiques expérimentales dans le sous-modéle
physiologique ne permet d’améliorer ni la partition de la molécule entre les tissus ni de
rapprocher les courbes de décontamination simulées vis-a-vis de celles observées a part
celle du gras abdominal qui n’est toutefois pas totalement corrigée. Cela remet en question
principalement certains composants qui gerent dans le modeéle la distribution de la molécule
vers les tissus (Eq. 88), c’est-a-dire notamment le coefficient de partition de la molécule
entre le tissu et le plasma (Kpyissue, L kg'l) et la représentation du métabolisme de la molécule
par clairance hépatique (Eg. 90). Un ajustement des parametres sélectionnés par I'analyse

de sensibilité est ensuite abordé.

4.5.2 Ajustement des proportions de lipides neutres dans les lipides totaux des tissus et du

plasma (tissue neut lipid ratio, kg kg2), du débit sanquin vers le foie (Liver coef. L kg

tissu™ j”*) et du taux d’extraction d’a-HBCD dans le foie (Eje,, %)

L’ajustement des parametres relatifs a la proportion de lipides neutres dans les lipides
totaux des tissus, de débit sanguin du foie et de taux d’extraction d’a-HBCD dans le foie vise
a déterminer la valeur de ces parameétres qui permet un meilleur rapprochement de
I'ensemble des concentrations d’a-HBCD simulées dans les tissus par rapport aux
concentrations d’a-HBCD observées expérimentalement (ug kg™ lipides). Pour cela, les
données de concentration d’HBCD dans les tissus et les ceufs (ug kg™ lipides) du traitement
expérimental correspondant sont importées dans Vensim pour ajustement des parametres.

Les caractéristiques d’exposition appliquées dans le modele pour I'ajustement des
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parametres sont les mémes que celles utilisées dans le traitement expérimental
correspondant. Des éléments « payoff » sont sélectionnés, il s’agit des variables dont les
valeurs doivent étre rapprochées des valeur expérimentales aux différents points de
cinétique disponibles, c’est-a-dire précisément la concentration d’a-HBCD (ug kg™ lipides)
dans les matrices analysées expérimentalement. L'organisation de la calibration finalise avec
la sélection des parametres a ajuster, pour lesquels une plage de variation avec des limites
minimale et maximale définies peut étre fixée. Un rapport de résultats (« payoff report ») est

produit par le logiciel Vensim suite a I'ajustement.

L'ajustement des parameétres suit la chronologie suivante :

-En utilisant les données expérimentales de concentration d’a-HBCD dans les tissus chez des
poules exposées a des aliments contaminés a 40 pg kg™ pendant 18 semaines, un premier
ajustement d’Ej.r est réalisé, vu que ce parametre présente une influence considérable sur
le transfert de la molécule vers ’ensemble des tissus. Ensuite, la valeur d’Ej.r est modifiée a
sa valeur ajustée et les proportions de lipides neutres dans les tissus (tissue neut lipid ratio,
kg kg™) et dans le plasma pendant la ponte (plasma neut lipid ratio lay, kg kg™) sont ajustées
sur ces mémes données expérimentales. Les plages possibles de variation des parameétres de
proportion de lipides neutres dans les tissus et dans le plasma pendant la ponte sont limitées

a ¥20% de leur valeur initiale.

-Sur les données expérimentales des poules exposées a des aliments contaminés & 40 pg kg™
pendant 11 semaines suivies de 7 semaines de décontamination, un nouvel ajustement
d’Ejiver, avec I'ajustement simultané de Liver coef, est réalisé. Pour Liver coef, la plage de
variation est limitée aux valeurs minimale (806 L kg™ tissu j) (Boelkins et al., 1973) et
maximale (1670 L kg tissu j') (Wolfenson, 1986) retrouvées dans la bibliographie et

correspondant a des mesures réalisées chez des poules en ponte.

La valeur de ces parametres avant et aprés ajustement est présentée dans le Tableau 57.
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Tableau 57 : acronyme, description et valeur des parameétres du modeéle relatifs aux proportions de lipides
neutres dans les lipides totaux des tissus et du plasma, de débit sanguin vers le foie et de taux d’extraction
d’a-HBCD dans le foie avant et aprés ajustement du modele

Acronyme Description Vafleur avant Va.|leur L= Unité
ajustement = ajustement
P tion de lipid t d I .
mA neut lipid ratio .rc?por lon de fipides nettres dans les 0,55 0,56 kg kg1
lipides totaux des muscles pectoraux
P tion des lipid tres d I .
mB neut lipid ratio .rc_)por ‘on des fipides neutres .ans es 0,86 1,00 kg kg1
lipides totaux des muscles des cuisses
P tion de lipid t d I .
Liver neut lipid ratio .rc_)por lon de Iip! .es neutres dans fes 0,76 0,61 kg kg1
lipides totaux du foie
Plasma neut livid Proportion de lipides neutres dans les
. P lipides totaux du plasma pendant la 0,79 0,63 kg kg"1
ratio lay
ponte
Stqragefat neut lipid I?rt')portlon de lipides neutrgs dans les 0,98 0,99 kg kg™
ratio lipides totaux du gras abdominal
Other neut lipid I?rc_)portion de lipides ne.utres '(lzlans Ilcles 0,96 0,96 ke kg"l
ratio lipides totaux du compartiment "other
Liver coef Débit sanguin vers le foie 1200 1307,9 L kg tissu™ j'1
Ejiver Taux d'extraction d’a-HBCD dans le foie 1,30% 1,70% %

Pour pouvoir appliquer le modele également aux stades physiologiques hors ponte

(croissance et mue) et vu que dans le plasma deux valeurs existent pour la proportion de

lipides neutres dans les lipides totaux (Plasma neut lipid ratio et Plasma neut lipid ratio lay,

kg kg™) une correction de la proportion de lipides neutres dans les lipides totaux du plasma

hors ponte (Plasma neut lipid ratio, kg kg'l) est réalisée. Cette correction se fait sur

I’hypothese que la variation de Plasma neut lipid ratio doit étre la méme que celle subie

pendant I'ajustement par Plasma neut lipid ratio lay, précisément une diminution de 20%

par rapport a sa valeur basale (Tableau 58).

Tableau 58 : acronyme, description et valeur du parameétre du modéle relatif a la proportion de lipides
neutres dans le plasma hors ponte, avant et apreés correction du parametre suite a I’ajustement

. Valeur avant = Valeur apres "
Acronyme Description . p Unité
correction correction
Plasma neut lipid Proportion de lipides neutres dans les .
: P 'op P 0,69 0,552 ke kg™
ratio lipides totaux du plasma hors ponte

Les concentrations simulées d’a-HBCD dans les tissus et produits apres ajustement des

parameétres

indiqués

dans le Tableau 57 sont

expérimentalement sur les Figures 29 et 30.
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Figure 29 : concentrations d’a-HBCD (pug kg™ lipides) dans les différentes matrices, observées
expérimentalement (« observé ») et simulées par le modeéle aprés introduction des données physiologiques
expérimentales et ajustement des proportions de lipides neutres dans les lipides totaux dans les tissus (NL),

de liver coef et de Ej;, (« simulé (physiologie, NL, Ej;.. et liver coef ajustés) ») pendant 18 semaines
d’exposition a 40 pg d’a-HBCD kg‘1 d’aliment

Matrices : foie, F ; gras abdominal, GA ; jaune d’ceuf, JO ; muscles des cuisses, MC et plasma, Pl

11 semaines d'exposition + 7 semaines
de décontamination o o
350 F simulé (physiologie, NL,
H Eliver et liver coef ajustés)
o F observé
2
:u‘g GA simulé (physiologie, NL,
» .,,TLT Eliver et liver coef ajustés)
= 1 GA observé
3
b= JO simulé (physiologie, NL,
8 &r -— Eliver et liver coef ajustés)
=] b *\ JO observé
I
: L oo
8 ®
e P| simulé (physiologie, NL,
T Eliver et liver coef ajustés)
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 @® Plobservé
Durée d'exposition (semaines)

Figure 30 : concentrations d’a-HBCD (pg kg‘1 lipides) dans les différentes matrices, observées
expérimentalement (« observé ») et simulées par le modeéle aprés introduction des données physiologiques
expérimentales et ajustement des proportions de lipides neutres dans les lipides totaux dans les tissus (NL),

de liver coef et de Ej;e, (« simulé (physiologie, NL, E;,., et liver coef ajustés) ») pendant 11 semaines
d’exposition a 40 pg d’a-HBCD kg'1 d’aliment suivies de 7 semaines de décontamination.
Matrices : foie, F; gras abdominal, GA ; jaune d’ceuf, JO et plasma, Pl)

En général pour I'ensemble des matrices, la concentration de la molécule (ug kg'1 lipides)
s’est approchée des données observées apres ajustement des parameétres sélectionnés en
comparaison avec les résultats du modele calibré par la valeur basale de tous les parameétres

pendant I'exposition (Figure 29 vs. Figure 15) et la décontamination (Figure 30 vs. Figure 16).
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Pendant I’exposition au contaminant (Figure 29), les concentrations simulées du modeéle
permettent un rapprochement adéquat des données observées pour le gras abdominal, le
plasma et le jaune d’ceuf. La concentration simulée dans le foie est |égerement surestimée.
Pour les muscles des cuisses, la derniere des deux données observées indique une sous-
estimation des concentrations simulées par rapport a celles observées, cependant le nombre

réduit de données observées ne permet pas de conclure sur cette matrice.

En comparaison avec les valeurs observées en décontamination (Figure 30), la forme de la
courbe de décontamination simulée est correcte pour le jaune d’ceuf et le plasma. Ces
courbes permettent d’atteindre en fin de décontamination des concentrations d’a-HBCD
simulées proches des valeurs observées dans le foie, le plasma et le jaune d’ceuf. Dans le
gras abdominal, la décontamination simulée reste trop importante par rapport aux valeurs
observées. Toutefois il convient de signaler que pour cette matrice, une amélioration de la

courbe de décontamination est atteinte suite a I'ajustement des paramétres (Tableau 59).

Tableau 59 : concentrations observées, simulées par le modéle de base et simulées par le modéle de base
ajusté, d’a-HBCD dans le gras abdominal (ug kg™ lipides) aprés 11 semaines d’exposition (début de la
décontamination) et aprés 7 semaines de décontamination. Pourcentage de variation dans la concentration
de la molécule dans le gras abdominal entre le début et la fin de la décontamination.

Aprés 11 semaines

Concentration d'HBCD dans le = Aprés 11 semaines \ .\ % de
ras abdominal (ug kg™ lipides) d'exposition d'exposition+7 de variation
& He K 1Ip P décontamination
Observé 262 152 42
Simulé par le modele de base 234 26,5 89
Simulé par le modele de base 254 65 74

ajusté

% de variation : pourcentage de variation dans la concentration d'a-HBCD dans le gras abdominal entre le
début et la fin de la décontamination

En effet, en comparant les concentrations de la molécule dans le gras abdominal simulées
par le modele de base avec celles simulées apres ajustement des parametres, il est constaté
gue ce dernier permet I'obtention de valeurs plus proches des données observées, tant en
fin d’exposition qu’en fin de décontamination, et une diminution moins rapide de cette
concentration pendant la décontamination. En effet, une diminution de concentration de
89% est observée dans le modele de base contre 74% apres ajustement des parametres.
Cette diminution de concentration dans le gras abdominal reste toutefois trop rapide par

rapport a la diminution réelle de concentration qui n’est que de 42%.
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4.6 Validation du sous-modeéle de transfert

Le modele dans lequel les données physiologiques expérimentales ont été introduites (4.5.1)
est repris ici. Les parameétres ajustés (Liver coef, Eliver et proportion de lipides neutres dans
les lipides totaux des tissus) prennent pour valeur celle issue de I'ajustement (Tableaux 57 et
58). Une simulation du modele est réalisée en considérant une exposition de la poule a de
I'aliment contaminé a 3,62 pg kg™ pendant 18 semaines. L'objectif est de valider le sous-
modele de transfert sur les données expérimentales disponibles chez des poules soumises a
ce niveau d’exposition, différent de celui utilisé pour I'ajustement (Dominguez-Romero et
al., 2016).

Les concentrations simulées d’a-HBCD dans les tissus et produits sont comparées en
fonction de la durée d’exposition a celles observées expérimentalement sur la Figure 31. La
relation entre les concentrations d’a-HBCD prédites et mesurées dans le gras abdominal,

dans le jaune et dans le foie est présentée respectivement sur les Figures 32, 33 et 34.

18 semaines d'exposition

— 45 F simulé (physiologie, NL,
" . . . .
K 40 Eliver et liver coef ajustés)
s | F observé
= 35 T |
» 30 I JI
% 25 2 GA simulé (physiologie, NL,
e J - Eliver et liver coef ajustés)
@ 20
(7] .
£ 15 /. - GA observé
8 10 T 7 4 ]
g 5 1 JO simulé (physiologie, NL,
3 1 Eliver et liver coef ajustés)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 JO observé

Durée d'exposition (semaines)

Figure 31 : concentrations d’a-HBCD (pg kg‘1 lipides) dans les différentes matrices, observées
expérimentalement (« observé ») et simulées par le modeéle aprés introduction des données physiologiques
expérimentales et ajustement des proportions de lipides neutres dans les lipides totaux dans les tissus (NL),

de liver coef et de Ej;e, (« simulé (physiologie, NL, E;,.., et liver coef ajustés) ») pendant 18 semaines
d’exposition 3,62 pg d’a-HBCD kg™ d’aliment
Matrices : foie, F; gras abdominal, GA et jaune d’ceuf, JO
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Figure 32 : relation entre les concentrations d’a-HBCD dans le gras abdominal prédites et mesurées chez les
poules exposées pendant 18 semaines a un aliment contenant 3,62 pg d’a-HBCD kg'1
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Figure 33 : relation entre les concentrations d’a-HBCD dans le jaune d’ceuf prédites et mesurées chez les
poules exposées pendant 18 semaines a un aliment contenant 3,62 pg d’a-HBCD kg'1
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Figure 34 : relation entre les concentrations d’a-HBCD dans le foie prédites et mesurées chez les poules
exposées pendant 18 semaines a un aliment contenant 3,62 pg d’a-HBCD kg™

Ces résultats montrent que les concentrations d’a-HBCD prédites dans le gras abdominal
(Figures 31 et 32) et dans le jaune d’ceuf (Figures 31 et 33) sont sous-estimées par rapport

aux données observées expérimentalement. Dans le cas du foie (Figures 31 et 34), les
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concentrations d’a-HBCD prédites par le modele sont surestimées en comparaison avec les
données observées. Ces écarts simulé vs. prédit sont principalement dus a la variabilité des
résultats obtenus expérimentalement chez les poules pondeuses exposées au contaminant

(Dominguez-Romero et al., 2016). Cela sera analysé en détail dans la discussion générale.

Cette validation est importante car I'ajustement des parametres de transfert a été réalisé a
partir de données obtenues chez des poules contaminées a 40 pg kg* d’aliment et
I’évaluation réalisée a partir de poules soumises a un niveau d’exposition plus de 10 fois
moins élevé, précisément 3,62 pg kg’ d’aliment. L’absence d’autres jeux de données
expérimentales de transfert de I'a-HBCD chez la poule pondeuse en décontamination ou en
mue ne permettent pas d’évaluer le modele dans ces situations. Bien que l'utilisation du
modele pour représenter une exposition accidentelle unique ou pour estimer le t;/; ne soit
pas conseillée, car c’est pendant la décontamination que le modele présente le plus
d’incertitude, I'utilisation pendant la mue pour avoir une idée de I'effet de la mue sur la
concentration de la molécule dans I'organisme et dans les ceufs est moins contrainte du fait
gue pendant la mue la décontamination est partielle (I'ingestion est réduite sans étre

totalement arrétée) et compensée en bonne partie par un arrét progressif de la ponte.

4.7 Analyse de l'influence des caractéristiques physiologiques des poules pondeuses,
caractéristiques de différents systéemes d’élevage, dans I'accumulation d’a-HBCD

dans les tissus et son transfert vers I'ceuf.

Le modele de base (4.3.5) représentant la poule pondeuse sur I'ensemble des stades
physiologiques est utilisé pour cette analyse. Les parametres de proportion de lipides
neutres dans les lipides totaux des tissus et du plasma, de débit sanguin vers le foie et de
taux d’extraction d’a-HBCD dans le foie sont modifiés a leurs valeurs ajustées (Tableaux 57
et 58). Le modele sera appelé désormais « modéle théorique », car en dehors des
parametres ajustés, la valeur des parameétres restants correspond aux résultats obtenus par

analyse de données bibliographiques.

Comme commenté dans l'introduction du modele, chaque systeme d’élevage utilise des
souches de poules pondeuses adaptées au systeme en question. Certaines caractéristiques
physiologiques des poules seront différentes selon la souche. A ce stade, le modele doit
permettre de hiérarchiser les caractéristiques physiologiques de plusieurs poules pondeuses
« réelles » selon I'influence de ces caractéristiques sur le devenir de I'a-HBCD ingéré chez la
poule. Quatre types de poules représentatives de quatre systéemes d’élevage seront

représentées ensuite. Les scénarii d’élevage étudiés comprennent : élevage familial, circuit
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court, poules en plein air et poules en cages. Pour chaque scénario, certaines
caractéristiques physiologiques du modele sont adaptées a celles d’'une poule pondeuse
représentative du systeme d’élevage correspondant. Ainsi, des caractéristiques liées d’un
coté au poids vif (PV final et age d’atteinte de ce PV final) et d’'un autre c6té a la ponte (taux
de ponte, poids de l'ceuf) sont modifiées selon chaque scénario. Certains scénarii
comprennent la mise en place d’'une mue (élevage familial et circuit court) et pas d’autres
(plein air et élevage en cages). Les paramétres du modeéle qui seront modifiés pour les
quatre scénarii étudiés sont présentés dans le Tableau 60 (source des valeurs des

parametres propres aux quatre scénarii d’élevage étudiés : ITAVI).

Tableau 60 : valeur des parameétres du modele liés au poids vif (PV), taux de ponte, poids de I'ceuf et mise en
place ou non de mue, correspondants a différents systemes d’élevage

. Parameétres iy Modele *Elevages *Circuit  *Plein = *Elevage
Variable X Unités L. - .
modeéle théorique familiaux court air en cages
BW2 Kg 1,96 1,60 1,80 1,85 1,85
PV
AGE2g J 476 800 640 485 550
LR max % 90 70 70 70 90
Taux de LR min % 76 40 60 60 75
ponte
LR persist  semaines 33 80 60 45 50
rge'i: e \Wegg max Kg 0,065 0,050 0,062 0,065 0,068

Mue de 42j, Mueded2j, Muede42

Age en début . . . . s . as de Pas de
de mue J a partir de a partir de j, a partir mue mue
476 j 476 j de 476

Molting

*Source des valeurs des parametres des quatre scénarii d’élevage : ITAVI

A noter que, jusqu’a présent le modele comptait un AGE2 qui représentait I’age auquel le PV
est maximisé et la mue débute. Désormais, ce parametre est découpé pour pouvoir
appliquer les différents scénarii. L’age auquel le poids vif est maximisé est désormais appelé
AGE2g et AGE?2 fait référence a I’'dge de début de mue. Il a été vérifié que ce découpage ne

changeait rien au modele de base lorsqu’on donne la méme valeur aux deux parametres.

L'analyse des scénarii se fait pendant les stades de ponte et de mue. Une exposition de la
poule par des aliments contaminés a 40 pg kg™ est appliquée depuis le début du premier
cycle de ponte (126 j) jusqu’a la fin de la simulation, avec ou sans mue selon le scénario. Les
résultats de concentration d’a-HBCD dans les différents tissus (ug kg' lipides) apres
modification des parametres par scénarii sont comparés aux concentrations obtenues par le

modele théorique, soumis a une méme exposition au contaminant. Le pourcentage de
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variation (PVar, %) dans la concentration d’a-HBCD dans les tissus est calculé a partir de ces
résultats, comme indiqué a I'Eq. 99, pour deux ages représentatifs de la concentration
plateau atteinte pendant les premier et deuxieme cycles de ponte, précisément 350 et 640
jours respectivement. Deux ages représentatifs de la phase de perte de PV pendant la mue
(488 j) et de récupération de PV en fin de mue (517 j) sont également considérés lors de
I’'analyse compléte des systémes d’élevage (4.7.1) et pour les systemes d’élevage appliquant
la mue (élevage familial et circuit court) lors de I'analyse par groupe de paramétres (4.7.2.1
et 4.7.2.2).

Un pourcentage de variation (PVar) positif indique une augmentation des concentrations
d’a-HBCD dans les tissus selon les paramétres du scénario correspondant, en comparaison
avec les valeurs de ces concentrations selon le modele théorique. Un PVar négatif indique au
contraire une diminution de la concentration d’a-HBCD dans les tissus selon les paramétres

du scénario, en comparaison avec les concentrations simulées par le modele de base.

4.7.1 Analyse des scénarii d’élevage complets

Les pourcentages de variation dans la concentration d’a-HBCD dans les tissus pour les

différents scénarii sont montrés aux différents stades dans le Tableau 61.

Tableau 61 : pourcentages de variation (PVar) de la concentration d’a-HBCD dans tous les tissus (gras
abdominal, foie, plasma, muscles pectoraux, muscles des cuisses, « other » ; aussi le jaune d’ceuf pendant la
ponte) aux différents ages représentatifs des différents stades physiologiques, aprés modification de
I’ensemble des paramétres propres a quatre systémes d’élevage différents.

350 (1* cycle de . 488 j (mue, perte 517 j (mue,
ponte) 640 (ponte) de PV) récupération de PV)

Elevages avec mue
Familiaux 21,240,24 21,740,22 21,1+0,10 13,9+0,12
Circuit court 8,1+0,04 8,0+0,06 7,1+0,02 5,2+0,05
Elevages sans mue
Plein air 5,2+0,06 8,4+0,09 -48,6+4,9 -41,443,4
Cages 3,1+0,04 6,710,12 -49,7+4,8 -42,6%3,3

Ces données montrent des PVar toujours positifs pour les élevages familiaux et en circuit
court, les élevages familiaux présentant les PVar les plus élevés sur I'ensemble des systemes
étudiés. Les élevages en plein air et en cages présentent également des PVar positifs a 350
et 640 jours d’age (respectivement 1°" et 2°™ cycles de ponte dans le modéle de base ; les

deux ages correspondent au 1% cycle de ponte dans les systémes en plein air et en cages).
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Ces PVar positifs sont dus a une augmentation de la concentration d’a-HBCD dans les tissus
dans ces élevages en comparaison avec le modele théorique, malgré un méme niveau

d’exposition appliqué. Ces résultats sont montrés sous forme graphique dans la Figure 35.
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Figure 35 : pourcentages de variation (PVar) de la concentration d’a-HBCD dans tous les tissus (gras
abdominal, foie, plasma, muscles pectoraux, muscles des cuisses, « other » ; aussi le jaune d’ceuf pendant la
ponte) aux différents ages représentatifs des différents stades physiologiques, aprés modification de
I’'ensemble des paramétres propres a chaque systéme d’élevage.

Les symboles représentent la moyenne du PVar dans tous les tissus + écart-type

Les PVar moyens les plus élevés sont calculés pour les élevages familiaux, avec des valeurs
entre 21,1 et 21,7% pendant la ponte (1% et 2°™ cycles) et pendant la perte de PV lors de la
mue et des PVar de I'ordre de 13,9% pendant la récupération de PV lors de la mue. Des
concentrations dans les tissus plus de 20% plus élevées sont simulées pendant la ponte et le
début de la mue pour une poule type d’un systeme d’élevage familial en comparaison avec
une poule pondeuse théorique, quand on expose les deux poules au méme niveau
d’exposition. Des PVar moyens entre 7,1 et 8,1% sont calculés pour les élevages en circuit
court pendant la ponte et pendant la perte de PV en mue et de 5,2% pendant la
récupération de PV en mue. On observe dans les deux systemes des variations moins
importantes par rapport au modele théorique, pendant la récupération de PV en mue qu’aux
autres stades. Le stade de récupération de PV en mue était en effet moins sensible aux
modifications sur I'ensemble des parametres que les autres stades (4.4.3.1). Dans les

éme

élevages en plein air et en cages, les PVar obtenus en 27" age de ponte (640 j) sont entre
1,6 et 2 fois plus élevés que ceux calculés en 1° 4ge de ponte, ce qui n’avait pas été observé
sur les deux autres systemes. Cela peut s’expliquer par une influence du parametre LR
persist avec LR min, détectable uniquement quand la période de ponte est assez longue pour

que la courbe de ponte atteigne sa partie descendante. En effet, selon la valeur des
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parametres disponibles par scénario, il N’y a que sur les élevages en plein air et les élevages
en cages que LR persist est inférieur a la durée totale de la ponte, car c’est sur ces élevages

gu’on n’introduit pas de mue. Ainsi, le 2°me age de ponte correspond pour les scénarii avec
mue au pic d’un 2°me cycle de ponte, tandis que pour les scénarii sans mue ce 2eme age de
ponte correspond & la partie descendante de la courbe du 1% cycle de ponte.
L'augmentation du PVar est ainsi attribuable a la diminution du taux de ponte pendant la
phase descendante de la courbe de ponte, ce qui fait augmenter la concentration de la

molécule dans les tissus.

Pour les élevages en plein air et en cages, les PVar deviennent tres négatifs a 488 et 517 j
d’age (Tableau 61). La raison de cela se trouve dans I'absence de mue dans ces deux
systéemes d’élevages, en comparaison avec le modeéle théorique ou une mue est mise en
place de 476 a 518 j. Ainsi, comme observé lors du développement du modele (4.3.5), la
mue est responsable d’une augmentation de la concentration d’a-HBCD dans les tissus, qui
atteint au pic de mue, ol le PV se trouve a son minimum, des concentrations de |'ordre de
deux fois plus élevées que pendant la ponte. Ou pour le dire dans I'autre sens, des PVar de
I'ordre de -50 a 488 et 517 j mettent en évidence des concentrations d’a-HBCD dans les
tissus environ 50% moins élevées dans les systéemes sans mue en comparaison avec les
concentrations simulées par le modele théorique pendant la mue. La dispersion (écart-types)
des PVar dans les tissus pour les élevages sans mue a ces ages est d’ailleurs plus élevée que
dans les autres cas. De légeres différences entre certains tissus sont en effet observées et

montrées dans la Figure 36.
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Figure 36 : pourcentages de variation (PVar) de la concentration d’a-HBCD dans le gras abdominal, dans le
plasma et dans les tissus restants (foie, muscles pectoraux, muscles des cuisses, « other »), calculés pour des
systémes d’élevage sans mue, en comparaison avec les concentrations lors d’'une mue. L’ensemble des
parameétres propres a chaque systéme d’élevage ont été modifiés. Les symboles représentent la moyenne du
PVar dans tous les tissus * écart-type
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Ces différences entre tissus sont cohérentes avec des observations sur les concentrations
d’a-HBCD dans les tissus pendant la mue, en comparaison avec la ponte, abordées
précédemment (4.3.5). En effet ces PVar sont calculés par rapport au modéle théorique, ou
une mue a lieu a ces ages. Plus précisément, 'augmentation de la concentration d’a-HBCD
pendant la mue est légerement moins importante dans le plasma et plus élevée dans le gras
abdominal que dans les autres tissus. Cela peut s’expliquer pour le gras abdominal par une
perte tres importante (70%) du poids de ce tissu pendant la mue, ce qui favorise une
augmentation importante de la concentration de la molécule dans ce tissu de stockage.
L'augmentation des Kp de la molécule entre les tissus et le plasma pendant la mue explique
de son coté I'augmentation moins importante de la concentration de la molécule dans le
plasma que dans les autres tissus. De trés petites différences sont observées a ces ages entre
les systemes en cages et en plein air. Des différences notamment dans les parametres liés a
la ponte caractérisent pourtant ces deux systémes. Une analyse par groupe de parametres
sera développée ensuite, afin de déterminer l'influence de chaque groupe sur les

concentrations d’a-HBCD dans les tissus.

4.7.2 Analyse par groupe de parametres

L’analyse des scénarii complets montre des résultats d’'une modification globale de plusieurs
parametres liés a des performances de ponte et au poids vif. Une analyse de scénarii partiels
est réalisée ensuite par groupe de parametres, lesquels sont groupés en : a) poids vif : BW2
et AGE2g ; et b) ponte : LR max, LR min, LR persist, Wegg max. Les valeurs de chaque groupe
sont modifiées par scénarii tout en maintenant fixe 'autre groupe de parametres et vice
versa. Cette analyse par groupe de parametres compléete doit permettre de déterminer
I'influence de I'ensemble des performances de poids de I'animal et de croissance (4.7.2.1) en
comparaison avec l'influence des performances de ponte (4.7.2.2) représentatives de
différents systemes d’élevage, sur le transfert d’a-HBCD vers les tissus. L'impact de I'absence
de mue ayant été étudié au préalable (4.7.1), les comparaisons se font ici entre d’un c6té le
modele théorique et d’un autre coté les systemes d’élevages partiels (aprés modification
d’un seul groupe de paramétres), pour les stades physiologiques communs, c’est-a-dire
pendant les deux cycles de ponte pour tous les systemes d’élevage et pendant la mue pour

les deux systemes d’élevage avec mue.

4.7.2.1 Modification des parametres liés au poids vif (BW2 et AGE2g)

Une modification exclusive des parametres liés au poids vif (PV), précisément le PV final

(BW?2) et I’'age auquel le PV est maximisé (AGE2g) est réalisée, en appliquant les valeurs
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correspondantes a chaque systéeme d’élevage. Les pourcentages de variation dans la
concentration d’a-HBCD dans les tissus pour les différents scénarii sont montrés aux

différents stades sur la Figure 37.
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Figure 37 : pourcentage de variation (PVar) de la concentration d’a-HBCD dans tous les tissus (gras
abdominal, foie, plasma, muscles pectoraux, muscles des cuisses, « other » ; aussi le jaune d’ceuf pendant la
ponte) aux différents ages représentatifs des différents stades physiologiques, aprés modification des
parameétres liés au poids vif et a la croissance (BW2 et AGE2g) selon les valeurs correspondantes a chaque
systéeme d’élevage. Les symboles représentent la moyenne du PVar dans tous les tissus * écart-type

Les PVar sont dans tous les cas positifs, ce qui indique que la valeur des parametres
correspondant a chaque scénario augmente les concentrations d’a-HBCD dans les tissus en
comparaison avec les concentrations simulées par le modeéle théorique. Au sein de chaque
systeme d’élevage, le PVar est trés proche entre les différents tissus pour chaque age étudié.
Comme commenté au préalable (4.7.1), ces PVar sont similaires pour les 1" et 2°™ cycles de
ponte ainsi que pour la phase de perte de PV pendant la mue et un peu moins élevés

pendant la récupération de PV pendant la mue.

En accord avec les résultats de I'analyse des scénarii complets (4.7.1), les PVar résultants
apres modification des parameétres liés au PV sont plus élevés pour les systéemes d’élevages
familiaux que pour les autres systemes d’élevage. Ainsi, des PVar moyens de 13,210,18%
sont calculés pour les élevages familiaux en ponte et en début de mue et de I'ordre de
10,740,11% en fin de mue. Ces PVar sont respectivement de l'ordre de 5,8+0,05% et
4,7+0,05% pour des élevages en circuit court. Pour les élevages en plein air et en cages, les
PVar pendant la ponte se trouvent pour les deux systemes entre 3,8 et 3,9% dans tous les
tissus. Ces PVar tres proches dans les élevages en plein air et en cages, qui présentent
pourtant des valeurs d’AGE2g différents, s’expliquent par un méme poids vif final (1,85 kg)

dans les deux cas, proche du BW2 du modele théorique (1,96). En effet, cette influence du
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parametre BW2 sur les résultats est également cohérente pour les deux autres systémes.
Ainsi, on peut conclure que les PVar trés élevés calculés pour les systemes d’élevage
familiaux s’expliquent par un poids vif final bas des animaux. Cela est cohérent avec la
sensibilité du modele a BW2, qui montre des ratios de variation réponse/parameétre de
I'ordre de -0,5 a -1 (Tableau 42). Cela signifie une variation inversement proportionnelle de
la concentration d’a-HBCD dans les tissus vis-a-vis de la variation du parametre, autrement
dit si BW2 diminue la concentration d’a-HBCD dans les tissus augmente et vice versa.
L'influence d’AGE2 (Tableau 42) était due simplement au fait que ce paramétre représentait
jusqu’ici non seulement I'dge auquel le PV est maximisé mais également I'age de début de la
mue et c’est a cause de cette derniere raison qu’il avait une influence uniguement aux ages
postérieurs a AGE2 et non pas pendant la croissance. AGE2 a été découpé pour I'analyse des
scénarii et c’est uniquement I’age auquel le poids vif est maximisé (AGE2g) qui est modifié et
n’a certainement pas d’influence, au vu des résultats de I'analyse de sensibilité sur AGE2
pendant la fin de croissance et des résultats de la simulation des scénarii, qui montrent les
mémes PVar pour des poules d’élevage en cages et d’élevage en plein air, tandis que AGE2g

est différent pour les poules de ces deux systéemes d’élevage.

4.7.2.2 Modification des parameétres liés aux performances de ponte (LR max, LR min, LR

persist, Wegg max)

En maintenant les parametres BW2 et AGE2g a leurs valeurs théoriques (précisément
respectivement 1,96 kg et 476 j), les paramétres liés aux performances de ponte sont ici
successivement modifiés pour étudier leur impact sur les concentrations d’a-HBCD dans les
tissus. Les pourcentages de variation (PVar) des concentrations d’a-HBCD dans les tissus
apres modification des parametres de ponte selon le scénario vis-a-vis des concentrations

d’a-HBCD dans les tissus selon le modele de base sont montrés dans la Figure 38.
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Figure 38 : pourcentage de variation (PVar) de la concentration d’a-HBCD dans les tissus (gras abdominal,
foie, plasma, muscles pectoraux, muscles des cuisses, « other » ; aussi le jaune d’ceuf pendant la ponte) aux
ages représentatifs des différents stades physiologiques, aprés modification des parametres liés a la ponte

(LR max, LR min, LR persist, Wegg max) selon les valeurs correspondantes a chaque systeme d’élevage.
Les symboles représentent la moyenne du PVar dans tous les tissus + écart-type

Les PVar résultants des modifications des parameétres liés a la ponte sont positifs pour la
plupart des systemes, a I'exception de I’élevage en cages pour lequel ils sont proches de 0 et
légerement négatifs. A la différence des PVar élevés calculés a partir des modifications des
parameétres de poids vif, les modifications des paramétres de ponte donnent lieu a des PVar
inférieurs a 5% dans tous les cas, ainsi la modification des paramétres de ponte ne fait pas
varier les concentrations d’a-HBCD dans les tissus de plus de 5%. Les PVar les plus élevés
sont rapportés pour les élevages familiaux, ou ces PVar sont calculés a 4,3+0,19% pendant la
ponte (1% et 2°™ cycles) et en début de mue et 3 1,6+0,06% pendant la récupération de PV
lors de la mue. Les PVar dans les élevages en circuit court et en plein air se trouvent entre 0
et 2% et d’environ -0,7% dans les élevages en cages pendant la ponte. Les valeurs
[égerement négatives calculées pour les élevages en cages indiquent que les caractéristiques
tres performantes de ponte représentatives des poules utilisées dans ces élevages tendent a
diminuer légérement les concentrations d’a-HBCD dans les tissus par rapport aux
concentrations simulées par le modele théorique. Il convient de rappeler sur ce point que la
valeur de ces parametres dans le modele théorique a été sélectionnée sur des données
bibliographiques de ponte correspondantes a des poules Isa Brown, sélectionnées pour leurs
performances de ponte élevées. Dans l'autre sens, les performances de ponte moins bonnes
des poules non sélectionnées dans des élevages familiaux, dans des élevages a circuit court,
ou des souches rustiques utilisées dans des élevages de plein air prédisposent a des
concentrations plus élevées d’a-HBCD dans les tissus que chez des souches pondeuses trés
performantes. En effet, la ponte représente une voie d’élimination d’a-HBCD depuis
I'organisme. L'amélioration des performances de ponte permet d’augmenter I'élimination

du contaminant depuis I'organisme dans l'ceuf pondu. D’ailleurs, cette élimination
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augmentée par la ponte ne signifie pas une diminution de la concentration d’a-HBCD dans
les tissus aux dépens d’une augmentation de cette concentration dans I'ceuf. De facon
simple, on peut dire que chez les poules pondeuses tres performantes, plus d’a-HBCD est
éliminé dans un nombre d’ceufs plus élevé. Une corrélation positive (0,996 ; P<0,001) est
confirmée entre la concentration d’a-HBCD dans I'ceuf et la concentration d’a-HBCD dans
tous les tissus pour tous ces systemes d’élevage. Ainsi, les poules présentant une
concentration d’a-HBCD dans les tissus plus élevée a cause d’'une ponte peu performante,

présentent également une concentration d’a-HBCD plus élevée dans les ceufs.

4.7.3 Discussion : influence des caractéristiques de I'animal dans I"'accumulation d’a-HBCD

dans les tissus et son transfert vers ’ceuf chez la poule pondeuse

L'analyse de linfluence des caractéristiques de quatre poules-type représentatives de
différents systemes d’élevage permet de conclure que les variations de concentration d’a-
HBCD dans les tissus et dans I'ceuf selon la souche représentée s’expliquent principalement

er

par les différences liées au poids vif final et cela a tous les stades physiologiques étudiés (1

éme

cycle de ponte, mue, 25" cycle de ponte). Des augmentations dans la concentration d’'a-
HBCD dans les tissus et dans I'ceuf (PVar) entre 3,8 et 13,4% sont rapportées pour les
différentes souches, ces PVar étant inversement proportionnelles a « BW2 ». Cela est
cohérent avec les résultats de I'analyse de sensibilité qui ont mis en évidence une influence
inverse du poids vif final de I'animal sur la concentration de la molécule dans les différents

tissus et dans I'ceuf.

Des performances élevées de ponte tendent a diminuer légerement (entre 0,7 et 5% selon la
souche) la concentration d’a-HBCD et dans les tissus et dans les ceufs. Cela est en accord

éme

avec une augmentation des PVar au 27" age de ponte observée pour les scénarii sans mue
en comparaison avec la PVar rapportée au 1* 4ge de ponte. Cela est d( a la diminution du
taux de ponte dans la phase descendante finale de la courbe de ponte qui provoque une
augmentation de la concentration de la molécule dans les tissus en comparaison avec les
concentrations atteintes au pic de ponte. Toutefois la mue a une influence beaucoup plus
importante sur la concentration d’a-HBCD dans les tissus que l'atteinte de la partie

descendante de la courbe de ponte.

Au pic de mue, les concentrations d’a-HBCD dans les tissus augmentent d’environ deux fois
leurs valeurs en ponte, avec de légéres différences pour certains tissus (gras abdominal et

plasma). A la reprise de la ponte, une augmentation de la concentration d’a-HBCD de plus de
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60% est rapportée dans les premiers ceufs, en comparaison avec les ceufs pondus au pic de
ponte. Ces niveaux n’atteignent les valeurs retrouvées lors du premier cycle de ponte

gu’environ 65 jours apres le début de la mue.

A noter enfin que les pourcentages de variation (PVar) des concentrations d’a-HBCD sont
plus élevés quand les scénarii complets sont simulés, en comparaison avec la somme des
PVar obtenus en faisant varier séparément chaque groupe de parametres. Ainsi, pour le
premier cycle de ponte, la somme des PVar obtenus séparément sur les parametres de poids
vif puis sur ceux de ponte représentent entre 82 et 94% des PVar obtenus sur les scénarii
complets. Cela suggere un renforcement de [I'influence des parameétres sur les
concentrations d’a-HBCD dans les tissus quand plusieurs parameétres sont modifiés

simultanément.

Au niveau de la gestion de risque de contamination d’a-HBCD dans les ceufs, dans les
élevages, il est préférable I'utilisation de poules a poids vif élevé, ou d’éviter du moins les
poules a poids vif trés réduit. Les performances de ponte élevées étant souhaitables tant du
point de vue économique que de celui de la gestion de risques, ces caractéristiques ont
moins d’influence sur la contamination des produits que le volume corporel. La mue
provogue une augmentation trés importante de la concentration de la molécule dans
I'organisme et également dans les ceufs pondus apres la mue. Les concentrations d’a-HBCD
dans I'ceuf ne retrouvent leurs valeurs avant la mue qu’apres plus de 2 mois de ponte post-

mue.

4.8 Conclusion du modele

Cette these a permis le développement et I’évaluation d’'un modele PBPK de transfert de I'a-
HBCD chez la poule pondeuse a différents stades physiologiques (fin de croissance, 1* cycle

eme

de ponte, mue, 277" cycle de ponte). En comparaison avec d’autres animaux d’élevage (porc,
poulet) représentés dans un modéle conceptuel commun aux trois espeéces, la
représentation de la poule pondeuse présente des particularités structurelles
(représentation de la formation de I'ceuf, de toutes les variations liées a la ponte pendant la
vie d’'une poule (taux de ponte, poids de I'ceuf...) du transfert de la molécule vers les
follicules) mais surtout une plus grande complexité dans le nombre d’équations et de
parameétres a calibrer pour I'ensemble des stades physiologiques, de nombreuses
modifications physiologiques a mettre en place a chaque changement de stade

physiologique (irrigation, modifications de poids vif, de poids des tissus, d’ingestion, de
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composition de I'organisme et des tissus dont notamment le sang) des choix comme la

modification de certaines équations (ex. clairance hépatique)....

La calibration de la totalité des parameétres du modele (excepté le taux d’extraction
hépatique de la molécule, qui a d étre ajusté) a pu étre réalisée grace a une recherche
bibliographique approfondie, a la création de deux bases de données et a I'analyse de ces
données. L'ensemble des étapes d’analyse de sensibilité, d’ajustement du modeéle aux
données expérimentales, d’évaluation du modele et d’évaluation des scénarii d’élevage ont
été également réalisées. Les principales caractéristiques et résultats de ce modele sont

présentés de facon résumée dans les Tableaux 62 et 63.
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Tableau 62 : principales caractéristiques du modéle de transfert de I'a-HBCD chez la poule pondeuse
développé pendant cette thése, 1° partie

Auteurs Thése doctorat Dominguez-Romero E., 2016

Type de modeéle PBPK

Poule pondeuse a différents stades physiologiques (fin de

Animal .
croissance, 2 cycles de ponte, 1 mue)

Molécule a-HBCD

Hiérarchisation de certaines caractéristiques physiologiques (poids
vif et ponte) selon leur influence sur le devenir de la molécule chez
L. L. la poule pondeuse. Etude de I'impact du stade physiologique sur ce
Objectifs principaux .
devenir.
Possibilité d’extrapolation du modeéle a d'autres espéces et d'autres
molécules lipophiles

Force motrice du modéle Poids vif, caractéristiques de ponte

Foie, plasma, gras abdominal, muscles des cuisses, filets, "other",

Compartiments représentés . .
follicules en croissance

Type d'information sur les Poids (kg), lipides totaux (kg), lipides neutres (kg), débit sanguin (Lj
compartiments 1), quantité d’a-HBCD (kg)

Transfert vers les tissus en fonction de : Kp de la molécule entre les
tissus et le sang (estimés comme le ratio des concentrations des
lipides neutres dans le tissu et le plasma a chaque instant t) et

débits sanguins vers les tissus.
Echanges de la molécule

entre les différentes | Transfert vers le follicule en fonction de : dép6t quotidien de lipides
matrices neutres dans le follicule et concentration d'HBCD dans les lipides
neutres du plasma

Partition instantannée de la molécule du sang vers les tissus, et
homogéne au sein de ceux-ci

Calculée en fonction du débit sanguin du foie, du taux d'extraction
Clairance hépatique hépatique de la molécule et de la concentration de la molécule
dans le plasma

Calculée en fonction du PV en fin de croissance. Ponte : fonction du
PV (kg), du gain de PV (kg ") et de la quantité d'ceuf pondu par jour
(kg ). Mue : restriction alimentaire puis augmentation de
I'ingestion en fonction du PV et du gain de PV

Hypotheése
structurelle Ingestion

Fonction des taux de ponte maximal, minimal, de la persistance de

Représentation du taux la courbe de ponte, et du moment de la courbe de ponte selon I'age

de ponte Durée minimale de la série de ponte : 1 j ; périodes de pause entre
séries pouvant étre supérieures a 1j

Variation du poids de I'ceuf selon I'age et le taux de ponte

Variation de la proportion de jaune dans I'ceuf selon le poids de
I'ceuf
D'autres PV fonction de I'age par une équation de Gompertz, poids des tissus

en fonction du poids vif (allométries)

Débit cardiaque fonction du PV
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Tableau 63 : principales caractéristiques du modéle de transfert de I’a-HBCD chez la poule pondeuse

développé pendant cette thése, 2°™ partie

Auteurs

Thése doctorat Dominguez-Romero E., 2016

Principales
simplifications

Proportion de lipides neutres dans les lipides totaux de chaque matrice estimée comme la
somme des proportions de triglycérides, de cholestérol total et 0,3 fois la proportion de
phospholipides

Seul le métabolisme hépatique est considéré. En I'absence de données de la littérature sur le
taux d'extraction de I'a-HBCD dans le foie, ce parameétre est obtenu par ajustement du
modele

Pas de processus de saturation ou d'induction du métabolisme considérés

Pas de représentation d'une possible circulation entérohépatique de la molécule

Agrégation des compartiments pas représentés individuellement dans un compartiment
"other"

La fraction maximale de perte de poids des tissus (Prop Wtissue molt) pendant la mue a été
fixée a 20% pour les muscles et 25% pour le sang, en I'absence de données de la littérature sur
ces valeurs

Evaluation

oui

Principaux
résultats

La mue provoque une augmentation trés importante de la concentration de la molécule dans
les tissus et dans I'ceuf, qui peut doubler pendant cette période

Parmi les principales caractéristiques physiologiques étudiées par souche, le PV final est Ia
principal influengant la concentration de I'a-HBCD dans les tissus et dans les ceufs : suite a une
exposition donnée, la concentration est plus élevée chez des poules légeres

Les performances de ponte (taux de ponte maximal et minimal dans la courbe de ponte,
persistance, poids de |'ceuf) présentent une influence moins importante mais pas négligeable
sur la concentration d'a-HBCD dans les tissus et les ceufs : des performances élevées de ponte

tendent a diminuer cette concentration

Estimation du taux d’extraction de I'a-HBCD dans le foie a 1,7%

ibilité X ele v u imaux et v u dcu i i
Possibilité d'extrapoler le modeéle vers d'autres animaux et vers d'autres molécules lipophiles
en modifiant la valeur des paramétres

Le développement du modele a exigé I'adoption de quelques hypotheses simplificatrices. Les

principales simplifications ont consisté a :

e Considérer que les lipides neutres plutét que les lipides totaux déterminent la

distribution tissulaire de I'a-HBCD. La proportion de lipides neutres dans les lipides

totaux (Tissue neut lipid ratio) est calculée pour chague matrice comme la somme

des triglycérides (TG), du cholestérol (CH) total et de 30% des phospholipides (PH)

(Haddad et al., 2000). La pertinence de cette équation pour estimer a partir du profil

lipidique le profil de lipides neutres afin de représenter la partition de I'a-HBCD dans
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le modele a été remise en question. En effet, tout le cholestérol a été comptabilisé
dans la fraction des lipides neutres, malgré des différences de polarité entre le
cholestérol estérifié et le cholestérol libre, ce dernier étant relativement polaire (Diaz
et al., 2008). Le cholestérol représente une proportion non négligeable des lipides
totaux dans des tissus comme le foie (Entenman et al., 1940; Zhang et al., 2011a) et
le plasma (Yu et al.,, 1976), et c’est justement sur ces deux matrices que les
concentrations de la molécule simulées par le modele restent surestimées malgré
I'ajustement des parametres (Figure 15). Un ajustement des proportions de lipides
neutres dans les lipides totaux des différents tissus et du plasma a été réalisé pour
pallier a de possibles biais dus a I'utilisation de cette équation.

Représenter seulement le métabolisme hépatique de la molécule. Pour I'a-HBCD,
cette simplification est cohérente avec la prédominance montrée du métabolisme
hépatique et de I’élimination fécale sur d’autres voies. Cet aspect sera a considérer si
I’on souhaite extrapoler le modele sur des molécules ou I'élimination rénale est plus
importante, ou si I'on complexifie le modele pour représenter I'élimination des
métabolites et pas uniquement des molécules lipophiles parentales.

Ne pas représenter une possible circulation entéro-hépatique de I'a-HBCD. La
circulation entéro-hépatique consiste en la réabsorption d’une partie des molécules
transportées dans la bile depuis le foie vers l'intestin, a la différence du reste des
molécules qui, n’étant pas réabsorbées, ressortiront vers I'extérieur dans les feces.
Des études chez des rongeurs ont mis en évidence ce type de circulation pour
certains RFB, précisément le 2,2-Bis(bromomethyl)-1,3-propanediol (BMP) (Hoehle et
al., 2009), le tris(2,3-dibromopropyl)phosphate (Tris) (Hakk and Letcher, 2003) ou le
tetrabromodiphenyl ether (BDE-47) (Meijer et al., 2006). Chez la volaille, cette
circulation a également été mise en évidence pour les polybromobiphényles (PBB)
(Polin et al., 1985). Ces RFB présentent généralement soit une élimination majoritaire
dans l'urine (Hakk and Letcher, 2003; Hoehle et al., 2009; Staskal et al., 2006) soit
une élimination fécale a un taux d’élimination trés réduit (Matthews et al., 1977). En
effet la circulation entéro-hépatique limite I'élimination fécale des molécules.
L’élimination fécale importante de I'HBCD va dans le sens que ['élimination
entérohépatique de cette molécule, dans le cas ou elle aurait lieu, elle ne serait en
tout cas importante. Par ailleurs 100% de I’'HBCD présent dans la bile, qui arrive dans
I'intestin, se trouve sous forme de métabolites (Szabo et al., 2010; Szabo et al.,,
2011a). L’hypothétique circulation entéro-hépatique se ferait donc sur les
métabolites. Or, ce modele représente uniquement la molécule mere, I'a-HBCD, et

non pas les métabolites qui peuvent étre produits, qui d’ailleurs n‘ont pas été
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quantifiés expérimentalement chez la poule pondeuse (Dominguez-Romero et al.,
2016).

e Ne pas représenter des phénomenes de saturation du métabolisme ou d’induction
d’enzymes dans le modele. Des mécanismes d’induction du métabolisme hépatique
selon la dose d’HBCD total ou d’a-HBCD ont été observés chez le rat (Germer et al.,
2006) et sur des hépatocytes d’embryon de poulet (Crump et al., 2008). Des
phénoménes de saturation du métabolisme de I'a-HBCD ont été suggérés par des
études chez la souris (Szabo et al., 2011a) et chez le rat (Van der Ven et al., 2006).
Cependant aucune information expérimentale ne permet de conclure quant a
I'intervention de ces mécanismes dans le métabolisme de I'a-HBCD chez la volaille
adulte, et encore moins a définir les concentrations de la molécule dans I'organisme
en dessus ou en dessous desquelles ces mécanismes interviendraient. Si c’était le cas,
il serait simple de mettre en ceuvre ces mécanismes dans le modele, comme cela
sera commenté dans la discussion générale. Les résultats expérimentaux concluent a
une cinétique de 1° ordre pour 'ensemble des tissus pour les deux doses étudiées.

Cette hypothese semble ainsi cohérente pour ces doses.

Une discussion des principaux résultats, atouts et limites du modeéle est présentée ci-dessous

(5).
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5 Discussion générale

Cette these contribue a I'analyse du risque de contamination des poules pondeuses par I'a-

HBCD. La discussion générale de nos travaux abordera les points suivants :

v’ Les principaux atouts et limites du modéle pharmacocinétique basé sur la physiologie
(PBPK) qui a été construit et qui permet de hiérarchiser les caractéristiques
physiologiques de la poule pondeuse sur I'accumulation dans les tissus et le transfert
vers les ceufs de I'a-HBCD.

v' La complémentarité des deux approches utilisées (modélisation et expérimentation
in vivo). Les paramétres cinétiques de transfert et d’accumulation de I'a-HBCD chez la
poule pondeuse seront comparés a des résultats obtenus pour d’autres isomeres de
I'HBCD et chez d’autres espeéces.

v La contribution des résultats de la thése a la maitrise de risque de contamination par
I'a-HBCD des produits issus de la poule pondeuse (ceufs et tissus) sera mise en
valeur, avec des recommandations pratiques d’intérét pour la filiere avicole.

v Enfin des perspectives de généralisation du modéle et des travaux d’expérimentation

complémentaires pour clarifier certaines questions seront proposés.

5.1 Influence des caractéristiques physiologiques de la poule pondeuse sur
I’'accumulation de I'a-HBCD dans les tissus et son transfert vers I’ceuf : pertinence de

la modélisation PBPK, atouts et limites du modéle développé

Une présentation résumée des caractéristiques les plus importantes du modele et une
discussion des principales simplifications du modeéle a été réalisée a la fin du chapitre
précédent (4.8). Le Tableau 64 présente de facon résumée des atouts et des limites du
modele développé, ainsi gu’une vue de certaines caractéristiques communes des modeles
de transfert de polluants lipophiles chez la poule pondeuse développées par Fournier (2011 ;
2015) et Maclachlan (2010).
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Tableau 64 : résumé des atolits et limites du modéle développé pendant cette thése. Caractéristiques

communes et différences vis-a-vis des modeéles de MacLachlan (2010) et Fournier (2011)

Theése Dominguez-
Romero, 2016

Maclachlan (2010)

Fournier (2011) ;
Fournier et al.

(2015)
Représentation de plusieurs
P .I . plusieu Oui Non Oui
stades physiologiques
. . Théori t .
Ingestion Variable eorlc.wemen Fixe
variable
Taux de ponte Variable Fixe Variable
Variation du poids de I'ceuf Variable Fixe Fixe
Atouts Variation de | tion d . . .
\ ariation e| a proportion de Variable Fixe Fixe
jaune dans I'ceuf
Estimation du t d'extracti . .
s,lm:?\ ion du taux d'extraction Oui Oui Non
hépatique
Hié hisati . .
|erar€ '|sa} on . . Oui Non Oui
caractéristiques physiologiques
Extrapolation a d'autres Austement
ap , S Oui (PBPK) Oui (PBPK) préalable de
espéeces et molécules lipophiles R
paramétres
Poids, lipides totaux, Poids, lipides .
R . B} L s L Lipides totaux et
Caractéristiques représentées lipides neutres, débit totaux, débit "y
Interface . . "y . o guantité de
par matrice sanguin, quantité de = sanguin, quantité molécule
atouts- molécule de molécule
limites . .
Nombre de matrices (tissus ou
. e s L 7 6 3
produits) différenciées
Limites Validation Non Non Oui

Nous aborderons dans un premier temps les limites du modéle développé :

Ce modele représente un nombre élevé de matrices, de caractéristiques par tissu
(poids, lipides totaux, lipides neutres, débit sanguin) qui se traduisent par 62
parameétres (vs. 32 paramétres chez Fournier et al., 2015). La question de la
pertinence de représenter autant de compartiments individualisés et de parameétres
peut se poser. En effet la valeur de chaque parametre présente un degré
d’imprécision lié a la variabilité des données bibliographiques ayant servi a estimer
cette valeur. D’ailleurs malgré une recherche bibliographique approfondie, un
nombre limité de données, présentant une variabilité importante ou dans certains
cas provenant d’anciennes publications a été retrouvé dans la littérature pour
calibrer les parameétres de débit sanguin des tissus et de proportion de lipides
neutres dans les lipides totaux des tissus. Un modele avec moins de compartiments
(foie, plasma, jaune d’ceuf et « other »), parmi lesquels le foie, le plasma et le jaune

d’ceuf puissent étre ajustés sur des données expérimentales permettrait peut-étre
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d’augmenter la précision du modele sur tous les compartiments. En effet,
I'information retrouvée dans la littérature sur le poids, la composition lipidique
(lipides totaux et lipides neutres) et l'irrigation de ces compartiments chez la poule
pondeuse est beaucoup plus importante que les informations relatives aux filets, aux
muscles des cuisses ou au gras abdominal. Dans le cas ou l'information n’est pas
suffisante et que des composantes du modele doivent étre éliminés, le
compartiment « other » prendrait le relais. En effet, toutes les caractéristiques du
compartiment « other » (poids, poids des lipides, poids des lipides neutres,
coefficient de partition et perfusion sanguine) sont calculées par différence entre le
corps entier et les tissus renseignés.

La décontamination trop rapide du GA n’a pas pu étre corrigée. Deux modifications
principales ont été testées sur le modele de base ; parmi elles une division du gras
abdominal en deux sous-compartiments dont I'un a flux sanguin réduit. Ce type de
modification sur le tissu adipeux a permis a Maclachlan (2010) de représenter
correctement la cinétique de décontamination des deux polluants « dioxines et
alpha-cyperméthrine ». Ce type de modification n’a pas permis de corriger la
décontamination trop rapide de I'a-HBCD du GA dans le modele, du fait d’une faible
sensibilité du modéle aux parametres de débit sanguin des tissus. En effet, I'analyse
de sensibilité aurait d0 précéder des modifications dans la structure ou les équations
d’un modeéle plus ou moins fini. En réalité seule la modification consistant en une
rétention de la molécule dans certains compartiments par diminution du flux
veineux a eu une influence sur les simulations. Or, cette correction théorique ne
permettrait pas en définitive de justifier d’un point de vue physiologique ou
biochimique la valeur de ces parametres de limitation du flux veineux de sortie de la
molécule depuis les tissus. Ainsi, la décontamination trop rapide du gras abdominal
n‘ayant pas pu étre totalement corrigée, I'utilisation du modele pour représenter
une exposition accidentelle unique ou pour estimer le t;, des molécules n’est pas
totalement satisfaisante.

Une validation du sous-modéle de transfert a été tentée sur des données
expérimentales correspondants a 3 matrices (gras abdominal, foie et jaune d’ceuf)
pour un niveau d’exposition environ 11 fois moins élevé que celui des poules dont
les données expérimentales ont servi a l'ajustement des parameétres (4.6). Les
résultats obtenus sur le niveau bas d’exposition montrent que le modeéle sous-
estime les concentrations d’a-HBCD (ug kg™ lipides) dans le gras abdominal et dans
le jaune d’ceuf, et surestime la concentration dans le foie (Figure 31). Or, en

considérant le niveau élevé d’exposition, seule une légére sur-estimation des
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concentrations estimées sur les concentrations estimées a été observée dans le foie,
tandis que les concentrations simulées de la molécule dans le jaune d’ceuf et dans le
gras abdominal sont proches des données observées (Figure 29). La raison principale
de ces différences n’est pas due en réalité au modéle mais a des différences des
résultats expérimentaux entre les deux niveaux (Dominguez-Romero et al., 2016).
Du fait du nombre limité de points de cinétique, ces différences statistiquement non
significatives empéchent une validation du modele. Cela est illustré par la Figure 39
ol les concentrations d’a-HBCD (pg kg™ lipides) dans le jaune d’ceuf, le gras
abdominal et le foie simulées et observées chez des poules recevant des aliments
contaminés soit 3 40 pg kg soit a 3,62 ug kg™ ont été normalisées en les divisant par

la concentration de la molécule dans Ialiment (ug kg™), afin de pouvoir les

comparer.
12,0 F 40 simulé
10,5 F 40 observé
4 T GA 40 simulé
2 90 4
] < GA 40 observé
3 75 .
= T a7 JO 40 simulé
€ 60 T < @ ¢ ,
S ) | > L o JO 40 observé
e p
a 45 *4‘1' O s < F3,62 observé
2 /L "'é- 7
T 30 ——5 ? === F3,62simulé
3 [ 1 1 .
v GA 3,62 observé
1,5 4
- === GA 3,62 simulé
0,0 T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 10 3,62 observé
Durée d'exposition (semaines) 10 3,62 simulé

Figure 39 : concentrations normalisées d’a-HBCD dans les tissus apreés division par la concentration de la
molécule dans I'aliment, observées expérimentalement (« observé ») et simulées par le modeéle (« simulé »)
rapportées lors d’'une exposition pendant 18 semaines a des aliments contaminés soit a 40 soit a 3,62 pg kg'l.

Matrices : foie, F ; gras abdominal, GA ; jaune d’ceuf, JO

Malgré les limites évoquées ci-dessus, le modele développé présente de nombreux atouts

détaillés ci-dessous :

e Un des premiers atouts est de représenter la poule pondeuse a plusieurs stades
physiologiques (fin de croissance; 1% cycle de ponte; mue, perte de PV; mue,
récupération de PV; 8me cycle de ponte). Ainsi, le devenir de I'a-HBCD a pu étre

étudié chez la poule pondeuse a des stades d’intérét qui n’ont pas fait I'objet

d’expérimentations.
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Le modeéle représente un taux d’ingestion variable selon le stade physiologique de
I’animal. Cela permet de faire varier le niveau d’exposition en fonction du niveau
d’ingestion pour des molécules pour lesquelles la source principale d’exposition est
I'aliment. Dans le cas présent, cela a permis notamment d’appliquer exactement le
méme niveau d’exposition que lors de I'expérimentation lors de I'introduction de
données physiologiques expérimentales préalable a I'ajustement des parameétres.

Le modele représente de maniere détaillée les parametres de ponte en conditions
réelles.

L'analyse de sensibilité approfondie appliquée sur I'ensemble des parametres et a
chacun des stades physiologiques représentés a permis de bien identifier les
parameétres a ajuster. Un rapprochement adéquat des résultats simulés de ceux
observés pendant I'exposition a été possible pour le jaune d’ceuf et les autres
matrices pour lesquelles le nombre de données expérimentales pour ajustement a
été suffisant, c’est-a-dire le gras abdominal et le foie (Figure 29). Au total 4340
résultats ont été analysés et présentés dans les Tableaux 42 a 49. Le type de calcul
appliqué permet de déterminer, a partir de deux valeurs testées, si la variation dans
la valeur basale d’'un parameétre présente une influence linéaire ou pas sur la
variation de la réponse. Cette approche est probablement novatrice et permet de
normaliser les résultats pour comparer la sensibilité du modele a des paramétres
dont le pourcentage de variation testé est généralement proche de 15%, mais dont
les pourcentages de variation extrémes oscillent entre des valeurs minimales de 0,25-
1,5% (mV blood et Storagefat neut lipid ratio respectivement) et 50-57% (Storagefat
coef, Liver coef et mB coef).

L'ajustement des parametres a permis une premiéere estimation du taux d’extraction
hépatique de I'a-HBCD chez la poule pondeuse, paramétre non renseigné jusqu’a
présent dans la littérature. Ce parameétre a été estimé a 1,7%, ce qui signifie
gu’environ 1,7% du flux plasmatique d’a-HBCD vers le foie est éliminé par
métabolisme dans cet organe. Maclachlan (2010) a estimé par ajustement de son
modele volaille les ratios d’extraction hépatique de plusieurs molécules. Le ratio
d’extraction a été estimé a environ 3,5% pour le lindane. Graphiquement sur les
concentrations simulées de cette molécule, le t;, dans le gras abdominal peut étre
estimé a environ 10-15 jours. Dans le cas des dioxines, pour lesquelles le taux
d’extraction était d’environ 0,03%, le t;/; simulé atteignait environ 40 jours. Le t;/, de
I'a-HBCD ayant été estimé chez la poule pondeuse a entre 17 et 35 jours dans les

différentes matrices lors de I'expérimentation in vivo décrite dans le chapitre 3 de
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cette thése, un taux d’extraction d’environ 1,7% est cohérent avec les résultats de
Maclachlan (2010).

Le modele a permis de hiérarchiser les caractéristiques de I'animal selon leur
influence sur le transfert de I'a-HBCD chez la poule pondeuse pendant une période
d’exposition lors du 1% cycle de ponte, la mue et le 2°™ cycle de ponte. Les
différences observées sont dues principalement aux différences de poids vif final des
poules de chaque type d’élevage. Dans les scénarii étudiés, les poules présentant les
PV finaux les plus faibles (précisément les poules d’élevages familiaux et celles
d’élevages en circuit court) sont celles ou une exposition a I'a-HBCD donne lieu aux
concentrations les plus élevées de la molécule dans les tissus et dans les ceufs. Les
performances de ponte (taux de ponte aux différents points de la courbe et poids de
I’ceuf) présentent une influence moins importante que les caractéristiques liées au
poids vif sur la concentration de la molécule dans les tissus et dans les ceufs.
Précisément, pour les 1% et 2°™ cycles de ponte, I'influence des paramétres liés au
PV est entre 3 et 5 fois plus importante que I'influence des parametres liés a la ponte.
Les performances de ponte élevées des poules en cages leur permettent d’éliminer la
molécule plus massivement ce qui diminue les concentrations de la molécule dans les
ceufs et dans les tissus, en comparaison avec des poules moins performantes
exposées a un méme niveau de contamination. L’analyse des scénarii met en
évidence enfin que la mue constitue une pratique a risque lorsque des poules sont
exposées a I'a-HBCD, ce qui a été rapporté également par le modele d’A. Fournier
(2015) chez des poules exposées de facon continue a des PCB. Comme le contenu
corporel en a-HBCD est augmenté lors de la mue chez des poules exposées a la
molécule, les ceufs pondus aprés la mue présentent des concentrations élevées qui
diminuent progressivement pendant des semaines aprés ce stade physiologique,
jusqu’a atteindre la concentration plateau liée a I’équilibre de concentration entre les
différents compartiments environ 2 mois apres la fin de la mue.

En tant que modele PBPK, 'ensemble des parametres est clairement interprétable du
point de vue physiologique et biochimique. Le modele peut étre généralisé a d’autres
animaux et molécules lipophiles. Les conditions précises pour la généralisation du

modeéle seront abordées dans les perspectives de la thése (5.4).
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5.2 Complémentarité des approches expérimentale et de modélisation pour décrire les
processus ADME de lI'a-HBCD chez la poule pondeuse; atouts et limites de

I’approche expérimentale.

Lors de la construction d’'un modele qui représente un animal, il est important de pouvoir
vérifier son comportement par comparaison des résultats simulés avec des résultats in vivo.
Ainsi, afin de vérifier que le modele développé était capable de simuler un transfert adéquat
de la molécule vers les tissus et vers I'ceuf suite a un patron d’exposition donné, des
résultats in vivo d’exposition a I'a-HBCD chez la poule pondeuse et de concentration de la
molécule dans les tissus et dans I'ceuf étaient nécessaires. Or, la synthése bibliographique a
mis en évidence I'absence d’études permettant de caractériser le devenir de I'a-HBCD chez
la poule pondeuse. La réalisation d’une expérimentation in vivo pour fournir des données de
concentration de la molécule dans les tissus et dans I'ceuf suite a une exposition orale s’est
donc avérée nécessaire pour évaluer le modele. Cette expérimentation a permis par ailleurs
une estimation de certains parametres cinétiques de I'a-HBCD chez la poule pondeuse,
parametres inconnus au préalable chez les volailles. En résumé, les résultats montrent qu’en
fin d’exposition, la concentration d’a-HBCD dans les tissus (ng g MG) suit la hiérarchie : gras
abdominal = muscles des cuisses > ceuf > foie. Une expérimentation chez des poulets en
croissance exposés a I'a-HBCD réalisée pendant la thése pour un autre volet du projet
BrAviPorc confirme cette hiérarchie dans la concentration d’a-HBCD (ng g* MG) dans les
différents tissus, et permet d’y situer également les muscles pectoraux : gras abdominal =
muscles des cuisses > muscles pectoraux = foie (Cariou et al., 2016). Les résultats dans la
hiérarchie des tissus pour I'accumulation de I'a-HBCD chez la volaille est cohérente avec les
résultats d’accumulation de y-HBCD dans les différentes matrices chez I'oiseau (Fournier et
al., 2012a; Letcher et al., 2015). Les deux tissus ol les concentrations observées sont les plus
élevées (gras abdominal et muscles des cuisses) présentent en commun une proportion
élevée de lipides neutres dans les lipides totaux (valeurs pour les différents tissus présentées
sur le Tableau 26). Le modeéle a été construit sur I’hypothése structurelle d’un transfert de la
molécule vers les tissus en fonction du débit sanguin et des Kp estimés comme le ratio de
concentrations de lipides neutres dans les tissus et le plasma. Les résultats de I'analyse de
sensibilité du modele ont confirmé que la partition de la molécule est gerée par la

proportion de lipides neutres dans les lipides totaux des tissus (4.4.3.2).

La principale limite dans cette expérimentation a été le nombre de données disponibles sur
le niveau bas d’exposition, qui s’est avéré insuffisant pour la validation du modele et qui
conclut statistiquement a des différences non significatives dans le devenir de la molécule
chez la poule pondeuse, tandis que ces différences expérimentales entre les niveaux ont

posé question lors de la validation du modele.
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Cette expérimentation in vivo a permis de déterminer pour la premiere fois les principaux
parametres cinétiques de transfert de I'a-HBCD chez la poule pondeuse (Dominguez-Romero
et al.,, 2016). Elle met en évidence notamment le transfert élevé de I'a-HBCD ingéré vers
I'ceuf. Ainsi, il a été estimé qu’a I'état d’équilibre de transfert, 23% de I'a-HBCD ingéré au
guotidien est transféré vers I'ceuf vs. 1,2% pour le y-HBCD (Fournier et al., 2012a). Cette
expérimentation a permis également d’évaluer le modele PBPK développé pendant la these
et d’estimer par ajustement du modele aux résultats expérimentaux un parametre méconnu

auparavant, le taux d’extraction hépatique d’a-HBCD dans le foie (Eliver, %).

5.3 Contribution a I’évaluation et a la maitrise du risque lié a I'a-HBCD

Les résultats du modele PBPK de transfert de I'a-HBCD chez la poule pondeuse et de
I’expérimentation in vivo réalisés pendant cette these, constituent une base nécessaire pour

I’évaluation et la maitrise du risque lié a la contamination par I'a-HBCD des produits avicoles.

Pour I'a-HBCD, a partir des résultats de toxicité chronique chez le rat, une valeur
toxicologique de référence (VTR) ou dose totale admissible par jour de 0,6 pg kg™ PV j* a été
établie chez I’étre humain (INERIS, 2012). En général pour différentes molécules, en fonction
des VTR et des concentrations de la molécule mesurées dans les aliments composant le
régime, ainsi que de I'importance quantitative de chaque denrée alimentaire dans le régime,
des doses journalieres admissibles peuvent étre fixées pour les différents aliments. Si I'on
considere que I'ceuf représente 2,2% de I'apport en lipides du régime chez I’adulte en France
(Afssa, 2009), une VTR pour I'ceuf d’environ 0,013 pg kg™ PV j* pourrait étre estimé pour I'a-
HBCD. Il serait possible d’utiliser le modele pour avoir une idée de la concentration de la
molécule dans la matrice d’exposition ingérée par la poule qui donnerait lieu a une
concentration maximale admissible dans les ceufs et déterminer quel est le niveau
d’exposition de la poule a I'élevage qui représente un risque pour le consommateur.
Cependant cela ne présente pas d’intérét pour un polluant comme I'HBCD. Pour ces
molécules, I'intérét est surtout de diminuer autant que possible le risque de contamination
des produits animaux en maitrisant d’un c6té les possibles sources d’exposition en élevage
afin de réduire au minimum possible le niveau d’exposition, et d’un autre c6té de connaitre
le devenir de la molécule chez I’'animal, de connaitre les facteurs physiologiques de I'animal
qui lui permettent de diluer ou d’éliminer la molécule le plus efficacement possible pour que
la concentration dans les produits animaux soit la moindre possible suite a une exposition a
cette molécule. Ce type de démarche est intéressant cependant si le modele est extrapolé a
des substances médicamenteuses pour étudier les doses d’exposition qui permettent

d’atteindre des concentrations d’intérét dans les tissus cibles du médicament.
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Certaines recommandations peuvent étre dégagées de ce travail pour les éleveurs de poules

pondeuses :

Bien que les démarches appliquées pendant la thése ont été centrées sur I'influence
des caractéristiques de I’'animal sur le devenir de la molécule, la mise en commun de
certains résultats de I'étude bibliographique et les résultats de I’expérimentation in
vivo permettent de dégager une recommandation pour limiter le risque d’exposition
par la voie plausible de l'ingestion de fragments de matériaux contaminés dans
certains élevages, telle que suggérée par Hiebl et Vetter (2007). Il est recommandé
de vérifier I’état des batiments d’élevage, de garantir une maintenance adéquate ou
la réparation des installations pour éviter toute possibilité d’acceés des poules a des
polystyrenes présents dans la structure des batiments.

Le modele a permis de conclure qu’en cas d’exposition des poules pondeuses a une
source de contamination par I'a-HBCD, certaines caractéristiques physiologiques de
la poule pondeuse influencent la concentration de la molécule dans les tissus et dans
les ceufs :

o Chez des poules en ponte, le PV est le principal facteur qui influence Ila
concentration de la molécule dans les tissus. Le risque d’atteinte de
concentrations élevées de la molécule dans les tissus et dans les ceufs est plus
important chez des poules a poids vif réduit. Par ailleurs, avec une influence
moins importante du point de vue de la gestion de risques que le PV, des
performances élevées de ponte tendent a diminuer la concentration d’a-
HBCD dans les tissus et dans les ceufs. Les performances de ponte élevées
sont souhaitables notamment du point de vue économique. Du point de vue
de la gestion de risques, elles contribuent a réduire la charge corporelle de la
molécule. Sur ce dernier point, les caractéristiques de ponte restent moins
influentes que le poids vif.

o La mue représente une pratique d’élevage a risque chez des poules qui ont
été ou qui sont exposées a I'a-HBCD. La concentration de la molécule dans les
ceufs sera plus élevée aprés la mue gqu’avant celle-ci. Ces concentrations
reviendront a des valeurs plus faibles plusieurs semaines apres la fin de la
mue.

o La concentration de la molécule dans les tissus est importante chez des
poules pondeuses de réforme, c’est-a-dire des poules abattues a la fin de leur
vie productive pour une utilisation de leur chair a des fins alimentaires. |l est
recommandable de maintenir les poules de réforme en production d’ceufs

jusqu’a I'abattage pour éviter, dans le cas ou elles seraient accidentellement
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exposées a la molécule, une augmentation considérable dans la charge
corporelle de la molécule (dans le cas ou la poule serait contaminée) qui a lieu

qguand un arrét de la ponte est maintenu pendant plusieurs jours.

5.4 Perspectives

La réalisation d’une nouvelle expérimentation in vivo de transfert de I'a-HBCD chez des
poules pondeuses serait utile notamment pour valider le modele. Le plus indiqué serait
d’utiliser des poules pondeuses sélectionnées pour leurs performances de ponte pour éviter
si possible de devoir modifier les données physiologiques du modele avant évaluation du
modele sur ces données. Une simplification du nombre de compartiments contenus dans le
modele a été proposée ci-dessus (5.1), avec représentation uniqguement du foie, du plasma,
du compartiment « other » et du jaune d’ceuf chez la poule pondeuse. Parallelement, une
réduction du nombre d’échantillons a analyser lors de I'expérimentation in vivo chez les
poules de chaque traitement expérimental est possible en limitant les prélevements et
analyses a ces tissus (foie, plasma, jaune d’ceuf). Le nombre de points cinétiques sur le
niveau d’exposition prioritaire peut étre maintenu, et le nombre de points cinétiques de
prélevement sur le niveau d’exposition secondaire peut étre augmenté grace a la réduction
du nombre de matrices prélevées. Par ailleurs en s’appuyant par exemple sur trois dates
d’abattage (en début, au milieu et en fin d’expérimentation), un échantillon obtenu a partir
d’un broyage du reste de la carcasse serait utile pour analyser le contenu lipidique total et
surtout pour analyser le profil en lipides neutres de ce compartiment « other ».
L'augmentation du ratio entre les deux niveaux de concentration de la molécule dans les
aliments (ex. passer d’un facteur 11 a un facteur 30 entre les deux niveaux d’exposition)
permettrait d’arriver a des résultats plus concluants sur I'absence de I'effet niveau
d’exposition. En cas de confirmation de I'absence de cet effet, les deux jeux de données
pourraient étre utilisés pour validation du modele. En cas d’effet du niveau d’exposition lors
de cette nouvelle expérimentation, des phénomeénes d’induction ou de saturation du
métabolisme devraient étre considérés dans le modele. Les deux jeux de données serviraient

a I'ajustement des parametres correspondants du modéle.

Méme si la mue n’est pas induite par tous les types d’élevage, une autre expérimentation
avec un niveau d’exposition constant (ex. par ingestion d’'une quantité constante de la
molécule tous les jours) pendant la ponte et pendant la mue permettrait d’étudier une
possible influence du stade physiologique sur le taux d’extraction hépatique de la molécule
et d’évaluer le modele a ce stade. Au vu des changements dans la composition et la

physiologie subis par le foie chez la poule pondeuse selon le stade physiologique, il ne

237



semble pas aberrant qu’une modification dans le taux d’extraction hépatique puisse avoir

lieu en fonction du stade physiologique.

L'utilisation du modele sur d’autres animaux que des poules pondeuses doit étre soumise a
des modifications de la valeur des parametres physiologiques, du taux d’extraction de la
molécule dans le foie et si besoin a des adaptations dans la structure du modele au niveau
notamment des tissus représentés. Le choix des tissus représentés peut étre modifié. Pour
remplacer un tissu par un autre, il suffira de mettre la valeur des parametres correspondante
a ce dernier. Si le paramétrage d’'un compartiment donné n’est pas possible ou n’a pas
d’intérét pour certains animauy, il suffit de mettre a 0 la croissance et le poids initial de ce
compartiment, qui sera alors automatiquement pris en compte dans le compartiment
« other » de fagon indifférenciée. Aucune modification du paramétrage de « other » n’est
alors requise car ce compartiment est construit par différence entre le corps entier et les

tissus représentés.

Est-il envisageable d’extrapoler le modele pour représenter le transfert d’autres molécules
chez la poule pondeuse ? Pour des molécules hautement lipophiles dont I'accumulation se
produit majoritairement dans les lipides neutres des produits, il suffirait de modifier le taux
d’absorption de la molécule dans le tube digestif et le taux d’extraction de celle-ci dans le
foie. L'utilisation du modele sur des molécules dont la partition se produit selon la
concentration de lipides totaux dans les tissus requiert d’ailleurs de modifier le calcul des Kp,
de facon a ce que ce soit la concentration de lipides totaux dans les tissus et dans le plasma
et non pas la concentration de lipides neutres qui détermine cette partition. Ainsi, une
généralisation du modele sur des molécules ou la partition dans les tissus est fonction des
lipides totaux permettrait de simplifier le modele. Il est certainement possible de généraliser
et de valider le modeéle sur ce type de molécules de facon a ce qu’il permette une prédiction
fine des concentrations de ces molécules dans les tissus en réponse a une dose

d’administration.

Dans le cas d’une généralisation sur d’autres molécules il est important de vérifier par
ailleurs que celles-ci ne présentent pas une élimination rénale importante ou, dans ce cas, il
est nécessaire de mettre en ceuvre des ajouts sur le modele pour représenter cette autre
voie d’élimination. De la méme facon, ce modele ne considere pas des phénomeénes de
saturation du métabolisme ou d’induction d’enzymes. Si on souhaite I'extrapoler sur des
molécules ou des doses pour lesquelles ces mécanismes sont mis en place, il est simple de
mettre en place ces mécanismes en fixant des conditions pour la clairance hépatique selon
lesquelles ce métabolisme ne se produit pas en dessous ou n‘augmente plus au-dessus d’une

certaine concentration de la molécule dans le plasma.
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Un niveau d’exposition chronique constant serait également pertinent pour des molécules
médicamenteuses. Dans I'état actuel du modele, sa généralisation a des molécules
meédicamenteuses a caractere lipophile et a distribution par voie orale constitue une
perspective intéressante du modele pour déterminer des doses d’exposition qui permettent

d’atteindre une concentration souhaitée du médicament dans un tissu cible.

Une validation du modele par des jeux de données alternatifs est recommandée dans les cas

de généralisation de son utilisation sur d’autres especes ou des molécules différentes.
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7 Annexes

Annexe 1. Transfer of the a-HBCD in the laying hen: a physiologically based
pharmacokinetic (PBPK) model
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Abstract; keywords

Hexabromocyclododecane (HBCD) is a persistent organic pollutant (POP) of which the main
source of exposure for the general population is represented by the foodstuffs of animal
origin. The mean exposure level of the consumer to HBCD doesn’t represent any risk to the
food safety and the consumer’s health (EFSA, 2011). Nevertheless, high maximal
concentrations have been reported in some food samples including eggs (DGAL, 2009). The
hens could be exposed mainly to the a- isomer of the HBCD. The laying rate and the body fat
have an influence on the transfer kinetics of other POP in the laying hen. It was necessary to
explore the influence of these features on the transfer kinetics of the a-HBCD in the case of a
non-intended exposure of the laying hens to the molecule. A physiologically based
pharmacokinetic (PBPK) model has been developed, calibrated by literature data, a
sensitivity analysis has been developed and some parameters have been adjusted on the
basis of experimental results. This model has allowed the hierarchical organization of the
physiological characteristics according to their influence on the a-HBCD accumulation in the
tissues and its transfer to eggs in the laying hen during lay and molt. Among the physiological
features considered as specific to different laying hen strains, the body weight (BW) is the
main one influencing the a-HBCD kinetics. Thus, if the hen is exposed to the molecule, a low
BW predisposes this animal to present higher concentrations of the molecule in all the
matrices. A high laying performance diminishes the concentration of the molecule in all the
matrices. The molting stage raises the body charge of the molecule in exposed hens. It was
estimated that approximatively 1.7% of the a-HBCD plasmatic flow to the liver is
continuously eliminated by metabolism in this organ. The model can be extrapolated to

other animals and lipophilic molecules.

Keywords : PBPK model, HBCD, laying hen, physiological features.
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Introduction

Food safety refers to the prevention of the hazards that may make food injurious to the
consumer’s health (FAO/WHO, 2003). Most of the food safety consultations or events
included in the 2014/15 INFOSAN’s Activity Report were related to pathogenic microbes
(65% in 2014 and 59% in 2015) and chemical contaminants (25 and 22% respectively).
Hexabromocyclododecane (HBCD) is a brominated flame retardant that has been used
mainly as an additive in polystyrene foam (EPA, 2014). Its production and use is restricted
since it was included in the annex A of the Stockholm Convention on Persistent Organic
Pollutants (POP) in 2013 (decision SC-6/13). As a POP, the HBCD, once released in the
environment, is able of a wide distribution and a high persistence; in living organisms, this
highly lipophilic molecule accumulates in lipids and is toxic for animals (included humans)
(Covaci et al., 2006; Marvin et al., 2011). The ingestion of contaminated food is the main way
of exposure of the general population to this molecule (Fromme et al.,, 2016) and the
foodstuffs or animal origin the main source of exposure (EFSA, 2011). Mean concentrations
of HBCD around 1 ng g lipids are generally reported in these foodstuffs and the mean
exposure level in the adult is estimated to be around 0.09-0.99 ng kg'1 BW d* in Europe
(EFSA, 2011), 0.43 ng kg™ BW d™ in the United States (Fromme et al., 2016) and 0.43 ng kg™
BW d™ in China (Shi et al., 2009). Different studies conclude that the mean level of exposure
of the population to this molecule doesn’t represent a risk for the health (EFSA, 2011;
Fromme et al., 2016). Nevertheless, in spite of the low mean concentrations of the molecule
in food, high maximal concentrations have been reported in some samples of different
foodstuffs of animal origin. In eggs, maximal concentrations around 500 ng g'1 lipids (DGAL,
2010) and even higher than 2000 ng g* lipids (DGAL, 2009; Hiebl and Vetter, 2007) have
been reported in some samples by different food control surveys. The exposure of the hens
to HBCD by picking of contaminated materials was suggested by Hiebl and Vetter (2007) as
the cause of the high concentrations of the molecule in some eggs reported by this study. As
the HBCD has been dosed in soil (Covaci et al., 2009), plants (Li et al., 2012) and animal feed
(Fernandes et al., 2016), these matters constitute other possible sources of exposure of hens
to HBCD while being bred. Among the three main isomers of HBCD, that’s to say a-, B- and y-
HBCD, the a-HBCD is generally the predominant isomer in the foodstuffs of animal origin and
specifically in eggs (Knutsen et al., 2008; Rawn et al., 2011). The a-HBCD was also generally
the predominant isomer HBCD dosed in polystyrenes sampled in poultry and porc farm
buildings (Cariou et al., 2014). The hens could be exposed mainly to this isomer. Most of the
kinetic parameters of the accumulation in tissues and transfer to eggs of the ingested a-
HBCD have been estimated by an in vivo experience in Novo brown laying hens orally

exposed to the molecule (Dominguez-Romero et al., 2016). The influence of the laying rate,
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the body fat and the molting state on the accumulation in tissues and transfer to eggs of
PCB, a kind of POP, was shown by the compartmental model of Fournier et al. (2015).
However, there is no information about the influence of the physiological characteristics in
the kinetics of accumulation and transfer of the a-HBCD in the laying hen. Modelling can
help to answer to this question for a long range of physiological features in hens
characteristic of different breeding systems, such as family farming or conventional cage
systems. A physiologically based pharmacokinetic (PBPK) model has been developed for
filling these gaps. The choice of a PBPK model has the advantage of making it easier to
extrapolate the model to other animals or lipophilic molecules (MaclLachlan, 2010) and a
differenciate physiological or biochemical interpretation of the value of each parameter
(Andersen, 1995).

Material and methods

Model structure and calibration

The model, implemented on Vensim PRO software, is composed of two submodels, one
physiological and one representing the transfert of the molecule (Absorption, Distribution,
Metabolism and Excretion: “ADME” submodel). The physiological submodel is presented on
two diagrams in the appendix (Figures S 1 and S 2). The ADME submodel is presented in the
Fig. 1. The represented tissues are: the plasma, the liver, the abdominal fat, the pectoral
muscles, the thigh muscles. A compartment “other” represents the rest of tissues of the
body. In this paper, “tissue i” is a generic denomination that makes reference to different

tissues. Ten growing follicles that give rise to the yolks are also represented.

The laying hen is represented from 84 to 644 days of age, what includes the end of the
growth, the 1*" laying cycle, one molting (with a period of BW loss followed by a period of
BW recovery). These periods and ages are summarized in the Fig. 2. The physiological
submodel represents the physiological characteristics of the laying hen considered to
influence the transfert of the a-HBCD, more specifically the BW, the tissue weight, the total

and neutral lipid content of the different tissues and the plasma irrigation.

The ADME submodel represents the transfert of the molecule in the body to the different
compartments and is mainly driven by the physiological submodel. Effectively, the level of
exposure is considered as proportional to the daily feed intake (DFI, kg d*). The distribution
is driven by the partition coefficient of the molecule between a tissue and the plasma (Kp
tissue i, L kg'l) and by the blood flow to tissues (Tissue i perf, L d?) (Benet et al., 1996;
Renwick, 2001). Because of the high lipophilicity of this molecule (log Kow of 5.6; Marvin et

al., 2011), the “Kp tissue i” is considered as the ratio of the neutral lipid concentrations in
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the tissue and in the plasma (Haddad et al., 2000; MaclLachlan, 2010; Poulin and Haddad,
2012). Moreover the transfer of the molecule to the growing follicles represents an
important way of elimination of the molecule when the yolks are ovulated (Donoghue, 2001;
Fournier, 2011). Two parameters specific to the molecule are represented in the ADME
submodel: the absorption coefficient in the gut (HBCD abs coef, no units) and the extraction
rate of the a-HBCD in the liver (Ejver, No units), that influence respectively the absorption,

the metabolism and elimination of the molecule.

Two databases were created from around 110 references for the calibration of parameters.
The description of all the parameters, their values and the references used for the

calculation of these values are presented in the Tables 1 to 6.

Physiological submodel

Body and tissue weight
At the end of the growth and during the 1% laying cycle, the body weight (BW, kg) is
described as a Gompertz function (Aubry et al., 2004) (Equation 1). The weight of each tissue
(Whiissue i, kg) is described as an allometric function of BW (lbe and Nwakalor, 1987)
(Equations 2 and 3).

_(e—Bgompx(AGEZg—AGEl)_e—Bgompx(AGE—AGEl))

BW2 .. .—Bgompx(AGE2g—AGE1) Equation 1
= X — 1+e
BW = BW2 —
In Wiissue i = atissuei X INBW + byjggue i Equation 2
Wtissuei = Atissuei X BW + btissuei Equation 3

The parameters related to the BW (kg) and the tissue weight (Wiisswe i, kg) have been

estimated by adjusting these equations on bibliographic data.

In the model, the BW and the Wiissue i cOmpartment volumes result from the fluxes of weight
gain and loss and from the initial weight of these compartments, as a function of the
physiological stage. All the equations applied in the model for the calculation of the fluxes of
BW and tissue weight gain and lost are shown in the Table 7. The BW gain (kg d) is
calculated as the derivate of the Equation 1 in function of the AGE during the growth and the
beginning of the first laying cycle until the BW is maximized (Table 7, equation 14). For these
periods, the tissue weight gain (Wyssue i gain, kg d?) is calculated for all tissues unless “other”
as the product of the derivative of the Equation 2 (for the pectoral muscles, the liver and the
blood) or of the Equation 3 (for the abdominal fat and the thigh muscles) in function of BW
and the BW gain (Table 7, equations 15 and 16). During the first 12 days of molting (molting,
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BW loss), the BW diminishes of 25% (Prop BW molt, no units) by a constant BW loss (Table 7,
equation 18). The tissue weight diminishes by a constant Wissue i l0ss that depends on the
total fraction of each tissue weight lost during molting (Prop Wiissue i molt, no units) (Table 7,
eq. 19). The BW and the weight of tissues are recovered during the 30 last days of the
molting, respectively by a constant BW gain (Table 7, eq. 21) and a constant Wyjssue i gain
(Table 7, eq. 22). At the end of the molting (AGE4), the BW and the weight of tissues attain
the value observed before the molting, and they stay stable during the 2" laying cycle. The
gain and the lost of weight of “other” are always calculated as the difference between the
changing of the BW and the changing of weight of the rest of tissues (Table 7, equations 17,
20 and 23).

The plasma volume is calculated as a function of the blood weight, the blood density
(MVbioog, kg L) and the haematocrit (Ht growth or lay or Ht molt, no units) (Table 7,
equations 24, 26 and 28). The gain and loss of plasma volume is calculated as a function of
the gain or loss of blood weight at each physiological stage (Table 7, equations 25, 27 and
29).

Total and neutral lipid content in the body and in tissues

The proportion of lipids in the body (BW lipid cont, kg kg™) is considered to represent 6% at
AGE1, 20% at AGE2, 13% at AGE3 and 20% from AGE4 to AGES. For the intermediary ages in
each of these intervals, the proportion of lipids in the body is considered to vary linearly with
the BW, as a function of the BW and the lipid content of the body at the beginning
(respectively BWb, kg and BW lipid cont AGEb, %) and at the end (respectively BWe, kg and
BW lipid cont AGEe, %) of the corresponding interval (Equation 4). The body total lipid
weight (body total lipids, kg) is calculated as the product of the Proportion of body total
lipids by the BW (Equation 5).

Proportion of Body total lipids = BW lipid cont AGEb + (BW — BWb) X

(BW lipid cont AGEe—BW lipid cont AGEb) Equation 4
(BWe-BWb)
Body total lipids = BW X Proportion of Body total lipids Equation 5

In tissues, during the growth and laying periods, the amount of tissue total lipids is
calculated as a function of the proportion of total lipids in the tissue (Tissue lipid cont, kg kg
') and an intercept (b lip tissue i) (Equation 6) for the liver, the pectoral muscles, the thigh

muscles and the abdominal fat. The intercept is different from 0 only for the liver.

Tissue i total lipids = Tissue i lipid cont X Wijssue i + biip tissue i Equation 6
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All the equations applied in the model for the calculation of the total and neutral lipid
content in the body and in tissues are shown in the Tables 8 and 9. The flux of Lipid
deposition or Lipid loss (kg d!) in the body are calculated as the product of the derivate of
the Equation 5 as a function of by the BW gain or loss (Table 8, equations 30, 32 and 35). The
flux of lipid deposition in a tissue (tissue i lipid dep, kg d) is calculated by multiplying the
derivate of the Equation 6 as a function of the tissue weight by the weight gain (Table 8, eq.
31). The flux of storage fat lipid deposition and loss are directly proportional to the Wioragefat

gain or loss at every stage (Table 8, equations 33 and 36).

For the liver and the pectoral and thigh muscles during molting, a linear variation of the
proportion of total lipids in these tissues is considered from AGE2 to AGE3 (molting, BW
loss), and from AGE3 to AGE4 (molting, BW recovery). For the intermediary ages in these
intervals, the proportion of total lipids in these tissues varies linearly as a function of the
weight and the lipid content of the tissue at the beginning (respectively Wyssye i AGEb, kg and
Tissue i lipid cont AGEb, %) and at the end (Wyssue i AGEe, kg and Tissue i lipid cont AGEe, %)
of the corresponding interval (Equation 7). The tissue lipid weight (tissue i total lipids, kg), is
the product of the Equation 7 by the Wi;scue i (Equation 8).

Tissue i lipid cont = Tissue i lipid cont AGEb + (Wiissue i — Whissue i AGED) X

(Tissue ilipid cont AGEe—Tissue i lipid cont AGEDb) Equation 7
(Wtissue i AGEe—Wtjssue i AGED)

Tissue i total lipids = Wjisqye i X Tissue i lipid cont Equation 8

For these tissues (liver, pectoral and thigh muscles), the fluxes of lipid deposition or lipid loss
during molting are calculated in the model as the product of the derivate of the Equation 8
as a function of the tissue weight by the tissue weight gain or loss (Table 8, equations 34 and
37).

In the plasma, the weight of total lipids can be calculated as the product of the volume of
plasma (Vyiasma, L) and the concentration of lipids in plasma either during growth and molting
or during laying (respectively Plasma lipid cont and Plasma lipid cont lay, kg L") (Equations 9
and 10).

Plasma total lipid = Plasma lipid cont X V1,54 Equation 9

Plasma total lipid = Plasma lipid cont lay X Vpja5ma Equation 10

In the model, the gain or loss of total lipids in the plasma is calculated by multiplying the gain
or loss in plasma volume by the concentration of lipids in plasma either during growth or
molting (Table 9, eq. 41 and 43) or during laying (Table 9, eq. 45 and 46). At the transition

ages between not laying and laying (and vice versa), a correction must be applied for

260



considering the changings in the haematocrit depending in the stage (Table 9, eq. 42, 44 and
47).

The gain or the loss of weight of “other” total lipids is calculated by the difference between
the changing of the weight of the Body total lipids and the changing of the weight of the
total lipids in the rest of tissues (Table 8, eq. 38 and 39).

The proportion of the neutral lipids in the total lipids of the tissues (Tissue i neut lipid ratio,
kg kg) is estimated from bibliographic data as the sum of the proportions represented by
the triglycerides, the cholesterol and 0,3 times the proportion of phospholipids in the total
lipids of each tissue (Haddad et al., 2000). The Tissue neut lipid ratio is considered invariable
with the physiological stage for most of the tissues unless for plasma, where this ratio
increases during laying. In the model, the amount of neutral lipids in the different tissues
(Tissue i neutral, kg) is calculated by multiplying the Tissue neut lipid ratio by the amount of
total lipids in the tissue (Table 8, eq. 40; Table 9, eq. 48 and 49).

Irrigation of tissues

All the equations applied in the model for the calculation of the different components
related to the irrigation of tissues are shown in the Table 10. The daily cardiac output can be
calculated as the product of the cardiac output (Q coef, L kg™ d*) by the BW (kg). The daily
plasmatic cardiac output (TQ, L d?) is calculated by multiplying these variables by the
proportion of plasma in the blood (eq. 50). Following the same structure, the plasmatic flow
to each tissue (Tissue i perf, L d*) is calculated by the (eq. 51), where Tissue i coef is the
blood flow to the tissue expressed in L kg™ tissue d*. The daily plasmatic flow to the “other”
compartment (Other perf, L d!) is calculated as the difference between the TQ and the

blood flow to the rest of tissues (eq. 52).

Laying

All the equations applied in the model for the calculation of the components related to the
growth of follicles and the ingestion are shown in the Table 10. Ten follicles are represented
in the model. The initialisation of the growth of each follicle takes place one day after the
initialisation of the previous one. The initialisations begin at AGE maturity and stop at AGE2,
for restarting at AGE4. The daily store of follicle weight (Wioiic[1..10 g2in, kg d'l) is considered
to last 10 days and is calculated by a logistic model (Fournier et al., 2010) (eq. 53). The
follicle growth rate variable (k growthsgic, kg'1 d'l) is calculated by considering that the
follicle is ovulated when its weight reaches 93% of the maximum follicle weight (W, kg)
(eq. 54). The daily store of total lipids in the follicle (Follicj;_10) lipid dep, kg d) is calculated
as the product of Weiic(1..10] gain by the concentration of lipids in the yolk (Yolk lipid cont, kg
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kg™) (eq. 55). The amount of lipids (kg) in the ovulated yolk is calculated by the product of
the concentration of lipids in yolk (Yolk lipid cont, kg kg™) and the weight of the ovulated
yolk (Wyoi1.105, kg) (eq. 56). The maximum follicle weight (W, kg) can be calculated as a
function of the egg weight (eq. 57) (Silversides and Scott, 2001; Suk and Park, 2001). The egg
weight (Wegg, kg) increases with the hen age (Adams and Bell, 1998; Silversides and Scott,
2001). This Wegg is calculated as a function of the maximum egg weight (W.g max, kg) and a
constant (Kwegg, d') when the maximum laying rate (LR max, %) is higher than 60% (eq. 58).

For lower values of LR max, Wegg is calculated as a function of the laying rate (eq. 59).

The laying rate curve is represented by calculating the number of follicles initialised in 10
days (Ninit104) @s a function of the maximum and the minimum laying rates in this curve (LR
max and LR min, %), the persistence of laying (LR persist, weeks) and the part of the laying
rate curve corresponding to each age (N¢ce) (9. 60). The Mean Wegg (kg d?) is the mean

weight of the eggs laid daily for 10 days (eq. 61).

Ingestion

All the equations applied in the model for the calculation of the components related to the
ingestion are shown in the Table 10. The daily feed intake (DFI, kg d) is calculated at all ages
as the quotient of the metabolizable energy ingested (Ei, MJ d') and the metabolizable
energy content in food (Egiet, MJ kg'l) (eq. 62). From bibliographic data, the modelisation of
the ingested metabolizable energy (Ei) is calculated as a function of BW during the end of
growth and before the first egg is laid (eq. 63) (ISApoultry). During the 1** laying cycle, Ei is
calculated as a function of the metabolic BW (BW®’®), the gain of BW and the MeanWegg (kg
d?) (eq. 64) (ISApoultry, ; NRC, 1994). During the first 12 days of molting, an energetic feed
restriction is applied by diminishing of 60% the Ei (Souza et al., 2010) (eq. 65). During the last
30 days of molting, the Ei is calculated as a function of the BW®’> and the BW gain (eq. 66).
The Ei is fixed for 30 days after AGE4 to the value attained at AGE4 (eq. 67), and by the eq.
68 for the rest of the 2™ laying cycle.

ADME submodel

The equations driving this submodel are compiled in the Table 11.

Ingestion and absorption of the a-HBCD

The total exposure by ingestion of the molecule (Total HBCD intake, pg d) is represented in
the model as the sum of the exposure by two possible sources: contaminated feed (Diet
HBCD intake, pg d*) and contaminated materials (No diet HBCD intake, pg d) (eq. 69). Only

the first source is used here because this chronic way of exposure was the one used in the
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only in vivo experiment realised about the transfert of the a-HBCD in the laying hen
(Dominguez-Romero et al., 2016), whose data serve to the adjustment and the validation of
the model. The Diet HBCD intake is calculated as the product of the daily feed intake (DFI, kg
d?) and the concentration of a-HBCD in the feed (Diet HBCD conc, pg kg*) (eq. 70). Thus the
absorption of the molecule depends directly on the DFI, which is highly restricted during
molting (Table 10, eq. 65). The flux of the a-HBCD absorbed from the ingested feed to the
liver is calculated as the product of the HBCD intake by the absorption coefficient of the
molecule in the gut (HBCD abs coef, no units) (Table 11, eq. 71).

Distribution

The absorbed molecule transfers from the liver to the plasma. The molecule is then
distributed to all the tissues by the arterial flow to each tissue, calculated as the product of
the daily plasmatic flow to the tissue (Tissue i perf, L d!) and the concentration of HBCD in
plasma (HBCDpjasma CONC, pg L'l). The plasmatic venous flow from the tissue to plasma
considers that a part of the molecule stays in the tissue during the exchanges with plasma.
The part of the molecule retained in each tissue during the exchanges with plasma depends
on the partition coefficient of the molecule in the tissue, estimated for the highly lipophilic
a-HBCD as the ratio between the concentration of neutral lipids in the tissue and the
concentration of neutral lipids in plasma (Kp tissue i, L kg™) (eq. 72). In the model, the net
plasmatic flow of the molecule in each tissue (HBCDpjasma tissue i» M8 d?) is calculated as the
difference between the arterial and the venous flows as represented by the eq. 73. The
concentration of a-HBCD in the lipids of each tissue is calculated by the eq. 74.

Metabolism

The hepatic metabolism of the a-HBCD is represented. In light of the experimental results in
the laying hen (Dominguez-Romero et al., 2016) that indicate 1** order kinetics for the
depuration of the different tissues and generally no significant effect of the exposure level in
the transfer kinetics of the molecule, no saturation or activation processes in liver are
considered for the doses of interest. The clearance of the molecule from the liver (HBCDjjyer
Cl, pg d') is calculated as the product of the Liver perf (L d), the HBCD concentration in
plasma (ug L) and the extraction capacity of the liver for this molecule (Eliver, no units)
(Benet et al., 1996; Maclachlan, 2009, 2010) (eq. 75).

Elimination

The daily flux of the a-HBCD from the plasma to each growing follicle (HBCD pjasma folif1..10], M&
d?) is calculated as the product of the daily store of total lipids in the follicle (Follicqa. 107 lipid
dep, kg d*) by the proportion of neutral lipids in the total lipids of follicle (Follic neut lipid
ratio, kg kg™) and the concentration of the molecule in the neutral lipids of plasma (ug kg)

(eqg. 76). The concentration of a-HBCD in the laid yolk is calculated by the eq. 77.
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Sensitivity analysis

This analysis is applied on the whole parameters of the basal model by testing each
parameter individually. The minimum and the maximum values studied for each parameter
(Test values) were established either as the basal value +2 times the standard deviation (SD),
when the SD was known, or by modifying the basal value by a variable percentage (in
general from +10 to #25%), in order to test values as realistic as possible while permitting an
interval of variation large enough. The percentage of variation in the value of each

parameter (PVar parameter, %) is calculated by the equation 11.

Test value of the parameter—Basal value of the parameter

PVar parameter = X 100 Equation 11

|Basal value of the parameter|

The model is firstly simulated by considering the basal values of all parameters and exposing
the hen to a contaminated feed (40 pg a-HBCD kg™ feed) from AGE1 to AGES. This level of
exposure is aleatory chosen as one of the experimental levels applied (Dominguez-Romero
et al., 2016). As the DFI is restricted during the first days of molting, it diminishes the
exposure during this period (Table 10, eq. 65). The simulated concentration of a-HBCD in all
tissues and eggs is compiled. Thereafter a new simulation is made by maintaining the
exposure profile while changing the value of one parameter to one of its test values. The
new simulated concentrations of a-HBCD in tissues and eggs are compared to those
obtained by simulating the basal model. This comparison is made separately at different
ages representative of each physiological stage: 110 days (end of growth), 350 d (1°*" laying
cycle), 488 d (molting, BW lost), 517 d (molting, BW recovery), 640 d (2™ laying cycle). The
percentage of variation in the concentration of a-HBCD in each matrix (PVar [HBCD]xissues/eggs:
%) is calculated by the equation 12. For normalising the results and comparing parameters
whose variation percentage is different, a variation ratio (Var ratio {[HBCD]
(tissues/eggs)/ Parameter}) is calculated by the Equation 13 for each parameter value. Before
changing any parameter’s value to its test value, the other parameters are fixed to theirs

basal values.

PVar [HBCD]tissue/eggs =

Equation 12
[HBCD]tissue/eggs after changing the value of the parameter—[HBCD]tissue/eggs from the basal model % 100
[HBCD]¢issue/eggs from the basal model
Var ratio [HBCD]tissue/eggs — PVar [HBCD]tissue/eggs Equatlon 13

parameter PVar du parameétre
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Optimization

Adjustment of the model to the experimental physiological data

Experimental data of contamination of tissues and eggs in laying hens following exposure to
o-HBCD were used for the optimization and evaluation of the model (Dominguez-Romero et
al., 2016). Briefly, 45 experimental Novo Brown hens (30 weeks, 1.54+1.3 kg at the beginning
of the experiment) received an experimentally contaminated feed (40 or 3.6 pg a-HBCD kg™
feed) either for 18 weeks (both contamination levels), or for 11 weeks followed by 7
depuration weeks (40 pg kg?). They were slaughtered at different time points all along the
experiment and the concentration of a-HBCD (pg kg™ lipids) in tissues and eggs analysed. At
the end of the experiment (48 weeks of age), the mean BW of the hens was 1.69+3.5 kg.
Surprisingly, these hens continued to grow during the experiment, whereas this breed was
expected to be heavier than it was and the BW was expected to approach stability at these
ages (1.82 and 1.86 kg at 30 and 48 weeks respectively) (Novogen, 2016). In order to
eliminate the bias motivated by these physiological differences, an adjustment was realized
on the physiological submodel for representing the physiological characteristics observed in
the experimental hens. The procurable experimental physiological data corresponded to:
BW as a function of age, weight and total lipid content of tissues (abdominal fat, liver, thigh
muscles, eggs and yolks), blood lipid profile, ingestion and laying rate. This adjustment
implied the recalculation of some parameters (Table S 9), the adjustment of DFl and Wegg
on the basis of regression equations between these variables and the age (Figure S 3), and
the use of lookup variables for simulating the laying rate of the experimental hens (higher
than 90% all along the experiment). The adjusted values of parameters and variables of the
physiological submodel to the experimental physiological data are exclusively applied during
the global adjustment of selected parameters and during the evaluation of the ADME

submodel.

Adjustment of selected parameters for the evaluation of the model

The proportion of neutral lipids in the total lipids of each tissue (Tissue i neut lipid ratio, kg
kg™), the blood flow to the liver (Liver coef, L kg™ tissue d) and the extraction rate of the a-
HBCD in the liver (Ejver, %) were adjusted. For this purpose, the experimental data of a-HBCD
concentration in tissues and eggs (pg kg lipids) of 36 hens receiving a contaminated feed at
a concentration of 40 pg kg™ either for 18 weeks or for 11 weeks followed by 7 depuration
weeks (Dominguez-Romero et al., 2016) were imported from Excel to Vensim. The same
exposure pattern used during the experiment was applied in the model. The adjustment of
some parameters aims to get the values of the “payoff elements” as close as possible to the

experimental values. The following variables were selected as “payoff elements” (weight=1):
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HBCD liver conc total lipid, HBCD storagefat conc total lipid, HBCD yolk[1..10] conc total lipid,
HBCD mB conc total lipid, HBCD plasma conc total lipid. The parameters to be adjusted were
selected. A payoff report is produced at each adjustment. The parameters were adjusted in

the following order:

-Firstly, Ejer is adjusted on the data of hens contaminated for 18 weeks. The adjusted value
of Eliver is kept henceforth. Secondly, the tissue i neut lipid ratio parameters are adjusted on
the same experimental data, by limiting their variation interval to £20% of their basal values.

The adjusted values of these parameters are kept hereafter.

-The data of the hens contaminated for 11 weeks followed by 7 weeks of depuration are

used for the adjustment of Liver coef. Its adjusted value is used from this point forward.

For the proportion of neutral lipids in the total lipids of plasma during (growth and) molting
(Plasma neut lipid ratio, kg kg™), its adjustment is realized by considering the same

proportion of variation as the one applied on Plasma neut lipid ratio lay, kg kg™

Model evaluation

The model capability to simulate the transfer of the a-HBCD to the tissues and eggs in the
laying hen exposed to the molecule was evaluated after adjustment of the physiological
characteristics to those of experimental hens, and after adjustment of other selected
parameters related to the physiology and to the molecule kinetics. The model is evaluated
by comparing the simulated to the experimental data after an exposure to a contaminated

food (at 40 pg kg™) for 18 weeks.

Application of the model to hens from different breeding systems

The model is used for studying the influence of several physiological characteristics of the
hen that are dependent on the breeding system. The four studied hen-type, corresponding
to four breeding systems are presented on the Table 14. The whole basal model (from the
end of growth to AGES) is used for this study. The adjusted values of the parameters related
to the Tissue i neut lipid ratio, Liver coef and Ejr are used. Firstly, a chronic exposure is
applied on the basal model by considering a concentration of the a-HBCD in the feed of 40
ug kg feed from the beginning of laying at 126 days to AGE5. The DFI is reduced during the
first phase of molting (Table 10, eq. 65). The simulated concentrations of a-HBCD in all the

tissues represented and in the yolks (ug kg™ lipides) are compiled.

Thereafter, the model is adjusted to each breeding system by adapting the selected
parameters to the values of the hen-type representative of the corresponding breeding

system. The same exposure pattern is applied. The simulated concentration of a-HBCD (ug
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kg™ lipides) in all the tissues and in yolk is compared to the concentrations simulated by the
basal model at 350 d (1% laying cycle), 488 d (molting, BW loss), 517 d (molting, BW
recovery) and 640 d (2nd laying cycle). It must be clarified that for the breeding systems that
don’t apply any molting period, the four selected ages correspond to different points of the
1* laying cycle. The percentage of variation of the concentration in the different matrices for
each breeding system compared to the basal model is calculated as expressed by the
Equation 12, after the modification of the whole parameters of the hen-type of a breeding
system. In a second stage, this study is realised by modifying separately the parameters
related to the BW (BW2 and AGE2g) and those related to the lay (LR max, LR min, LR persist,
Wegg max) and comparing the effects of each group of parameters on the contamination of

tissues and eggs.

Results

Sensitivity analysis

The results of the sensitivity analysis are compiled for all parameters and tested values, ages
and tissues in the Tables S 1 to S 8. A positive value of the Var ratio {{HBCD]
(tissues/eggs)/ PAarameter} means a direct relation between the change of the parameter value
and the change in the concentration of HBCD in tissues, that is if the parameter value is
increased, the concentration of HBCD in tissues increases and vice versa. A negative value of
the Var ratio {[HBCD] (tissues/eges)/Parameter} means the parameter value and the
concentration of HBCD in tissues are inversely related. In a majority of the cases, the value of
the Var ratio {[HBCD] (sissues/eges)/Parameter} is different for the two tested values of each
parameter. It means that the influence of the parameter value modification on the
concentration of HBCD in tissues is not linear. The main parameters influencing the
concentration of the molecule in the different tissues and in eggs, the physiological stages
and matrix affected and the precision degree in the estimation of the parameter basal value

are summarized in the Table 12.

The results show that for some parameters, the model is mainly or exclusively sensitive to
them during growth. However a) the number and quality of data for estimating the basal
value of these parameters are considered as appropriate and b) the objectives of this paper
deal mainly with the laying period, and secondarily with the influence of the molting on the
transfer of the a-HBCD to tissues and eggs. The selection of the parameters to be adjusted
will be based on the results on other stages. Concerning the molting, during the first days of
this stage (molting, BW loss), the exposure to the molecule is reduced by 60% in comparison
with the exposure during laying. This reduction in exposure is not a pure depuration as the

lay (elimination pathway) is progressively stopped during molting. However, the sensitivity
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analysis results for the stage of BW loss during molting could give an idea of the parameters
that can be influent during a depuration. However, only two parameters are exclusively
influent during this stage: BW lipid cont AGE3 and Prop Wstoragefat molt, both of them
being used by the model exclusively during molting. Their interest is limited to the molt and
the estimation of their value is considered as adequate, so they are not selected for
adjustment. Finally, among the parameters having an influence during laying, the basal value
of some of them presents some limits due to the variability and scarcity of bibliographic data
on laying hen. This is the case for: liver coef (L kg tissue d™), tissue i neut lipid ratio (kg kg™)
and Ejer (no units). The results of the sensitivity analysis show that the tissue i neut lipid
ratio parameters are the main ones that determine the partition of the molecule among
tissues, as they have an influence only on a specific tissue and not in the whole matrix.
Moreover all the parameters tissue i neut lipid ratio are calculated by using a bibliographic
equation (Haddad et al., 2000) that could be too simplifying for calculating the neutral lipid
profile from each lipid fraction in tissues, in relation to the behaviour of the a-HBCD. That’s
why the parameters liver coef, tissue i neut lipid ratio and Ej,.r were selected for adjustment

(Dominguez-Romero et al., 2016).

Optimization
The adjusted values of the parameters related to the tissue i neut lipid ratio (kg kg™), the
blood flow to the liver (Liver coef, L kg™ tissue d*) and the extraction rate of the a-HBCD in

the liver (Ejver, NO units) are shown in the Table 13.

Model evaluation

The results of the evaluation of the model from a high level of exposure (40 pg kg™ feed) by
comparing the simulated concentrations in tissues (storage fat, yolk and liver) to the
experimental data that served to the adjustment of parameters for 18 weeks are shown in
the Fig. 3. At the plateau of concentration attained in each matrix for the last weeks of
exposure, the simulated concentrations in storage fat and in yolk are close to the observed
concentrations. For the liver, a slight overestimation is observed in simulated vs. observed

concentrations.

Influence of the physiological characteristics of the laying hen on a-HBCD transfer kinetics

The percentage of variation (PVar) of the concentration of a-HBCD in the different matrices
for each breeding system hen-type compared to the results of the basal model are shown in
the Table 15. This comparison is realized by considering the same level of exposure in all
cases and after modifying the whole parameters characteristic of each breeding system hen-
type. Firstly, the systems with no molting show a concentration of the molecule in tissues in
the range of 41 to 50% lower at 488 and 517 days than the concentrations simulated by the

basal model during molting. It means that the molting provoques an increase of more than
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40% in the concentration of the molecule in the tissues. The other results compare hens at
the same physiological stages. They show that the family farming hens have the highest PVar
all along their productive life (>21% during laying), followed by local farming and distribution
hens (8% during laying) and at a lower level the free-range and battery cage hens (from 3.1
to 8.4% during laying). It means that following the same level of exposure than the basal
model hen, the family farming hens show concentrations of the molecule in the tissues and
in eggs around 21% higher than the theoretical basal hen. The differences observed between
the PVar calculated at 350 and at 640 days in the systems with no molting are produced by a
light influence of the LR persist and LR min parameters, only observable when the laying
period is longer than LR persist and the diminishing part of the laying curve is reached, what

is the case for the breeding systems with no molting practice.

The results of the separate modification of each group of parameters: BW (BW2 and AGE2g)
and lay (LR max, LR min, LR persist, Wegg max) show a higher influence of the BW
parameters than the lay parameters on the calculated whole breeding system PVar (Figures
S 4 and S 5). For the 1* and the 2" laying cycles, the influence of the BW parameters is
between 3 and 5 times higher than the influence of the lay parameters in all the studied
breeding systems. The main parameter influencing this PVar is the BW2, that is inversely
related to the PVar calculated for each hen-type. It means that the concentration of a-HBCD
in tissues and eggs following a giving exposure will be higher in light hens than in heavy hens
and vice versa. For both laying cycles, the highest PVar calculated after modification of the
BW parameters correspond to the family farming hen-type (13.310.14). Concerning the lay
characteristics, the high laying production of the battery hen-type causes a slightly negative
PVar (-0.07+0.02) when comparing the concentrations of the molecule in the tissues and
eggs of the battery hen and the theoretical basal model hen. It means that a high laying
production lets the hen to increase the elimination of the molecule from the body, what
provokes a diminution in the concentration of the molecule in all the matrices. In the other
sense, the low laying performance characteristics of the family farming hen provokes a
positive PVar (4.3+0.20) during the 1** and 2" laying cycles. The results of the sum of the
PVar after separate modification of the BW and lay parameters are lower than the PVar
obtained after modification of the whole parameters of each breeding system. It suggests an

exponentiation of the influence of the parameters when modified together.

Discussion

This PBPK model was built on the basis of some hypothesis. Like other models representing
the transfer of lipophilic molecules in the laying hen (Fournier et al.,, 2015; Maclachlan,

2010), only the hepatic metabolism of the molecule was represented, no saturation or
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activation of the metabolism was considered and no entero-hepatic circulation represented.
The hepatic metabolism of the a-HBCD by the enzymes of the cytochrome P450 in the liver
has been highlighted by different studies in the rat (Germer et al.,, 2006) and in chicken
embryos (Crump et al., 2008). In fish, it has been suggested the possibility of a minor
metabolism of this molecule in muscles (Haukas et al.,, 2009), what is coherent with the
ubiquity of the cytochrome P450 in the organism. This study highlights a higher metabolism
in liver than in other tissues. The predominance of the faecal when compared to the urinary
excretion in the rat (Hakk, 2016) and in the mice (Hakk et al., 2012; Sanders et al., 2013;
Szabo et al., 2010; Szabo et al., 2011) supports the predominance of the metabolism of this
molecule in the liver. Several studies suggest the intervention of either saturation or
induction mechanisms on the metabolism of this molecule as a function of the exposure
level in the rat (Germer et al., 2006; Van der Ven et al., 2006), mice (Szabo et al., 2011) and
in chicken embryonic hepatocytes (Crump et al., 2008). In the laying hen orally exposed to a-
HBCD then depurated, first order kinetics of could be adjusted on the depuration data in
each matrix, and no significant effect of the exposure level on the kinetics of the molecule
was reported (Dominguez-Romero et al., 2016). These results in the laying hen support this
hypothesis for the a-HBCD at the exposure levels studied here. There is not enough
experimental evidence for ruling out the intervention of some of these mechanisms at lower
or higher levels of exposure and even less for determining the level of exposure at which
they can take place. More experimental information on a larger interval of exposure
intervals would help to clarify these questions. The entero-hepatic circulation consists on the
reabsorption of a part of the molecule after metabolism in the liver and elimination in the
bile towards the intestine. This mechanism has been proved for different BFR in the rodent
(Hakk and Letcher, 2003; Hoehle et al., 2009; Meijer et al., 2006) and in poultry (Polin et al.,
1985); all these BFR were characterized either by a predominant excretion in the urine (Hakk
and Letcher, 2003; Hoehle et al., 2009; Staskal et al., 2006) or by a very low fecal elimination
rate (Matthews et al., 1977). Effectively, the entero-hepatic circulation limits the fecal
elimination of the molecules. The high and predominant fecal elimination of the HBCD
supports the hypothesis that this mechanism is not important for this molecule. Moreover,
100% of the HBCD present in the bile after metabolism consists on metabolites and not in
the parental molecule (Szabo et al., 2010; Szabo et al.,, 2011). However, this model
represents the accumulation and transfer of the parental molecule, the a-HBCD, and not the
metabolites that are produced but that have not been experimentally quantified in the
laying hen (Dominguez-Romero et al.,, 2016). Finally, another hypothesis consisted on
considering that the neutral and not the total lipid ratio in tissues were determinant for the
partition of the a-HBCD. In this regard, it was considered that the neutral lipid ratio in the

total lipids can be estimated as the sum of the proportions of TG, total CH and 30% of the PH
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(Haddad et al., 2000), while some differences of polarity exist between the esterified and the
free CH, the second one being relatively polar (Diaz et al., 2008). However, little information
is available about the neutral lipid content in tissues in the laying hen and even less for the
proportion of each type of CH. As it doesn’t seem realistic to distinguish the types of
cholesterol and also not appropriate to increase the number of parameters, the parameters
related to the proportion of neutral lipids in the total lipids of each matrix have been

corrected by adjustment.

The number of matrices represented and the tissue characteristics represented (weight,
total lipids, neutral lipids, blood flow) depending on the physiological stage result in a high
number of parameters (63), what can be considered as a limit of the model. Effectively, it
means a non negligible time for their calibration not only for this case of utilisation of the
model on the laying hen but also for the case of an extrapolation of the model, some of
these data being rare in the literature. Moreover, each parameter value presents some
imprecision related to the variability of the data found for its calibration, what limits the
precision of the model. The sensitivity analysis was applied by testing the effect of two new
values on each parameter of the model, at each physiological stage and considering all the
represented matrices, what gave place to 4340 results. The approach used for the sensitivity
analysis presents some assets that should be cited. The calculation of a variation ratio from
the variation percentage in the concentration of the molecule in tissues and the variation
percentage in the parameter value lets the comparison of parameters whose variation
percentage is different. It has also the advantage to clarify if the variation percentage in the
concentration of the molecule in tissues is linearly related to the variation percentage of the
parameter or not, by comparing the results obtained from two tested values of one
parameter. As all the parameters were submitted to a detailed sensitivity analysis, the
adjustment could be targeted on eight parameters during laying (Table 13) and extended to

another one for the molting stage (Plasma neut lipid ratio).

As the model developed by Fournier et al. (2015), the model developed in this work has also
the assets of representing the hen at different physiological stages (mainly the 1 and the
2" laying cycles and a molt). The feed intake is variable as depending on the physiological
stage, essentially on the body weight and the laying rate. It lets the modulation of the
exposure as a function of the feed intake, as was the case during the experiment that
provided the observed data for the evaluation of the model (Dominguez-Romero et al.,
2016). This modulation of the intake is especially useful for the molecules which the main
exposure source is the feed. The detailed representation of the lay parameters in the model
developed here comprises the logistic growth of the follicles (Fournier et al., 2010), the

weight of the yolk as a function of the egg weight (Lee et al., 2002; Pistékova et al., 2006;
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Rizzi and Chiericato, 2005; Silversides and Scott, 2001; Suk and Park, 2001), the egg weight
as generally a function of the age (Adams and Bell, 1998) and the laying rate as a function of
several parameters easily interpretable in practice (maximal and minimal laying rate in the

laying curve and laying persistence) (Grossman and Koops, 2001).

The model has made it possible to study the influence of different physiological features of a
hen-type of different breeding systems on the concentration of the molecule attained in
tissues and eggs during an exposure period and rank these characteristics. Briefly, a high
body weight and a high laying rate contribute for the first to a dilution of the molecule and
for the second to a higher elimination from the body, resulting in both cases in a lower
concentration of the molecule in the tissues and in eggs. An example of hens presenting
these characteristics are the selected hens usually used in conventional cage systems. The
body weight has an influence between 3 and 5 times higher than the laying features on the
concentration of the molecule in the different matrix. In the case a laying hen is exposed to
the molecule, the concentrations in the different matrices can double during molting when
compared to the plateau concentrations during laying. From the model results, it can be
estimated that the concentration of the molecule in the eggs laid after the molting can be
60% higher than the concentration in the eggs before the molting. This concentration
diminishes progressively and attains at around 65 days post-molting the plateau values

simulated before the molting.

One of the advantages of this model and in general of PBPK models is that each parameter is
exclusively related either to a physiological feature of the animal or to a biochemical
characteristic of the molecule (Andersen, 1995). Thus, each parameter is easily
understandable. A first estimation of the liver extraction ratio (Ejver, %) was realised by
adjustment of the simulated to the observed results. This parameter was estimated to 1.7%,
what means that approximatively 1.7% of the a-HBCD plasmatic flow is continuously
eliminated by metabolism in this organ. MaclLachlan (2010) estimated a liver extraction ratio
in the laying hen of 3.5% for the lindane and of 0.03% for the dioxins. From the graphical
results of this study, the half-life of these lipophilic molecules can be estimated to around
10-15 days and 40 days respectively. For the a-HBCD, the half-life was estimated between 17
and 35 days in the yolk, the liver and the abdominal fat in the laying hen. These results

support the adequacy of the estimated value of Eje for the a-HBCD.

Moreover, the clear either physiological or biochemical significance of each parameter
makes it feasible to extrapolate this model for its use on other species or lipophilic
molecules. As an example, this model can be easily extrapolated to other lipophilic
molecules which transfer depends either on the neutral or on the total lipid concentrations

in tissues and in plasma. In both cases, it’s needed to adjust the values of the parameters of
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absorption ratio and hepatic elimination ratio. In the second case, the Kp calculation
equation must be also modified to the ratio of the concentrations of total lipids in the tissues
and in the plasma. The generalization of the model to lipophilic drugs orally administered is
an interesting perspective as a tool for determining the exposure levels that result in a

specific concentration of the drug in a target tissue.
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Appendix/appendices

Table S 1. Var ratio [HBCD] yissues/eges)/ Parameter (Var ratio) of the parameters related to BW and tissue
weight, at each physiological stage

110d 350d 640 d 488 d 517d
Basal Test v
value values | varratio Exceptions ra:i:) Var ratio | Var ratio Exceptions | Var ratio
0.969 0 0 0 0 0
BW1 1.077 BS-1] i
1185 | [12) |95tlingg 0 0 0
liver
-10.5-
1.668 0 1 -10.5-1| | -]0.5-1] -10.5-1]
BW2 1.962 0.5
2.256 0 l'l -]10.5-1] | -]0.5-1] 0
71 [0.5-1] 0 0 0 0
Agel 84
97 |5-10] 0 0 0 0
-11-2] i
357 0 0 0 25 ] AF' 12
Age2 476 J[12[ in
595 0 0 [2-5] |2-5] Pl -11-2|
Beom 0.0216 0.0184 | -|0.5-1| 0 0 0 0
gomp ' 0.0248 0 0 0 0 0
0.435 | -]0.5-1| 0 0 0 0
a_mA 0.512
- 0.589 0 0 0 0 0
-1.570 0 0 0 0 0
b_mA -1.847
-2.124 | -]0.5-1| 0 0 0 0
0.047 0 0 0 0 0
B 0.055 -10.5-
a_m 0.063 0 10.5-1] 0 0 0 0
in AF
-10.5-
1.402 0 1] -10.5-1| | -|0.5-1] -10.5-1|
a_liver 1.649
- |0.5-1] in | -]0.5-
1.896 0 AF 1 |0.5-1] | -]0.5-1] |0.5-1]
b_liver 4193 -4.329 |5-10] -[2-5] | -|2-5] -|2-5] -|2-5]
-3.505 | -]0.5-1| -12-5| | -|2-5] -]2-5] -11-2|
2 blood 0.842 0.716 | -]0.5-1| 0 0 0 0
- ’ 0.968 0 0 0 0 0
-2. >
b_blood -2.6 2.73 130] 0 0 0 0
-2.21 0 0 0 0 0
0.099 0 0 0 0 0
t fat | 0.117 S5-10
a_storagefa 0.135 0 |0.5-1] in 0 0 0 0
AF
-0.143 0 0 0 0 0
b_storagefat | -0.124 | -0.105 0 0 0 0 0
0.30 0 0 0 0 0

Physiological stage at each specified age: end of growth (110 d), 1% and 2" laying cycles (350 and 640 d
respectively), lost of BW during molting (488 d), recovery of BW during molting (517 d).

The Var ratio [HBCD]sissues/eges)/Parameter (Var ratio) was calculated as the ratio of the percentage of variation
in the concentration of a-HBCD in each matrix (PVar [HBCD]sissues/egess %) by the percentage of variation of the
tested parameter. The percentage of variation in the concentration of a-HBCD in each matrix comprises all
tissues (liver, pectoral muscles, thigh muscles, abdominal fat, plasma, “other”, yolk) during the periods of lay,
and to all the tissues unless yolk during the end of growth and during molting. The exceptions to these values
are specified in the table. “AF”: abdominal fat
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Table S 2. Var ratio [HBCD]yissues/eges)/ Parameter (Var ratio) of the parameters specific to molting related to

BW and tissue weight, at each physiological stage

110d 350d | 640d 488 d 517d
Basal Test v v v v v
value values ar Exceptions ar ar ar Exceptions ar
ratio ratio | ratio | ratio ratio
0.20 0 0 0 0 0
Prop BW molt 0.25
0.30 0 0 0 0 0
0.16 0 0 0 0 0
Prop WmA molt 0.20
0.24 0 0 0 0 0
0.16 0 0 0 0 0
Prop WmB molt 0.20
0.24 0 0 0 0 0
0.40 0 0 0 0 0
Prop Wliver molt 0.50
0.60 0 0 0 0 0
Prop Wstoragefat 070 0.56 0 0 0 0 |0.5-1] in AF 0
molt 0.84 0 0 0 0 |1-2| in AF 0
Prop Wblood 025 0.20 0 0 0 0 0
molt ' 0.30 0 0 0 0 0

Physiological stage at each specified age: end of growth (110 d), 1% and 2™ laying cycles (350 and 640 d

respectively), lost of BW during molting (488 d), recovery of BW during molting (517 d).

The Var ratio [HBCD]sissues/eges)/Parameter (Var ratio) was calculated as the ratio of the percentage of variation
in the concentration of a-HBCD in each matrix (PVar [HBCD]yissues/egess %) by the percentage of variation of the
tested parameter. The percentage of variation in the concentration of a-HBCD in each matrix comprises all
tissues (liver, pectoral muscles, thigh muscles, abdominal fat, plasma, “other”, yolk) during the periods of lay,
and to all the tissues unless yolk during the end of growth and during molting. The exceptions to these values
are specified in the table. “AF”: abdominal fat
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Table S 3. Var ratio [HBCD] yissues/eges)/ Parameter (Var ratio) of the parameters related to body and tissue total lipids, at each physiological stage

110d 350d 640d 488 d 517d
Basal value Test values ) } ) ] ) ) ) ) ) ]
Var ratio Exceptions Var ratio Exceptions Var ratio Exceptions Var ratio Exceptions Var ratio Exceptions
0.051 0 0 0 0 0
BW lipid cont AGE1 0.06
0.069 0 0 0 0 0
o 0.170 -10.5-1] 0 0 |0.5-1| -10.5-1] Oin AF
BW lipid cont AGE2 0.2
0.230 0 0 0 |0.5-1| 0
0.010 0 0 0 0 0
mA_lipid_cont 0.014
0.018 0 0 0 0 0
0.051 0 0 0 0 0
mB_lipid_cont 0.06
0.069 0 0 0 0 0
0.148 |2-5] 0 0 0 0
Liver_lipid_cont 0.1741
0.200 0 0 0 0 0
S -0.0030 |-]0.5-1| 0 0 0 0
b lipid liver -0.0026
-0.0022 0 0 0 0 0
o 0.790 -10.5-1] 0 0 0 0
Storagefat_lipid_cont 0.87
0.950 |1-2] 0 0 0 0
0.022 0 -10.5-1] -]0.5-1] -10.5-1] 0
Plasma lipid cont laying 0.026
0.030 0 -10.5-1] -10.5-1] -10.5-1] 0
0.006 0 -10.5-1] in liver 0 0 0 0
plasma_lipid_cont 0.007
0.008 0 0 0 0 0

Physiological stage at each specified age: end of growth (110 d), 1 and 2" laying cycles (350 and 640 d respectively), lost of BW during molting (488 d), recovery of BW during
molting (517 d). The Var ratio [HBCD] sissues/eges)/Parameter (Var ratio) was calculated as the ratio of the percentage of variation in the concentration of a-HBCD in each matrix (PVar
[HBCDiissues/egess %) by the percentage of variation of the tested parameter. The percentage of variation in the concentration of a-HBCD in each matrix comprises all tissues (liver,
pectoral muscles, thigh muscles, abdominal fat, plasma, “other”, yolk) during the periods of lay, and to all the tissues unless yolk during the end of growth and during molting. The
exceptions to these values are specified in the table. “AF”: abdominal fat
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Table S 4. Var ratio [HBCD] yissues/eges)/ Parameter (Var ratio) of the parameters related to tissue lipid profile, at each physiological stage

110d 350d 640d 488 d 517d
Basal Test
Var Var Var Var Var
value values i i i i i
ratio Exceptions ratio Exceptions ratio Exceptions ratio Exceptions ratio Exceptions
0.468 0 [0.5-1] in PM 0 |1-2] in PM 0 [1-2| in PM 0 [1-2] in PM 0 [0.5-1] in PM
mA_neut_lipid_ratio 0.5506
0.633 0 [1-2] in PM 0 10.5-1] in PM 0 10.5-1] in PM 0 [0.5-1] in PM 0 [0.5-1] in PM
0.731 0 [0.5-1] in T™M 0 [0.5-1] in T™M 0 [0.5-1] in TM 0 [0.5-1] in TM 0 10.5-1] in T™M
mB_neut_lipid_ratio 0.86
0.989 0 [0.5-1] inT™M 0 [1-2] in TM 0 [1-2] in T™M 0 [0.5-1] in T™M 0 [0.5-1] in T™M
0.646 0 +If‘md "%?‘%n 0 | |051]inliver | 0 [12]inliver | 0O [1-2] in liver 0 | 10.5-1] inliver
Liver_neut_lipid_ratio 0.76 lverandin
0.874 0 |0.5-1] in liver 0 |1-2] in liver 0 |0.5-1] in liver 0 |0.5-1] in liver 0 |0.5-1] in liver
o _ 0838 | 19> 0in AF 0 |0.5-1] in AF 0 |1-2] in AF 0 [1-2] in AF 0 |0.5-1] in AF
Storagefat_neut_lipid_ratio 0.9853 1
1.000 | |5-10] 0 [1-2| in AF 0 [0.5-1] in AF 0 |1-2] in AF 0 |0.5-1] in AF
o . [0.5-1] in [1-2] in [0.5-1] in [0.5-1] in
. . 0.816 11-2] Oin “other 0 "other" 0 "other" 0 "other" 0 "other"
other neut lipid ratio 0.96 1051 [12] i 051 i 0541
o " .5-1] in -2 in .5-1] in .5-1] in
1.000 11-2] 25 i et 0 "other" 0 "other" 0 "other" 0 "other"

Physiological stage at each specified age: end of growth (110 d), 1 and 2" laying cycles (350 and 640 d respectively), lost of BW during molting (488 d), recovery of BW during

molting (517 d).

The Var ratio [HBCD]sissues/eges)/Parameter (Var ratio) was calculated as the ratio of the percentage of variation in the concentration of a-HBCD in each matrix (PVar [HBCD]ssues/egess %)
by the percentage of variation of the tested parameter. The percentage of variation in the concentration of a-HBCD in each matrix comprises all tissues (liver, pectoral muscles, thigh
muscles, abdominal fat, plasma, “other”, yolk) during the periods of lay, and to all the tissues unless yolk during the end of growth and during molting. The exceptions to these values
are specified in the table. “PM”: pectoral muscles; “TM”: thigh muscles; “AF”: abdominal fat
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Table S 5. Var ratio [HBCD]issues/eges)/ Parameter (Var ratio) of the parameters related to plasma lipid profile and the parameters related to body and tissue lipid content
during molting, at each physiological stage

110d 350d 640d 488 d 517d
Basal Test
Var . Var . Var . Var . Var .
value values . Exceptions . Exceptions . Exceptions . Exceptions . Exceptions
ratio ratio ratio ratio ratio
0.584 o  tet-[0>dlinfiver |, 0 0 [0.5-1] in PI 0 10.5-1] in PI
and in Pl
plasma_neut_lipid_ratio 0.687 . ) ) .
0.790 0 |0.5-1] !n AF; |1-2] 0 0 0 |0.5-1] in 0 |0.5-1] in
in Pl plasma plasma
0.672 0 -10.5- OinPl -10.5- 0inPl -]0.5-1] 0
. . 1] 1]
Plasma neut lipid ratio lay 0.79 _0.5- _0.5-
0.909 0 li 0inPI li 0inPI -]0.5-1] 0
Liver lipid cont AGE3 0.06 0.048 0 0 0 0 0
P ' 0.072 0 0 0 0 0
. 0.0090 0 0 0 0 0
mA lipid cont AGE3 0.0112
0.0134 0 0 0 0 0
0.038 0 0 0 0 0
mB lipid cont AGE3 0.048
0.058 0 0 0 0 0
0.006 0 -10.5-1]| in liver 0 0 0 0
plasma_lipid_cont 0.007 | |
0.008 0 0 0 0 0
0.104 0 0 0 -11-2| |0.5-1| in AF 0
BW lipid cont AGE3 0.13 10.5
0.156 0 0 0 i 1'| i 0

Physiological stage at each specified age: end of growth (110 d), 1* and 2" laying cycles (350 and 640 d respectively), lost of BW during molting (488 d), recovery of BW during
molting (517 d).

The Var ratio [HBCD]sissues/eges)/Parameter (Var ratio) was calculated as the ratio of the percentage of variation in the concentration of a-HBCD in each matrix (PVar [HBCDlssues/egess %)
by the percentage of variation of the tested parameter. The percentage of variation in the concentration of a-HBCD in each matrix comprises all tissues (liver, pectoral muscles, thigh
muscles, abdominal fat, plasma, “other”, yolk) during the periods of lay, and to all the tissues unless yolk during the end of growth and during molting. The exceptions to these values
are specified in the table. “PI”: plasma; “AF”: abdominal fat.
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Table S 6. Var ratio [HBCD] 1issues/eges)/ Parameter of the parameters related to irrigation, at each physiological
stage

110d \ 350 d \ 640 d \ 488 d \ 517 d
Basal value Test values
Var ratio [HBCD](yssyes/eges)/ Parameter
. 0.219 0 0 0 0 0
Hematoclrlt growth and 0.265
aying 0.311 0 0 0 0 0
190 0 0 0 0 0
mA coef 210
230 10.5-1] 0 0 0 0
70 0 0 0 0 0
mB coef 163
256 0 0 0 0 0
532 0 -11-2] -11-2] -|1-2] | -]0.5-1]
liver coef 1200
1868 0 -10.5-1] | -]0.5-1] | -]0.5-1] 0
48 0 0 0 0 0
storagefat coef 95
143 0 0 0 0 0
257 0 0 0 0 0
Q coef 283
309 -5-10] 0 0 0 0
1.041 -11-2] 0 0 0 0
mV blood 1.044
1.047 >|30| 0 0 0 0
0.264 0 0 0 0 0
Hematocrit molting 0.31
0.357 0 0 0 0 0

Physiological stage at each specified age: end of growth (110 d), 1% and 2" laying cycles (350 and 640 d
respectively), lost of BW during molting (488 d), recovery of BW during molting (517 d).

The Var ratio [HBCD]yissues/eges)/Parameter (Var ratio) was calculated as the ratio of the percentage of variation
in the concentration of a-HBCD in each matrix (PVar [HBCD]yissues/egess %) by the percentage of variation of the
tested parameter. The percentage of variation in the concentration of a-HBCD in each matrix comprises all
tissues (liver, pectoral muscles, thigh muscles, abdominal fat, plasma, “other”, yolk) during the periods of lay,
and to all the tissues unless yolk during the end of growth and during molting. No exceptions to these values
were found in any tissue.
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Table S 7. Var ratio [HBCD]sissues/eges)/ Parameter (Var ratio) of the parameters related to laying and ingestion,
at each physiological stage

110d 350d 640 d 488d | 517d
Basal Test
Var Var Var Var Var
value values i i
ratio ratio Exceptions ratio Exceptions ratio ratio
0.298 0 0 0 0 0
Yolk lipid cont 0.35
0.403 0 0 0 0 0
0.00017 0 0 0 0 0
W follic min 0.0002
0.00023 0 0 0 0 0
0.767 0 0 0 0 0
LR max 0.902
1.000 0 0 0 0 0
0.647 0 0 0 0 0
LR min 0.761
0.876 0 0 0 0 0
28.0 0 0 0 0 0
LR persist 32.9
37.9 0 0 0 0 0
0.055 0 0 0 0 0
Wegg max 0.065
0.075 0 0 0 0 0
0.0100 0 0 0 0 0
k Wegg 0.0118
0.0136 0 0 0 0 0
0.342 0 0 0 0 0
ayolk 0.402
0.462 0 0 0 0 0
-0.0076 0 0 0 0 0
byolk -0.0089
-0.0102 0 0 0 0 0
0.666 0 |0.5-1] in 0 |0.5-1] in 0 0
yolk yolk
Follic_neut_lipid_ratio 0.783 ) )
0.900 0 0 |0.5-1] in 0 |0.5-1] in 0 0
yolk yolk
-l11- | -]1- -11- -l11- | -]1-
2 2 | 2l 2| 2l | 2
Ediet 116 |0.5- | -|0.5 |0.5 |0.5- | -|0.5
B3| 1] 1 | 1
0.51 0 0 0 0 0
Prop Ei molt 0.60
0.69 0 0 0 0 0

Physiological stage at each specified age: end of growth (110 d), 1% and 2™ laying cycles (350 and 640 d
respectively), lost of BW during molting (488 d), recovery of BW during molting (517 d).

The Var ratio [HBCD]sissues/eges)/Parameter (Var ratio) was calculated as the ratio of the percentage of variation
in the concentration of a-HBCD in each matrix (PVar [HBCDlyssues/egess %) by the percentage of variation of the
tested parameter. The percentage of variation in the concentration of a-HBCD in each matrix comprises all
tissues (liver, pectoral muscles, thigh muscles, abdominal fat, plasma, “other”, yolk) during the periods of lay,
and to all the tissues unless yolk during the end of growth and during molting. The exceptions to these values

are specified in the table.
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Table S 8. Var ratio [HBCD] yissues/eges)/ Parameter of the parameters related to a-HBCD transfer kinetics, at

each physiological stage

Basal value Test values 110d 350d 640d 488 d 517 d
Var ratio [HBCD](sssues/eges)/ Parameter
0.900 0.765 0 |0.5-1] | ]0.5-1] [1-2] [0.5-1]
HBCD_abs_coef
1.000 10.5-1] |1-2] |0.5-1] | ]0.5-1] |1-2]
c 0.013 0.010 -l05-1] | -]1-2] -[1-2| | -]0.5-1] | -]0.5-1]
liver 0.016 0 -10.5-1] | -|0.5-1] | -|0.5-1]

Physiological stage at each specified age: end of growth (110 d), 1% and 2" laying cycles (350 and 640 d
respectively), lost of BW during molting (488 d), recovery of BW during molting (517 d).

The Var ratio [HBCD]sissues/eges)/Parameter (Var ratio) was calculated as the ratio of the percentage of variation
in the concentration of a-HBCD in each matrix (PVar [HBCD]yissues/egess %) by the percentage of variation of the
tested parameter. The percentage of variation in the concentration of a-HBCD in each matrix comprises all
tissues (liver, pectoral muscles, thigh muscles, abdominal fat, plasma, “other”, yolk) during the periods of lay,
and to all the tissues unless yolk during the end of growth and during molting. No exceptions to these values
were found in any tissue.

Table S 9. Value of the parameters modified during the adjustment of the model to the experimental

physiological data

Acronym Description Value Units
BW and weight of tissues
AGE1 Age of start of simulation 199 j
AGE2g Age at which the BW is maximized 336 j
BW1 Body weight (BW) at AGE1 1.541 kg
BW2 BW at AGE2 1.707 kg
Bgomp Rate of growth of BW at the inflexion point in the growth curve 0.0133 j'1
Astoragefat Slope of the storage fat growth allometry 15.474
Bstoragefat Intercept of the storage fat growth allometry -11.029
Wiiver Liver weight 0.03* kg
Lipides corporels et tissulaires
mB lipid cont Proportion of total lipids in the thigh muscles during growth and laying 0.0786 kg kg‘1
ertpcont SO0 Dl ehLontun s ot o LoD DT 00973 kg
b lip liver Intercept of the Iir?ear reIatior'l betwegn the amount of I'iver lipids and the 0 ke
weight of the liver during growth and laying
Storaizfnatt lipid Proportion of total lipids in the abdominal fat during growth and laying 0.9534 kg kg‘1
otpstogeat LI et et beenn e amont I s g
Growing follicles
Yolk lipid cont Concentration of lipids in the follicle or in the yolk 0.32 kg kg'1

*Initial value of the compartment
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Figure S 1. Diagram of the physiological sub-model, 1* part: components related to the growth, the body and tissue weight, the amount and the profile of the lipids in
the body and in tissues and the irrigation. Double arrows : matter flux (kg d'l) ; compartments (squares) : matter amounts (kg) ; discontinuous arrows : information flux
(no units) ; other components : calculation variables or model parameters. Grey : duplicate of a model component represented elsewhere. The whole parameters of the

model are described in the Table 1 to Table 6. “Tissue i” is a generic denomination of each tissue represented in the model and replace in the diagram theirs specific
names in the Table 1 to Table 6, that’s to say: storagefat, mA, mB, liver, blood, plasma, other.
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Figure S 2. Diagram of the physiological sub-model, 2nd part: components related to the lay and the ingestion. Double arrows : matter flux (kg d'l) ; compartments
(squares) : matter amounts (kg) ; discontinuous arrows : information flux (no units) ; other components : calculation variables or model parameters. Grey : duplicate of a
model component represented elsewhere. The whole parameters of the model are described in the Table 1 to Table 6.
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Figure S 3. Representation of the egg weight (EggW, kg) and the daily feed intake (DFI, kg d™*) as a function of
age (d). The symbols represent the experimentally observed values. The lines represent the values simulated
as a result of the indicated equations.
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Figure S 4. PVar (%) of the a-HBCD concentration in all the tissues (storage fat, liver, plasma, pectoral
muscles, thigh muscles, « other » ; also the yolk during the laying) at 4 ages corresponding to different
physiological stages, after modification of the parameters related to the body weight (BW2 et AGE2g) to the
values representative of each breeding system hen. The symbols represent the mean of the PVar in all the
matriceststandard deviation.
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Figure S 5. PVar (%) of the a-HBCD concentration in all the tissues (storage fat, liver, plasma, pectoral
muscles, thigh muscles, « other » ; also the yolk during the laying) at 4 ages corresponding to different
physiological stages, after modification of the parameters related to the lay (LR max, LR min, LR persist,
Wegg max) to the values representative of each breeding system hen. The symbols represent the mean of the
PVar in all the matriceststandard deviation.
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Table(s) with caption(s) (on individual pages); figure caption(s) (as a list)

Table 1 : description, value (units) and references used for the estimation of the model parameters;

description and initial value (*) of the compartments and variables of the model.

Acronym

ablood

AGE maturity

AGE1

AGE2g

AGE2

AGE3

AGE4

AGE5

aliver

amA
amB

astoragefat

ayolk

b lip liver

bblood

Bgomp

bliver

Description
Slope of the relation between the
weight of the blood and the BW
Age at which the initialisation of
follicles begins
Age of start of simulation

Age at which the BW is maximized

Age at which the molting starts

Age at which the lost of BW during
molting finishes
Age at which the molting finishes and
the initialisation of yolk growth starts
again
Age at which the simulation finishes

Slope of the liver growth allometry

Slope of the growth allometry of
pectoral muscles
Slope of the growth allometry of thigh
muscles
Slope of the storage fat growth
allometry

Slope of the linear relation between
the yolk weight and the egg weight

Intercept of the linear relation
between the amount of liver lipids and
the weight of the liver during the end

of the growth and during laying

Intercept of the relation between the
weight of the blood and the BW
Rate of growth of BW at the inflexion
point of the growth curve

Intercept of the liver growth allometry

Value Units References
0.842 (Medway and Kare, 1959)
116 d (Nys and Guyot, 2011)
84 d
(Bell, 2003), (Fournier et al.,
476 d 2015), (Sauveur, 1988),
(ISApoultry)
(Bell, 2003), (Fournier et al.,
476 d 2015), (Sauveur, 1988)
488 d (Bell, 2003)
518 d (Bell, 2003)
644 d
(Akiba et al., 1982) ; (Lee et al.,
2002) ; (Mumma et al., 2006) ;
(Robinson et al., 2001) ; (Umar
1.649 Faruk et al., 2010) ;
(Wolfenson et al., 1978; Yang
et al., 2003)
0.512 (Robinson et al., 2001)
(Dominguez-Romero et al.,
0.055 2016)
(Mumma et al., 2006;
0.117 Robinson et al., 2001)
(Lee et al., 2002; Pistékova et
kg kg" al., 2006; Rizzi and Chiericato,
0.402 1 . .
2005; Silversides and Scott,
2001; Suk and Park, 2001)
(Akiba et al., 1982; El-Kazzi et
al., 1995; Harms et al., 1977;
Lee et al., 2002; Robinson et
-0.0026 ke al., 2001; Schumann et al.,
2003; Thayer et al., 1973;
Umar Faruk et al., 2010)
-2.6 (Medway and Kare, 1959)
0.0216 it (ISApoultry)
(Akiba et al., 1982) ; (Lee et al.,
2002) ; (Mumma et al., 2006) ;
4123 (Robinson et al., 2001) ; (Umar

Faruk et al., 2010) ;
(Wolfenson et al., 1978; Yang
et al., 2003)

*Value of the corresponding compartment or variable either at the beginning of the simulation for most
parameters or at AGE maturity for the parameters related to the follicle
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Table 2 : description, value (units) and references used for the estimation of the model parameters;
description and initial value (*) of the compartments and variables of the model.

Acronym

bmA

bmB
Body total lipids
bstoragefat

BW

BW AGE2
BW gain

BW lipid cont
AGE1

BW lipid cont
AGE2

BW lipid cont
AGE3

BW loss

BW1

BW2

byolk

DFI
Diet HBCD conc

Ediet

Ei

Eliver

Follic neut lipid
ratio
Follic(1..10)

lipid dep
HBCD abs

HBCD abs coef

HBCD liver Cl

HBCD plasma
liver

HBCD plasma
tissue i

HBCDFoll[1..10]
HBCDliver

HBCDmA

Description
pectoral muscles

thigh muscles

Body total lipid weight
Intercept of the storage fat growth

allometry
Body weight

Body lipid content at AGE1
Body lipid content at AGE2

Body lipid content at AGE3

Loss of body weight
Body weight (BW) at AGE1

BW at AGE2

Intercept of the linear relation
between the yolk weight and the egg

weight

Daily feed intake

feed

Metabolisable energy in feed

liver

ingested a-HBCD

follicle

muscles

Intercept of the growth allometry of

Intercept of the growth allometry of

Simulated body weight at AGE2
Gain of body weight

Considered concentration of a-HBCD in

Metabolisable energy ingested daily

Extraction rate of the a-HBCD in the

Proportion of neutral lipids in the
follicle or yolk total lipids

Daily transfer of lipids to the follicle
Amount of a-HBCD absorbed daily
Absorption coefficient in the gut of the
Amount of a-HBCD eliminated daily by

hepatic metabolism

Net flow of a-HBCD to the liver

Net flow of a-HBCD to each tissue

Amount of a-HBCD in the growing

Amount of a-HBCD in the liver
Amount of a-HBCD in the pectoral

Value

-1.847

0.065*
-0.124
1.077*

0.06

0.2

0.13

1.077
1.962

-0.0089

0.063*

40

11.6
0.73*

0.013

0.78

O*
O*
O*

Units References
(Robinson et al., 2001)

(Dominguez-Romero et al.,

2016)
kg
(Mumma et al., 2006;
Robinson et al., 2001)
kg
kg
kg d™

kg kg’ (Hoyle and Garlich, 1987;
! Robinson et al., 2001)

kglkg (Hoyle and Garlich, 1987)
kglkg (Hoyle and Garlich, 1987)
kgd™*

kg (ISApoultry)

kg (ISApoultry)

(Lee et al., 2002; Pistékova et
K al., 2006; Rizzi and Chiericato,
g 2005; Silversides and Scott,
2001; Suk and Park, 2001)

kg d™
Hg kg

1
MJlkg (ISApoultry)
Myd?

Adjustement on experimental
- data (Dominguez-Romero et
al., 2016)

kglkg (Nys and Guyot, 2011)
kgd™*
ngd’

- (Szabo et al., 2011a)
ngd™
ngd™
ngd’

Mg

Hg

Mg

*Value of the corresponding compartment or variable either at the beginning of the simulation for most

parameters or at AGE maturity for the parameters related to the follicle
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Table 3 : description, value (units) and references used for the estimation of the model parameters;
description and initial value (*) of the compartments and variables of the model.

Acronym

HBCDmB

HBCDother

HBCDplasma
HBCDplasma
foll[1..10]
HBCDstoragefat
HBCDplasma
conc
HBCDtissue
conc
HBCDYolk[1..10]
HBCDyolk[1..10]
ov

Ht

Ht growth or lay

Ht molt
k growthfollic
Kp tissue i

kWegg

Lipid deposition
Lipid loss

Liver coef

Liver lipid cont
Liver lipid cont
AGE3

Liver neut lipid
ratio

Liver neutral
Liver perf

Description
Amount of a-HBCD in the thigh
muscles
Amount of a-HBCD in the "other"
tissues
Amount of a-HBCD in the plasma
Daily flow of a-HBCD from the plasma
to the growing follicle
Amount of a-HBCD in the storage fat

Concentration of HBCD in plasma

Concentration of HBCD in plasma

Amount of a-HBCD in the laid egg
Flow of a-HBCD being eliminated in the
ovulated yolk
Applied value of hematocrit depending
on the physiological stage

Value of hematocrit during the growth
and the laying stages

Value of hematocrit during molting

Variable of calcul of the rate of growth
of the follicle
Partition coefficient of the molecule
between a tissue and the plasma
Constant of calcul of the variation of
egg weight as a function of age
Gain of body lipids
Loss of body lipids

Blood flow to the liver

Slope of the linear relation between
the amount of total lipids in the liver
and the weight of liver, during growth
and laying stages

Minimum proportion of total lipids in

liver during molting

Proportion of neutral lipids in the total
lipids of liver

Weight of neutral lipids in liver
Daily plasma flow to liver

Value

O*

O*
O*

O*
O*

O*
O*

0.265*

0.265

0.31

58.09*

0.012

1200

0.17

0.06

0.76

0.0004*
16.1*

Units

ue

ug
ug

ngd’
ug

ng L’

ug L
Mg

ngd’

kg d™
kgd™*

L kg'1
tissue
d-l

kg kg’
1

kg kg’
1

kg kg’
1

kg
Ld*!

References

(Bell et al., 1965; Burnham et al.,
2002; Burnham et al., 2003;
Medway and Kare, 1959; Peebles
et al., 2004)

(Bell et al., 1965; Brake and
Thaxton, 1979)

(Adams and Bell, 1998; ISApoultry)

(Boelkins et al., 1973; Merrill et
al., 1981; Sapirstein and Hartman,
1959; Weidner et al., 1982;
Wolfenson, 1986; Wolfenson et
al., 1978)

(Akiba et al., 1982; El-Kazzi et al.,
1995; Harms et al., 1977; Lee et
al., 2002; Robinson et al., 2001;
Schumann et al., 2003; Thayer et
al., 1973; Umar Faruk et al., 2010)

(Garlich et al., 1984)

(Entenman et al., 1940; lvy and
Nesheim, 1973; Lee et al., 2010;
Lee et al., 2002; Thayer et al.,
1973; Zhang et al., 2011a)

*Value of the corresponding compartment or variable either at the beginning of the simulation for most

parameters or at AGE maturity for the parameters related to the follicle
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Table 4 : description, value (units) and references used for the estimation of the model parameters;
description and initial value (*) of the compartments and variables of the model.

Acronym Description Value Units References
Liver total lipids Weight of total lipids in liver 0.0006* kg
G dK 2001;
LR max Maximum laying rate 90 % (Grossman and Koops, !

ISApoultry)

Minimum laying rate during the (Grossman and Koops, 2001;

1 0,
LR min declining phase of the laying rate curve 76 % ISApoultry)
LR persist Persistence of laying 32.9 weeks (Grossman and Koops, 2001;
ISApoultry)
L kg-l (Wolfenson, 1986; Wolfenson
mA coef Blood flow to the pectoral muscles 210 tissue ! !
! etal., 1978)
- Proportion of total lipids in the pectoral kg kg"  (Cherian et al., 2002; Lee et al.,
mA lipid cont muscles during growth and laying 0.014 ! 2002; Yang et al., 2003)
mA lipid cont Proportion of total lipids in the pectoral 0.014 kg kg"  (Cherian et al., 2002; Lee et al.,
AGE2 muscles at AGE2 ' ! 2002; Yang et al., 2003)
- . . o - (Cherian et al., 2002; Javaid et
Attt popoton e Y orn 619, ot Ll 2007 Yng
P & & et al., 2003)
mA neut lipid Propc'ort'lon of neutral lipids in the total 0.55 kglkg (Lee et al., 2002)
ratio lipids of the pectoral muscles
mA neutral Weight of neutral lipids in the pectoral 0.0013* ke
muscles
mA perf Daily plasma flow to the pectoral 25.3% gt
muscles
Weight of total lipids in th toral
mA total lipids elght of totallipids In the pectora 0.002* kg
muscles
Lkg” (Sapirstein and Hartman, 1959;
mB coef Blood flow to the thigh muscles 163 tissue P ! !
gt Wolfenson, 1986)
mB lipid cont Proportion of'total lipids in the t'hlgh 0.06 kglkg (Cherian et al., 2002; Puchala
muscles during growth and laying et al., 2014)
mB lipid cont Proportion of total lipids in the thigh 0.06 kg kg’
AGE2 muscles at AGE2 ’ !
mB lipid cont Minimum proportion of total lipids in 0.048 kg kg" (Cherian et al., 2002; Javaid et
AGE3 the thigh muscles during molting ) ! al., 2011; Puchala et al., 2014)
Données sur poulet de chair,
el P o Ioen betonl g 1818 i hian vl 565
P & Marion, 1965; Rabot, 1998;
Sahasrabudhe et al., 1985)
mB neutral Weight of neutral lipids in the thigh 0.0031* ke
muscles
mB perf Daily plasma flow to the thigh muscles 7.1% Ld*
mB total lipids Weight of total lipids in the thigh 0.004* ke
muscles
Mean weight of the eggs laid daily for " 1
Mean Wegg 10 days 0 kg d
mVblood Density of blood 1.044 kg L™ (Medway and Kare, 1959)
Neycle Number of cycles of 10 days gone "

through from the beginning of laying

*Value of the corresponding compartment or variable either at the beginning of the simulation for most
parameters or at AGE maturity for the parameters related to the follicle
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Table 5 : description, value (units) and references used for the estimation of the model parameters;
description and initial value (*) of the compartments and variables of the model.

Acronym Description

Number of yolks initialised in a 10 day

Ninit10d cycle, from AGE maturity to AGE2, and
from AGE4 to AGE5
Other neut lipid = Proportion of neutral lipids in the total
ratio lipids of the "other" compartment
Other neutral Weight of neutral lipids in the "other"
compartment
Other perf Daily plasma flow to the "other"
compartment

Other total Weight of total lipids in the "other"
lipids compartment
Plasma lipid Concentration of total lipids in plasma
cont during growth and molting
Plasma lipid Concentration of total lipids in plasma
cont lay during laying

Proportion of neutral lipids in the total
Plasma neut - .
lipid ratio lipids of plasma du'rlng growth and

molting

Plasma neut Proportion of neutral lipids in the total
lipid ratio lay lipids of plasma during laying
Plasma neutral Weight of neutral lipids in plasma
I?Ia?sma total Weight of total lipids in plasma
lipids
Prop BW molt | Total fraction of BW lost during molting
Prop Ei molt Energy restriction during molting
Prop Wblood Total fraction of the blood weight lost
molt during molting
Prop Wliver Total fraction of the liver weight lost
molt during molting

Total fraction of the weight of pectoral
muscles lost during molting
Total fraction of the weight of thigh
muscles lost during molting

Prop WmA molt

Prop WmB molt

P

rop Total fraction of the storage fat weight
Wstoragefat . -

lost during molting

molt
Q coef Cardiac output
Storagefat coef Blood flow to the abdominal fat
Storagefat lipid Proportion of total lipids in the
cont abdominal fat
Storagefat neut | Proportion of neutral lipids in the total
lipid ratio lipids of the abdominal fat

Value

4.17*

0.96

0.054*

175*

0.056*

0.007

0.026

0.69

0.79
0.0003*
0.0004*

0.25
0.6

0.25

0.5

0.2

0.2

0.7

283

95

0.87

0.98

Units

kg kg’
1

kg

Ld*
kg

kg L?

kg L

kg kg’
1

kg kg’
1

kg
kg

L kg'1

BW d
1

L kg'1
tissue
d-l
kg kg’
1

kg kg’
1

References

(Santoso et al., 1995)

(Entenman et al., 1940;
Robinson et al., 2001; Yu et al.,
1976)

(Akiba et al., 1982; Balnave,
1971; Robinson et al., 2001;
Walzem et al., 1994; Weiss
and Fisher, 1957; Yu et al.,
1976)

(Yu et al., 1976)

(Walzem et al., 1994; Yu et al.,
1976)

(Sauveur, 1988)
(Souza et al. 2010)

Hypothesis
(Sauveur, 1988)
Hypothesis

Hypothesis

(Park and Ks, 2002)

(Niezgoda et al., 1982;
Sapirstein and Hartman, 1959;
Wideman, 1999)

(MaclLachlan, 2010)

(Cherian et al., 2002; El-Kazzi
et al,, 1995; Lee et al., 2002)

(Lee et al., 2002)

*Value of the corresponding compartment or variable either at the beginning of the simulation for most

parameters or at AGE maturity for the parameters related to the follicle
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Table 6 : description, value (units) and references used for the estimation of the model parameters;
description and initial value (*) of the compartments and variables of the model.

Acronym Description Value Units References
Storagefat Weight of neut_ral lipids in the 0.0017* ke
neutral abdominal fat
Storagefat perf Daily plasma flow to the storage fat 0.144%* Ld™
St fat total
“p?(;ige attota Weight of total lipids in the storage fat 0.002* kg
tissue i lipid dep | Daily deposition of lipids in a tissue i kg d*
tissue i lipid loss Daily loss of lipids from a tissue i kg d*
TQ Daily plasmatic cardiac output 224* Ld*
Vplasma Plasma volume 0.056* L
Sum of the weight of the yolks *
Wall yolks 10 d ovulated for 10 days 0 ke
Whblood Blood weight 0.079* kg
Whblood AGE2 Simulated blood weight at AGE2
Whblood AGE Simulated blood weight at AGE
maturity maturity
Wegg Weight of the egg a's a function of age 0.044* ke
or of laying rate
Wegg max Maximum weight of the egg 0.065 kg (Adan:gzsguBl'frUI) 1998;
Wfollic min Mlnllmu_m weight of t.he follicle, at the 0.0002 kg (Fournier et al., 2015)
beginning of the rapid growth phase
WFollic(1..10) Weight of each follicle during the rapid o ke
growth phase
W follic[1..10] Daily deposition of yolk matter in each ke gt
gain growing follicle &
Wiliver Liver weight 0.018* kg
WmA Weight of pectoral muscles 0.164* kg
WmB Weight of thigh muscles 0.059* kg
Wother Weight of the compartment "other" 0.755* kg
Wstoragefat Storage fat weight 0.002* kg
Wtissue i Weight of a tissue
. Weight of the corresponding tissue
Wissue AGE2 attained in simulation at AGE2 ke
Wtissue i gain Gain of weight of a tissue i kg d*
Wtissue i loss Loss of weight of a tissue i kg d*
Maximum weight of the follicle at the "
Wyolk end of the rapid growth phase 0.009 ke
WYolk(1..10) Weight of the ovulated yolk o* kg
Wyolk[1..10] ov Amount of yolk ovulated kg d*t
Yolk lipid cont Concentration of lipids in the follicle or 0.35 kglkg (Nys and Guyot, 2011)

in the yolk

*Value of the corresponding compartment or variable either at the beginning of the simulation for most
parameters or at AGE maturity for the parameters related to the follicle
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Table 7. Equations applied for the growth, the lost and the recovery of the weight of the compartments body

weight (BW) and weight of tissues, and variables related to these components.

Compartment

Physiological stade
affected

BW

End of growth and 1st W, .04, Wiver Wina,

laying cycle

WmB, WStoragefat

Wother

BW

Whicodr Wiiver, Wima,
Molting, BW lost o0 ier, TTmA
WmB, WStoragefat

Wother

BW

Molting, BW recovery = Whioods Wiver, Wina,
WmB, WStoragefat
Wother

Variables related to the weight of the tissues

Physiological stade Variable affected

End of growth and 1% Volasma
and 2™ laying cycles .
ying cy Vplasma gain
Vplasma
Molting, BW lost
Vplasma [0SS
Vplasma
Molting, BW recovery )
Vplasma gain

Equation
BW gain =

BW2 efBgomp X(AGE-AGE1)
—BW xIn BW, X Bgomp X 1 +e-Bgomp x(AGE2g—AGE1)

Wiissue i 83l = igsye X ePtissuei x BWatissuei~1
X BW gain
Wiissue i 82i = ayjssye i X BW gain
Wother gain = BW gain — (Wyjo0q gain + Wstoragefat gain +
Wiiver gain + W4 gain + Wy, gain)

Prop BW molt x BW AGE2

BW loss =
088 (AGE3 — AGE2)

(Prop Weissye i molt) X Wyjssye | AGE2
(AGE3 — AGE2)

W tissueiloss =

Wother loss = BW loss — (Wy0q 1055 + Wtoragefat 10Ss
+ Wiiver loss + Wy loss + W g loss)

Prop BW molt X BW AGE2
(AGE4 — AGE3)

BW gain =

propWiissue i molt X Wyjssue | AGE2
(AGE4 — AGE3)

Wiissue | 82in =

(Eq. 17)

Equation

(1-Ht growth or lay)

vV =W X
plasma blood MVplood

. . 1-Ht growth or la
Vplasma gain = W04 gain X ¢ - 2

mVplood
(1-Ht molt)
V, =W —_—
plasma blood MVblood
(1-Ht molt)
V, loss = W, loss X ———
plasma blood MVlo0d
(Eq. 26)
v ) W ) (1 — Ht molt)
lasma 8aIN = Wyjpoq AN X —————
P mVpiood

Eq.
number

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

Eq.
number

24

25

26

27

28

29
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Table 8. Equations applied for the growth, the lost and the recovery of the weight of the compartments body
total lipids and total lipids of tissues (unless plasma), and variables related to the content of neutral lipids in

these components of the model

Physiological
stade

End of
growth and
1st laying
cycle

Molting, BW
lost

Molting, BW
recovery

All ages
unless from
AGE2 to
AGE3

From AGE2 to
AGE3

Compartment
affected

Body total lipids

Liver total lipids, mA
total lipids, mB total
lipids, Storagefat
total lipids

Body total lipids

Storagefat total lipids

Liver total lipids, mA
total lipids, mB total
lipids

Body total lipids

Storagefat total lipids
Liver total lipids, mA

total lipids, mB total
lipids

Other total lipids

Equation

Lipid deposition =
[BW lipid cont AGE1 + 2 X (BW lipid cont AGE2—BW lipid cont AGE1) «
(BW2-BW1)

(BW lipid cont AGE2—BW lipid cont AGE1) .
X BW gain
(BW2-BW1) 1 8

BW — BW1 x

Tissue ilipid dep = Tissue i lipid cont X Wijssye i gain

Lipid loss =
[BW lipid cont AGE2 +
(2 x BW — BW2)] x BW loss

(BW lipid cont AGE3—BW lipid cont AGE2) %
(BW3-BW2)

Storagefat lipid loss = Storagefat lipid cont X Wyoragefar 10SS

Tissue i lipid loss =

[Tissue i lipid cont AGE2 +

(tissue i lipid cont AGE3—tissue i lipid cont AGE2)
(Wtissue i AGE3—Wyjssue i AGE2)

Wtissue i AGEZ)] X Wtissuei loss

X (2 X Wtissuei -

Lipid deposition =
[BW lipid cont AGE3 +
(2 x BW — BW3)] x BW gain

Storagefat lipid dep = Storagefat lipid cont X Wyioragefat gain

(BW lipid cont AGE2—BW lipid cont AGE3) %
(BW2-BW3)

Tissue i lipid dep =

[Tissue i lipid cont AGE3 +

(tissue ilipid cont AGE2—tissue i lipid cont AGE3)
(WtissueAGE2—Wyissue AGE3)

Wiissue i AGE3)] X Wyjgsue i gain

X (2 X Wtissuei -

Other lipid dep = Lipid deposition — (Liver lipid dep +
maA lipid dep + mB lipid dep + Plasma lipid dep +
Storagefat lipid dep)

Other lipid loss =
Lipid loss — (Liver lipid loss + mA lipid loss + mB lipid loss +
Plasma lipid loss + Storagefat lipid loss)

Variables related to the neutral lipid content of tissues

Physiological
stade

All ages

Variable affected

Liver neutral, mA
neutral, mB neutral,
Other neutral,

Storagefat neutral

Equation

Tissue i neutral =
Tissue i neut lipid ratio X Tissue i total lipids

Eq

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

Eq

40

. number

. number
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Table 9. Equations applied for the growth, the lost and the recovery of the weight of the plasma total lipids,
and variables related to the neutral lipid content of plasma.

Physiological
stade

End of growth
until AGE
maturity

At AGE maturity

From AGE
maturity to AGE2

At AGE2

From AGE2 to
AGE3

From AGE3 to
AGE4

At AGE4

Compartment
affected

Plasma total lipids

Plasma total lipids

Plasma total lipids

Plasma total lipids

Plasma total lipids

Plasma total lipids

Plasma total lipids

Equation
Plasma lipid dep = Plasma lipid cont X Vpj,5ma gain

Plasma lipid dep = (Plasma lipid cont lay — Plasma lipid cont) x

. (1-Ht growth or lay)
X [ ——
Whi00dAGE maturity Vblood

Plasma lipid dep = Plasma lipid contlay X Vjjasma gain

Plasma lipid loss = (Plasma lipid cont lay — Plasma lipid cont) X

(1-Ht growth or lay) -
Whlooa AGEZ X % + Plasma lipid cont X
Whi00dAGE2Z X

((1-Ht molt)—(1—-Ht growth or lay))
mV blood

Plasma lipid loss = Plasma lipid cont X Vpja5ma loss

(Eq. 41)

Plasma lipid dep = (Plasma lipid cont lay — Plasma lipid cont) x
WhioodAGE2 x S 4 plasma lipid cont lay X WyiooqAGE2 X

mV blood
((1—Ht growth or lay)—(1—Ht molt))

mV blood

Variables related to the neutral lipid content of tissues

Physiological
stade

End of growth
and molting

1% and 2™ laying
cycles

Variable affected

Plasma neutral

Plasma neutral

Equation

Plasma neutral = Plasma neut lipid ratio X Plasma total lipids

Plasma neutral = Plasma neut lipid ratio lay X Plasma total lipids

Eq.
number

41

42

43

44

45

46

47

Eq.
number

48

49
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Table 10. Variables and compartments related to the irrigation, the growth of follicles and the ingestion

Variables related to the irrigation of tissues

Physiological stade Variable affected

TQ

Liver perf, mA perf, mB

All ages perf, Storagefat perf

Other perf

Compartments and equations related to the follicle growth

Physiological stade

1* and 2™ laying cycles Wiolieq1..10]

Variables related to the laying function

Physiological stade Variable affected

k growthygpic

Follicjy. 1) lipid dep
Yolk[1..10]total lipids

Wyolk

1% and 2™ laying cycles

egg

Ninit1od
Mean W,

Variables related to the ingestion

Physiological stade Variable affected

All ages DFI

End of growth, until the
first egg is laid

1** laying cycle, from the
first laid egg until AGE2
Molting, BW lost Ei
Molting, BW recovery

2" laying cycle, from AGE4

to AGE4+30

2" laying cycle, from

AGE4+30

Compartment affected

Equation
TQ = Q coef Xx BW x (1 — Ht)

Tissue i perf = Wyjssuei X Tissue i coef X (1 —
Ht)

Other perf = TQ — (mA perf + mB perf +
Liver perf + Storagefat perf)

Equation

Wrolic[1.10] 8ain = kK growthgepic X Weopic[1.10] X

w.
yolk
(Goz — Wrollic[1.101)
Equation
1-0.93 1
~ I3 XW)
_ 0.93XxWrjcmin
k growthgopic = Wyl 10° =
X

Follicp; 10)lipid dep = Wegjiic[1.10] 8ain X
Yolk lipid cont

Yolk[1..10]total lipids = Yolk lipid cont X
Wyolk[1.10]

Wyolk = byolk + ayolk X Wegg

If LR max >= 60%:

Wegg = Wegg max x 1- e_kWeggXAGE)

If LR max < 60%:
Wegg = 0.001 X Njyjt10q4 + 0.040

l—e_Ncycle
Ninit1oa = 10 X LR max X ——=x—=2 — 10 %
3 l—eiNCyCle
(LR max — LR min) x A
1+e’(Ncyc1e*LR persist)
W allyolks 10d Wegg
Mean W..,, = ——22° "% «
-8 10 Wyolk
Equation
Ei
DFI =
Ediet

Ei = 0.5676 X BW3 — 1.4554 X BW? +
1.5389 x BW + 0.0525

Ei = 0.662 x BW?75 + 12 x BW gain + 4 X
Mean W,

egg

Ei = (1 — Prop Ei molt) x Ei AGE2

Ei = 0.662 X BW®75 + 12 x BW gain
Ei = Ei AGE4

Eq. 64

Eq.
number
50

51

52

Eq.
number

53

Eq.
number

54

55

56

57

58

59

60

61

Eq.
number

62

63

64

65

66

67

68
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Table 11. Equations applied for the absorption, distribution, metabolism and elimination (ADME) of the
molecule to or from different compartments of the model, and variables related to the ADME submodel.

Physiological
stade
Absorption

All ages

All ages

All ages

Distribution

All ages

All ages

All ages
Metabolism

All ages

Excretion

1% and 2™ laying
cycles

Compartments /variables
directly affected

Total HBCD intake

Diet HBCD intake

l"IBCDIiver

HBCDIiverl HBCDmA; HBCDmB:
HBCDotherr

H BCDstoragefat, H BCDpIasma

HBCDIiverl HBCDmA; HBCDmB:
HBCDotherl

H BCDstoragefat, H BCDpIasma

HBCD_tissue conc total lipids

HBCDpIasma

H BCDfoII[l..lO], H BCDplasma

HBCD_Yolk[1..10] conc total
lipid

Equation

Total HBCD intake =
Diet HBCD intake + No diet HBCD intake

Diet HBCD intake = DFI X Diet HBCD conc

HBCD abs = Total HBCD intake X HBCD abs coef

K __ Tissue i neutral Vplasma
Prissue i Wiissue i Plasma neutral
HBCDplaSma tissuei —

i i HBCDy ;conc
Tissue i perf X (HBCDpjasmaconc — ———_tissuelZ
Kptissue i

HBCDtissue i
Tissue i total lipids

HBCDyjssye i cOnc total lipids =

HBCDjjyer Cl = Liver perf X Ejjyer X HBCDpjagma conc

HBCDplasma foll[1.10] = FOHIC[llO]llpld dep X
BCDplasma

Follic neut lipid ratio X ————
Plasma neutral

HBCDyolk(1.10]

HBCDyoik[1.10]cONC total lipid = YoIk[L.10]total lipids

Eq.
number

69

70

71

72

73

74

75

76

77
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Table 12. Summary of the results of the sensitivity analysis: main parameters influencing the concentration
of the molecule in tissues/eggs, physiological stages and matrix affected by the changing in the parameter,

precision of the estimated basal value

Physiological stades at which the model is ]
Tissues/eggs

sensitive to the parameter Precision of
Lot Mol I affected by the the basal
End of la Sn Molting, c.BV;/ngl la r:n value of the value
growth YINE " BW lost ying parameter
cycle recovery cycle
Parameters related to BW and tissue weight
Age2 X X X All Appropriate
b_blood X All Appropriate
b_liver X X X X X All Appropriate
Prop Wstoragefat molt X Abdominal fat Sufficient
Parameters related to body and tissue lipid content and lipid profile
BW lipid cont AGE3 X All Appropriate
Liver_lipid_cont X All Appropriate
Liver_neut_lipid_ratio X X X X X Liver Appropriate
Pectoral
mA_neut_lipid_ratio X X X X X ectora Limited
muscles
mB_neut_lipid_ratio X X X X X Thigh muscles Limited
other neut lipid ratio X X X X X "Other" Limited
Plasma neut lipid ratio lay X X X Plasma Appropriate
plasma_neut_lipid_ratio X X X Plasma Appropriate
Storagefat_neut_lipid_ratio X X X X X Abdominal fat Limited
Parameters related to blood irrigation
liver coef X X X All Limited
mV blood X All Appropriate
Q coef X All Appropriate
Parameters related to ingestion or exposure to the molecule
Ediet X X X X X All Appropriate
HBCD_abs_coef X X X X X All Sufficient
Parameters related to the metabolism of the molecule
No data
Ejiver X X X X X All found, needs
adjustment
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Table 13. Basal and adjusted values of the parameters selected for adjustment.

Basal Adjust
Acronym Description Units asa djusted
value value
mA neut lipid ratio Proportion of neutral lipids in the total lipids of the kg kg™ 0.55 0.56
pectoral muscles
mB neut lipid ratio Prf)portlon of neutral lipids in the total lipids of the kg kg™ 0.86 1
thigh muscles
:::f(?c: neut lipid Proportion of neutral lipids in the total lipids of liver kg kg"1 0.76 0.61
Plalsma neut lipid Proportlon.of ne.utral lipids in the total lipids of ke kg"l 0.79 0.63
ratio lay plasma during laying
S.tc?rage.fat neut Propor’Flon of neutral lipids in the total lipids of the ke kg"l 0.98 0.99
lipid ratio abdominal fat
Other neut lipid !I?ropor':uon of neutral lipids in the total lipids of the kg kg™ 0.96 0.96
ratio other" compartment
T
Liver coef Blood flow to the liver . Lkg 1 1200 1307.9
tissue d
Ejiver Extraction rate of the a-HBCD in the liver % 1.30% 1.70%
Plasma neut lipid  Proportion of neutral lipids in the total lipids of kg kg™ 0.69 0.552

ratio

plasma during growth and molting

Table 14. Value of the parameters related to the BW, the laying rate, the egg weight and the setting up or
not of a molting, corresponding to different laying hen breeding systems

Local farming

Variable Acronym  Units | Basal model faFra:i:;* and r;:::* Bat:ery
distribution*

Body BW2 Kg 1.96 1.6 1.8 1.85 1.85
weight AGE2g d 476 800 640 485 550
LR max % 90 70 70 70 90
Laying rate LR min % 76 40 60 60 75
LR persist | weeks 33 80 60 45 50

Egg weight = Wegg max Kg 0.065 0.05 0.062 0.065 0.068
Molting Molting Molting of 42 ' Molting of 42  Molting of 42 No No

starting age

d, from476d | d, from476d | d, from 476 d molting molting

*Source of the values of the parameters for the four practical breeding systems: ITAVI

Table 15 : PVar of the concentration of a-HBCD in the tissues (storage fat, liver, plasma, pectoral muscles,
thigh muscles, “other”; also the yolk during the laying periods) at 4 ages representative of the different
physiological stages. The whole parameters corresponding to each breeding system hen-type were modified.

350 d (1st 640 d 488 d (molting, | 517 d (molting,
laying cycle) (laying) BW lost) BW recovery)

Systems with molting

Family farming 21.2+0.24 21.7+0.22 21.1+£0.10 13.9+0.12
Local farming and distribution 8.1+0.04 8.0+0.06 7.1+0.02 5.2+0.05
Systems with no molting

Free-range 5.2+0.06 8.41+0.09 -48.614.9 -41.4+3.4
Battery cages 3.1+0.04 6.7+0.12 -49.7+4.8 -42.613.3
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oy

<DFI>  Diet HBCD conc HBCD HBCD
yok(1..10) ov“> Yolk[l..l.Olconc
total lipid
No diet Diet HBCD HBCD
HBCD intake intake follic[1..10] <Follic[1..10]
lipid dep>
<Follic neut
Total HBCD HBCD plasma lipid ratio>
intake HBCD plasma fol[1..10] -
conc total lipid <plasma
\ neutral>
¢ HBCD liver g 2 I;Efmlz 2 p| HBCD
HBCD abs HBCD plasma HBCD plasma USSUG 1
\ /fliver \V\ / tissue 1 V\ ¢
HBCD <|l\'p <liver HBCD /4: <Tissuei  HBCD tissue i
HBCD abs coef liver conc  liver> perf>  plasma conc tissue &> perf> conc
X

J

HBCD /F_/
liver Cl1 \

"Eliver

HBCD tissue i
conc total lipid

Fig. 1. Diagram of the ADME sub-model. Double arrows : matter flux (kg d™*) ; compartments (squares) : matter amounts (kg) ; discontinuous arrows : information flux
(no units) ; other components : calculation variables or model parameters. Grey : duplicate of a model component represented elsewhere. The whole parameters of the
model are described in the Table 1 to Table 6. “Tissue i” is a generic denomination of different tissues represented in the model and replace in this diagram theirs

specific names in the Table 1 to Table 6, that’s to say: storagefat, mA, mB, other.
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End of 1st laying cycle Molting 2nd laying
growth cycle
1 | | Il

[ 1 [ 1
AGE1  pge AGE2 AGE3 AGE4 AGE5
84d  maturity 476d 488d 518d 644 d
J, 1M6d 126 d FBEd and l

e +

H==—x

Start of Start of End of End of Start of Start of
initialisations,  laying, 1st initialisations, laying, 1st  initilisations, laying, 2nd
1st laying cycle cycle 1st laying cycle cycle 2nd laying cycle  cycle

Fig. 2. Diagram of the physiological stages and ages represented in the model.

g 450
3 400
= 350
2 300 °
£ 250 - -=g ~ "
Kl 200 Sl
g §Tt— e ...
2 150 ¢ Y A
o 100 /g 4
8 50 g8 -
T 4
3 0 . . . . . . . . .
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Exposure duration (weeks)
------ Liver, simulated \ Liver, observed
— = Storage fat, simulated O Storage fat, observed
Yolk, simulated ® Yolk, observed

Fig. 3. Simulated and observed concentrations of a-HBCD in liver, storage fat and yolk following exposure to
contaminated feed (40 pg kg'l) for 18 weeks
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Annexe 2 : représentation du débit cardiaque (L j) en fonction du poids vif (kg), pour 'ensemble des données bibliographiques compilées.

Différenciation des données par type de souche de volaille, sexe et stade physiologique.

Débit cardiaque (L 1)

10004

900 +

800 4

700 4

600 4

500 4

4004

300 4

200 1

2.0 2.5
Poids vif, kg

3.0

35

W 4 A v 90+

Deux sexes

Reproducteur, male en croissance

Souche de chair, méale en croissance

Souche de ponte, femelle adulte en ponte et non en ponte
Souche de ponte, femelle adulte non en ponte

Souche de ponte, femelle en croissance

Souche de ponte, femelle en ponte

Souche de ponte, femelle. Stade non spécifie.

Souche de ponte, male
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Annexe 3 : représentation du poids du jaune a partir du poids de I’ceuf

Wyolk = -0,0089 (+/-0,0014) (***)+ 0,402 (+/-0,023) (***) x Wegg
R2=0,897 ; ETR=0,0007

0.0194

0.018+

0.017+

0.016

0.0154

Wyolk (kg)

0.014+

0.0134

0.0124

0.0114

0.050

0.055

0.(;60
Wegg (kg)

0.065

0.070

Annexe 4 : follicules initialisés (croix) en fonction du nombre total de follicules a initialiser

en 10 jours (Ninit10d)

N Follicl | Follic2 | Follic3 | Follic4 | Follic5 | Follicé | Follic7 | Follic8 | Follic9 | Follic10
init10d init init init init init init init init init init
1 X
2 X X
3 X X X
4 X X X X
5 X X X X X
6 X X X X X X
7 X X X X X X X
8 X X X X X X X X
9 X X X X X X X X X
10 X X X X X X X X X X
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Annexe 5: comparaison par GLM des concentrations d’a-HBCD simulées par le modéle
modifié vis-a-vis du modéle de base. Les deux modifications du modeéle présentées
consistent en une division du gras abdominal en deux compartiments a débit
plasmatique différent

Modification . P -
Matrice | surle modeéle Varlxable Unités 0';,‘:::??:: a Pente ETR R’ Nz:;lzl:e r;:i(;‘(‘s
de base g
. Modéle pgkg'  0,137+0,129 0,999 + 0,001
Modif. 4.3.2.1.a 0,229 1 non 0
Jaune T debase | lipides (ns) (***) !
d’ceuf & -1 + +
Modif.4.3.2.1b Modele beke  0,777£0820 09930006 4 50 non 0
de base lipides (ns) (***)
. Modele  pgkg® 0,187 +0,045 0,998 + 0,000
. Modif. 4.3.2.1.a debase lipides (+5%) (%) 023 1 non 0
oie
. Modeéle pgkg' 0,972+0,259 0,991 + 0,002
Modif. 4.3.2.1.b O T (*5%) (%) 1,37 1 non 0
. Modéle pgkg'  0,298+0,236 0,996 + 0,001
:c;-as . Modif. 4.3.2.1.a debase lipides (ns) (*5%) 1,25 1 non 0
abdomi
nal  Modif 4321 Modele ue ke'  2,84+0,05 0,972 +0,008 251 1099! non 0
T de base lipides (*) (***) ! !
. Modele  pgkg' | 0,223+0,051 0,998 + 0,000
ML;scIe Modif. 4.3.2.1.a debase lipides (*5%) (+*%) 0,268 1 non 0
s des
: . Modeéle pgkg' 1,164+0,295 0,991 + 0,002
cuisses
Modif. 4.3.2.1.b O T (*5%) (%) 1,56 1 non 0
. Modele  pgkg' | 0,205+0,047 0,998 + 0,000
Modif. 4.3.2.1.a debase lipides (%) (%) 0,246 1 non 0
Plasma Modif. 4.3.2.1b Modéle pgkg®  1,069+0,271 0,991 + 0,002 1434 1 non 0
T de base lipides ([ (***) !

Annexe 6 : représentation de la relation entre le PV simulé (kg) aprés introduction des
données physiologiques expérimentales dans le sous-modeéle physiologique vis-a-vis
du PV observé (kg), aprés élimination de deux points observés aberrants.

PV simulé (kg)

1,90
PV simulé = 1,017(+/-0,005) (***) x PV observé
2 _ . _
1,80 R“=0,798 ; ETR=0,024
1,70 T4
1,60 T
1,50 1
1'40 T T T T T T T T T 1
1,40 1,45 1,50 1,55 1,60 1,65 1,70 1,75 1,80 1,85 1,90

PV observé (kg)
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Annexe 7 : représentation du poids de I'ceuf (EggW, kg) et de I'aliment ingéré (DFI, kg j*)

en fonction de I'age (j).

Ces équations ont été obtenues lors de I'introduction des données expérimentales dans le
sous-modele physiologique, préalable a I'ajustement. Les losanges représentent les valeurs
expérimentales. Les tracées sont les valeurs fixées dans le modele grace aux équations
indiguées en haut des graphiques

EggW = 0,05102+0,001(***) +0,00003+0(* **)xAge (j) DFI= 0,0867+0,0071(***) + 0,0001+0(**)xAge (j)
R2=0,697 ; ETR=0,001 R2=0,661 ; ETR=0,003
0,062 __ 0,124
—_ _ < 0,122
2 oo oo .
3, o _S%e = 0118 —
o 0059 7",/— £ o116 /L
_— ‘O
v 0,058 - & 0,114
o % 0112 o~
- 0,057 £
‘s £ 0,110 -
£ 0,056 +— g 0108 *
01055 T T T T T T T T 1 g 0,106 T T T T T T T T 1
<L
210 224 238 252 266 280 294 308 322 336 210 224 238 252 266 280 294 308 322 336
Age (j) Age (j)
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Modélisation du devenir de I’lhexabromocyclododécane (HBCD) chez la poule pondeuse :
influence des caractéristiques physiologiques

L’hexabromocyclododécane (HBCD) est un retardateur de flamme bromé qui a été utilisé notamment comme additif
dans des polystyrenes (PS). En 2013, 'HBCD a été inclus a I'annexe A de la Convention de Stockholm comme Polluant
Organique Persistant. Les denrées alimentaires d’origine animale (DAOA) constituent la source principale d’exposition de
la population générale a ce polluant. Selon I'Autorité Européenne de Sécurité des Aliments (EFSA, 2011), le niveau moyen
d’exposition chez I'adulte est de 0,09-0,99 ng kg':L PV j':L et ne représente pas un risque majeur pour la sécurité sanitaire
des aliments et la santé du consommateur. Des concentrations moyennes proches d’un ng g‘1 lipides sont rapportées
normalement dans les DAOA. Toutefois, des concentrations maximales supérieures a 2000 ng g'1 lipides dans des
échantillons de certaines DAOA dont des ceufs ont été rapportées. Plusieurs sources potentielles d’exposition orale des
volailles a ce polluant existent dont le sol, des plantes et accessoirement des aliments contaminés. L'ingestion de
fragments de matériaux contaminés auxquels les animaux pourraient avoir accés dans certains élevages a été suggérée.
L'a-HBCD est I'isomere majoritaire dans des PS prélevés dans des batiments d’élevage et dans les DAOA. Ainsi, les poules
pondeuses pourraient étre exposées majoritairement a I’a-HBCD. Toutefois, la synthése bibliographique met en évidence
I’'absence d’informations sur le devenir de I'a-HBCD chez la poule pondeuse. La réalisation d’'une expérimentation in vivo
a permis d’estimer la plupart des paramétres cinétiques du devenir de I'a-HBCD ingéré chez la poule pondeuse.
L'estimation du taux d’extraction de I'a-HBCD dans le foie a été réalisée grace au développement d’'un modele
pharmacocinétique basé sur la physiologie (PBPK) de transfert de I'a-HBCD chez la poule pondeuse. Ce modele a été
développé, calibré par des données de la littérature, une analyse de sensibilité a été réalisée et plusieurs parametres ont
été ajustés sur des résultats in vivo. Une validation du modele a été testée. Ce modele a permis de déterminer I'influence
des caractéristiques physiologiques de I'animal sur le devenir de I'a-HBCD chez la poule pondeuse notamment pendant
la ponte et la mue. Parmi les caractéristiques physiologiques considérées propres a différentes souches de poules
pondeuses, le poids vif (PV) est celle qui influence le plus la concentration d’a-HBCD dans les tissus et les ceufs chez la
poule exposée. Un PV bas prédispose a une concentration plus élevée dans ces matrices. Des performances de ponte
élevées diminuent la concentration de la molécule dans les différentes matrices. La mue produit une augmentation
considérable de la charge corporelle de la molécule chez des poules exposées. Ce modéle peut étre extrapolé a d’autres
animaux et molécules lipophiles aprés modification de certains parameétres.

Mots clés : Sécurité Sanitaire des Aliments, HBCD, modéle PBPK, poule pondeuse, caractéristiques physiologiques.

Modelling the hexabromocyclododecane (HBCD) transfer kinetics in the laying hen:
impact of the physiological features

Hexabromocyclododecane (HBCD) is a brominated flame retardant mainly used as an additive in polystyrene (PS). In
2013, HBCD was included in the annex A of the Stockholm Convention as a Persistent Organic Pollutant. The foodstuffs of
animal origin are the main source of exposure of the general population to this pollutant. According to EFSA (2011), the
mean exposure level of the adult to HBCD is 0.09-0.99 ng kg‘1 BW d* and doesn’t represent a major risk to the food
safety and the consumer’s health. Mean concentrations close to 1 ng g"1 lipids are generally reported in the foodstuffs of
animal origin. Nevertheless, maximal concentrations higher than 2000 ng g'1 lipids have been reported in some food
samples including eggs. Several potential sources of oral exposure of the hens to this pollutant include the contaminated
soil and plants and additionally contaminated feed. The ingestion of contaminated material fragments accessible in some
breeding buildings by the hens has also been suggested. Generally, the a-HBCD is the predominant isomer in the PS
sampled in the buildings of breeding systems and in the foodstuffs of animal origin. The hens could be exposed mainly to
this isomer. However, the bibliographic synthesis highlights the absence of information about the a-HBCD kinetics in the
laying hen. The realization of an in vivo experience has allowed the estimation of the majority of the a-HBCD kinetic
parameters in the laying hen. The development of a physiologically based pharmacokinetic (PBPK) model has made it
possible to estimate the extraction rate of the a-HBCD in the hen’s liver. This model has been developed, calibrated by
literature data, a sensitivity analysis has been developed on each parameter and some parameters have been adjusted
on the basis of experimental in vivo results. A validation of the model has been attempted. This model has allowed to
determine the influence of the main physiological characteristics on the a-HBCD accumulation in tissues and transfer to
eggs in the laying hen at several physiological stages, principally lay and molt. Among the physiological characteristics
considered as specific to different laying hen strains, the body weight (BW) is the main feature influencing the a-HBCD
kinetics. Thus if the hen is exposed to the a-HBCD, a low BW predisposes the hen to have higher concentrations of the
molecule in all the matrices. A high laying performance diminishes the concentration of the molecule in these matrices.
The molting stage raises the body charge of the molecule in exposed hens. This model can be extrapolated to other
animals and lipophilic molecules after modification of some parameters.

Keywords : Food Safety, HBCD, PBPK model, laying hen, physiological features.
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