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Résumé

I1 est rapporté que la biodisponibilité orale de I’amoxicilline chez le porc est
environ trois fois moindre que chez I’homme. Pour élucider les raisons de cette
différence, la pharmacocinétique artérielle, veineuse porte et urinaire de cet
antibiotique a été caractérisée a des doses intragastriques de 4 a 30 mg/kg et
différents modeles compartimentaux physiologiques ont été congus pour 1’analyse
des données. La biodisponibilité orale de I’amoxicilline est maximale a 4 mg/kg, avec
une valeur moyenne de 52%. Les différences porto-systémiques de concentrations
plasmatiques d’amoxicilline et la clairance urinaire ont permis de démontrer une
augmentation de la clairance hépatique jusqu’a la dose de 30 mg/kg. Un modele
compartimental comprenant deux voies paralleles d’absorption (de type Michaelis-
Menten d’accessibilité limitée dans le temps et d’ordre 1), deux compartiments de
distribution (central et périphérique) deux voies d’élimination (excrétions urinaire et
biliaire) est celui qui prédit le mieux les données observées. Ces résultats mettent en
¢vidence le role prépondérant du transporteur saturable PepT1 dans 1’absorption orale
de I’amoxicilline administrée a faible dose, ainsi que l’importance croissante de

I’absorption passive lors d’administration a forte dose.

Mots clés : Porc; Amoxicilline; Pharmacocinétique; Modélisation compartimentale;

Biodisponibilité; Transporteur PepT1.



Abstract

It was reported that the oral bioavailability of amoxicillin in swine is about three
times lower than in human beings. To elucidate the reasons for this difference,
arterial, portal venous and urinary pharmacokinetics was documented at intragastric
dose amounts ranging between 4 and 30 mg/kg, and several physiologic
compartmental models were developed for data analysis. The maximum oral
bioavailability of amoxicillin was recorded at 4mg/kg with a mean value of 52%. The
portal-systemic plasma concentration differences of amoxicillin and its urinary
clearance revealed an increase in hepatic clearance up to the 30 mg/kg dose. A
compartmental model with two parallel absorption route (time-constrained Michaelis-
Menten and first-order processes), two distribution compartments (central and
peripheral) two elimination pathways (urinary and biliary excretions) best fitted the
experimental data. These results highlight the paramount role of the PepT!1 carrier-
mediated, saturable absorption at low oral amoxicillin doses, as well as the increasing

role of passive absorption at high doses.

Keywords: Swine; Amoxicillin; Pharmacokinetics; Compartmental modeling;

Bioavailability; PepT1 transporter.



Table des matieres

RESUME ...ttt et e e e e e e e sabe e e abeeetseeenaeeenneeas il
ADSETACT ...ttt s h b et eaaees v
Table deS MATIETES .....eeeviieeiieeciee ettt ettt e et e e e tae e e be e e e beeesabeeesabeeesseeesaeeens \%
Liste des tablAUX ....ceviiuiiiieieiiieieee ettt ix
LiStE deS fIGUIES. ....eeeueieiiiieiie ettt ettt ettt ettt et e it enbee s neeeneeas Xi
Liste des sigles et des abréViations..........cceeveeeiiierieeiieenieeieerie e eree e Xiv
REMETCICMENLS .....eiiuiiieiiiicciie et ettt e e etre e e tae e ebaeeenraeeeaseeeesseeennns XiX
INEEOAUCTION ..ottt ettt et te bttt e be e saeens XX1
Recension de 1a IHErature .........c..eeeiviiieiiiiecie e 1
1.1  Découverte des B-lactamines et développement de I’amoxicilline.................... 1
1.2 Structure et propriétés physico-ChimiquEs .........ccceeeuveeriieerciieeniie e, 3
1.2.1 Structure et bioSyNthese.........cceevvieriiiiiieriieiiecie e 3
1.2.2 TONISALION ...ttt 5
1.2.3  Hydrosolubilité et liposolubilité.............cccecveeiieriiniiiieeiieieeeenee 7
1.2.4 Stabilité en milieu acide .........cooeeriieiiiiiiiiii e 8
1.3 Propriétés biologiques de I’amoxicilling...........cccceeveeriieniieniiiiiieeiecieece e 8
1.3.1 MOde A ACHION. ...ttt 8
1.3.2  Pharmacodynami@ .............ccccueeruieriienieeieeiieeieeseeeiee e eveeseneeneens 12
1.3.3 Pharmacocinétique de ’amoxicilling ..........ccceevveeeviieeiiiecieeenen 14
1.3.3.1 ADbSOTption orale..........cccueeviieriiiiiieiieieee e 14
1.3.3.2  Mise & diSPOSItION......cccuvreeieiieeieiieeiireeiieeeireeeiveeeaeeeenns 25

1.3.4  Accumulation du médicament au site d’action et facteurs de
VATTADTIIEE ... 34
1.4  Analyse pharmacocinétique de ’amoxXicilline ...........cccevvveveenirieniencnnennen. 35
1.4.1 Analyse compartimentale des données...........ceccvveeviieenieeenveeennenn. 36
1.42  Analyse par moments statistiques des données............cceevueerueennenn. 44

1.4.3 Facteurs de variabilite ............eeeeeeeeeeeeeeeee e 48



vi

1.4.3.1 Effet de [a protéine ..........cocceeeveeiiieniiniiiieceeeee 48

1.4.3.2  Effet de la fibre alimentaire...........cccceoeevereenienieneennens 48

1433  EffetdupH ..o 49

2 Hypotheses et ODJECHIS.......ccvuiiiiiiiiiiiieieee e 50
2.1 HYPOTRESE ...ttt sttt 51
2.2 ODBJECHES cuutiiiiiie ettt et e st e et e e e tb e e eabeeenbeeenaeeenes 51
3 Matériel €t MEthOAES ......coocuviiiiiieciieceeeee e e 52
3.1 Plan expérimental...........cccoecuieiiiiiiiiniieieeeie et 52
3.2 Phase animale..........cc.oeeeiiiiiiiiciieecee e e 52
3.2.1 Antibiotique et autres produits chimiques...........cccceevveeciieneeenenne. 52

3.2.2  AnimMaux d’@XPEIICNCE .....eeevieruieeiieiieeiieiie et eieeeteeiee e 53

323 LOZEMENL........eiiiiiiieiie et 53

324 W § 13315017 1510 ) | W USSR 54

3.2.5  Procédure chirur@icale...........ccocueeviieiiieciieniiieieeie e 54

3.2.6  Protocole pharmacoCinétique ..........ccceevueeeieenieriiienie e 56

3.2.7  Traitement et entreposage des échantillons...........ccccceeveerveriiiennnens 57

3.3 Description de la méthode analytique .........c..ceeveeeeiieeiiiecieecee e, 58
3.3.1 Préparation des échantillons de plasma.............cccoeeeeeeiienienieenieenen. 58

3.3.2 Préparation des échantillons d’urine ...........cccceeeveeecieencieeeciee e 59

3.3.3  Mcéthode instrumentale ..........cccoeceriineiiienieninienieeeeeeee e 59

3.33.1 Conditions chromatographiques...........ccceeeeeveeerieeennnenns 59

3.3.3.2  Conditions de la spectrométrie de masse .............c.c....... 60

3.3.4  Analyse des dONNEES .........ccocvieeiiieeiiieeiieecee et 60

3.3.5  Modélisation pharmacocinétique et estimation des parameétres....... 63

3.3.6  Analyse statistique des dONNEES .......cceeeevvieeceieeeiieeriieeeiee e 66

4 RESUIALS ..ooeeeiieiieiiee ettt sbe e 67
4.1 Exactitude et précision de la méthode d’analyse des échantillons.................. 67

4.2  Evolution temporelle des concentrations plasmatiques artérielles et veineuses
A’ aMOXICIIIINE. ...couiieiii e 67



vil

4.3 Différences de concentrations porto-syStemiquUESs..........cceeerveerveerieereeenieennnenn 71
4.4 EXCTEtION UITNAITE ..c.veveeieuieiientetitenteetenteete ettt et st sae st ebe et et e e eaenaennens 72
4.5 Clairances hépatique, rénale et totale de I’amoxicilline..........c.cccoceeveeiennenne. 73
4.6  Biodisponibilité orale de I’amoxXicilline............ccceeevvevieeciienieniiieieeieeeie e, 75
4.7  Choix du mod¢le pharmacocinétique compartimental.............cccceeereireennenn 76
5 DISCUSSION ...ttt ettt ettt ettt ettt sa e b bt et ettt sae e sae b e 80
5.1 Critique de la méthodologie en fonction de I’hypothése et des objectifs........ 80
5.2 Caractérisation de la pharmacocinétique orale de I’amoxicilline ................... 85
5.2.1 ADSOTPLION ...ttt ettt st 85

5.2.1.1  Biodisponibilité de I’amoxicilline selon la dose orale ...88

5.2.1.2  Détermination de la capacité maximale d’absorption....89

5.2.2  Elimination de "amoxicilline par le foie.............cocveurveurrererreeennnn. 89

5.2.3  Elimination de I’amoxicilline par les voies rénales........................ 92

5.3 Mode¢le pharmacocinétique de 1’absorption orale de I’amoxicilline................ 92
5.4  Critique et pertinence du ProJet........cceceereereeiiinienerieneeneete et 95
0 CONCIUSION ..ottt ettt ettt et b e ae e saeenaeenee 96
A 21 0) 1107 ¢ ') 8 (< USSP 97
ATINIEXES ..ttt ettt et ettt e b e et sa e et e bttt e s ht e et e bttt e e sht e e bt e et e eneens XXV
Annexe 1 : Certificat d’analyse de I’amoxicilline utilisée au cours de I’étude......... XXV
Annexe 2 : Composition des aliments utilisés avec ou sans protéine. ..................... XXVi

Annexe 3 : Equations différentielles associées aux modeles compartimentaux utilisé€s
pour caractériser la phamacocinétique orale de I’amoxicilline chez des porcelets
SEVIES. . uttetteeutte ettt et e eut e et e e e ate et e e sute et e e ebbeeabeeeh b e et e e eh bt et e e eht e e b e e ehteebeeehteenbeenneas XXVil

Annexe 4 : Profils des concentrations observées et prédites par les différents modeles
pour les differents POTCS .....ecevueieiiiieeiee et XX1X

Annexe 5 : DIStribution des TESIAUS ...eveveeeeeieeeeeeeeeee e xli

Annexe 6 : Résidus des différents modeéles selon la dose administrée ..................... xlii



viii

Annexe 7 : Communication scientifique. Actes de conférences du 20¢éme congrés de
I’International Pig Veterinary Society, Durban (Afrique du Sud), du 22 au 26 juin
2008, VOIUME 1, PAZE 246. ....ooeiiiiieiieeieee ettt xliv



iX

Liste des tableaux

Tableau 1: Valeurs de biodisponibilit¢ orale absolue de I’amoxicilline

d’¢tudes publi¢es dans des études avec comité de lecture. .........cceevveevvieecieeecieennnee. 25

Tableau II : Formules du calcul du volume de distribution et leurs principales

CATACTETISTIQUES. .vveeerreeetreeeiieeeieeesteeesteeessteeessaeeessseeasseeasseesnsseesnseeesssaeensseeessseesnssens 27

Tableau III : Valeurs du volume de distribution de 1’amoxicilline a 1’état

d’équilibre tiré de différentes études effectuées chez le porc ........ccceeeevveeeiieenieennee. 30

Tableau IV : Valeurs de clairance totale (CLt) de I’amoxicilline tiré de
différentes études effectuées chez le porc et estimation du coefficient d’extraction (E)

ASSOCIE A CRACUIL. .ottt e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeaenans 34

Tableau V : Temps de prélevement des échantillons sanguins et des volumes

BOLAUX A UTTIIIE et e e e e et e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeaeeeeaaaaeeeeeeeeennnnaas 57

Tableau VI: Hypothéses et modéles compartimentaux employés pour

caractériser la pharmacocinétique de 1’amoxicilline orale chez le porcelet sevré. .....64

Tableau VII: Etendue des concentrations, exactitude et précision de la

méthode d’analyse des échantillons plasmatiques et sSanguins ..........ccccceeeevveerveeennne. 67



Tableau VIII: Valeurs des clairances normalisées par le poids corporel chez
des porcelets suite a 1'administration orale d'une dose de 4, 12, 20 out 30 mg/kg

QI AMOXICIIIINIE. .o e e et e e e e e e e e e et eae e e e e e e eeeaaaaeaeeeeeeeaanaan 75



X1

Liste des figures

Figure 1: Structure semi-développée de I’amoxicilline identifiant ses

groupements ionisables et les cycles du noyau B-lactamine ............cceeeeevvienieniiiennnnns 3
Figure 2 : Schéma de la synthése des pénicillines............cccceevuverieeiienieenneennee. 5
Figure 3 : Structure du peptidoglycane............cccoeveeviiiniieiieniicieieecee e, 9
Figure 4 : Structure des pénicillines et du D-Alanyl-D-Alanine..................... 10

Figure 5: Réaction de polymérisation du peptidoglycane et inhibition par

I’action des PENICIIIINES ......coveruiiriiiiiiieieeiee e e 11

Figure 6 : Profils de la vitesse de bactéricidie en fonction de la concentration

pour des antibiotiques concentration-dépendants et temps-dépendants...................... 13

Figure 7: Mod¢ele hypothétique de l'absorption de l'amoxicilline par les

entérocytes de I’insSteStin Grele .........oevuiiriiiiieiiieiieeie e 15

Figure 8: Phases du profil pharmacocinétique associées aux différentes

estimations du volume de diStrIDULION. .......ooeviiiiieieeiiiieeeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 26



Xii

Figure 9 : Schéma physiologique de la pharmacocinétique de 1’amoxicilline

CHEZ 1€ POTC...ieeie e ettt ettt e et e e enes 32

Figure 10 : Exemple de schématisation d’un systéme compartimental avec les

équations différentielles associées a chaque compartiment ............cccoeceeevieriienieennen. 37

Figure 11 : Vitesse de transport d’un substrat en fonction de sa concentration,

qui caractérise une cinétique de transfert de type Michaelis-Menten ......................... 40

Figure 12 : Mode¢le pharmacocinétique de 1'absorption orale de 1'amoxicilline

CHEZ TTHOIMIIMIE ..ot e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaeaeeeeeeeaanaan 43

Figure 13 : Evolution temporelle des concentrations plasmatiques (moyenne et

¢écart type) d’amoxicilline chez des porcelets SEVIEs........ccovveriieeiieeeriieeieeeiee e 69

Figure 14 : Variation des valeurs de tmax en fonction de la dose intragastrique

QP AMOXICTHIIINIE .o e e e e e e e e e eeaeeeeeeeenanans 71

Figure 15: Valeurs de CLy/CLt en fonction de la dose d’amoxicilline

administrée par voie orale Chez 1€ POTC. ........cccuvveeiiiieiiieeieece e 72

Figure 16 : Quantit¢ moyenne cumulée d’amoxicilline excrétée aux doses de

4, 12, 20 et 30 mg/kg en fonction du temps de vidange urinaire (N.B. les temps ont



Xiii

¢t¢ majorés de 0,2 heures par dose pour une meilleure appréciation des barres

A ETTRUL ..ot e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaeeeeeeeeaaaaaaaaeeeeeeaenanans 73

Figure 17 : Clairances rénale et hépatique d’amoxicilline (moyenne, écarts

types) chez des porcelets, en fonction de la dose administrée. ...........cccceeviieneeneenne. 74

Figure 18 : Biodisponibilité orale de 1’amoxicilline chez des porcelets sevrés

suite 4 SON AdMINISTIATION OTALE. ... eeeeeeeeeee e e e e e e e e e e e eeeeaeeeeeeaenaee 76

Figure 19: Résidus (Cp prédite moins Cp mesurée) des concentrations
plasmatiques d’amoxicilline prédites par chaque mod¢le en fonction du temps de

PIEICVEMENT SANGUIN. ...eeeuviieeiieeeiieeetieeetieesieeesreeeseseeessseeessseeesseesnsseesssseessseesssseesnsses 78

Figure 20: Résidus (Cp prédite moins Cp mesurée) des concentrations
plasmatiques d’amoxicilline mesurées par chaque modele en fonction de la

concentration d’amoXICIIINEG MESUTEE. ......n o eee et e e e e e e e 79



X1V

Liste des sigles et des abréviations

AlIC: Critere d’Akaike.

ARN,,: Acide ribonucléique messager.

ATP : Adénosine triphosphate.

AUC : Aire sous la courbe des concentrations plasmatiques en fonction du
temps.

AUCqy : Aire sous la courbe du profil plasmatique artériel des concentrations

plasmatiques en fonction du temps.

AUCy: Aire sous la courbe du profil plasmatique veineux des concentrations

plasmatiques en fonction du temps.

AUCy_: Aire sous la courbe entre le temps 0O et le temps t des concentrations

plasmatiques en fonction du temps.

AUCy_»: Aaire sous la courbe entre le temps 0 et I’infini des concentrations

palsmatiques en fonction du temps.



AUMC :

°C:

CoZ

Cmax

Clum :

CL:

CLy

CLr

CLy

CL,

CMB :

Aire moyenne sous la courbe du premier moment statistique.

Degré Celsius.

Concentration plasmatique au temps t=0.

Concentration plasmatique maximale.

Concentration dans la lumiére intestinale

Concentration plasmatique

Clairance.

Clairance hépatique

Clairance rénale

Clairance totale

Clairance associée a un organe x

Concentration minimale bactéricide d’un antibiotique

XV



CMI :

Dose;y :

HEPA :

Kso.

kDa

log-P

MCTI :

Xvi

Concentration minimale inhibitrice d’un antibiotique

Dose administrée par voie intraveineuse

Coefficient d’extraction d’un médicament présent dans le sang artériel

lors de son passage a travers 1’organe émonctoire x

Biodisponibilité

Gramme

High Efficiency Particulate Absorbing Filter

Concentration plasmatique requise pour que sa vitesse de transfert soit

¢gale a la moitié de sa valeur maximale.

Kilodalton

Kilogramme

Coefficient de partage octanol/eau, apres transformation logarithmique.

Protéine de transport 1 des acides monocarboxyliques



mL :

pl :

MRT

NAG :

NAM :

pl

PLP:

O«

Millilitre

Microlitre

Millimétre

Temps moyen de séjour d’un

pharmacocinétique

Acide N-acétylglycosamique

Acide N-acétylmuramique

Coefficient de partage octanol/eau

Point isoélectrique

médicament

dans

le

Xvil

systeme

Transpeptidase bactérienne du glycosaminoglycan bactérien (Protéine

liant les pénicillines)

Débit sanguin artériel qui perfuse 1’organe x

Temps



IMax:

UL :

VBact

VMmax

Ve

Vss

Vz

XViii

Temps ou la concentration plasmatique maximale est atteinte

Unité internationale

Vitesse de la bactéricidie

Vitesse maximale d’absorption

Volume de distribution au temps zéro

Volume de distribution a 1’état stationnaire

Volume de distribution terminal, calculé a partir de la pente terminale

des concentrations en fonction du temps



X1X

Remerciements

Je remercie la Fédération des producteurs de porcs du Québec ainsi que le
Conseil pour le développement de I’agriculture du Québec pour leur support financier

qui a permis la réalisation de ce projet.

Je remercie I’entreprise F. Ménard inc. d’avoir fourni les animaux et I’aliment,
ce qui a permis la réalisation du projet. Je remercie plus particulierement M Michel

Dupré qui a vu au bon déroulement des approvisionnements.

Merci au personnel du Laboratoire d’hygiéne vétérinaire et des aliments de

Saint-Hyacinthe pour leur support technique et le prét des équipements.

Merci au D" Louis Huneault et au D' Romain Béraud qui ont rendu possible

I’exécution du volet chirurgical du projet.

Merci au D" Francis Beaudry pour son implication dans I’analyse des
¢échantillons et pour son support et son aide lors de I’analyse préliminaire des

résultats.

Merci 8 Mme Marianne Turgeon-Plouffe, au D' Martin Guillot, 8 Mme Sonia
Lafleur et aux MM Cheick Oumar Tidiane Sidibé, Jean-Philippe Doyon et Dominic
Rivard pour leur support technique lors de la réalisation des expériences

pharmacocinétiques.



XX

Merci au D' Ann Letellier et Mme Héléne Bergeron, de méme que le

personnel du GREMIP pour leur support administratif.

Merci au D" Candido Pomar pour ses conseils sur le volet nutritionnel de ce

projet.

Je remercie le D" Jérome del Castillo, mon directeur de recherche, pour sa
disponibilité et sa patience. Grace a lui, j’ai pu cheminer dans le monde de la

pharmacocinétique vétérinaire.



xxi

Introduction

Les bactéries Streptococcus suis et Haemophilus parasuis sont des bactéries
pathogénes trés présentes dans les ¢€levages porcins, partout a travers le monde
(Higgins et Gottgschalk, 2006, Rapp-Gabrielson et al., 2006, Messier et al., 2008).
Ces dernieres atteindraient la circulation sanguine surtout en période de stress et
ensuite produiraient une variété de signes cliniques (Higgins et Gottschalk, 2006,
Rapp-Gabrielson et al., 2006). Ces infections ont un impact négatif sur la rentabilité
de P’entreprise car elles causent des retards de croissance et dans certains cas, des
mortalités subites pouvant aller jusqu’a 20% du troupeau atteint lorsqu’aucun
traitement n’est mis en place. Le sevrage est la période critique pour 1’éclosion de la
maladie dont I’incidence maximale survient entre 5 et 10 semaines d’age (Higgins et
Gottschalk, 2006). Bien qu’elles puissent agir seules et causer la maladie, ces
bactéries sont plus souvent des pathogeénes opportunistes dans des €¢levages déja aux
prises avec des maladies virales, entre autres le syndrome reproducteur et respiratoire
porcin (Higgins et Gottschalk, 2006) et le syndrome de dépérissement post-sevrage

(Gagnon et al., 2008).

Dans les troupeaux atteints, le traitement de la maladie passe par une
antibiothérapie par voie parentérale chez les individus qui présentent des signes
cliniques, conjointement a un traitement collectif s’appliquant a I’ensemble des
animaux exposé¢s (Maclnnes et Desrosiers, 1999). L’amoxicilline, une

aminopénicilline semi-synthétique, est proposée comme 1’antibiotique de choix dans
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le traitement de ces infections (Higgins et Gottschalk, 2006). Cette derniére
posséderait notamment une biodisponibilité plus élevée que la pénicilline G et une
clairance systémique plus faible que les pénicillines G et V (del Castillo, 1996), les

deux autres pénicillines utilisées chez I’espéce porcine.

Reégle générale, I’antibiotique utilis€ pour le traitement collectif est administré
soit via I’aliment ou 1’eau de boisson. Ces fagons de procéder permettent de traiter
simultanément un nombre important d’individus en leur imposant un minimum de
stress comparativement a [’administration par injection (Jensen et al, 2006).
L’incorporation de I’antibiotique a I’aliment représente un moyen permettant une
importante économie de temps et d’argent mais ou la quantité¢ d’antibiotique ingérée
est limitée par la consommation de 1’aliment par 1’animal (Barragry, 1994). De plus,
I’instabilité¢ de I’amoxicilline a une température supérieure a 37°C (Nichols, 2000)
entraine une diminution substantielle de son activité antibiotique lors du processus de
fabrication d’aliments granulés, ainsi que lors de 1’entreposage de 1’aliment jusqu’au
moment de sa consommation. Ainsi cette dégradation thermique de 1’antibiotique
peut limiter I’efficacité du traitement (Cooke, 1984, Derrieu et al, 2000).
L’utilisation de I’eau de boisson comme véhicule d’administration pour 1’antibiotique
permet d’éviter ce probléme de dégradation thermique. La faible dégradation de
I’amoxicilline en milieu aqueux a un pH avoisinant la neutralité¢ (pH = 7) ou méme
légerement acide, soit entre 5,0 et 7,0 (Chadha, et al., 2003), favorise aussi I’emploi

de cette méthode. En comparaison avec 1’utilisation d’aliment médicamenteux, 1’eau
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de boisson permet de mieux cibler les animaux a traiter car ceux-ci sont souvent
hébergés dans les mémes salles de traitement. Cette caractéristique fait que ce mode
de distribution gagne en popularit¢ dans les élevages porcins (Denicourt,

communication personnelle).

L’efficacité du traitement métaphylactique, c’est-a-dire des animaux infectés
par Streptococcus suis et Haemophilus parasuis mais ne présentant pas encore les
signes cliniques n’est cependant pas assurée avec I’amoxicilline. Dans certains cas, il
arrive que 1’on observe une diminution de la mortalité dans le troupeau sans toutefois
éradiquer la maladie (Carr, 2003), une réapparition des symptomes de la maladie
suite & Darrét du traitement (Clifton-Hadley, 1986) ou tout simplement I’absence
d’effet sur la prévalence d’animaux infectés (Camprodon Ylla, 2003). Jusqu’a
présent, la cause de cette variabilité de I’effet des traitements métaphylactiques oraux
impliquant 1’amoxicilline n’a pas ¢été démontrée, mais les propriétés
pharmacocinétiques de I’amoxicilline telles sa biodisponibilité relativement faible et

sa clairance systémique élevée pourraient étre des pistes d’explication.

L’étude rapportée dans le présent mémoire a pour but d’amener une meilleure
compréhension de la pharmacocinétique orale de 1’amoxicilline, qui permettrait
d’améliorer I’efficacité des traitements et d’assurer le maintien de la rentabilité des

entreprises aux prises avec les maladies infectieuses susceptibles a ce traitement.



Recension de la littérature

1.1 Découverte des B-lactamines et développement de
I'amoxicilline

C’est a Alexander Flemming que 1’on attribue la découverte des antibiotiques
de la famille des B-lacatmines en 1928. Ce dernier fut le premier a rapporter 1’activité
antibactérienne de la moisissure Pénicillium sur des colonies de staphylocoque. Il
nomma la substance responsable de cette activité, pénicilline (Bud, 2007). Devant
I’impossibilité de purifier cette molécule, 'intérét la pénicilline comme agent
antibactérien fut mitigé jusqu’en 1940, année ou un groupe de recherche anglais
dirigé par Florey et Chain observeérent [’efficacit¢ de la pénicilline contre les
infections a streptocoque chez les souris suite a une injection sous-cutanée de

I’antibiotique (Chain et al., 1940).

A cette époque, il était difficile de produire, a partir de la souche de
Penicillium notatum initialement utilisée, des quantités suffisantes de pénicilline pour
effectuer des essais cliniques. Les conditions de recherche étant difficiles a cause de
la seconde guerre, Florey et Chain se rendirent aux Etats-Unis ou le développement
accéléré de 1’antibiotique fut considéré comme une priorité stratégique. Grace une
meilleure sélection de la souche de moisissure et a des améliorations du milieu de
culture, le rendement fut augmenté de 100 fois en seulement 2 ans (Demain et

Elander, 1999). Durant cette période, il devint évident que différentes molécules



pouvaient étre obtenues selon la composition du milieu de culture, la souche et les

conditions de fermentation (Demain et al., 1999, Geddes, et al., 2007).

Vers la fin des années cinquante, Bachelor et son équipe démontrérent que la
structure fournissant a la pénicilline son activité antibactérienne était I’acide 6-
aminopénicillamique (6-APA) et que ce dernier pouvait étre obtenu par fermentation
en I’absence de précurseurs de la chaine latérale spécifique a la pénicilline G
(Batchelor ef al., 1959). Cette découverte a ainsi ouvert la voie a la création de
nouvelles B-lactamines de semi-synthése, dont la chaine latérale rattachée au 6-APA
est modifiée (Rolinson, 1998). Cette découverte a permis d’¢largir le spectre
d’activité des pénicillines : d’une part, on développa des molécules résistantes aux 3-
lactamases comme la méthicilline et d’autre part on développa des B-lactamines a
spectre ¢largi comme ’ampicilline, qui est active a la fois sur les bactéries a Gram
négatif et a Gram positif. Ces premicres molécules étaient toutefois peu propices a
I’administration orale et c’est en 1970 fut que découverte I’amoxicilline ce qui
remédia a ce probléme. Outre un spectre d’activité trés similaire a celui de
I’ampicilline, 1’amoxicilline a une biodisponibilité orale élevée ce qui permet
d’obtenir des concentrations sanguines deux fois plus élevées suite a une

administration per os (Geddes et al., 2007).



1.2 Structure et propriétés physico-chimiques

1.2.1 Structure et biosynthése

L’amoxicilline est une molécule dont la masse moléculaire est de 365,4
daltons. Tel qu’illustré a la figure 1 ci-dessous, elle posseéde trois groupements
ionisables : le groupement acide carboxylique COOH sur le cycle thiazolidine, le
groupement hydroxyle OH du cycle para-hydroxyphényle et le groupement amine

primaire sur la chaine latérale du cycle -lactame.

Figure 1 : Structure semi-développée de I’amoxicilline identifiant ses
groupements ionisables et les cycles du noyau p-lactamine

A: Cycle thiazolidine

B: Cycle plactame
----. Groupement amine
-------- : Groupement acide carboxylique
- -=. Groupement hydroxyphényle



Sa production passe par 1’étape classique de la biosynthése des pénicillines
(Demain et Elander, 1999) qui s’effectue a partir de 3 acides aminés, soit I’acide L-a-
aminoadipique, la L-cystéine et la L-Valine (Figure 2). La structure commune a
toutes les pénicillines est le cycle B-lactame fusionné a un cycle thiazolidine (Figure
2). Le cycle B-lactame des pénicillines porte une chaine latérale qui est spécifique a
chaque antibiotique et influence son action ainsi que son absorption systémique. Pour
I’amoxicilline, cette chaine comporte une amine primaire et un groupement para-

hydroxyphényle.



Figure 2 : Schéma de la synthése des pénicillines
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céphamycines peuvent aussi étre générées en poursuivant ce schéma de synthése par

une série de réactions enzymatiques supplémentaires, qui transforment le noyau

thiazolidine en un noyau dihydrothiazine (Petri, 2004). Aussi, le noyau -lactame ne

peut étre fusionné a aucun noyau, ce qui donnera la structure de base des

monobactames.

1.2.2 lonisation



Un des préalables a I’activité biologique d’une molécule est qu’elle doit
pouvoir traverser les membranes cytoplasmiques de différentes cellules qui
s’interposent entre son site d’administration et son site d’action. Cette membrane est
composée d’une bicouche lipidique dans laquelle sont dispersés des hydrates de
carbone et des protéines. Une propriété physico-chimique qui favorise ce passage

transmembranaire est une charge ionique nulle.

L’amoxicilline est une molécule amphotere : les valeurs de pKa de ces
groupes donneurs de protons respectivement (-COOH et —OH) et celui de son groupe
receveur de protons (-NH;) sont respectivement de 2,4 et 7,4 et 9,6 (Oka et al.,
1995). Le point iso¢lectrique (pl) est la valeur de pH a laquelle la charge nette de la
molécule est nulle : tel que calculé a 1’aide de I’équation 1 ci-dessous (Nelson et Cox,
2005), sa valeur pour I’amoxicilline est égale a 6,0 car la valeur de pKa du
groupement hydroxyle n’est pas prise en compte étant donné sa proximité avec la

valeur du pH sanguin.

Equation 1 : Formule de calcul du point isoélectrique et valeur obtenue pour
I’amoxicilline

1 1
ulf - Eﬁpﬁ,_ s Eim + .6} m 6,0

Cette valeur de pl indique qu’une grande proportion des molécules
d’amoxicilline présentes dans le plasma et en proximit¢é immédiate avec les

microvillosités de I’intestin gréle posséderaient une charge ionique neutre, ce qui



favoriserait leur diffusion transmembranaire et, par conséquent, leur absorption

intestinale et leur diffusion extravasculaire.

1.2.3 Hydrosolubilité et liposolubilité

Une deuxiéme propriété physico-chimique favorisant 1’absorption est la
capacité de la molécule a se solubiliser dans ’eau et les lipides. Il est établi que les
molécules liposolubles traversent plus facilement la membrane cytoplasmique que les
molécules polaires (Shargel et al., 2004). Le coefficient de partage octanol/eau (P),
qui est habituellement présenté apres avoir été transformé logarithmiquement (log-
P), est un indicateur du caractére lipophile d’une substance. Il est calculé a partir du
rapport des concentrations d’antibiotique soluble dans 1’octanol et dans [’eau
(Equation 2). Il est a noter que la concentration d’antibiotique dans 1’octanol n’est pas
mesurée mais déduite a partir de la diminution de sa concentration dans I’eau, apres

I’ajout de la phase d’octanol.

Equation 2 : Calcul de la valeur du log-P
logloctanel]

log-F= T
Plus sa valeur est négative, plus la molécule est hydrophile, alors qu’a
I’inverse plus sa valeur est élevée et positive, plus la molécule est lipophile. Celle de
I’amoxicilline est de 0,87 (Galichet ef al., 2004). Cette valeur supérieure a 0 indique
que ce composé est légerement plus soluble dans les lipides que dans 1’eau, ce qui

favorisera son passage transmembranaire.



1.2.4 Stabilité en milieu acide

Une des propriétés physico-chimiques qui favorisent 1’'usage thérapeutique de
I’amoxicilline est que sa structure permet de conférer une stabilité au noyau }S-
lactame en milieu acide, ce qui était un obstacle majeur a [’utilisation orale des
pénicillines. Cette stabilité est obtenue grace a la présence d’une chaine latérale
suffisamment longue pour que son noyau hydroxyphényl protége le lien amide du
cycle B-lactame. Cette caractéristique favorise d’ailleurs son utilisation par rapport a

celle de ’ampicilline, dont la biodisponibilité orale est moins élevée (Miller, 2002).

1.3 Propriétés biologiques de I'amoxicilline

1.3.1 Mode d’action

La paroi cellulaire bactérienne, composante essentielle au maintien de la
forme et a la protection de celle-ci contre I’osmolyse, est composée en partie de
peptidoglycane. La structure de ce polymére consiste en une série de chaines ou
s’alternent 1’acide N-acétylmuramique (NAM) et ’acide N-acétylglycosamique
(NAG), sur lesquels est greffés une chaine de polypeptides. Ces structures sont reliées

entre elles par un pont inter-peptidique (Figure 3).



Figure 3 : Structure du peptidoglycane

.
>Pami
Cellulaire
et
}Hembrane
Cytoplasmique
{18y L-Alanine (@A D-Alanine {@) Glycine
{X) D-Glutamate NAG acide N-acétyl glucosamique {L) Liysine

NAM acide N-acétyl muramique
Adapté de : Petri Jr, 2004

Ces ponts inter-peptidiques sont établis grace a I’action d’enzymes situées a la
surface de la membrane cytoplasmique, les transpeptidases ou PLP (Protéines Liant
les Pénicillines), qui catalysent la réaction permettant la réticulation du
peptidoglycane (Petri Jr, 2004). Au cours de cette réaction, une pentaglycine est
ajoutée et la D-alanine du groupement D-alanyl-D-alanine de la chaine peptidique
subséquente est libérée. L’amoxicilline, comme les autres pénicillines, possede une
conformation qui s’apparente a la D-alanyl-D-alanine du précurseur du
peptidoglycane (Figure 4; Nelson et Cox, 2008). Cette similarité lui confére une
affinité pour le site actif de la PLP. En réagissant avec la pénicilline, la PLP ouvre le
noyau f-lactame qui ensuite forme une liaison covalente avec le site actif, ce qui
empéche la PLP de poursuivre la synthése du peptidoglycane (Figure 5), ce qui méne

ultimement a I’autolyse de la bactérie.



Figure 4 : Structure des pénicillines et du D-Alanyl-D-Alanine
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Figure 5: Réaction de polymérisation du peptidoglycane et inhibition par
I’action des pénicillines

@L-Alanine @D-Glutamate QL- Lysine Glycine . D-Alanine

NAG ac. N-acétyl glucosamique NAM ac. N-acetyl muramique

dapté de Petri Jr. 2004

Une autre hypothése a été avancée pour expliquer 1’action antibactérienne des
pénicillines : une fois 1i¢ a la PLP, ce type d’antibiotiques activerait des protéines
bactériennes, les holines, ayant pour effet de causer des lésions dans la membrane
plasmique (Prescott et al., 2003). Ces altérations causeraient des fuites du contenu
cellulaire, entrainant des hydrolases qui briseraient le peptidoglycane et lyseraient la

cellule (Prescott et al., 2003).
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1.3.2 Pharmacodynamie

La connaissance de la relation entre la concentration d’un antibiotique et
I’effet antibactérien obtenu est essentielle a 1’obtention d’une antibiothérapie efficace.
La concentration minimale inhibitrice (CMI), correspond a la plus faible
concentration d’agent antimicrobien nécessaire pour inhiber la croissance bactérienne
in vitro aprés une incubation d’une nuit. Elle sert a confirmer ou a surveiller la
sensibilité bactérienne a un antibiotique donné. Au laboratoire de diagnostic, une
bactérie est déclarée résistante lorsque sa CMI est supérieure a une valeur seuil
définie en fonction des concentrations sanguines communément atteintes lors de
I’'usage thérapeutique de [’antibiotique testé (Jeffrey, 2008). Ces données ne
fournissent cependant pas d’information sur 1’évolution temporelle de la mortalité des
bactéries associée a 1’'usage de I’antibiotique. En effet, I’activité bactéricide peut étre
quantifiée en fonction du temps et de la concentration, ce qui permet de déterminer si
I’isolat bactérien est réellement éradiqué ou bien s’il recommence a proliférer au
cours de I’exposition a 1’antibiotique testé. Lorsque I’on rapporte ce phénoméne sur
un graphique, on constate que pour tous les antibiotiques, la vitesse de la bactéricidie
Veact augmente de fagon sigmoide avec une augmentation de la dose et que cette
vitesse atteint inévitablement une limite (Mattie, 2000). Il existe une classification
arbitraire de cette relation. On parle alors d’antibiotiques « concentration-

dépendants » ou « temps-dépendants » en fonction du profil obtenu (Figure 6).
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Figure 6 : Profils de la vitesse de bactéricidie en fonction de la concentration
pour des antibiotiques concentration-dépendants et temps-dépendants

Antibiotique Antibiotique
concentration-dépendant temps-dépendant
'y Iy
Varer Voacr
Concentration > Concentration >

Le premier est caractéris¢ par une vitesse de bactéricide qui augmente
progressivement a I’intérieur d’une vaste plage de concentrations (Craig, 1998). Le
second, que I’on peut aussi qualifier de « concentration-indépendant », se caractérise
par une vitesse de bactéricidie qui sature a de faibles multiples de la CMI, soit 4 ou 5
(Craig, 1998). Une fois cette saturation atteinte, une augmentation de la concentration
n’aura qu’'un effet marginal sur la vitesse et I’ampleur de 1’élimination de la bactérie
(Craig, 1998). Dans le cas de I’amoxicilline, certains auteurs rapportent une
bactéricide de type « temps-dépendante » (Tanigawa et Sawada, 2003), tandis que
d’autres rapportent une activité « concentration-dépendante » durant les 3 premieres
heures d’exposition suivie d’une phase de bactériopause chez un modele murin

d’infection a Streptoccus pneumoniae (Azoualy-Dupuis ef al., 1996).
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1.3.3 Pharmacocinétique de I'amoxicilline

1.3.3.1 Absorption orale

L’absorption orale d’un antibiotique peut s’effectuer sous [’action de
différents mécanismes dont I’implication est dépendante de ses caractéristiques
physico-chimiques (Lipinski et al.,, 2001). Des études cliniques portant sur
I’absorption orale de I’amoxicilline chez ’homme ont notamment permis d’observer
que I’absorption de celle-ci dans le tube digestif se limitait au niveau du petit intestin
selon I’ordre d’importance suivant : duodénum > jéjunum > iléon (Barr ef al. 1994).
L’implication d’une absorption par diffusion passive (Penzotti et Poole, 1974), par
transport actif (Tsuji, 1995) ou la somme des deux modes de transport (Anfossi ef al.,
2002) pour ce type d’antibiotique ne fait pas I'unanimité dans la littérature. Les
conditions variables dans lesquelles ces ¢tudes sont effectuées, de méme que les
especes impliquées pourraient expliquer ce manque de consensus (Tsuji, 1995). La
figure 7 illustre ci-dessous le modele hypothétique de I’absorption de 1’amoxicilline

qui est décrit dans la présente section.
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Figure 7: Modele hypothétique de 1'absorption de 1'amocxicilline par les
entérocytes de I’instestin gréle
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1.3.3.1.1 Diffusion passive

L’absorption orale d’'un médicament par voie de transport passif se produit a
la faveur d’un gradient de concentration, de la lumiere intestinale vers le cytoplasme
des cellules épithéliales, sans qu’aucune dépense d’énergie ne soit faite de la part de
la cellule (Rowland et Tozer, 2006). Les substances lipophiles ayant un faible poids
moléculaire traversent facilement les membranes lipidiques des cellules et sont donc
absorbées plus efficacement. Lipinski ef al. (2001) ont élaboré une régle prédictive
d’une faible absorption systémique de molécules médicinales. Selon cette dernicre,
toute molécule ayant plus de 5 liens donneurs de protons H', plus de 10 liens H
accepteurs d’¢lectrons, une masse moléculaire supérieure a 500 g/mol, une valeur de
log-P supérieure a 5 et n’étant pas un substrat d’un transporteur biologique franchirait
difficilement les membranes biologiques. Il est a noter qu’une molécule avec une
valeur de log-P ¢levée aura tendance a se concentrer dans les lipides de la membrane

plutot que de traverser cette derniere.

Tel que détaillé aux sections 1.2.1 a 1.2.3 du ce mémoire, la diffusion de
I’amoxicilline ne devrait pas étre entravée de fagcon majeure si la régle de Lipinski
s’avere vraie (Lipinski, 2001). En effet, I’amoxicilline posséde deux groupements
donneurs de protons, un groupement receveur de protons et une masse moléculaire de
365,4 g/mol. De plus, le point isoélectrique de I’amoxicilline est dans 1’intervalle de
pH immédiat a la bordure apicale des entérocytes de I’intestin gréle (entre 5,5 et 6,8).

Par conséquent, les molécules d’antibiotique se trouveront principalement sous sa
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forme neutre, laquelle est plus liposoluble et susceptible de traverser les membranes
cellulaires. Bien que I’implication de cette voie de transport lors de I’absorption orale
de I’amoxicilline semble a premicre vue trés probable, certains chercheurs suggerent

que son absorption active prédominerait sur la diffusion passive (Oh, 1992).

1.3.3.1.2 Diffusion facilitée

Un autre mécanisme de transport susceptible d’intervenir dans 1’absorption de
I’amoxicilline est 1’absorption par diffusion facilitée. Comme pour la diffusion
passive, le transfert de molécules s’effectue selon un gradient de concentration mais,
a la différence de ce dernier, il emprunte des protéines de transport dont I’activité ne
requiert aucune dépense d’énergie métabolique de la part de la cellule (Nelson et
Cox, 2008). Ces protéines peuvent se présenter sous deux formes : des transporteurs
et des canaux ioniques. Les premiers changent de conformation tridimensionnelle
pour permettre le passage transmembranaire des molécules alors que les seconds

demeurent inaltérés.

Le diffusion facilitée des B-lactamines s’effectue a la membrane basolatérale
des entérocytes, ce qui a été mis en évidence par des expériences employant des
cellules intestinales humaines (Inui, ef al., 1992; Matsumoto et al., 1994; Terada et
al., 1999). Parmi ces études, Terada et al. (1999) ont déduit le phénomeéne en
examinant le transport de ces antibiotiques dans des conditions inhibitrices du
transport actif et du transport proton dépendant de la membrane apicale, ce qui a été

vérifié a I’aide du dipeptide témoin glycyl-sarcosine (voir section 1.3.3.1.3.1). Il a
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notamment été observé que le transport des molécules a ce niveau était moins

sensible au pH que celui a travers la paroi apicale (Terada ef al., 1999).

1.3.3.1.3 Transport actif

Le transport actif de molécules se traduit par le déplacement de celles-ci a
I’encontre d’un gradient, par exemple d’une région ou la concentration est faible vers
une autre région ou la concentration est plus élevée et ce au prix d’une dépense
énergétique cellulaire (Rowland et Tozer, 2006). L’implication d’un tel systeme de
transport actif pour 1’absorption orale des B-lactamines fut rapportée en premier par
Quay (1972), ce qui pava la voie a d’autres recherches in vitro et in vivo qui ont
confirmé ce phénomeéne. (Oh et al., 1993; Tsuji, 1995). Des études de compétition
entre différentes B-lactamines et des petits peptides, déja reconnus pour étre absorbés
activement par le transporteur des oligopeptides (PepT1), ont permis d’observer des
interférences mutuelles pour 1’absorption orale, ce qui a permis de conclure qu’ils
¢taient absorbés par la méme voie (Nakashima et al., 1984; Sinko et Amidon, 1988;
Sinko et Amidon, 1989). Similairement, les [B-lactamines diminuent de fagon
significative 1’absorption de I’acide acétique, qui est absorbé activement par le
transporteur des acides monocarboxyliques (MCT1). Ce dernier est différent du
transporteur des dipeptides et tripeptides (Tsuji et al., 1993), dont il sera question a la

section 1.2.2.1.3.2 de ce mémoire. Il apparait donc évident que I’amoxicilline est
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susceptible d’étre absorbée a la fois par une voie active et une voie passive (Amidon

et Lee, 1994, Tsuji, 1995).

1.3.3.1.3.1 Transport apical des peptides

Le transporteur PepT1 fait partie de la famille des transporteurs
d’oligopeptides proton-dépendants. Identifi¢ au début des années 1980, (Ganapathy,
1981; Ganapathy et Leibach, 1982), il est responsable de 1’absorption intestinale des
peptides d’origine alimentaire. L’importance de cette voie de transport dans
I’absorption des protéines des aliments a depuis été largement démontrée (Leibach et
Ganapathy, 1996), de méme que dans I’absorption orale de divers médicaments
peptidomimétiques, entre les B-lactamines (Brodin ef al., 2002; Luckner et Brandsch,

2005; Sala-Rabanal et al., 2006).

La présence du transporteur PepT1 a été rapportée chez ’homme et plusieurs
autres mammiféres monogastriques (lapin, porc et rat), de méme que chez des
mammifeéres polygastrique comme la vache et le mouton (Freeman et al., 1995;
Walker et al., 1998;, Chen et al., 1999; Ogihara et al., 1999). Chez le porc, I’ARN
messager (ARNm) de PepT1 a été détecté dans les trois segments de I’intestin gréle
mais pas dans le rein, le foie, ’estomac, le caecum le colon et le muscle stri¢ (Chen et
al. 1999). Par contre, on rapporte la présence du transporteur au niveau du segment
S1 du tubule contourné proximal du néphron chez le rat (Shen et al., 1999), ainsi que

dans les cellules épithéliales du canal biliaire chez I’homme (Kniitter et al., 2002).
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L’expression de ’ARNm de PepT1 mesurée au niveau du tube digestif est
plus importante dans le jéjunum, suivi du duodénum et finalement de 1’iléon (Boll et
al., 1994, Freeman et al.;1995, Klang et al., 2005), ce qui concorde avec les vitesses
d’absorption rapportées a la section 1.3.3.1. Au niveau cellulaire, PepT1 se situe sur
la bordure en brosse a I’apex des entérocytes. Absents des cryptes, leur nombre
augmente a mesure que 1’on se dirige vers le sommet des vilosités (Ogihara et al.,
1996; Ogihara et al., 1999; Groneberg et al., 2001) et suivrait donc la migration des

cellules vers le sommet.

L’expression de ce transporteur le long du tube digestif varie selon les
conditions physiologiques et d’¢levage de I’animal (Naruhashi ez al., 2002, Erickson
et al., 1995, Chen et al., 2005). Par exemple, une mise a jeun augmente
significativement la quantit¢ de PepT1 dans la partie proximale et médiale du petit
intestin, ce qui pourrait améliorer 1’absorption des oligopeptides en période de
carence (Naruhashi et al., 2002). Une augmentation de la teneur protéique de la dicte
aurait pour effet d’induire I’expression du transporteur (Erickson et al., 1995; Chen et
al., 2005). D’autres facteurs tels le stade de développement de I’animal (Hussain et
al., 2002), le rythme circadien (Pan et al.,, 2002) et certaines hormones telles
I’insuline et la leptine (Terada et Inui, 2004) auraient eux aussi un effet sur la

régulation de PepT]1.

Tel qu’illustré a la figure 9, le transporteur PepT1 utilise le gradient d’ions H"

entre la lumicre intestinale (ou le pH se situe entre 5,5 et 6,0) et 'intérieur des
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entérocytes (ou le pH est plutét de 7,0). Ce gradient est entretenu par I’échangeur
proton-sodium situé¢ a ’apex de ’entérocyte. La pompe sodium-potassium ATP-ase

vient rétablir le gradient sodium intracellulaire (Tsuji, 1995).

Malgré une spécificité de ligand relativement faible, certains éléments
structurels semblent toutefois jouer un role dans I’absorption par PepT1. Ainsi, en ce
qui concerne la stéréo-isomérie, une plus forte affinité est observée pour les
énantiomeres avec orientation « levo » (Lister et al., 1995, Wenzel et al., 1995). En
ce qui concerne le groupement terminal amine, certains auteurs rapportent une
diminution de 1’absorption causée par I’absence ou la modification de ce groupement
(Matthews, 1992; Brandsch et al., 2004), alors que d’autres n’ont trouvé aucun
impact, (Oh et al., 1993). Pour le groupement carboxylique, une substitution de celui-
ci se traduit par une réduction de 1’affinité mais dans une moindre mesure que pour le
groupement amine terminal décrit ci haut (Hidalgo et al., et al, 1995). L’équipe de
Temple (1998) a pour sa part observé que le lien peptidique n’était pas nécessaire a
I’absorption par PepTl; en effet, I’acide 4-aminophenylacétique est bien absorbée
malgré I’absence de lien peptidique dans sa structure moléculaires qui s’apparente a
celle du dipeptide D-Phe-L-Ala mais ne contient pas de lien peptidique. En ce qui
concerne la taille du substrat, il semble maintenant établi que le poids moléculaire ne
soit pas un facteur limitant, mais 1’absorption se limite aux di-tripeptides (Brandsch e?

al., 2004).
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1.3.3.1.3.2 Transporteur apical des acides monocarboxyliques

Le transporteur des acides monocarboxyliques (Monocarboxylate transporter
1, MCT1) est responsable de 1’absorption des acides par les segments proximaux de
I’intestin, entre autres 1’acide lactique et I’acide acétique ainsi que les acides gras
volatiles issus de la fermentation bactérienne des hydrates de carbone du tube
digestif. Plusieurs études ont toutefois démontré que les substrats de MCT1 pouvaient
s’é¢tendre au-dela des acides monocarboxiliques endogénes et que nombre
d’antibiotiques dont des pénicillines (Kang et al., 1990), des céphalosporines (Tsuji et
al., 1993) et d’autres B-lactamines (Tsuji, 1995, Tsuji et al., 1996) pouvaient
emprunter cette voie. Chez le porc, MCT1 est une protéine de 55 kDa comportant 12
domaines transmembranaires sur laquelle est greffée, entre les domaines 8 et 9, du
coté¢ extracellulaire, la protéine CD147 qui régule son expression et son

fonctionnement (Enerson et Drewes, 2003).

Peu d’information est disponible en ce qui a trait aux facteurs pouvant affecter
son expression le long du tube digestif. Cependant, on rapporte chez ’homme une
diminution du nombre de transporteurs dans les tissus cancéreux comparativement a

des tissus sains (Ritzhaupt et al., 1998).

La présence de MCT1 est rapportée dans nombre d’organes chez les
mammifeéres notamment au niveau des érythrocytes, du cceur, des poumons, du
cerveau, des reins et du tube digestif. Chez le porc, MCTI1 est présent sur toute la

longueur de I’intestin (Sepponen et al., 2007), mais son expression serait toutefois
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supérieure dans sa partie distale ou la synthése bactérienne d’acides gras volatiles est
plus importante. Des ¢études immunohistochimiques ont permis de localiser le
transporteur principalement sur la face basolatérale des entérocytes et plus rarement
sur la bordure en brosse (Tamai, et al., 1999). Sur la face apicale, leur nombre est
plus élevé au niveau des cryptes et diminue a mesure que l’on se dirige vers

I’extrémité des villosités.

MCT]1 est un cotransporteur proton-dépendant qui tire son énergie du
gradient d’ion H' de chaque coté de la membrane. Tout d’abord 1’ion hydrogéne vient
se lier au transporteur. Par la suite le substrat vient se lier au transporteur protoné et
étre relaché de 1’autre c6té de la membrane épithéliale vers le milieu intra cellulaire et
par la suite vers la circulation sanguine apres avoir franchi la membrane basolatérale

(De Bruijne et al., 1983).

Le transporteur MCT 1 présente une plus grande affinité pour les énantiomeres
levo (L). La présence d’un groupement carboxylique est essentielle au substrat pour

emprunter cette voie.

1.3.3.1.4 Biodisponibilité

La biodisponibilit¢ (F) quantifie la proportion d’un médicament qui est
absorbée et atteint la circulation sanguine générale, et qui devient par conséquent
disponible pour produire un effet systémique (Toutain et Bousquet-Mélou, 2004).

Chez le porc, les valeurs de biodisponibilité orale de 1’amoxicilline rapportées dans la
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littérature sont trés variables et ne dépassent généralement pas 40% (Tableau 1) alors
que chez ’homme elles peuvent dépasser les 90% (Thummel, et al., 2005). 11 a été
démontré que la présence d’aliment pouvait réduire de fagon significative
I’absorption de I’amoxicilline chez ’homme (Welling ef al., 1977) de méme que chez
le porc (del Castillo, 1996). Chez cette espece, 1’administration orale instantanée
d’une dose de 15mg/kg d’amoxicilline, immédiatement apres un repas se traduit par
une diminution de 13% de F par rapport a la méme dose servie chez des individus mis
a jeun depuis la veille (del Castillo, et al., 1998). Par contre, Agerso et Friis (1998)
n’ont pas observé de variation de F suite a I’administration per os de 10mg/kg
d’amoxicilline conjointement a un repas chez des porcs préalablement mis a jeun
pendant 17h et d’autres nourris 30 minutes apres avoir recu la méme dose. Cette
divergence peut s’expliquer d’une part par [intervalle entre le repas et
I’administration de la dose, Watson et al. (1987) ont observé qu’une mise a jeun
minimale d’une heure avant et aprés 1’administration orale de pénicilline V était
nécessaire afin de minimiser I’interaction de la pénicilline et de 1’aliment. D’autre
part le volume d’eau employé comme véhicule d’administration de I’antibiotique peut
étre en cause. Welling et al. (1977) ont observé chez des humains adultes que la
réduction d’un facteur 10 du volume d’eau employé pour I’ingestion orale
d’amoxicilline a jeun diminuait de 50% sa biodisponibilité orale. Or, del Castillo et
al. (1998) ont administré I’amoxicilline dans 20 mL d’eau alors que Agersg et Friis
I’ont administrée dans un volume de 50 mL d’eau. Le tableau I, illustre différentes

valeurs de la biodisponibilité orale de I’amoxicilline rapportées chez le porc.
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Tableau I : Valeurs de biodisponibilité orale absolue de I’amoxicilline provenant
d’études avec comité de lecture.

Etudes F (%)
Agersg et al. (1998) 28,0
Agersg et Friis (1998) 33,0
del Castillo et al. (1998) 35,7
Martinez Larrafnaga et al. (2004) 42,0
Reyns et al. (2007) 22,8

1.3.3.2 Mise a disposition

1.3.3.2.1 Distribution dans I’organisme

La distribution d’un antibiotique dans I’organisme est le processus de transfert
réversible de ce dernier entre la circulation systémique et les tissus (Rowland et

Tozer, 2006).

L’étendue de la distribution du médicament dans I’organisme est estimée par
le volume de distribution. Ce volume est défini comme le ratio entre la quantité de
médicament présente dans l’organisme a un temps donné et sa concentration
plasmatique au méme instant (Toutain et Bousquet-Mélou, 2004). On illustre souvent
le volume de distribution comme étant celui dans lequel le médicament se dissout

pour obtenir la concentration plasmatique mesurée, mais il est important de
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mentionner que ce volume n’a aucune correspondance physiologique réelle.

Mathématiquement, ceci peut €tre représenté par 1’équation 3.

Equation 3 : Définition formelle du volume de distribution

- @rédemddicament dans [* organisme au femps ¢
Concentration plasmeatigus du médi cament au temps -

Va

L’équation 3 démontre que le volume de distribution (V) est une fonction du
temps (). Ce dernier n’aura donc pas la méme signification selon le moment auquel il
est déterminé par rapport au temps d’administration de la molécule dans le systéme
pharmacocinétique. De ce fait, trois différents volumes de distribution peuvent étre

calculés (Figure 8).

Figure 8: Phases du profil pharmacocinétique associées aux différentes
estimations du volume de distribution.
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Source : Toutain et Bousquet-Mélou, 2004
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Le volume de distribution initial (V¢) est déterminé au temps t=0 d’une

administration intraveineuse, c'est-a-dire avant que les processus de distribution et

d’¢limination n’entrent en jeu et ou le gradient de concentration est maximal entre le

site d’administration et les espaces de distribution. Impossible & mesurer en pratique,

il peut étre obtenu a partir de la dose et de I’extrapolation de la concentration

plasmatique au temps 0 (Tableau I).

Tableau II : Formules du calcul du volume de distribution et leurs principales

caractéristiques.

Paramétre Formule Caractéristiques

Ve Ve = D0s7 Mesuré a partir du moment de

Co I’administration de la dose

Volume du compartiment a partir
duquel le médicament est €liminé
Déterminé dans un état de

Vz Dose 1 pseudo-équilibre

=X —
AUCw-=) A

La fraction de médicament qui
atteint la circulation systémique
est connue

Calcul¢ a partir de la phase
terminale du  profil des
concentrations plasmatiques

— Doserx AUMC
Vss = %A Ue) 2

Indépendant du processus
d’élimination

Permet le calcul de la dose de
charge

Dés le moment de son administration, le médicament subit simultanément des

phénomenes de distribution et d’élimination. Le gradient de concentration entre le

milieu intra-vasculaire et extravasculaire favorise le déplacement du médicament de

I’espace d’administration vers le reste du systéme pharmacocinétique en comparaison
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avec le processus d’élimination. Ceci se traduit par une chute rapide des
concentrations plasmatiques du médicament, ce qui se nomme phase de distribution.
Peu a peu, ce gradient de concentration s’annule et atteint un état de pseudo-équilibre.
Ceci se traduit par un ralentissement de la chute des concentrations plasmatiques,
segment connu sous le nom de phase d’¢limination. Durant cette derni¢re phase, le

volume de distribution est calculé par V; (Equation 4).

Equation 4 : Définition mathématique du volume de distribution en phase de
pseudo-équilibre

- Qté de médicament dans le corps en phase de poaude — dqullibre

Ve Concentration plasmeatigue en phase de pesudo — dqulilbre

Le troisieme volume de distribution est dit a 1’équilibre (Vss) et s’observe lors
d’une perfusion intraveineuse du médicament. Il s’agit 1a d’un véritable état
d’équilibre ou le gradient de transfert entre les différents espaces du systeme
pharmacocinétique est nul et la perte de médicament causée par le processus
d’¢limination est comblée par la perfusion a un débit constant. Ce volume de
distribution a 1’équilibre (Vss) est calculé avec I’équation 5 et il est le seul estimateur
non biaisé de I’étendue de la distribution du médicament car contrairement a Vz et V,

il n’est pas influencé par les processus d’absorption, de distribution et d’¢limination.
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Equation 5 : Définition mathématique du volume de distribution a I’état
d’équilibre

Ve m Qe demidicament dang le corps al'#ar d' dquilibre
& T Coneentration plasmatiqued ' eoat 6 ' equllibre

On peut aussi estimer Vg suite a I’administration intraveineuse instantanée du
médicament en employant I’analyse pharmacocinétique par moments statistiques
(section 1.4.2). Dans ce cas, il sera déduit a partir de 1’équation 6 ou MRT représente
le temps moyen de séjour des molécules ayant atteint I’intérieur d’un organisme et C/

représente la clairance (Shargel et al., 2004).

Equation 6: Calcul du volume de distribution a I’état d’équilibre selon la
méthode d’analyse par moments statistiques des données

_ Vas
MRT = oI

Chez le porc, les valeurs de Vss observées pour I’amoxicilline sont
relativement faibles (Tableau III), ce qui signifie que pour une méme quantité
présente dans 1’organisme, la concentration plasmatique sera trés élevée. Ces
différents estimés de Vss sont relativement similaires d’une étude a ['autre a
I’exception des résultats de Martinez Larrafiaga et al. (2004). Ces dernier auteurs

n’ont pas expliqué les raisons de cette divergence.
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Tableau III: Valeurs du volume de distribution de I’amoxicilline a I’état
d’équilibre tiré de différentes études effectuées chez le porc

Etudes M¢éthode d’analyse Vss (L/kg)
Lashev (1986) C 0,37
Agersg et al. (1998) NC 0,63
Agersg et Friis (1998) NC 0,55
del Castillo ef al. (1998) C 0,45
Martinez Larrafi aga et al. (2004) C 1,35
Reyns et al. (2007) NC 0,34
NC : Analyse non compartimentale C : Analyse compartimentale

1.3.3.2.2 Elimination de antibiotique

L’¢élimination est le processus de transfert irréversible du médicament du site
de mesure, généralement le plasma, vers I’extérieur du systéme pharmacocinétique
¢tudi¢ (Rowland et Tozer, 2006). Elle peut s’effectuer de deux fagons, soit par
excrétion ou par métabolisme, qui peuvent se produire simultanément ou
exclusivement. L’excrétion est 1’élimination de la molécule sous la méme forme a
laquelle elle a été administrée (Shargel ef al., 2004). Le métabolisme est 1’élimination
par un processus enzymatique qui transformera chimiquement le médicament pour
en faire une substance qui, dans la majorit¢ des cas pourra é€tre excrétée plus

facilement (Riddick, 1998).

Les organes responsables de I’élimination d’un médicament sont qualifiés d’organes
émonctoires, les plus importants étant les reins et le foie. La peau, les poumons et
I’intestin sont d’autres voies possibles d’élimination des médicaments (Rowland et

Tozer, 2006). La concentration sanguine du médicament sera donc plus élevée a



31

I’entrée de ces organes (concentration artérielle) qu’a leur sortie (concentration
veineuse), preuve de la disparition de la molécule de la circulation sanguine.
L’ampleur de cette disparition lors du passage a travers un organe émonctoire x est
déterminée par son coefficient d’extraction (E,) et peut étre calculée par une approche

de conservation de la masse (Equation 7).

Equation 7 : Calcul du coefficient d’extraction d’un organe x

E. m gencentration artériglle = conceniralion peinage
ceneeniration ardérietis

L’amoxicilline est principalement excrétée au niveau du rein en empruntant les
mécanismes de sécrétion tubulaire (Bryskier, 1999). Son excrétion dans la bile a aussi
¢t¢ démontrée chez ’homme et la souris (Mizen et al, 1995, Maugdal et Maxwell,
1982). Mizen et son équipe ont a ce sujet observé une augmentation de la clairance
hépatique lors du passage de la concentration d’un perfusat de 100 pg d’amoxicilline
a 500 pg/mL, pour par la suite voir la clairance plafonner jusqu’a la dose de 2000
png/mL. Chez le porc, Martinez Larrafiaga postule que 1’amoxicilline est excrétée dans
la bile, sans avoir de support expérimental pour le démontrer (Martinez Larranaga et
al., 2004). A notre connaissance, on ne rapporte aucune autre voie d’élimination pour
I’amoxicilline (CPS, 2007). Par ailleurs, on rapporte qu’il existe une dégradation pré-
systémique de cet antibiotique lorsqu’il est administré par voie orale, qui résulterait
de son hydrolyse par la flore bactérienne intestinale (Chesa-Jiménez et al., 1994). La

figure 9 schématise les différentes voies d’absorption, distribution et d’élimination de
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I’amoxicilline chez le porc : il est a noter que 1’élimination biliaire, fécale et urinaire

y sont représentées.

Figure 9 : Schéma physiologique de la pharmacocinétique de I’amoxicilline chez
le porc
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La clairance est le paramétre pharmacocinétique qui permet d’évaluer
I’aptitude d’un organisme vivant a éliminer un médicament. Cette mesure correspond
a la constante de proportionnalité qui relie la vitesse a laquelle la substance
administrée est éliminée au site de mesure (dX/d;) a la concentration en circulation au

méme instant (Cp™") (Equation 8; Toutain et Bousquet-Mélou, 2004).
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Equation 8 : Equation de la définition formelle de la clairance

CL=dX /dtxCp™

Ce phénomeéne peut aussi étre formalisé par 1’équation 9 ou la clairance d’un
organe émonctoire x (CL,) est égale au produit du débit sanguin irrigant artériel qui
perfuse cet organe (Qy) et du coefficient d’extraction de I’antibiotique par ce dernier

(Ey).

Equation 9 : Formule de calcul de la clairance d’un organe émonctoire (x)

ie = Q=B

Dans tous les cas, la clairance totale d’une substance est le résultat de 1’addition
des clairances associ¢es aux différentes voies d’élimination (Rowland et Tozer,
2006). Pour I’amoxicilline, elle serait le résultat de 1’activité conjointe des reins et du
foie (Equation 10). Il est important de spécifier que la clairance hépatique est le
résultat de la somme des phénomenes de clairance métabolique (CLy) et biliaire

(CLg) (Equation 11).

Equation 10 : Principe d’additivité des clairances pour I’amoxicilline

Cly = CLy +CLy

Equation 11 : Principe d’additivité des clairances au niveau hépatique

Chy = Chyr + ClLg
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Le tableau IV présente les valeurs publiées de clairance totale de 1’amoxicilline
chez le porc qui varient entre 0,3 et 0,6 L/(h-kg). On peut déduire de ces valeurs que
I’efficacité d’¢limination de cet antibiotique chez cet animal est moyenne en
comparaison a la somme des débits sanguins artériels perfusant ces organes
émonctoires. (Toutain et Bousquet-Mélou, 2004). I1 est possible d’arriver au méme
constat pour ce qui est de I’extraction de I’antibiotique par les organes émonctoires,
en vertu des critéres proposés par Toutain ef al. (2004).

Tableau IV : Valeurs de clairance totale (CLy) de P’amoxicilline tirées de

différentes études effectuées chez le porc et estimation du coefficient d’extraction
(E) associé a chacun.

Etudes CLr (L/(h'kg) E (%)
Lashev (1986) 0,61 13,6
Agerso et Friis (1998a) 0,52 11,6
del Castillo et al. (1998) 0,55 12,3
Martinez Larrafiaga et al. (2004) 0,30 6,7
Reyns, et al.(2007) 0,58 12,8

1.3.4 Accumulation du médicament au site d’action et

facteurs de variabilité

L’antibiotique doit atteindre le site d’action, s’y accumuler et y persister assez
longtemps pour y produire les effets thérapeutiques désirés (Rowland et Tozer, 1996).
Ce phénomene est modulé par les caractéristiques du schéma posologique mis en
place, soit la dose, la voie d’administration, la fréquence et la durée de

I’administration ainsi que les conditions d’administration du médicament.
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Pour illustrer I'impact du schéma posologique chez le porc, les études
d’Amass et al. (1996) et de del Castillo ef al. (1998) peuvent étres comparées.
L’équipe d’Amass a tenté d’éliminer le portage de Streptococcus suis au niveau des
amygdales, réservoir de la bactérie chez le porc, avec des injections d’ampicilline,
une aminopénicilline dont I’activité bactéricide est pratiquement identique a celle de
I’amoxicilline (Schwarz et al., 2008). L’administration orale, intranasale, ou
intramusculaire d’une dose de 5,68 mg/kg a 24 heures d’intervalle s’est avérée
inefficace car ces schémas posologiques n’ont pas été ajustés a la clairance
systémique, la biodisponibilité et a la CMI de 1’antibiotique envers la bactérie ciblée.
A Topposé, 1’équipe de del Castillo a produit des simulations mathématiques
permettant de déduire qu’une diminution marquée des comptes viables de
Streptococcus suis peut étre obtenue suite a 1’administration d’une dose quotidienne
de 15 mg/kg distribuée sur une période de 5 h. Cependant, la méme dose distribuée
sur une période de 24 heures ne permettrait pas d’obtenir des concentrations

suffisamment ¢levées pour obtenir un effet bactéricide.

1.4 Analyse pharmacocinétique de I’'amoxicilline

Depuis la découverte de I’amoxicilline, nombre d’études portant sur sa
pharmacocinétique chez 1’homme et chez différentes espéces animales ont été
publiées. Ces études ont notamment employé deux approches analytiques distinctes,

soit I’analyse compartimentale et I’analyse par moments statistiques.
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1.4.1 Analyse compartimentale des données

L’amoxicilline a fait I’objet d’analyses compartimentales par différents
auteurs (Spyker et al., 1977, Sjoval et al. 1978, Sjoval et al., 1985, del Castillo et al.,
1998, Martinez Larranaga et al., 2004). Un systéme pharmacocinétique
compartimental est composé d’un ensemble d’espaces que 1’on nomme
compartiments, qui correspond a un ensemble de molécules qui se comportent
uniformément, c’est-a-dire qu’elles sont soumises aux mémes fonctions de
probabilités qui régissent leur transit identique vers les compartiments adjacents, et

vers le systeme compartimental (Jacquez, 1996).

I1 existe deux types de modeles compartimentaux, les modeles de données et
les modéles de processus. Dans le premier cas, la structure du systéme
compartimental ne prend aucunement en compte les mécanismes physiologiques
impliqués et son but premier est de fournir la description la plus précise possible des
concentrations chez les animaux a ’étude. A ’opposé, les modéles de processus sont
¢laborés a partir des mécanismes physiologiques susceptibles d’intervenir dans la
mise a disposition du médicament chez I’animal a 1’étude (Jacquez, 1996). Leur but
est de prédire I’évolution temporelle des concentrations quelque soit le schéma
posologique employ¢ et d’identifier les sources de variabilité. L’avantage de cette
méthode d’analyse réside dans son utilisation a la fois simple et claire et du fait
qu’elle permet de déterminer a tout instant la concentration de la molécule étudiée

dans un compartiment donné (Jacquez, 1996).
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L’analyse compartimentale repose sur deux hypothéses : le médicament se
distribue de facon homogene dans un compartiment, et les organes et ou les tissus
ayant des caractéristiques cinétiques similaires peuvent €tre regroupés en un méme
compartiment. Un exemple de schématisation d’un systéme compartimental est

illustré a la figure 10.

Figure 10 : Exemple de schématisation d’un syst¢éme compartimental avec les
équations différentielles associées a chaque compartiment

Dose
X Equations différentielles:
1 ke | 2 dX, /dt = Dose — (kg2 + kg )X; + k21 X,
« D/t = KgoXy — K24X,
Kz
LT

Dans cet exemple, le compartiment 1 est le compartiment qualifi¢ de
«central », ¢’est-a-dire qu’il regoit la dose administrée et c’est a partir de lui que le
médicament est éliminé. Il regroupe le sang et les tissus dont les concentrations de
médicaments s’équilibrent rapidement avec la concentration sanguine de celui-ci. Le
compartiment 2 ou « périphérique » représente pour sa part un compartiment
d’échanges ou les molécules de médicament transitent de fagon différente au
compartiment central. Il peut regrouper les organes moins vascularisés ou ceux qui

retiennent de facon plus longue le médicament. Un systeme compartimental peut
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inclure plusieurs compartiments périphériques qui peuvent étre reliés uniquement au
compartiment central (systtme mammillaire) ou reliés entre eux (systeéme caténaire).
Le transit des molécules entre les compartiments est décrit par des constantes kj, et
ks ou encore par des fonctions plus complexes. La constante k;o décrit 1’¢limination
du médicament qui dans ce cas-ci se réalise a partir du compartiment central. Les
équations différentielles décrivent les vitesses instantanées de transfert et
d’¢limination du médicament et leur relation avec la quantité de médicament présente

dans chacun des compartiments.

Les vitesses de transfert des molécules sont souvent des processus d’ordre 1
ou les molécules quittent le compartiment avec une vitesse proportionnelle a la
quantit¢ de molécules qui y sont présentes (Shargel et al,. 2004). D’autres processus
de transfert peuvent étre observés : le transfert d’ordre 0 se caractérise par une vitesse
constante, quelque soit le nombre de molécules présent dans le compartiment Quant
au processus de transfert de type Michaelis-Menten, il se caractérise par une vitesse
de transit qui est variable, qui dépend a la fois du nombre de molécules présentes
dans le compartiment et des sites de transport disponibles pour effectuer ce transport.
Lorsque le nombre de transporteurs est en exces par rapport au nombre de molécules
présentes dans le compartiment, la vitesse de transfert est d’ordre 1 alors que lorsque
le nombre de molécules est en exce€s par rapport au nombre de transporteurs, la
vitesse est d’ordre 0. Au fur et a mesure que la concentration de médicament présent
dans le compartiment augmente, la vitesse augmente progressivement et passe d’un

ordre 1 a un ordre 0.
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Les systémes de transport impliqués dans des transferts de type Michaelis-
Menten ont une capacité limitée de transfert. Ils se caractérisent par leur affinité
envers leurs différents substrats et la capacité de transport qui est essentiellement une

fonction du nombre de transporteurs.

Deux parametres servent a décrire ce phénomene : Vpvax est la vitesse
maximale de transport du substrat et reflete la capacité du systeme, alors que Kso, qui
est inversement proportionnelle a I’affinité du transporteur pour le substrat, est la
concentration du substrat requise pour obtenir la moiti¢ de cette vitesse maximale
(Vmax/2). La vitesse d’absorption (V) de molécules soumise a une telle absorption en

fonction de leur concentration ([S]) se traduit par I’équation 12.

Equation 12 : Equation de la vitesse de transfert lors d’une cinétique
d’absorption de Michaelis-Menten en fonction de la concentration en substrat

- Vg 51

el

L’évolution de cette vitesse en fonction de la concentration du substrat est
illustrée a la figure 11. On y observe qu’en présence d’une faible concentration de
substrat, la vitesse de transfert augmente de facon linéaire avec 1’augmentation de la
concentration, ce qui est typique d’une absorption d’ordre 1. A partir de Kso, cette
augmentation n’est plus proportionnelle a I’augmentation de la dose et s’amenuise

jusqu’a atteindre un plateau (Vmax) qui est synonyme d’une absorption d’ordre 0.
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Figure 11 : Vitesse de transport d’un substrat en fonction de sa concentration,
qui caractérise une cinétique de transfert de type Michaelis-Menten

% Vaax

Vitesse de transfert

Ksa
Concentration du substrat

Chez les auteurs ayant opté pour une analyse compartimentale, 1’utilisation de
modele a un (Sjovall, et al., 1978, Torres-Molina et al., 1992, del Castillo et al.,
1998) ou a deux compartiments de distribution (Spyker et al., 1977, Piotrovskij, et
al., 1994, Martinez Larrafiaga et al., 2004) est rapportée pour caractériser la cinétique
de I’antibiotique suite a son administration orale. Différents types d’absorption ont
aussi €té utilisés pour caractériser I’entrée de 1’antibiotique dans le compartiment
central. Dans de nombreux cas, les auteurs ont opté pour un processus d’absorption
d’ordre 1 (Spyker et al., 1977, del Castillo et al., 1998, Martinez Larrafiaga et al.,
2004). Par contre, Paintaud et son équipe (1992) rapportent que ni I’absorption
d’ordre 1 ni celle d’ordre 0 permettent de prédire 1’augmentation de la concentration
plasmatique suite a une administration orale d’amoxicilline chez I’homme a des doses

de 500 et 3000 mg.
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Chez I’homme, Paintaud et al., (1992), des doses de 500 et 3000 mg
d’amoxicilline ont été administrées par voie orale chez 6 individus suite a une mise a
jeun de 8 heures qui s’est poursuivie durant 3 heures suite a [’administration de
I’antibiotique. Ces derniers ont pour leur part utilisé un modeéle a un compartiment de
distribution pour caractériser la pharmacocinétique orale. Ils ont aussi tenté de
vérifier quel type cinétique (ordre 1 ou ordre 0) caractérisait le mieux la phase
d’absorption orale aux doses administrées. A 500 mg, alors que I’absorption d’ordre 0
caractérisait le mieux la phase d’absorption chez la moiti¢ des individus, I’absorption
d’ordre 1 était mieux adaptée chez deux individus et aucune des deux n’était adaptée
aux profils d’absorption du sixieme individu. Cette incapacité a modéliser la phase
d’absorption a 1’aide d’une entrée d’ordre 0 ou 1 a été observée chez quatre des six
mémes individus lorsque ces derniers ont recu une dose de 3000 mg. Bien que ces
auteurs n’aient pas observé de saturation de la phase d’absorption aux doses
administrées, I’implication simultanée de deux mécanismes d’absorption (systeéme de
transport spécialisé¢ de type Michaelis-Menten et diffusion passive) dans 1’absorption
de I’amoxicilline est la plus plausible pour expliquer les résultats. Selon eux, a faible
dose, I’absorption de type Michaelis-Menten serait prédominante alors qu’a une dose
plus élevée, c’est plutdt 1’absorption d’ordre 1 qui gagnerait en importance. Cette
hypothése est compatible avec les mécanismes d’absorption décrit plus haut. On ne
rapporte aucun impact de la dose d’antibiotique sur I’élimination de ce dernier dans

I’urine alors que la demi-vie d’élimination est demeurée inchangée.
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D’autres auteurs ont réussi a caractériser 1’absorption orale de I’amoxicilline a
I’aide de modeles impliquant une somme d’absorptions d’ordre 1 et d’ordre 0. Par
exemple, Torres-Molina et al. (1992) ont utilis¢ un modele ou I’absorption orale de
I’amoxicilline chez le rat s’effectue selon un processus d’ordre 1 jusqu’a I’atteinte
d’un temps « t » suivant I’administration, apres lequel 1’absorption devient d’ordre 0.
Tsuji et al. (1977) ont pour leur part observé chez le rat, suite & 1’administration
d’amoxicilline ex vivo dans le petit intestin, que lorsque I’antibiotique était administré
a forte concentration (2mg/mL), 1’absorption s’effectuait selon une cinétique d’ordre
1 compatible avec la diffusion passive. Lorsque la concentration de la solution
administrée ¢était plus faible (20ug/mL), 1’absorption s’effectuait suivant une

cinétique de type Michaelis-Menten.

Piotrovskij ef al. (1994) ont modélisé 1’absorption orale de 1’amoxicilline chez
I’homme suite a I’administration d’une dose de 500 et 3000mg. Ces chercheurs qui
ont émis I’hypothése que I’absorption pouvait étre facilitée par des mécanismes de
transport saturables en plus de la voie passive, ont plutdt utilisé deux voies paralleles
et un temps d’une durée d’accés pour expliquer I’entrée du médicament dans

I’organisme (Figure 12).
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Figure 12 : Modéle pharmacocinétique de 1'absorption orale de 1'amoxicilline
chez 'homme

3 | M| 4 ] g [ R 2
V.mJKﬂ: ‘k21
Durée lk“'

Tiré de Piotrovskij et al., 1994.

Tel qu’illustré, le transfert s’effectue a partir du compartiment d’absorption
(3) vers un compartiment d’interface (4) a la circulation systémique par deux
processus simultanés, le premier d’ordre 1 (kss4) et le deuxieme de type Michaelis-
Menten (Vmax/Kso). Dans ce modele, 1’absorption d’ordre 1 et par la voie saturable
débute dés la fin d’une période de délai, mais le processus saturable n’est effectif que
durant une période définie par « Durée ». Au-dela de ce temps, I’absorption par la
voie saturable devient nulle. La présence d’un compartiment d’interface (4) entre le
compartiment d’absorption (3) et le compartiment central (1) entre lesquels
I’antibiotique transite selon un processus d’ordre 1 (k) joue le role de compartiment

de rétention.

A partir de ce modéle, les auteurs ont démontré que 1’absorption par voie
passive (Ks4) serait négligeable chez I’homme aux doses de 500 et 3000 mg. Les
données semblent de plus supporter la théorie d’une absorption saturable et restreinte
dans le temps. Le temps médian durant lequel 1’absorption saturable se produirait a
¢té évalué a 1.72h et est expliqué par les auteurs par la durée du passage de

I’antibiotique dans une fenétre d’absorption, c'est-a-dire un segment de I’intestin ou
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se trouvent les transporteurs (Piotrovskij et al., 1994). Les données justifient aussi
I’utilisation d’un compartiment de rétention (4) ce qui selon les auteurs, traduit la
capacit¢ de la membrane a accumuler 1’antibiotique et qui a ét¢ démontrée in situ

(Nakashima et al., 1984).

1.4.2 Analyse par moments statistiques des données

Plusieurs études de 1’absorption orale de 1’amoxicilline font aussi intervenir
une analyse non compartimentale des données, aussi appelée analyse par moments
statistiques (Agersg et Friis, 1998a, Sjoval et al., 1985) . Ce type d’analyse est basé
sur le temps moyen de séjour d’une molécule étudiée a I’intérieur de 1’organisme
(MRT). On peut déterminer ce parameétre par le quotient de la somation du temps de
résidence de chaque molécule par le nombre total de molécules dans 1’organisme

(Equation 14).

Equation 13 : Calcul de la valeur de MRT

_ Tempsde séfour total pour toutes les molécules dans ' organisme

MAT Nombre total de molécules

Le principal avantage de la méthode d’analyse non compartimentale est
qu’elle donne les propriétés générales du systéme pharmacocinétique (dimension en
terme de séjour : MRT, volume de distribution, clairance). Comme la structure du
systétme n’est d’aucun intérét, le résultat de I’analyse connait moins de variations

d’un cynéticien a I’autre en comparaison avec 1’analyse compartimentale. Aussi les
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résultats sont interprétables physiologiquement. Si la prédiction des concentrations
n’est d’aucun intérét, mais que 1’on veut déterminer les parameétres généraux, alors
cette technique d’analyse est suffisante. Elle est aussi moins sujette a la variabilité
dans le protocole et peut étre effectuée sans avoir recours a des équations

différentielles (DiStefano 3™, 1982).

L’application de cette méthode d’analyse est cependant conditionnelle au
respect de deux prémisses. Tout d’abord tout les phénoménes de transfert sont
d’ordre 1 et I’élimination se fait a partir du compartiment de transfert (le sang), ce qui
a pour conséquence 1’additivité des clairances. Deuxiémement, le temps de séjour
moyen a l'intérieur du systéme pharmacocinétique est indépendant de la voie

d’administration.

L’¢élimination d’un antibiotique s’effectuant généralement via plus d’un
organe, comme le rein, le foie, les poumons qui sont tous reliés par le systeme
sanguin, la clairance totale d’un antibiotique doit donc étre égale a la somme des
clairances des différents organes (Voir la section 1.3.3.2.2). L’autre prémisse est que
le temps moyen de séjour est indépendant de la route d’administration de

I’antibiotique (Shargel et al., 2004).

Cette analyse permet notamment de déterminer [’aire sous la des

concentrations plasmatiques en fonction du temps depuis le moment de son
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administration et D’infini (AUCy_.), qui est un indicateur de la quantité de

médicament absorbé par I’organisme (Equation 14).

Equation 14 : Calcul de I’aire sous la courbe a I’aide de la méthode d’analyse
par moments statistiques

IIW
AUCE w | o ar

La biodisponibilit¢ (F) (équation 15) et le volume de distribution a I’état
stationnaire (V) (équation 16) peuvent aussi étre calculés a partir de ce type

d’analyse

Equation 15 : Formule du calcul de la biodisponiblité par la méthode d’analyse
par moments statistiques

AUC «[Doae
N ———

F i

Equation 16 : Formule du calcul du volume de distribution a I’état d’équilibre
par la méthode d’analyse par moments statistiques

Vas = (1 ~MRT

Dans une étude portant sur I’absorption orale de I’amoxicilline chez I’humain,
Sjoval et al. (1985) rapportent que I’augmentation de I’aire sous la courbe n’est pas
proportionnelle a I’augmentation de la dose lorsque cet antibiotique est administré a

des doses de 375, 750, 1500 et 3000 mg. Ces derniers spéculent que ce phénomene a
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I’implication d’un systéme de transport saturable et d’un systéme passif de diffusion.
Ainsi pour ces derniers, la biodisponibilit¢ orale de 1’amoxicilline pourrait étre

déterminée a 1’aide de I’équation 17.

Equation 17 : Implication des différentes voies d’absorption dans le calcul de la
biodisponibilité d’un antibiotique a une dose donnée.

F = Amax +k|-D
Ko+ D

ou Ay est la quantité maximale pouvant étre absorbée a trés forte dose, Kp la
dose a laquelle la quantité absorbée est équivalente a la moiti¢ de Amax, D est la dose

et k, I’absorption par voie passive.

Selon Sjovall et al. (1985), I’absorption d’ordre 1 prendrait de I’ampleur avec
une augmentation de la dose. Ce phénomeéne serait compatible avec les observations
de Paintaud et al., (1992) et est trés probable du fait que les transporteurs présents au
niveau apical des cellules de 1’épithélium intestinal satureraient avec I’augmentation
de la dose d’amoxicilline, ce qui augmenterait du méme coup ses chances d’étre

absorbée par diffusion passive.

Toutefois, a la lumicre des informations rapportées a la section 1.3.3.1 selon
lesquelles I’amoxicilline est absorbée au niveau intestinal par un transporteur et que
ce dernier est saturable, chaque molécule n’a donc pas la méme chance que les autres

d’étre absorbée, ce qui va a I’encontre d’un des postulats de I’analyse par moments
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statistiques. Cette raison invalide le traitement mathématique effectué par Sjoval et
al., (1985) pour tenter d’expliquer I’absorption orale de I’amoxicilline et que bien que
les résultats semblent cohérents et vont dans le méme sens que ceux de Paintaud et al.

(1992), ces premiers sont critiquables.

1.4.3 Facteurs de variabilité

1.4.3.1 Effet de la protéine

Il est généralement admis que 1’amoxicilline est absorbée par le transporteur
PepT1 (voir section 1.3.3.1.3.1), qui est responsable de ’absorption des dipeptides et
tripeptides issus de la digestion des protéines alimentaires. Divers études d’absorption
des P-lactamines ont permis d’observer que ces courtes chaines d’acides aminés
interférent avec ’absorption intestinale de ces antibiotiques (Bretschneider et al.,
1998). Par exemple, des tests de compétition pour 1’absorption in vitro par des
cellules intestinales Caco-2 ont permis d’observer une diminution significative de
I’absorption du dipeptide Glycyl-Sarcosine lorsqu’il était administré conjointement
avec diférentes B-lactamines dont la pénicilline G et I’ampicilline (Bretschneider et

al., 1998).

1.4.3.2 Effet de la fibre alimentaire

La quantit¢ de fibre alimentaire présente dans une ration varie selon la
composition de celle-ci. Selon qu’elle est plus ou moins riche en fibres, la ration

alimentaire peut influencer la biodisponibilité de 1’amoxicilline administrée per os
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(Lutz et al., 1987). Dans cette é¢tude, des hommes adultes ont regu une dose de 200
mg d’amoxicilline a 24 h d’intervalle pendant 3 jours simultanément a un repas
pauvre ou riche en fibres. L’analyse pharmacocinétique de ces deux périodes de
traitement a révélé une diminution significative de 20% de la biodisponibilité de

I’amoxicilline.

1.4.3.3 Effet du pH

Le transporteur PepT1 impliqué dans I’absorption des B-lactamines utilisant
I’hydrogéne comme molécule de co-transport, le pH du c6té luminal de 1’entérocyte
influence donc D’efficacité¢ de ce dernier dans le transport des substrats (Terada et
Inui, 2004, Lafforgue et al., 2008). Par exemple, une étude employant des solutions
de différentes B-lactamines, seules ou conjointement a une suspension d’un polymeére
ayant un pouvoir tampon, a permis de démontrer que I’apport supplémentaire en ions
H" avait pour conséquence d’augmenter la vitesse et I’étendue de I’absorption des
antibiotiques testés, tant in vivo chez le rat qu’in vitro avec un mod¢le d’intestin isolé

de rat (Nozawa et al., 2003).



2 Hypothéses et objectifs

Cette revue de littérature permet de constater que 1’absorption orale de
I’amoxicilline s’effectue de facon prépondérante a 1’aide d’un systéme de transport
actif et dans une moindre mesure par diffusion passive. Le transporteur impliqué dans
I’absorption de 1’antibiotique est aussi responsable de 1’absorption de petits peptides.
Chez le porc, la biodisponibilité orale de cet antibiotique n’est que le tiers de celle
observée chez I’homme, ce qui pourrait expliquer les échecs thérapeutiques
impliquant cette molécule administrée per os. Cette différence dans la fraction de
I’antibiotique administrée oralement qui atteint la circulation systémique pourrait
résulter d’un plus grand niveau de compétition entre les peptides alimentaires et
I’antibiotique pour le transporteur. Aucune étude ne s’est toutefois attardée a la
linéarit¢ de I’absorption avec une augmentation de la dose de facon a mettre en
évidence cette compétition. Différentes études portant sur la pharmacocinétique de
I’amoxicilline ont eu recourt a une analyse par moments statistiques, malgré le fait
que son absorption par la voie active aille a I’encontre des prémisses de cette analyse.
Aussi, ce type d’analyse ne permet que la détermination des propriétés générales du
systéme pharmacocinétique et non pas des caractéristiques détaillées comme c’est le
cas pour l’analyse compartimentale. Une étude impliquant 1’administration de
différentes doses d’amoxicilline et utilisant une analyse compartimentale des données
est toute indiquée pour obtenir une meilleure compréhension de la pharmacocinétique

orale de cet antibiotique chez le porc et ainsi améliorer son usage thérapeutique.
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2.1 Hypothese

La faible absorption orale de I'amoxicilline chez le porcelet sevré serait le

résultat d'une saturation des transporteurs impliqués dans son prélévement intestinal.

2.2 Objectifs

Caractériser chez le porcelet sevré la pharmacocinétique orale de
I’amoxicilline par des mesures de concentration plasmatique dans le sang porte

aortique, porte et dans 1’urine lors d’administration a des doses croissantes

Développer un modéle pharmacocinétique physiologiquement réaliste dans le

but d’analyser les données.

Déterminer la capacité maximale d’absorption orale du porcelet pour cet

antibiotique.
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3 Matériel et méthodes

3.1 Plan expérimental

Le protocole suivi au cours de cette étude a été approuvé par le comité de
bioéthique de 1’Universit¢é de Montréal de méme que par le comité d’éthique

d’agriculture et agroalimentaire Canada.

Cette étude a été réalisée selon un plan expérimental paralléle ou les animaux
sont distribués équitablement dans les divers groupes de doses d’antibiotique. Ce plan
a été retenu a cause de la croissance rapide du porc et pour minimiser la durée de
I’inconfort des animaux causé par les cathéters et les drains, qui aurait pu avoir des
répercussions sur les résultats si plusieurs répétions avaient ¢été effectuées.

L’attribution des doses a administrer aux porcs a été effectuée de fagon aléatoire.

3.2 Phase animale

3.2.1 Antibiotique et autres produits chimiques

Le sel sodique d’amoxicilline utilisé au cours de ce projet, d’une pureté de
97,8%, fut acheté chez Sigma-Aldrich (St-Louis, MO, E.—U.). Tous les autres produits
chimiques utilisés étaient d’origine commerciale et de grade analytique. Le certificat

d’analyse de I’antibiotique figure a I’Annexe 1 de ce mémoire.
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3.2.2 Animaux d’expérience

Des porcs de race croisée, males castrés ou femelles, avec un poids moyen a
I’entrée de 22 kg, ont été utilisés au cours de I’expérience. Les animaux livrés par

.. .. . , .41
groupes de six individus provenaient d’un élevage commercial .

A leur arrivée, un examen clinique sommaire a été effectué afin de s’assurer
de ’homogénéité des poids et de 1’absence de signes de maladie chez les animaux.
Par la suite, les porcs ont été logés dans un local de I’animalerie d’expérience’. Une
période de domestication de 5 jours durant lesquels I’animal était en contact avec
’homme 10 minutes par jour a été appliquée. A la fin de I’expérience, les animaux
ont recu I’euthanasie par surdose intraveineuse de pentobarbital, administrée par voie

intraveineuse.

3.2.3 Logement

Les animaux ont été gardés dans des cages individuelles en acier galvanisé de
0,74 m® aux parois latérales grillagées munies d’un plancher en lattes de plastique
surélevé de 0,25 m. La température ambiante fut maintenue a 20 + 2° C, Pair filtré
avec un systeme HEPA et la période de luminosité par éclairage €lectrique fixée a 12

heures par jour.

'F. Ménard Inc. St-Ange-Gardien, Qc, Canada.

? Laboratoire d’Hygiéne Vétérinaire et Alimentaire. Agence Canadienne d’Inspection des Aliments,
St-Hyacinthe, Qc, Canada.



54

3.2.4 Alimentation

Les animaux étaient nourris deux fois par jour, a 10 heures d’intervalle a
I’exception des jours d’expérimentation, avec le méme aliment qui fut servi aux
animaux lors de leur séjour en élevage. Ce dernier comportait 19 g/kg de protéines
brutes et était exempt d’antibiotique. Durant les jours d’expérience, les animaux
recurent un aliment a faible teneur en protéine pour minimiser le risque d’interférence
sur le transporteur (section 1.3.3.1.3.1 et section 1.4.3.1). La composition

centésimale de ces deux aliments figure a I’ Annexe 2 de ce mémoire.

3.2.5 Procédure chirurgicale

Douze heures avant la chirurgie, les animaux ont été mis a jeun, mais ou I’eau
est demeurée disponible a volonté. La sédation des animaux a été effectuée avec des
injections intramusculaires instantanées (bolus) de 8 mg/kg de kétamine® et de 2
mg/kg d’azapérone®. L’induction et le maintien de I’anesthésie ont été réalisés par
inhalation via un tube endotrachéal d’un mélange d’isoflurane et d’oxygeéne dans des
proportions de 2% et 98% respectivement. Une fois placé en décubitus dorsal avec les
membres antérieurs et postérieurs en extension, 1’aspect ventral de I’abdomen et
I’aspect médial de la cuisse gauche furent rasés et désinfectés par 3 passages alternés

de compresses imbibées d’alcool isopropylique et de chlorhexidine.

3 Vetalar, Bioniche animal health Canada inc., Belleville, ONT, Canada

# Stresnil. Merial Canada inc., Baie d’Urfé, QC, Canada
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L’abdomen a été incis¢ sur la ligne blanche sur la ligne blanche sur une
longueur d’environ 12 cm a partir de la pointe de 1’appendice xiphoide, afin
d’exposer la cavité¢ abdominale et d’isoler successivement la rate, I’estomac et la
vessie. Un cathéter artisanal a été inséré dans la veine splénique et poussé jusqu’a ce
que son extrémité atteigne la veine porte. Ensuite, I’estomac a été incisé sur un
centimétre au niveau de la grande courbure pour y introduire un tube de gastrotomie’
d’un diameétre externe de 6,0 mm, qui fut ensuite fixé a ’estomac avec une suture en
blague a tabac, suivie d’un lagage chinois. Par la suite, une incision d’un centimetre
fut pratiquée dans la paroi de la vessie afin d’y introduire un drain urinaire plat® de 7
mm de largeur, lui aussi fixé a la vessie grace a une suture en blague a tabac suivie
d’un lagage chinois. La peau de la face intérieure de la cuisse gauche a été incisée
afin d’atteindre 1’artére fémorale pour y placer un cathéter a trois voies d’un calibre
de 16G raccordé a un tube d’extension artisanale. Le tube de gastrotomie, les
cathéters et le drain urinaire ont été extériorisés au niveau du dos et la paroi
abdominale et la surface médiale de la cuisse ont été suturées. A la fin de la chirurgie,
les animaux furent revétus d’une résille €lastique fixée par un ruban adhésif élastique
afin de protéger les cathéters et les plaies chirurgicales, puis une dose intramusculaire
de kétoproféne leur fut administrée a des fins anti-inflammatoire et analgésique. Ce

traitement a été répété aux 24 heures pendant deux jours.

5 Tyco Healthcare/Kendall, Mansfield, MA, Etats-Unis

® Ethicon inc., Johnsons & Johnson Co., MA, Somerville, Etats-Unis
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Le suivi de I’état de santé (changement de bandage, entretien des cathéters)

était effectué quotidiennement jusqu’au moment de I’euthanasie.

3.2.6 Protocole pharmacocinétique

Tous les animaux instrumentés ont été mis a jeun d’aliment 12 heures avant

I’administration de 1’antibiotique. Le matin de I’expérience, chaque animal a été pesé

afin de déterminer la quantité d’antibiotique a administrer et leur vessie vidée a la

seringue via le cathéter urinaire. L’aliment a faible teneur en protéines était servi au

moment de 1’administration du traitement et demeura disponible durant toute la

journée d’expérience. L’amoxicilline dissoute dans 20 mL d’eau a ét¢ administrée a

une dose exacte de 4, 12, 20 ou 30 mg/kg via le tube de gastrotomie (Tableau I'V).

Tableau IV : Poids des porcs et doses d’amoxicilline administrées par voie
intragastrique lors de I’expérimentation

Dose Porc Poids
(mg/kg) (kg)
17 18.4
4 29 22,0
35 20,4
21 20,8
12 23 24,0
37 22,3
22 25,3
20 30 28,3
38 19,3
19 21,7
30 18 22,7
46 18,3
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A partir du moment ou la dose d’amoxicilline fut administrée a 1’animal,
I’'urine contenue dans la vessie fut aspirée toutes les heures a 1’aide d’une seringue de
50 mL munie d’une aiguille de 16G raccordée au drain urinaire. Cette étape fut

répétée sur une période 12 heures post administration (Tableau V).

Avant chaque prise d’échantillon sanguin, un volume de 3 mL était aspiré de
chaque cathéter afin de s’assurer que la solution anticoagulante contenant 50 000
Ul/mL d’héparine dans du dextrose 50%, qui assure la fonction du cathéter, ne dilue
pas le sang de I’échantillon a prélever. Par la suite, 3 mL de sang furent prélevés
simultanément a partir du cathéter artériel et du cathéter veineux aux temps préétablis
(Tableau V). Une fois le prélevement effectué, le mélange sang-solution de
conservation était réinjecté¢ dans les cathéters respectifs afin d’éviter que le porc ne

devienne anémique, suivi de 1,5 mL de la solution de conservation.

Tableau V : Temps de prélévement des échantillons sanguins et des volumes
totaux d’urine

Echantillon Temps de prélévements (heures)
Sang 0/]01]02]04/07]08]10]1,2|14]15] 2 3 4 1 6|8
Urine 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 | 11 | 12

3.2.7 Traitement et entreposage des échantillons

Les échantillons de sang artériel et veineux furent placés dans des tubes
stériles distincts, préalablement identifiés et contenant une solution d’EDTA'K;

7,5%, puis mis sur la glace pilée durant 10 minutes, en attendant d’étre centrifugés a
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2000 x g et 4° C. Par la suite, deux aliquotes de plasma d’environ 500 pL chacun y
ont été prélevés et placés a -70° C afin de prévenir la dégradation de 1I’amoxicilline
jusqu’au moment de I’analyse. Le volume total d’urine produit par 1’animal a été
récolté et placé dans des tubes stériles de 50 mL en polypropyléne préalablement
identifiés selon I’intervalle de temps suivant le début de I’expérience. Ces dernier ont

eux aussi placés a -70° C jusqu’au moment de 1’analyse.

33 Description de la méthode analytique

3.3.1 Préparation des échantillons de plasma

Une fois les échantillons décongelés, 50 pL d’échantillons étaient prélevés et
mélangés a 500 pL d’acétonitrile fortifi¢ avec 500 ng/mL de réserpine dans le but de
précipiter les protéines de 1’échantillon. Cette derniére substance agit comme étalon
interne pour la détermination des concentrations d’amoxicilline. Le surnageant était
placé dans des tubes a centrifugation de 1,5 mL. Chaque échantillon fut par la suite
mélangé a l’aide d’un vortex puis laissé au repos a température ambiante pour une
période de 10 minutes. Par la suite, une centrifugation a 12 000 x g pendant 10
minutes fut effectuée pour ensuite transférer 300 pL de surnageant dans des fioles
placées dans I’échantillonneur automatique du systeme de chromatographie liquide a

haute performance.
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3.3.2 Préparation des échantillons d’urine

Les volumes récoltés ont été regroupés de fagcon a obtenir pour un méme porc,
4 lots d’urine regroupés selon 1’heure de récolte aux intervalles suivants : 0-3, 3-6, 6-
9, 9-12 heures apres le traitement. Le volume issu de la nouvelle répartition de I’urine
récoltée a par la suite ét¢ mesuré et un échantillon de 20 pL prélevé pour chacun,
mélangé avec 1 mL d’acétonitrile fortifié tous traités de facon identique aux

¢chantillons de plasma.

3.3.3 Méthode instrumentale

Le systéme de chromatographie liquide a haute performance (HPLC) utilisé
était composé d’un auto-échantillonneur’ et d’une pompe binaire®. Le spectrométre
de masse ¢était un triple quadrupole de PE Sciex API 3+ muni d’une source

d’ionisation par électrospray’.

3.3.3.1 Conditions chromatographiques

La chromatographie liquide a été effectuée dans des conditions isocratiques
avec une phase mobile contenant de I’acétonitrile et de 1’acide formique 0,5% (v/v)
dans de I’eau et dans des proportions de 70:30. La colonne analytique était une

Keystone C18 d’une dimension de 50 x 2 mm, contenant des particules d’une taille

" Perkin-Elmer Serie 200, Boston, MA, Etats-Unis
® Thermo Separation System P2000, San Jose, CA, Etats-Unis
? Applied Biosystem/MDS Sciex, Concord, ON, Canada
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de Sum. Le débit a été fixé a 0,4 mL/minute, qui éluait I’amoxicilline a 1,4 minutes
et le standard interne a 2,2 minutes. Le flot sortant de la colonne ont été divisé dans
des proportions de 1:10 avant I’introduction dans la source électrospray afin de
favoriser la nébulisation de la phase mobile ainsi que le transport des ions vers
I’entrée du spectre de masse. Dix pl du surnageant des échantillons extraits ont été

injecté sur la colonne et le temps d’analyse total a été de 3,5 minutes.

3.3.3.2 Conditions de la spectrométrie de masse

L’¢éluat était ionisé avec une source électrospray opérant a 4000 V et nébulisé
a 1’aide d’azote a une pression de 40 livres par pouce carré. L’évaporation était
assistée d’un débit d’azote (2 L/min) transversal chauffé¢ a 400°C. Le potentiel de
désagrégation des solvants fut réglé a 15 V et I’énergie de collision (Ej,) a 20V. Le
gaz de collision utilisé était I’argon a 2.4 x 10" molécules/cm®. La transition du
rapport de masse/charge (m/z) était 366 — 114 pour amoxicilline et 609 — 397 pour
la reserpine. La détermination de la concentration était effectuée sur la base d’une
courbe d’étalonnage et a I’aide d’une équation de régression linéaire pondérée avec la
valeur réciproque du signal mesuré¢ (c.a.d., W = 1/x). La réponse mesurée était
normalisée en calculant le ratio de 1’aire sous le pic chromatographique de la

substance a analyser sur le standard interne.

3.3.4 Analyse des données

L’aire sous la courbe des concentrations plasmatiques artérielles et veineuses

d’amoxicilline (AUC, et AUCy respectivement) ont été calculées avec le logiciel
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WinNonlin version 5.2'°. La valeur de ’AUC des concentrations mesurées entre 0 et
8 heures (AUC_sn) a €té calculée en utilisant la méthode des trapezes linéaires
(Gibaldi et Perrier, 1982). La valeur de la pente terminale (A,) a été estimée par
régression linéaire en utilisant au moins le logarithme des 3 derni¢res concentrations
mesurées en fonction du temps. L’aire sous la courbe totale (AUCy_,..) a été calculée
en utilisant 1’équation AUCy_.. = AUCo_sn + Cpsn/(Az) ou le quotient Cpgn/(Az)
formé par Cps, (la concentration plasmatique mesurée au dernier temps de
prélevement, soit a 8 h) et Az (la pente terminale du profil de concentrations
plasmatiques) correspond a 1’aire sous la courbe extrapolée du dernier temps de
prélévement jusqu’a l'infini. La clairance rénale (CLg) a été calculée a ’aide de

I’équation 18 :

Equation 18 : Formule de détermination de la clairance rénale

CLr = Qu
AUC4

Dans cette équation, Qp est la quantité d’amoxicilline excrétée dans 1’urine,
telle qu’estimée par Qu = Vy'Cy ou Vy est le volume d’urine excrété et Cy la
concentration d’amoxicilline dans [’urine, et AUCs est I’AUCy_.. de ses

concentrations artérielles en fonction du temps.

10 Pharsight Corporation, Mountain View, CA, Etats-Unis
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Tel que rapporté dans la section 1.3.3.2.2 du présent mémoire, le foie et le rein
seraient les seules voies d’¢limination connues pour 1’amoxicilline. En tenant compte
de cette prémisse, il est possible de déduire la clairance hépatique a partir des valeurs
d’AUC artérielles et veineuses ainsi que la clairance rénale. La déduction de ce calcul

est détaillée a 1I’équation 19.

Equation 19 : Détermination de la clairance hépatique a partir des AUC et de la
clairance rénale

F-D _|F-D
Y= AUCAVU_CAUCA = ( /C%TBCLH) ( /CLT)car AUC =—Fé]f) (Equation 17)
" ( /CLT - CZH)
Y-F-D F-D F-D i s . :
= - multiplier par des deux cotés de I'équation
CLr—CLy CLr—CLr CLr F-D
1 Y-F-D 1 F-D 1 F-D
: = . — : ce qui ¢limine F - D partout
F-D CLr—CLy F-D CLr—CLu F-D CL
Y 1 . . . . .
= - isoler les fractions avec le méme dénominateur
CLr—CLy CLr—CLn CLr
1 1 3 Y
CLr CLr—CLuy CLr—CLu
1- CLu _ 1—Y expansion de la soustraction de fractions
T
1= CL1 _ ¥ simplifier I'équation
CLr
Y= CLu or CL = CLu + CLr et CLr est connu
T
Y= _ Cin on peut donc isoler CLu
CLu+ CLr
CLi = Y- -CLr

Y = paramétre inconnu qui aprés déduction est identifi¢é comme la proportion de la
clairance totale qui est effectuée par le foie

F = biodisponibilité de 1’antibiotique

D = dose

CLy = clairance totale
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La valeur de la clairance totale (CLt) pouvant étre ainsi déduite par la somme
de la clairance hépatique et de la clairance rénale, la biodisponibilité a pu étre

calculée a partir de I’équation 20.

Equation 20 : Formule de détermination de la biodisponibilité orale de
I’amoxicilline

_ CLyp=AUC,

£ Dase

3.3.5 Modélisation pharmacocinétique et estimation des

parameétres

La modélisation des profils pharmacocinétiques suite a I’administration orale
d’amoxicilline a été¢ effectuée a I’aide du logiciel pharmacocinétique ADAPT 11
version 4 (D’Argenio et Schumitzky, 1997). Six modeles compartimentaux ont été
¢laborés en s’inspirant du schéma physiologique illustré a la figure 10 et qui tient
compte des données biologiques publiées dans la littérature. Ces modeles sont
illustrés au tableau VI alors que les équations différentielles qui y sont associées sont

rapportées en annexe 2.
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Tableau VI : Hypothéses et modéles compartimentaux employés pour caractériser la pharmacocinétique de I’amoxicilline
orale chez le porcelet sevré.

Modzéle Ilustrations Hypothéses Finalité du modéle
a... Absorption passive
! l Distribution hétérogene et
A TGl |—— iz r’ec'ir(.:ula.tion §ntér0hépatique . Hypotheése nulle
1""' kz1 Elimination via les reins et la bile
Knep
I | Absorption saturable (transporteur)
TGI N I limitée dans le temps Vérifie I’existence d’un transporteur saturable
B VeuslKon o Distribution : idem au modéle A
1"1- Elimination : idem au mod¢le A
Knep Absorption : idem au modele B sauf
I | que le transporteur est saturé a toutes
C 161 —* s " les concentrations observables Vérifie que le transporteur peut sortir de I’état

(kO :Vmax)
Distribution : idem au modéle A
Elimination : idem au modéle A

de saturation
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Absorption : somme des modeles A
etB

e Distribution : idem au modele A | Vérifie la présence de 2 voies paralléles
11| 1 | avec absence de recirculation | d’absorption et 1’absence d’un recyclage
VoudKoy Y entérohépatique . entérohepatique
lkw Elimination : uniquement via les
reins
Knep
. . . Model let
1 Absorption : idem au modele D .  rodele comple ,
— - o ) . Vérifie la présence conjointe d’un cycle
161 | " 1 12 Distribution : idem au modele A R . \
R ) T \ entérohépatique et de 2 voies paralléles de
VodiKe T Elimination : idem au modéle A d’ab .
lk" absorption
Kiep

TGl

Absorption : somme des modeles A
et C

Distribution : idem au modéle A
Elimination : idem au modéle A

Modele réduit
V¢érifie la présence d’un cycle entérohépatique et
de 2 voies paralleles d’absorption, mais ou le
transporteur est toujours saturé
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3.3.6 Analyse statistique des données

Le choix du meilleur modéle fut basé sur une analyse des valeurs du critere
d’Akaike (AIC) pour chaque modele, qui est une mesure de la qualité de I’ajustement
des données au modele. Ce critere tient a la fois compte de la performance du modéle
et de la complexité de ce dernier (Yamaoka et al., 1978). 1l est calculé a partir de
I’équation 21 ou N représente le nombre de données, R., la moyenne des carrés des
¢écarts entre le modele et les observations et p, le nombre de parametres du modele.
Plus la valeur d’AIC obtenue est petite, meilleur est le modéle. Cette analyse des
valeurs d’Akaike a été effectuée avec le test non paramétrique des signes et rangs de
Wilcoxon. Une analyse des résidus a aussi €té effectuée afin de s’assurer de 1’absence

hétéroscédasticité.

Equation 21 : Equation pour le calcul critére d’Akaike

AIC =N -InRe+2p
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4 Reésultats

4.1 Exactitude et précision de la méthode d’analyse des
échantillons

L’exactitude et la précision de la méthode ont été déterminées par régression

linéaire de la concentration. Ces valeurs sont présentées au tableau VII.

Tableau VII : Etendue des concentrations, exactitude et précision de la méthode
d’analyse des échantillons plasmatiques et sanguins

Matrice Etendue (pg/mL) Exactitude (%) Précision (%)
Plasma 0,01 —20 97,4 —105,9 59-11,5
Urine 25 — 1400 86,4 —111,7 4,6 109

42 Evolution temporelle des concentrations

plasmatiques artérielles et veineuses d’amoxicilline

Les concentrations plasmatiques moyennes d’amoxicilline obtenues suite a
I’administration instantanée de cet antibiotique a des doses de 4, 12, 20 et 30 mg/kg
via le cathéter intra-gastrique sont illustrées a la figure 13. Dans tous les cas, les
concentrations obtenues durant les 8 heures de préleévements étaient supérieures a la

limite inférieure de détection de la méthode de mesure.

Bien que les écarts-types associés aux concentrations moyennes calculées
soient importants, on observe que, pour presque tous les temps de prélévements, la

concentration plasmatique d’amoxicilline de la veine porte était plus élevée que celle
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de I’aorte. C’est aux alentours de la concentration plasmatique maximale que 1’écart
entre la concentration artérielle et veineuse est la plus importante pour diminuer par

la suite et devenir similaire 8 heures aprés I’administration du traitement.

Les valeurs de temps auquelles on observe la concentration plasmatique
maximale (Tmax) se situent entre 0,7 et 1.4 h, avec une augmentation significative (p =
0,008) aux doses 20 et 30 mg/kg par rapport aux doses de 4 et 12 mg/kg (Figure 14).
Les valeurs de concentration plasmatique maximale (Cpax) porte et aortique
augmentent avec la dose. Le profil des courbes varie aussi selon la dose administrée
de sorte qu’aux doses de 4 et 12 mg/kg, on observe la présence d’un pic suivi d’une
diminution plus prononcée des concentrations plasmatiques alors qu’a 20 et 30

mg/kg, les pics sont plus arrondis.



Figure 13 : Evolution temporelle des concentrations plasmatiques (moyenne et

écart type) d’amoxicilline chez des porcelets sevrés
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Figure 14 : Variation des valeurs de tmax en fonction de la dose intragastrique
d’amoxicilline
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N.B. : Les valeurs de temps possédant le méme indice ne sont pas significativement différentes
entre elles.

4.3 Différences de concentrations porto-systémiques

La figure 15 illustre les différentes valeurs du quotient des clairances
hépatique et totale (CLy/CLy) obtenues aux doses administrées. A 4 mg/kg,
I’implication moyenne de la clairance hépatique est de 7,47 + 6,21 % et augmente de
fagon non linéaire jusqu’a la dose de 20 mg/kg, avec une valeur moyenne de 23,02 +
2,99 % qui est visiblement différente de celle observée a 4 mg/kg. L’implication
moyenne de la clairance hépatique a 30 mg/kg tend vers un plateau avec une valeur

de 27,28 = 5,00 % qui est comparable a celle de 20 mg/kg.
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Figure 15 : Valeurs de CLy/CL; en fonction de la dose d’amoxicilline administrée
par voie orale chez le porc
35 -~

30 - o

25 +

Cl,/Cl, (%)

10 -

0 T T T T T T T 1
0 4 8 12 16 20 24 28 32

Dose (mg/kg)

4.4 Excrétion urinaire

La quantit¢ moyenne cumulée d’amoxicilline excrétée dans 1’urine en
fonction du temps et de la dose administrée est illustrée a la figure 16. On observe
que I’excrétion urinaire de ’amoxicilline s’effectue principalement durant les 9
premieres heures suivant son administration orale. Par la suite, la quantité excrétée
jusqu’a 12 heures post administration diminue de sorte que 1’on observe 1’atteinte
d’un plateau dans les profils illustrés. Il est a noter que la quantité excrétée suite a

I’administration de la dose de 4 mg/kg est trés similaire a celle de 12 mg/kg.
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Figure 16 : Quantité moyenne cumulée d’amoxicilline excrétée aux doses de 4,
12, 20 et 30 mg/kg en fonction du temps de vidange urinaire (N.B. les temps ont
été majorés de 0,2 heures par dose pour une meilleure appréciation des barres
d’erreur)
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4.5 Clairances hépatique, rénale et totale de I’amoxicilline

Les valeurs de clairances moyennes rénales, hépatiques et totales aux
différentes doses d’amoxicilline administrées ont ¢été¢ déterminées a partir des
équations de la section 4.5.2.2 et sont illustrées a la figure 17 et rapportées au tableau
VIII. L’écart type illustré au dessus de chaque colonne est celui de la clairance

hépatique alors que celui du bas représente 1’écart type de la clairance urinaire.
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Figure 17 : Clairances rénale et hépatique d’amoxicilline (moyenne, écarts
types) chez des porcelets, en fonction de la dose administrée.
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N.B.: La clairance totale obtenue pour chaque dose est illustrée par addition des valeurs de
clairance rénale et hépatique.

La clairance rénale, d’une valeur moyenne de 0,318 L/(h-kg), est stationnaire
par rapport a la dose administrée (p = 0,72). En présumant que les autres sources de
clairance non-rénale sont négligeables, la clairance hépatique augmente
significativement avec la dose (p = 0,0024), passant de 0,025 L/(h-kg) a 4 mg/kg
jusqu’a 0,119 L/(h-kg) a 30 mg/kg. La clairance totale tend pour sa part a augmenter

mais pas de facon significative (p = 0,31).
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Tableau VIII: Valeurs des clairances normalisées par le poids corporel chez des
porcelets suite a l'administration orale d'une dose de 4, 12, 20 ou 30 mg/kg
d'amoxicilline.

Doses | Porcs CLRénale CLHépatique CLTotale
(L/(h-kg)) (L/(kg-h)) (L/kg-h)

17 0,374 0,008 0,382

4 29 0,322 0,054 0,376
35 0,217 0,014 0,232

21 0,083 0,017 0,100

12 23 0,474 0,090 0,564
37 0,388 0,065 0,454

22 0,214 0,055 0,269

20 30 0,285 0,083 0,368
38 0,451 0,160 0,611

19 0,484 0,133 0,617

30 28 0,246 0,106 0,352
46 0,275 0,119 0,395

4.6 Biodisponibilité orale de I'amoxicilline

La clairance totale de I’antibiotique ayant été déterminée, la dose et ’aire sous
la courbe étant connues, il a été possible de déterminer les valeurs de la
biodisponibilit¢ (F) de I"amoxicilline aux différentes doses administrée a partir de

I’équation 10 illustrée précédemment. Ces valeurs sont illustrées a la figure 18.

La biodisponibilité orale de I’amoxicilline diminue de fagon significative (p = 0,364)
entre 4 mg/kg et 12 mg/kg pour atteindre un plateau et se maintenir entre 19,1 et

25,6%.
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Figure 18 : Biodisponibilité orale de I’amoxicilline chez des porcelets sevrés suite
a son administration orale
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47 Choix du modéle pharmacocinétique compartimental

La figure 19 illustre la différence entre les concentrations plasmatiques
d’amoxicilline mesurées et prédites par chacun des modéles listés au tableau VI (cf p.
63) en fonction du temps, tandis que la figure 20 illustre ces mémes différences en
fonction de la concentration mesurée d’amoxicilline. Ces deux figures permettent de
constater que le modele A est celui qui fournit les prédictions les plus inexactes :
d’une part, les différences entre les concentrations mesurées et prédites sont les plus
grandes et, d’autre part, il surestime les concentrations observées dans I’intervalle 0-
0,7 h et sous-estime celles de I’intervalle 0,7-1,5 h. Aussi, I’ampleur de la sous-

estimation augmente avec la concentration mesurée. Les modeles B, C et D sont
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d’une exactitude similaire, mais ils ont tendance a étre imprécis dans I’intervalle de
temps 0-1,5 h (figure 19) et sous-estiment les concentrations entre 2 et 5 mg/L (figure
20). Par contre les mod¢les E et F sont visiblement plus exacts dans I’ensemble de la

période de prélévements et pour toutes les concentrations mesurées (figures 19 et 20).

L’erreur de prédiction des modeles A (hypothése nulle), B, C, D et F (modéles
alternatifs réduits) a été évaluée par la comparaison des valeurs d’AIC de chaque
mode¢le par rapport au modele E (modéele alternatif complet), qui est élaboré a partir
des caractéristiques pharmacologiques de 1’amoxicilline contenues dans la littérature.
Le test des signes et des rangs de Wilcoxon indique que le modele E produit des
prédictions significativement plus précises que les modeles A (p=0,0024), B (0,0015),
C (0,0425) et D (0,0005). Par contre, il la précision exactitude de ses prédictions n’est

pas significativement différente de celles du modele F (0,0522).

Les données individuelles de concentrations d’amoxicilline observées et
prédites en fonction du temps par chaque modele sont illustrées a I’annexe 4 du

présent mémoire.
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Figure 19: Résidus (Cp prédite moins Cp mesurée) des concentrations
plasmatiques d’amoxicilline prédites par chaque modéle en fonction du temps de
prélévement sanguin.
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Figure 20: Résidus (Cp prédite moins Cp mesurée) des concentrations
plasmatiques d’amoxicilline mesurées par chaque modéle en fonction de la

concentration d’amoxicilline mesurée.
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5 Discussion

5.1 Critique de Ila méthodologie en fonction de
I’hypothése et des objectifs

Il a ét¢ démontré que le transporteur PepT1 est impliqué dans I’absorption
orale des petits peptides mais aussi de molécules peptidomimétiques comme
I’amoxicilline (Brodin et al., 2002, Luckner et Brandsch, 2005, Sala-Rabanal et al.,
2006). La présence de ces transporteurs est décelée dans le tiers supérieur du petit
intestin de plusieurs especes dont le porc (Boll ef al., 1994, Freeman et al., 1995,
Klang et al., 2005). Nous avons émis 1’hypothése que la faible biodisponibilité orale
de I’amoxicilline s’expliquait par la saturation des transporteurs. Pour vérifier cette
hypothese, les objectifs étaient de caractériser la pharmacocinétique orale de cet
antibiotique a différentes doses, de développer un modele pharmacocinétique
spécifique et finalement de déterminer la capacité maximale d’absorption orale du

porcelet sevré pour cet antibiotique.

L’¢laboration du protocole expérimental a été effectuée en tenant compte de
I’état actuel des connaissances des processus physiologiques impliqués dans la
pharmacocinétique de 1’amoxicilline, ce qui a notre connaissance, n’avait jamais été
fait en médecine vétérinaire pour cet antibiotique jusqu’a maintenant (Figure 9). Afin
de minimiser le contenu en peptides de l’intestin d’interférer avec 1’absorption du

médicament, les animaux ont été mis a jeun 12 heures avant le début du traitement et
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ont été nourris le jour de I’expérience avec un aliment composé essentiellement
d’amidon, qui ne contient que 0,3 % de protéines (NRC, 2001) De plus, dans le but
de s’assurer de la quantité d’amoxicilline administrée, 1’aliment a été¢ administré de
facon instantanée via un tube de gastrostomie. L’excrétion de [’amoxicilline
s’effectuant principalement au niveau du rein via I'urine (Petri Jr., 2001, Plumb,
2002), I’emploi d’un cathéter urinaire pour le recueil du volume total d’urine produit
durant la cinétique a permis de déterminer la quantité d’antibiotique excrétée par cette
voie afin de pouvoir incorporer ce paramétre au modéle pharmacocinétique. Etant
donné la possibilité qu’avait I’antibiotique de subir un phénomene de premier passage
hépatique, des prélévements sanguins simultanés ont été effectués au niveau de la
veine porte et de 1’artére aorte, soit respectivement en amont et en aval du foie. Les
données ainsi recueillies ont permis de déduire la contribution du processus de
clairance hépatique dans 1’élimination de la molécule (Equation 11). Bien que la
capacité du foie a concentrer I’amoxicilline dans la bile soit connue depuis longtemps
(Maugdal et al., 1982), le modele pharmacocinétique compartimental ¢laboré dans la
présente ¢tude est a notre connaissance le premier a le considérer. La détermination
de la quantité d’antibiotique ¢liminée grace a la prise d’échantillons sanguins tant au
niveau artériel que veineux et la récolte du volume d’urine a aussi permis de
déterminer des valeurs de biodisponibilité. En examinant la variation de ce paramétre
en fonction de la dose, nous avons pu déterminer la capacité maximale d’absorption
de I’antibiotique chez le porcelet sevré, ce qui n’avait été réalisé jusqu’a maintenant

chez aucune espece animale ni chez I’homme.



82

D’autres techniques in vitro, ex vivo ou in vivo auraient pu étre utilisées pour
investiguer I’absorption intestinale de 1’amoxicilline mais n’on pas été retenues. Les
expériences sur tapis de cellules de I’épithélium intestinal auraient par exemple
permis d’observer le phénoméne de saturation du transporteur PepTl et les
parameétres qui s’y rattachent telles 1’affinité du transporteur pour 1’antibiotique et la
vitesse maximale de transport. Cependant, cette technique fait abstraction des autres
composants de 1’organisme impliqués dans la mise a disposition du médicament
(systéme circulatoire et organes émonctoires), et elle ne permet pas de déterminer ses

principaux parametres pharmacocinétiques telles la biodisponibilité et la clairance.

Des techniques faisant intervenir une anse intestinale auraient pu é&tre
utilisées : in vivo, cette technique permet de caractériser la saturation du transporteur
et permet d’estimer la biodisponibilité. Cependant, la complexité chirurgicale
qu’implique ce type d’expérimentation et son incapacité a tenir compte de la
recirculation entérohépatique de 1’antibiotique la rendent peu attrayante. Ex vivo, le
segment intestinal n’étant plus reli¢ au systéme circulatoire et aux différents organes,
cette technique est sujette aux mémes inconvénients que 1’expérimentation sur tapis

cellulaire.

Différentes modifications auraient pu é&tre apportées a notre protocole
pharmacocinétique in vivo. Par exemple, un cathéter jugulaire aurait pu étre inséré
pour administrer la dose par voie intraveineuse afin de déterminer la biodisponibilité

orale et caractériser la distribution et 1’élimination de 1’antibiotique. Une cinétique
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supplémentaire avait eu pour effet d’augmenter le nombre d’échantillons et de ce fait,
les colits d’analyse, d’allonger le temps d’utilisation des porcs pour permettre le
remplacement des hématies perdues lors de 1’échantillonnage, cette modification n’a

donc pas été retenue.

Plusieurs études portant sur la pharmacocinétique orale de I’amoxicilline aussi
bien chez le porc que chez d’autres especes font intervenir une analyse par moments
statistiques des données (Agerso et Friis, 1998; Reyns et al., 2007), dont ’'une des
prémisses stipule que les mouvements des molécules dans le systeme
pharmacocinétique a 1’é¢tude sont indépendants des autres molécules (Shargel et al.,
2004). Or, il est rapporté que la cinétique est de type Michaelis-Menten, ce qui
implique que le transfert des molécules dépend de I’état d’occupation du transporteur
par les autres molécules administrées. Pour cette raison, les parameétres
pharmacocinétiques obtenus par cette méthode d’analyse ne peuvent étre généralisés.
De plus, ce type d’analyse ne permet pas la prédiction de concentrations plasmatiques
qui auraient permis la détection de I’absence de linéarité du processus d’absorption.
Or dans le cas de I’amoxicilline, on rapporte que 1’absorption orale ne s’effectue pas
selon un processus d’ordre un (Paintaud et al., 1992) ce qui a été¢ confirmé dans la
présente ¢tude de méme que par Piotrovskij et al. (1994) ou I’implication d’un

processus saturable prépondérant a été rapportée.

A notre connaissance, aucune ¢tude n’a jusqu’a maintenant incorporé deux

voies d’absorption parall¢les, 'une d’ordre 1 et de type Michaelis-Menten est une
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premiére dans 1’analyse pharmacocinétique compartimentale de 1’amoxicilline chez
les animaux domestiques. Chez ’homme, I’hypothése de ce type d’absorption avait
¢été déduite par Paintaud ef al. (1992) mais ce n’est que Piotrovskij et al. (1994) qui
fut le premier a I’inclure (Figure 12; p.42). Le modele élaboré dans notre étude
s’inspire de ceux élaborés par ces chercheurs. Ainsi, une double voie d’absorption
dont ’une traduit une absorption de type Michaelis-Menten qui est limitée dans le
temps attribuable a PepT1 et une d’ordre un attribuable a I’absorption passive. Il
posséde aussi un compartiment de distribution (compartiment 2) et une seule voie
d’élimination a partir du compartiment central. A la différence du modéle choisi, le
modele de Piotrovskij et al. (1994) ne comporte pas de constante attribuable a

I’¢élimination hépatique

L’emploi d’un compartiment tampon et d’un transfert ksys par Piotrovskij et
al., (1994) est attribué¢ par ces derniers a 1’accumulation et au passage dans les
entérocytes. Il aurait été plus adéquat, étant donné que ces derniers ont utilisé une
suspension d’antibiotique, d’inverser les constantes de transfert des compartiments 3
et 4 de facon a ce que Ky, traduisent la dissolution du médicament dans le tractus
digestif pour ensuite €tre soumis a 1’absorption. La voie d’acces a I’absorption de
type Michaelis-Menten est limitée dans le temps a cause du transit et de la présence

du transporteur dans la partie proximale.

Une limite du mode¢le élaboré par Piotrovskij et ses collaborateurs et de celui

présenté dans cette étude est cependant qu’il n’est valide qu’avec I’administration
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d’une dose unique car, c’est la valeur de Cpax qui détermine la durée de Tups. Ainsi,
I’administration d’une seconde dose aura pour effet d’incorporer une nouvelle
quantité de molécules dans le compartiment d’absorption ou la voie d’absorption par

PepT1 est mathématiquement nulle, ce qui n’est physiologiquement pas réaliste.

5.2 Caractérisation de la pharmacocinétique orale de

I'amoxicilline

5.2.1 Absorption

Différents profils pharmacocinétiques peuvent ¢&tre observés suite a
I’administration orale d’une molécule. On pourra classifier ces profils en fonction des
caractéristiques de leur phase d’absorption. Ainsi, on qualifiera de typique un
processus ou le médicament est transféré soit par un processus d’ordre un, soit par un
processus d’ordre zéro, ces processus demeurant invariables en fonction du temps et
de la dose. Lorsque ces conditions ne sont pas respectées, on parlera d’une absorption
atypique (Zhou, 2003) : entre autres, on peut retrouver des processus paralleles ou
séquentiels d’ordre un et d’ordre zéro, des processus saturables ainsi que des

processus limités dans le temps ou I’espace.

Dans notre étude avec ’amoxicilline, I’examen des profils de concentrations
plasmatiques en fonction du temps pour les différentes doses administrées (Annexe 4)
laisse présager une absorption atypique. D’une part, une majorit¢ des profils

démontrent une variation de la vitesse de transfert a partir du troisiéme ou quatriéme
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temps de prélévement, qui se traduit par une augmentation soudaine de la pente de la
phase d’absorption. D’autre part, la géométrie de la phase d’absorption change avec
la dose: a la dose de 4 mg/kg, la transition entre la phase d’absorption et celle
d’¢limination est trés brusque, alors qu’aux doses de 20 et surtout 30 mg/kg la
transition entre ces deux phases est plus douce, ce qui donne a la courbe un aspect
plus arrondi. D’autre part, la présence de deux pics dans les profils de concentrations

est un indice supplémentaire qui laisse suspecter la présence d’une absorption

atypique.

Les différents modeles testés dans 1’étude ont permis de déterminer la
présence de deux processus paralléles, 'un d’ordre un, 1’autre de type Michaelis-
Menten. En effet, les modeles A, B et C qui se caractérisent respectivement par des
processus d’absorption d’ordre un, de type Michaelis-Menten et d’ordre zéro ne
s’ajustaient pas adéquatement aux données expérimentales. Ce résultat implique le
rejet de ’hypothese nulle (modele A) correspondant a une augmentation linéaire de
la vitesse d’absorption avec la dose administrée ce qui sous-entend qu’il est faux de
prétendre qu’une augmentation de la dose se traduit par une augmentation
proportionnelle de I’exposition systémique. L’incapacit¢ des modeles A et C a
s’ajuster aux données expérimentales sont cohérents avec les résultats obtenus par
Paintaud et al. (1992) et par conséquent, il semble nécessaire d’avoir recours a des
modeles dotés de processus d’absorption paralléles. Le profil des courbes rappelant
celui observé suite a une perfusion, particuliecrement aux doses inférieures suggere

que ces processus se produisent simultanément (Zhou, 2003). Initialement 1’emploi
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d’un temps de délais entre les deux processus n’a pas permis d’améliorer 1’ajustement
du modele aux données et détériorait la précision des estimations des parameétres

pharmacocinétiques, ce qui suggere que les processus se produisent simultanément.

Dans cette étude, les valeurs de temps auxquels on observe la concentration
plasmatique maximale d’amoxicilline sont similaires a celles rapportées dans d’autres
¢tudes de cinétique orale de cet antibiotique chez le porc (Agerseo et Friis, 1998, del
Castillo ef al., 1998, Reyns et al., 2007). 1l a cependant été observé que la valeur de
tmax augmentait significativement a des doses d’amoxicilline supérieures ou égales a
20 mg/kg (Figure 14), ce qui complémente les informations de la phase d’absorption.
En effet, I’augmentation de la dose administrée d’amoxicilline aurait pour effet que le
transporteur PepT1 se maintienne plus longtemps dans un état de saturation suite a
son administration, ce qui permettrait 1’absorption par voie passive d’une plus grande
quantité d’antibiotique et entrainerait une prolongation de la phase d’absorption de la
courbe des concentrations en fonction du temps ainsi que des signes visibles de la
superposition des deux processus d’absorption. Ainsi aux doses de 4 et 12 mg/kg
I’absorption par voie passive serait a peine détectable alors qu’aux doses de 20 et 30
mg/kg, ce phénoméne serait plus facilement identifiable. En résumant, aux plus
faibles doses, I’absorption de I’amoxicilline se fait dans le premier tiers de 1’intestin
gréle ou se localise la majorité des transporteurs PepT1 alors qu’aux doses plus
¢levées, c’est tout I’intestin gréle qui participe a son absorption, ce qui explique

I’apparition plus tardive du pic d’absorption.
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I1 est a noter que la valeur moyenne de tyax rapportée chez ’homme est plus
tardive que chez le porc. La raison de cette différence s’explique par la vitesse de
transit intestinal qui est plus rapide chez le porc que chez I’homme (Pond et
Mersmann, 2001). Par conséquent, la présence de I’antibiotique dans la fenétre
d’absorption chez le porc devrait étre plus courte chez le porc que chez ’homme ce

qui aurait pour conséquences des valeurs de biodisponibilité orale plus faibles.

5.2.1.1 Biodisponibilité de ’amoxicilline selon la dose orale

Une chute significative de la biodisponibilité¢ de I’amoxicilline a été observée
entre les doses de 4 et 12 mg/kg (Figure 18) soit de 52 a 23%. Par la suite la
biodisponibilit¢ demeure la méme malgré une augmentation de la dose. Cette valeur
de biodisponibilité bien que calculée en absence d’une administration intraveineuse
est du méme ordre que celles rapportées par différents auteur (Agerse et Friis, 1998,
Agersg et al., 1998, del Castillo ef al., 1998, Reyns et al., 2007). En effet ’intervalle
de confiance de la biodisponibilit¢ obtenu dans cette étude démontre un
chevauchement considérable avec celles rapportées par ces auteurs. A 1’heure
actuelle, aucune étude impliquant autant de doses différentes d’amoxicilline
administrées par voie orale ne semble avoir été publiée, toutefois, del Castillo et al.
(1998) qui ont administré des doses de 3 et 15 mg/kg d’amoxicilline par voie orale a
des porcs dans des conditions similaires ne rapportent pas d’augmentation
significative de biodisponibilité avec la dose. A la lumiére des résultats obtenus et
sachant que la biodisponibilité dépend de la clairance totale (Equation 14) on peut

tenter d’expliquer ce phénomene par 1’augmentation de la clairance totale qui elle
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s’explique par une augmentation de la clairance hépatique. Une autre cause possible
d’une plus faible biodisponibilité est reliée aux mécanismes d’absorption intestinaux

impliquées dans 1’absorption

5.2.1.2 Détermination de la capacité maximale d’absorption

La détermination de la capacit¢ maximale d’absorption de 1’amoxicilline chez le
porcelet sevré a pu étre vérifiée en mettant en relation la biodisponibilité orale de
I’amoxicilline en fonction des doses administrées (Figure 12). La biodisponibilité
orale de I’amoxicilline étant la fraction qui lorsqu’administrée par cette voie, atteint
la circulation systémique, I’atteinte d’un plateau de F a 23 + 5,8% a partir de la dose
de 12 mg/kg indique donc qu’au-dela de cette dose, la quantité en circulation
n’augmente pas. Ce phénomene va toutefois a I’encontre des résultats prévisibles sur
la base du fort degré d’homologie entre le transporteur PepT1 porcin et humain
(Hagos et al., 2002, Hagos et al., 2005) et ou la valeur maximale de biodisponibilité

se situe a 90% (Piotrovskij et al., 1994).

5.2.2 Elimination de I’amoxicilline par le foie

La présence de deux pics dans les profils pharmacocinétiques oraux comme
c’est le cas pour les doses de 12, 20 et 30 mg/kg (Annexe IV) est souvent un indice
de la présence d’un cycle entérohépatique dans la pharmacocinétique de
I’antibiotique (Roberts et al., 2002, Zhou, 2003). Cependant, on peut aussi retrouver
deux pics de concentrations plasmatiques en cas de vidange biphasique de I’estomac

ou de changement de valeur de pH qui affecte la solubilisation du médicament dans le
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tube gastro-intestinal (Roberts et al., 2002). D’autres caractéristiques des profils
pharmacocinétiques, entre autre, une diminution de la valeur de sa pente terminale,
laissent aussi présager I’existence de ce phénomene (Marier et al., 2002 ). Cette
dernicre caractéristique a été observée dans nos courbes de concentrations en fonction

du temps, surtout aux doses de 4 et 12 mg/kg (Annexe 4).

Les concentrations plasmatiques aortiques d’amoxicilline sont inférieures a
celles mesurées simultanément au niveau la veine porte (Figure 13). Si I’on accepte le
postulat énongant que I’extraction pulmonaire de cet antibiotique est nulle, cette
variation indique que le foie est un organe d’¢limination de 1I’amoxicilline chez le
porc. Nos observations sont similaires a celles de Maugdal ef al. (1982) et Mizen et
al. (1995) décrites a la section 1.3.3.2.2 de ce mémoire et les résultats de nos
mod¢lisations avec le modele E fournissent la premicre confirmation explicite de
I’existence de I’existence d’un cycle entérohépatique pour I’amoxicilline chez le porc.
Martinez Larrafiaga et al., (2004) ont déja spéculé sur 1’existence de ce cycle pour
I’amoxicilline, mais les raisons invoquées par ces auteurs ne permettaient pas
d’arriver a une telle conclusion. En effet, leur affirmation repose sur 1’observation de
la pente terminale du profil pharmacocinétique oral, dont la valeur est de 22%
inférieure a celle de la courbe des concentrations obtenues suite a I’administration
intraveineuse. Ce ralentissement de la pente terminale peut aussi étre aussi expliqué
par une vitesse de dissolution et/ou d’absorption plus lente que celle a laquelle le
médicament est ¢liminé de 1’organisme. Ce ralentissement peut étre causé par

I’absorption des molécules d’antibiotique sur les particules alimentaires. Or,
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Martinez Larrafiaga et al, (2004) ont omis de mettre a jeun les animaux avant

1’administration orale d’amoxicilline.

Les résultats rapportés au tableau VIII et a la figure 17, qui concernent
I’augmentation du niveau d’implication du foie dans le processus d’¢élimination de
I’amoxicilline, sont compatibles avec les résultats publiés par Mizen et al., (1995)
chez le rat et celle de Maugdal et al.,, (1982) chez I’homme. Ces deux études ont été
décrites a la section 1.3.3.2.2 de ce mémoire. L’excrétion de 1’antibiotique dans la
bile s’effectuant de fagon active, ce phénomeéne pourrait s’expliquer par une
augmentation de la vitesse de transport jusqu’a la saturation (Roberts et al., 2002). Ce
phénomene aura des conséquences sur la fraction biodisponible a des doses plus
¢levées : en augmentant la dose, on obtient une diminution du coefficient
d’extraction, ce qui aura pour effet d’augmenter la proportion de molécules qui
atteignent la circulation systémique. On a noté que la biodisponibilité ne diminue pas
jusqu’a devenir presque nulle, mais se maintient aux alentours de 20% malgré une
augmentation de la dose administrée. Deux éléments contribuent a ce phénomene,
I’absorption par voie passive expliquée précédemment et la saturation de la clairance
hépatique. Etant donné la complexité du modéle employé, un processus d’élimination
d’ordre un a été utilis€ pour 1’élimination et le retour hépatique, ce qui limite la
capacité du modele a illustrer cette situation. Toutefois, on observe que 1’¢limination
se fait de fagon lin€aire aux doses de 4, 12 et 20 mg/kg et n’atteint pas la saturation a

30 mg/kg.
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5.2.3 Elimination de I’amoxicilline par les voies rénales

L’excrétion rénale est la principale voie d’¢limination de 1’amoxicilline
(Sjoval et al., 1978, Meng, et al., 2006). Tel que mentionné précédemment, on
observe que la quantité d’amoxicilline excrétée dans I’urine augmente avec le temps
jusqu’a environ 9 heures pour atteindre un plateau dans les profils illustrés (Figure
16). Ceci indique que la période de récolte de 1’urine a été suffisamment longue pour

récupérer 1’antibiotique absorbé.

Nos résultats indiquent que la clairance rénale de I’amoxicilline est linéaire
par rapport a la dose administrée (figure 17). Ce résultat est compatible avec ce qui a
déja été observé en employant différentes méthodes chez 1’homme (Sjoval et al.,
1985). Il est connu que I’¢élimination de 1’amoxicilline dans le rein s’effectue
majoritairement par sécrétion tubulaire via des transporteurs d’anions organiques
(Bryskier, 1999, Dresser, et al., 2000, Li et al., 2006) plus précisément OAT1 et qu’il
existe une homologie de 89% dans la séquence d’acides aminés codant pour cette
protéine (Hagos et al., 2002, Hagos et al., 2005). Par conséquent nos résultats étaient

anticipés et sont confirmés par les données de la littérature.

53 Modéle pharmacocinétique de I’absorption orale de
I’'amoxicilline

Le modéle pharmacocinétique élaboré dans cette étude a partir des

connaissances actuelles des mécanismes d’absorption intestinale de 1’amoxicilline.
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Basé sur le modele traduisant 1’hypothése nulle, voulant que 1’absorption s’effectue
uniquement selon un processus passif (modele A) différents modeles ont été élaboré
jusqu'a obtenir le modele final (modele E). La comparaison statistique des valeurs
d’Akaike des modéles entre eux a permis de déterminer le caractére essentiel de

chaque composante, lesquels sont associés a processus physiologiques.

Par exemple, la comparaison des valeurs d’Akaike du modéle A (tableau VI,
p. 63) avec celles du modele E (modéle complet) a permis de démontrer que le
mod¢le complet permettait un ajustement significativement meilleur aux données (p <
0,05), ce qui indique qu’une absorption mixte c’est-a-dire a la fois passive et de type
Michaelis-Menten limitée dans le temps représentait de facon plus adéquate. La
supériorité du modele E par rapport au modéle B et C a respectivement permis de
conclure que I’absorption de I’amoxicilline ne s’effectuait pas uniquement selon un

processus de type Michaelis-Menten ou d’ordre zéro uniquement.

L’ajustement des données au mod¢ele E étant significativement meilleur que
celui du modele D permet de conclure a la présence du phénoméne recirculation
entérohépatique de D’antibiotique. La comparaison entre le modele complet et le
modele F caractérisé par une saturation en permanence de la voie d’absorption par les
transporteurs intestinaux permet étant a la limite de du caractére significatif (p=
0,052) et s’avérant inférieur au modele complet que par la présence d’une plus forte

hétérosédasticité.
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Une limite de ce modéle est qu’il ne peut étre appliqué en situation
d’administrations répétées car la valeur de la durée d’acces au transporteur est établie
a partir de la valeur de tmax. Au-dela de cette valeur, le modéle considére comme
inaccessible la voie de transport actif, ne laissant comme processus d’absorption de la
molécule, que la voie passive, ce qui est physiologiquement irréaliste dans ces
conditions. Une seconde limite de ce modele est sa difficulté d’emploi en raison de sa
sensibilité aux données initiales. Cette sensibilité est attribuable a la présence d’une
équation différentielle non linéaire liée a 1’absorption de type Michaelis-Menten et

requiert une expérience accrue de la part de I'utilisateur.

Certaines ¢tudes de pharmacocinétique orale de 1’amoxicilline ont fait le
postulat d’une absorption uniquement de fagon passive (Agerso et al., 1998b). Or les
données de cette étude et le résultat de notre démarche de modélisation prouve le
contraire : d’observer une saturation de 1’absorption ave avec une augmentation de la
dose. Par exemple, Agerso et son équipe (1998) ont décrit 1’évolution temporelle de
I’exposition systémique a I’amoxicilline administrée via I’eau de boisson en ¢élevage
porcin a 1’aide d’une superposition d’un profil pharmacocinétique issu d’une étude
antérieure, qui avait été¢ analysé par la méthode des moments statistiques. L’une des
prémisses a la base de leur analyse pharmacocinétique est que chaque dose
d’antibiotique ingérée agit indépendamment de la précédente, ce qui devrait se
traduire par une absorption et une clairance similaire d’une dose a 1’autre. Or la
présente étude démontre qu’une telle approche est erronée, le modele A traduisant

une absorption uniquement par voie passive ne permettant pas d’obtenir un
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ajustement adéquat des données obtenues. De plus, les implications découlant de leur
prémisse soit que la vitesse d’absorption et la clairance soient invariables sont

incompatibles avec les résultats obtenus dans cette étude.

5.4 Critique et pertinence du projet

Les B-lactamines ont toujours été considérées comme les antibiotiques de choix
dans le traitement des infections causées par Streptococcus suis et Haemophilus
parasuis chez le porc. Notre recension de la littérature a permis de conclure que la
résistance de ces bactéries a cette famille d’antibiotiques ne permet pas d’expliquer
les échecs thérapeutiques rapportés par les vétérinaires. Cependant, 1’augmentation
des doses administrées par voie orales n’a pas réussi a enrayer ces échecs, ce qui
nous a incités a se questionner sur le processus d’absorption orale de ces
antibiotiques. L’étude décrite dans ce mémoire a mis en évidence que 1’amoxicilline
est absorbée par un mécanisme qui atteint un taux de saturation méme aux doses

communément utilisées en pratique.

La détermination de la capacité maximale d’absorption orale de 1’amoxicilline
chez le porc est le point de départ d’une amélioration d’un axe de recherche visant a
promouvoir un usage thérapeutique rationnel de cet antibiotique. I1 est a noter que les
résultats de cette étude ont été obtenus en état de carence en protéines alimentaires
afin d’éviter un processus d’interférence entre 1’amoxicilline et les protéines pour le
transporteur. Les études subséquentes devraient entre autres caractériser I’ampleur de

cette interférence et ainsi que trouver les moyens de 1’éviter ou la minimiser.
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6 Conclusion

Cette étude nous permet d’émettre les conclusions suivantes :

La dose maximale d’amoxicilline qui peut étre administrée sans entrave a sa
biodisponibilité orale chez le porc, est inférieure a 12 mg/kg de poids vif.
Cette donnée constitue une premiere en pharmacologie vétérinaire. Nos
résultats confirment des études effectuées sur rongeurs et humains effectuées
entre 1970 et 1990 avaient déja mis en évidence ce phénomene de saturation.
La dose maximale sans saturation obtenue chez le porc est inférieure a ce qui
a été rapporté chez I’homme. Hormis les différences méthodologiques,
associées a ces ¢tudes, deux éléments pourraient expliquer cette différence.
D’une part la physiologie du transporteur notamment en ce qui a trait a la
capacité de transport et a I’affinité du complexe transporteur-substrat. D’autre
part, la vitesse de transit intestinal qui est supérieure chez le porc par rapport a
celle observée chez I’homme et qui contribuerait ainsi a expliquer la plus forte
biodisponibilité¢ de 1’amoxicilline chez ce dernier. Des études sont envisagées
pour caractériser I’importance de ces deux éléments.

Enfin, la stratégie d’augmentation des doses dans le but d’améliorer la
maitrise des maladies a Steptococcus suis et Haemophilus parasuis s’est
avérée inappropriée car elle accroit le risque de saturation du transporteur
avec les conséquences qui lui sont connues. D’autres changements dans le
schéma thérapeutique notamment, la fréquence et les conditions

d’administration devraient étre privilégiés.
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Annexe 1 : Certificat d’analyse de I’amoxicilline utilisée au cours de I’étude

H°

SIGMA-ALDBICH

- HFluka

Sigma-alanch Production GmbH
CH-8471 Buchs/Schweiz
www sigma-aldrich.com

Telefon ++41 81 755 2511
Telefax ++41 81 756 5449
Email: luka@sial.com

Certif icatgmAnaiysls

PRODUCT BRAND Fluka

PRODUCT-NO. 10039

PRODUCT AMOXICILLIN

FORMULA C16H19N305S

MOLECULAR MASS 365.41

CAS-NUMBER 26787-78-0

LOT 1230241

Test Specification Result
APPEARANCE (COLOR) WHITE TO FAINTLY BEIGE WHITE
APPEARANCE (FORM) POWDER PQWDER _
TITRATION (NT} HCLO4 0.1N >97.0% 97.8 %
REMARKS ON TITRATION - CALC. ON DRY SUBSTANCE
WATER 12-18% 13.1 %

INFRARED SPECTRUM

POTENCY

CORRESPONDS TO STANDARD
SPECTRUM

CORRESPONDS

884 MICROGRAMS/MG (ANHYDROUS
BASIS)

DATE OF QC-RELEASE

20/SEP/O5
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Annexe 2 : Composition des aliments utilisés avec ou sans protéine.

MOULEE EN CUBE PRE-ENGRAIS
ANALYSE GARANTIE
Protéine Brute (min) 19.00%
Matiére grasse brute  (min) 5.00%
Fibre brute (max) 3.00%
Calcium (Ca) (réel) 0.70%
Phosphore (P) (réel) 0.55%
Sodium (réel) 0.20%
Zinc (réel) 150 mg/kg
Cuivre (réel) 125 mg/kg
Vitamine A (min) 10 000 U.l./kg
Vitamine D (min) 1 200 U.l./kg
Vitamine E (min) 60 U.l./kg

MOULEE SANS PROTEINE
ANALYSE GARANTIE
Amidon de mais 78,78%
Cellulose 3,00%
Sucrose 10,00%
Gras animal 2,76%
Sel 0,38%
Pierre a chaux 0,99%
Phosphate dicalcique 3,49%
Prémix vitaminique 0,50%
Prémix minéral 0,10%
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Annexe 3 : Equations différentielles associées aux modeéles compartimentaux
utilisés pour caractériser la phamacocinétique orale de I’amoxicilline chez des

porcelets sevrés.

Modéles | Compartiments | Equations différentielles
dxi(t) = —(kio + k2 + knep)x1(2) + (k21)x2(¢) + (ka + rate)TGI (t)
1 dt
A 5 dx2(t) = —(k21)x2(t) + (k12)xi(¢)
dt
TGI dxTGI(t) = —(ka+ rate)TGI(t) + (knep)x1(2)
dt
1 dxi(t) = —(kio+ ki + knep)x1(2) + (k21)x2(2) + (ko) TGI (¢)
dt
B 5 dx2(t) = —(k21)x2(t) + (k12)xi(¢)
dt
TGI dxTGI(t) = —(ka)TGI (t) + (knep)x1(2)
dt
1 dxi(t) =—(ko + k12)x1(t) + (k21)x2(¢) + (ka + rate)TGI ()
dt
C 5 dx2(t) = —(k21)x2(t) + (k12)x1(¢)
dt
TGI de;Gl(t) =—(ka+ rate)TGI(t)
t

Rate =V max/ kso + t(x2)
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Modéles | Compartiments | Equations différentielles
1 dxi(t) = —(kio + k12 + knep) x1(2) + (k21)x2(2) + (rate)TGI (¢t)
dt
D 5 chz(t) = —(k20)x2(2) + (k12)x1(2)
4
TGI dedGI(z‘) =—(ks0)TGI(¢t) + (knep)x1(¢)
4
1 dxi(t) =—(kio + k12 + knep)x1(2) + (k21)x2(¢) + (ko)TGI (¢)
dt
£ 5 chz(t) = —(k21)x2(t) + (k12)x1(¢)
4
TGI de;iGI(t) =—(ko)TGI () + (knep)x1(2)
4
1 dxi(t) =—(kio + k12 + knep)x1(2) + (k21)x2(¢) + (ka + k0)TGI (2)
dt
F 5 d;cz(t) = —(k21)x2(t) + (k12)x1(¢)
4
TGI dxi(t) =—(kio + k12 + knep)x1(2) + (k21)x2(¢) + (ka + ko)TGI (¢)

dt
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Annexe 4 : Profils des concentrations observées et prédites par les différents

modéles pour les différents porcs
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Porc : 29 Dose : 4 mg/kg
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Porc : 35 Dose : 4 mg/kg
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Porc : 21 Dose : 12 mg/kg
18 18
2 15 Modéle A 2 16 Modéle B
. 14
3 LE
i3 rF 1
; of
4 a6
g0 § 0]
8 o 8 oz
[ - \
4] 2 4 L] B =] 2 4 B B
Tempi K] Temgs (h)
O CpOberdes  ——CpPridines o fpCegervies  —— (o Prbites
1.8 18
= 15 Modéle C = 16 Modéle D
E L E v
3 1.4 ‘3 1,8
g g M
r 1 F o1
i 0.8 i 08
0.6 a6
0.4 a4
§ 0,2 g 0,2 1
o & v ' o & v 9
a 2 4 -] B o 2 & -
Temps (k] Temees [h)
O CpObserabes = Cp Prédines o Cplmserdes = o Pebmes
1,6 18
< 14 Modéle E < 18 Modéle F
. 2
;. £
i o i o
¥ 04 i ::: 1
§ 02 & 02 o 3]
0 & v [ v 9
4] 2 4 ] - =] 2 4 -] -
Temps (k] Temg (K}
o CpObserdes  ——CpPridines o fpCegervbes  —— (o Prbdites




XxXxiil

Porc : 23 Dose : 12 mg/kg
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Porc : 37 Dose : 12 mg/kg
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Dose : 20 mg/kg
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Porc : 30 Dose : 20 mg/kg
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Porc : 38 Dose : 20 mg/kg
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Dose : 30 mg/kg
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Porc : 28 Dose : 30 mg/kg
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Dose : 30 mg/kg
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Annexe 5 : Distribution des résidus
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Annexe 6 : Résidus des différents modéles selon la dose administrée
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Annexe 7 : Communication scientifique. Actes de conférences du 20¢eme congrés
de I’International Pig Veterinary Society, Durban (Afrique du Sud), du 22 au 26

juin 2008, volume 1, page 246.

ORAL AMOXICILLIN SATURATES ITS OWN ABSORPTION AT THERAPEUTIC
DOSES COMMONLY USED IN SWINE
DAVE BERNIER,' FRANCIS BEAUDRY,' ROMAIN BERAUD,' CANDIDO

POMAR,?> ANN LETELLIER,' JEROME R.E. DEL CASTILLO'

YUNIVERSITE DE MONTREAL, C.P. 5000 ST-HYACINTHE (QC), J2S 7C6
CANADA
2 AGRICULTURE CANADA, C.P. 90 STATION LENNOXVILLE, SHERBROOKE

(0C), JIM 173 CANADA

Introduction

The therapeutic efficacy of oral amoxicillin (AMX) against S. suis and H.
parasuis is variable, even for isolates that are sensitive to the penicillins. The oral
bioavailability of AMX in pigs is in the range of 30% (1), i.e. 3 times lower than in
humans. Because AMX is a substrate of PepT1, which absorbs the peptides arising
from protein digestion in pigs (2), we hypothesize that the extent of AMX intestinal
absorption in pigs may be hindered as a result of PepT1 saturation. The objective of
this study is to document the oral pharmacokinetics (PK) of AMX in pigs in order to

assess its absorption by PepT1.
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Materials and Methods

Twelve pigs (females and barrows averaging 20 kg BW) were instrumented
with portal vein and aortic catheters, a gastrostomy tube. Pigs had ad libitum access
to tap water and a 19% CP diet during the 10-day acclimation. Pigs were then fasted
overnight, and dosed intragastrically with AMX sodium at doses of 4, 12, 20 or 30
mg/kg BW. A protein-free diet, which does not require PepT1-mediated uptake, was
served during the experiment. Portal and aortic blood was sampled on 15 occasions
over 8 h after dosing. Plasma was stored at -70°C, and analyzed with liquid
chromatography, tandem mass spectrometry (accuracy = 93.6%; precision < 11.5%;
quantification limit = 0.1 mg/L).

Data was subject to compartmental PK modelling with ADAPT II. The
goodness-of-fit to data of 1-compartment open models with 1%-order absorption
(Model 1) or parallel 1*-order plus saturable, time constrained absorption (Model 2)
was assessed with the Akaike Information Criterion. This metric was subject to the
signed-rank test to determine the best PK model. The effect of dose on the absorption
PK parameters was subject to linear regression analysis. The 0.05 o-level was used
for both types of tests.

Results

Figure 1 illustrates the fits of Model 1 and Model 2 to a typical set of time-
plasma AMX concentration. Their plateau phases were characteristically sharp.
Model 2 provided significantly better goodness of fit for all doses (P=0.0117). In
addition, the relative difference in area under the curve of aortic AMX concentrations

with respect to portal concentrations logarithmically increased with dose (P= 0.0080).
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Table 1 presents the AMX absorption PK parameters of Model 2. The
estimates of duration of the carrier-mediated uptake (Duration), ratio of enzyme
kinetic parameters (Vmax/K50), and 1*-order absorption rate constant (ka) were

similar for both sampling sites, and some were slightly affected by dose.

Annexe 1, Figure 1. Observed and predicted portal plasma amoxicillin concentrations
in a pig, as a function of time (12 mg/kg BW dose).

an 4
Observed

Maodel 1,
F==0.904

Annexe 1, Table 1. Mean estimates of amoxicillin absorption kinetic parameters, as a
function of sampling site.

Range, linear regression trend, and probability

Parameter (units) Site Min Max Trend P-value
Duration (h) P 0.70 1.50 2 0.20
A 0.70 120 2 0.11
Vmax/K50 (0" ] P 969 1282 0 082
A 7.47 191.4 0 0.65
kathy P 43E3  34E1 A 029
A 1.3E-8 3.7E-1 A 0.27

Legend: P, portal vein; A, aorta; 7, increase.
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Discussion

Our results reveal that the oral absorption of AMX in pigs is the sum of
carrier-mediated and 1%-order processes. As compared to humans (3), AMX in pigs
had much shorter access time to the carrier system. This is compatible with the
concentration of PepT1 in the jejunum and the fast rate of intestinal transit in pigs. In
addition, AMX was absorbed by a 1¥-order process that may reflect differences in
intestinal pH for swine and humans. Finally, pigs had a higher Vmax/K50 than
humans, which suggests that porcine PepTl has lower transport capacity and/or
higher affinity for AMX. Hence, oral AMX in pigs might be subject to food-drug
interactions, which may affect its therapeutic efficacy and increase its environmental
waste.
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