SOUS LE HAUT PATRONAGE DE SA MAJESTE LE ROl MOHAMMED VI

~)
USALON ou CHEVAL su | 1 av 16 ccroese 2014
~EL JADIDA NEUvENE oo

PROCEEDING
DES CONFERENCES SCIENTIFIQUES

Organisées par
L "Associotion du Salon du Cheval

Y,
] i LlEH' !-;m* .-ﬁia i“rr ;r .-

Le Sumadi 1Sa:tobre 2016 UL U i i
.'-I.FH IE h ij 1 by 4 sy i I 'Li‘J U.' i e o AL -
( . .‘ Xy [ i . ; T ) Tk i ju i L TP
e | . A 0T WL . b b ﬂ;.{j‘ﬁ.l
. ) P L "L T LR '~L| ! ;:‘.: ,I-‘li'l £l :-_r'”..l' Ld
. 3 | .*---.L,-, LA e ' . i 3 Y A
| .I. by ' 'i':'\‘ o | lﬁ,: rﬂl II‘ - I. ; I'.; | -.__lliflﬂ 1-1?1 ||-..1." r L .t'rllh II 4 |



Sous le Haut Patronage de 5a Majesté le Roi Mohammed VI

g9*me Edition du Salon du Cheval d’El Jadida

PROCEEDING
des conférences scientifiques

Organisées par
L’Association du Salon du Cheval

Le Samedi 15 Octobre 2016

Salle des conférences
Parc d’Exposition Mohammed VI d’El Jadida



© Copyright
Tous droits Réservés

Titre de l'ouvrage : Proceeding des conférences scientifiques
Editeur : Association du Salon du Cheval
Edtion : 2017
Photo de couverture : Gabrielle Boiselle
N°® Du dépét légal : 2017M0O3532
ISBN : 978-9954-9713-90
Impression : BHHFHHHI Editions & Impressions Bouregreg
eseinrs 10, Avenue Alaoulyine - Hassan - Rabat
Tél: 0537 207583 /Fax:05 37 2075 89
E-mail : editionsbouregreq2015@gmail com



PRESIDENT
= S5.A Le Prince Moulay Abdellah Alaoui

COMITE D'ORGANISATION
« Dr. El Habib Marzak
» Dr. Mohammed El Kohen
« Pr. Lahoussine Ouragh

COMITE SCIENTIFIQUE
« Pr. Jaouad Berrada
= Pr. Nour 5aid Tligui
« Dr. El Habib Marzak
« Pr. Lahoussine Ouragh
« Dr. Mohammed El Kohen

AVERTISSEMENT :

Le contenu des communications n'engage que la responsabilité de leurs auteurs.



SOMMAIRE

Préface
Dr El Habib MARZAK

Les Cellules Souches : définition, obtention et perspectives
d'utilisation
Pr. André Laurent PAROD/

Médecine Régénératrice par Cellules Souches/S5tromales
Mésenchymateuses : de I'homme a "animal.
Dr. J-) LATAILLADE

L'antibiothérapie locorégionale intraveineuse chez le cheval
Prs. Mohammed PIRO et Hassan ALYAKINE

Anti-inflammatoires chez le cheval : utilisation et problématique en
matiére de contréle antidopage
Pr. El Hassane ABDENNEBI

Une technique latérale échoguidée pour la boursocentése naviculaire
sans pénétration du tendon fléchisseur profond du doigt
Dr. Ahmed KHAIROUN

Le parasitisme de l'estomac, un facteur prédisposant & l'ulcére
gastrique du cheval
Pr. Khalid KHALLAAYOUNE

“Cavaliers extraordinaires et avantages thérapeutiques”
Mme. Deborah Hall

[

51

57

71

77



Praeface

Organisée sous le Haut Patronage de SM le Roi Mohammed Vi et placée
sous le théme « les Arts Equestres Traditionnelss, la 9* édition du Salon du
Cheval d’El Jadida a eu lieu du 11 au 16 octobre 2016. Elle a été inaugurée
le lundi 17 octobre par SAR le Prince Héritier Moulay El Hassan.

Elle est la manifestation culturelle la plus importante qui se tient
dans la région des Doukkala. Elle est l'occasion annuelle de montrer le
cheval sous toutes ses facettes: arts équestres traditionnels (Tbourida),
sports équestres (saut d'obstacle, endurance, trek), arts équestres
modernes (dressage, voltige, spectacles équestres), tourisme équestre,
equithérapie, courses hippiques, artisanat équestre, concours nationaux et
internationaux des chevaux Arabes, Arabes-Barbes et Barbes.

Le coté culturel tient aussi une place de choix. Ainsi et a l'instar des
éditions précédentes, le Salon a abrité des conférences culturelles et
scientifigues. Les conférences culturelles ont eu lieu le vendredi 14 octobre.
Quant aux conférences scientifiques, elles se sont déroulées le samedi 15
octobre.

Le présent proceeding est un recueil des conférences scientifiques
données a l'occasion de cette édition. Les thémes abordés et qui sont d'un
grand intérét pratigue ont été au nombre de cing. lls ont été traités en deux
séances: 1) pléniére : utilisation des cellules souches en médecine humaine
et vétérinaire, 2) séance 2 : I'antibiothérapie locorégionale, I'utilisation des
anti-inflammatoires, le parasitisme et l'ulcére gastrique et I'équithérapie
qui consiste en |'utilisation de l'équitation dans le traitement de certains
handicaps.

La programmmation comprenait en plus une communication libre de
chirurgie portant sur la boursocentése naviculaire.

Le théme développé en séance pléniére constitue une nouveauté
aussi bien en meédecine humaine que vétérinaire. Les cellules souches sont
utilisées comme des = cellules médicaments ». Les Prs Parodi et Lataillade



qui ont traité ce théme ont fait une mise au point sur les propriétés
biologiques des cellules souches, leurs modes d'action, leurs différentes
sources et procédé d'isolement et de production et enfin leurs principales
applications cliniques chez I'homme et les possibilités d'utilisation chez le
cheval.

A travers ces cycles de conférences, le Salon se confirme comme un
rendez-vous incontournable de rencontres et d'échanges scientifigues
entre enseignants chercheurs, étudiants vétérinaires, praticiens équins,
professionnels et passionnés de |'élevage du cheval en vue de présenter
et discuter les nouveautés en matiére de médecine et élevage du cheval.

Je vous souhaite bonne lecture.

Dr. El Habib MARZAK
Commissaire du Salon



Les Cellules Souches:
définition, obtention et perspectives d’utilisation

Pr. André Laurent PARODI
Président honoraire de F'Académie Nationale de Médecine et
de I'Académie Vétérinaire de France

Résume

Les cellules souches (CS) sont des cellules indifférenciées, capables de
sautorenouveler et de se différencier en de multiples types cellulaires.

Les CS font partie intégrante du feetus; au cours des premiéres
phases du développement embryonnaire, elles se multiplient pour donner
progressivement l'ensemble des cellules de l'organisme.

Dans les tissus adultes, les CS sont beaucoup moins nombreuses et
regroupées en « niches ». Elles contribuent au renouvellement naturel des
tissus et a leur réparation en cas de dommages.

On reconnait plusieurs catégories de C5 dotées de potentialités
différentes.

» LesCStotipotentes, issues des premiéres divisions de l'ceuf (jusgu’a
8 blastoméres) et capables de donner naissance a tous les types
cellulaires d'un organisme ainsi qu'aux annexes. Ce sont les seules
a permettre le développement d'un individu complet.

» Les C5 pluripotentes: C5 embryonnaires et C5 pluripotentes
induites. Les premiéres sont issues dembryons au stade de
blastocyste. Les secondes sont obtenues artificiellement aprés
transformation de cellules d'organismes adultes par transfert de
facteurs de transcription.

» Les CS multipotentes, d'origine fcetale ou adulte, spécialisées pour
un tissu donné et capables de se différencier en différents types
cellulaires comme les CS myéloides présentes dans la moelle



osseuse, a l'origine des différentes lignées sanguines ou les cellules
du cordon,

* Les CSunipotentes, capables de se différencier qu'en un seul type
cellulaire (cellules hépatiques, épidermiques, nerveuses, ...) tout
en gardant un pouvoir de régénération.

Du fait de leurs propriétés d'autorenouvellement et de différenciation,
les cellules souches permettent la régénération de tissus détruits; d'olu leur
grand intérét thérapeutique potentiel, tant en médecine de I'Homme
qguen médecine vétérinaire (meédecine régénératrice). Lutilisation
des cellules souches embryonnaires humaines est réglementée et est
soumise a l'autorisation de I'Agence de la biomédecine. La préparation
des cellules souches est en voie de passer d'un stade expérimental a un
stade industriel permettant d'obtenir des préparations homogénes, avec
plusieurs objectifs thérapeutiques : greffes permettant de régénérer des
tissus détruits, criblage de médicaments sur des cellules pluripotentes
induites obtenues a partir de malades atteints d’'une maladie génétique
donnée, obtention en quantité de leurs produits de sécrétion (facteurs de
croissance, cytokines).

En biologie cellulaire une cellule souche (C5) est une cellule
indifférenciée caractérisée par sa capacité a engendrer des cellules
spécialisées par différenciation cellulaire et a se renouveler par
multiplication (autorenouvellement).

Invitro,en culture cellulaire, la C5 conserve sa capacité de multiplication
indéfinie,

Les cellules souches sont un sujet récurrent dans le domaine de la
recherche, notamment de par les perspectives d'ordre thérapeutique
quelle ouvrent tant en médecine humaine que, plus récernment, en
médecine vétérinaire.



Historigue

Dés 1981, des cellules souches embryonnaires sont identifiées chez
la souris (3).Evans et Kaufman (1) réussissent a conserver in vitro a I'état de
pluripotence, des cellules provenant de la masse cellulaire d'un blastocyste
et a les faire proliférer indéfiniment.

En 1998, les équipes de James Alexander Thomson , de Joseph
Istkovitz-Eldor et de Benjamin Reubinoff (in 2) réalisent la mé&me opération
chez I'hnomme. lis notent que la propriété de pluripotence des cellules
du blastocyste est trés rapidement perdue au cours du développement
embryonnaire.

Les lignées de C5 sont génétiguement normales, a la différence des
lignées de turneurs malignes. A tout moment, y compris aprés plusieurs
années de culture, il reste possible de les faire se différencier en n'importe
quel type cellulaire.

Il faut noter que le génome des cellules embryonnaires peut étre
maodifié par invalidation, addition ou modification d'un géne (mutagénése
par recombinaison homologue) ce qui a permis la création des anirnaux
transgéniques.

Les Américains Mario Capecchi et Oliver Smithies, ainsi que le
Britannigue Martin Evans ont été couronnés pour leurs travaux sur les C5,
par le prix Nobel de Médecine en 2007,

A noter que désormais la recombinaison homologue est remplacée
par la technique CRISPR-Cas9 (« Clustered Regularly interspaced short
palindromique repeats » ou courtes répétitions palindromiques regroupées
et réguliérement espacées) qui associe de 'ARN et une enzyme: la nucléase
Cas-9). (Emmanuelle Charpentier et Jennifer Doudna, in 2). Cet outil
permet de cibler trés précisément une séquence quelconque du génome
et de couper les deux brins d’ADN afin de supprimer ou de remplacer le
fragment de la séquence visée ou encore d'insérer une nouvelle séquence
d’ADN a sa place.

Les CS sont souvent capables deffectuer deux types de division
cellulaire : 'une, classique, symétrique (qui génére 2 cellules souches)
et l'autre asymétrique, qui génére d'une part, une cellule souche



(autorenouvellement) et dautre part, un progéniteur, cellule plus
différenciée (différenciation).

Dans les tissus adultes les CS sont beaucoup plus rares et regroupées
dans des régions particuliéres des organes, les « niches ».

La caractérisation des C5 est strictement fonctionnelle et non
morphologigue.

La pluripotence des Cellules souches

Invivo,aprésinjection de CS aune sourisimmunodéficiente, la propriété
de pluripotence est attestée par la formation de tératomes, tumeurs
associant des tissus différenciés issus des trois feuillets embryonnaires.

In vitro, dans des conditions de culture spécifiques, cette pluripotence
est attestée par la capacité des CS embryonnaires de se différencier vers des
types cellulaires matures tels que neurones, cardiomyocytes, hépatocytes,
cellules hématopoiétiques, etc...

sur le plan biologique, I'état de pluripotence est sous la dépendance:

- de l'expression de différents facteurs de transcription: OCT4, 50X2,
NANOG, SALLS, ...

- d'une conformation de la chromatine dite « ouverte » - par opposition
a sa forme « fermée » chez I'adulte - permettant l'expression des génes de
la pluripotence, lesquels demeurent masqués dans la forme «fermée »

- de facteurs épigénétigues (acétylation ou méthylation des histones,
méthylation de 'ADN, ...).

Classification des CS

Les cellules souches se distinguent en fonction de leur potentiel de
différenciation en:

- cellules souches totipotentes: elles sont capables de donner la
totalité des types cellulaires de ainsi que les annexes embryonnaires.
Potentiellement, ce sont les seules a permettre le développement d'un
individu complet.



- cellules souches pluripotentes ; capables de donner tous les types
cellulaires sauf celles des annexes embryonnaires.

- cellules souches multipotentes : susceptibles de donner différents
types de cellules, elles ne sont pas spécifigues d'un lignage cellulaire
donné.

- cellules souches unipotentes: elles ne peuvent donner qu'une
seule sorte de catégorie de cellule (elles peuvent cependant, comme toute
cellule souche, s'auto-renouveler et assurer ainsi la restauration d'un tissu).

Il faut y ajouter la catégorie particuliere des cellules souches
mésenchymateuses : isolées de la moélle osseuse, du tissu adipeux, du
sang du cordon ou du cordon lui-méme, elles ont des propriétés voisines
de celles des cellules pluripotentes.

Les CS embryonnaires  sont totipotentes, puis deviennent
pluripotentes.

Les C5S feetales sont pluripotentes ; leur potentiel est moindre mais
reste supérieur a celui des cellules C5 adultes.

Les CS adultes: sont multipotentes ; spécialisées pour chaque tissu
elles en assurent le renouvellement.

De lI'embryon a l'adulte agé, les CS perdent progressivement leur
aptitude a la prolifération et a la pluripotence. Aucun retour en arriére
spontané n'est possible.

Il faut noter cependant que les cellules souches embryonnaires ne
sont pas les seules cellules pluripotentes ! Depuis 2006 on sait également
produire des cellules souches pluripotentes induites (iPS). (John B. Gordon
et Shinya Yarnanaka, (4, 6)). Elles sont obtenues a partir de cellules adultes
différenciées dans lesquelles quatre génes de pluripotence - facteurs de
transcription - ont été introduits; on parle de reprogrammation.

Ces iP5 sont capables de se différencier en nlimporte quel type de
cellules et de se multiplier indéfiniment et présentent des avantages
identiques a ceux des cellules CS embryonnaires. Elles sont douées des
capacités de :



- autorenouvellement avec production d'un nombre illimité de
cellules ; elles peuvent ainsi étre exploitées facilement a large échelle, et de

- pluripotence avec I'aptitude de se différencier en de nombreux
types de cellules spécialisées.

En outre elles possédent des avantages qui leur sont propres, comme:

- une grande facilité d'obtention, avec toutefois des rendements
faibles (0,0019% a 1% des cellules),

- ne soulever aucun probiéme d'ordre éthique,

- ne pas soulever de risque théorique de rejet en raison de leur caractére
« autologue » puisqu'elles sont obtenues a partir du patient auquel elles
sont destinées,

- la possibilité de corriger, avant leur greffe, un éventuel défaut
genétique,

- la possibilite d'étre utilisées dans des tests prédictifs, tels que pour la
recherche de la sensibilité a de futurs médicaments.

A l'inverse, elles souffrent de «faiblessess, telles que:
- une instabilité génétique spontanée,

- des capacités de différenciation en un type cellulaire déterminé qui
ne sont ni constantes ni identiques d'une lignée a 'autre.

- un risque de transformation maligne (en raison de |"association de
I'oncogéne c-myc au cours de leur préparation).

Obtention des Cellules Souches
1- Cellules souches embryonnaires :

En pratique, les CS embryonnaires sont prélevées sur des embryons
surnumeéraires obtenus par fécondation in vitro (FIV) et congelés en vue
d’'un projet parental lequel a été abandonné.

Dans la pratique, on a fréequernment recours a des lignées conservees
dans des « banques » et commercialisées par les laborataires.



Dans certains cas, tel que pour I'étude de certaines pathologies, il est
nécessaire de créer une nouvelle lignée a partir d'un embryon porteur de
cette pathologie et identifié a l'occasion d'un diagnostic préimplantatoire
a la suite d'un FIV.

2 - Cellules stromales multipotentes mésenchymateuses (MSC)

Prélevé a partir de moélle osseuse, de tissu adipeux ou de sang de
cordon, le produit de ponction est mis en culture pendant 15 a 20 jours.
Les cellules non adhérentes (telles que les cellules des lignées sanguines
dans le cas de la moélle osseuse) sont éliminées. A titre d'exemple,
il ne subsiste qu'une a dix colonies par boite de culture pour le sang
du cordon. Ces colonies adhérentes sont amplifiées par transplantation
dans des milieux trés variés pendant 15 a 20 jours jusqu'a la confluence.
Celle-ci correspond a une expansion cellulaire pouvant atteindre 10 '
cellules. Néanmoins les populations demeurent hétérogénes. La culture
est en fait un enrichissernent et n‘aboutit pas a l'obtention de populations
homogénes de C5, d'ol la nécessité de recourir a un tri cellulaire,

Le rendement demeure faible et les facteurs nécessaires pour guider
la différenciation d'une C5 pluripotente vers un phénotype particulier
restent encore incomplétement connus.

Enfin les cellules dérivées dembryons normaux présentent
une instabilité génétique avec apparition possible d'anomalies
chromosomiques.

3 - Les cellules souches pluripotentes induites (iPS):
Elles peuvent étre obtenues par plusieurs procédés.
3-1- Par Clonage

On procéde au transfert du noyau d'une cellule somatique
(fibroblaste) dans un ovocyte énucléé. Lopération conduit a sa
reprogrammation et sa réorganisation comme s'il s'agissait du noyau
d’une cellule embryonnaire, aboutissant ainsi @ une nouvelle CS (c'est
ce procédé qui est utilisé pour l'obtention d'animaux dits clonés tels
que la fameuse brebis Dolly !).



3-2- Par Reprogrammation

Une cellule prélevée chez un patient est mise en culture aprés
introduction par transgénése de plusieurs des facteurs de transcription
déja cités (OCT4, SOX2, NANOG, SALL4, ...). Cette transgénese est obtenu
a |'aide de vecteurs viraux ( Retrovirus, Lentivirus, Adenovirus, ...).

Le rendement de l'opération reste trés faible: de l'ordre de 10iP5 pour
50 000 fbroblastes dermigques.

3-3-Par Fusion

Les noyaux de cellules somatiques sont reprogrammés en noyaux de
cellules pluripotentes par fusion cellulaire avec une CS pluripotente. On
aboutit a des cellules tetraploides.

Utilisation des cellules souches
Les CS se prétent a de multiples applications.

Elles sont utilisées dans l'étude des mécanismes de la différenciation
cellulaire.

Elles permettent le criblage de molécules a visée thérapeutique.

Elles pourraient permettre, a travers |'elaboration de produits de
sécrétion spécifiques, d'obtenir en quantité des substances biologiques
actives (facteurs de croissance, cytokines, ...).

Elles sont utilisées en médecine régénératrice dans de nombreuses
spécialités meédicales (dermatologie, hématologie, orthopédie-
rhumatologie, endocrinologie (diabéte), cardiologie, neurologie,
ophtalmologie). Initialement réservée a la médecine de I'Homme, elles
ont fait leur entrée en médecine vétérinaires notamment chez le Cheval,
dans les affections tendineuses, le Chien dans I'arthrose et le Chat dans la
maladie rénale chronigue et les stomatites.

Chez 'Homme, leur utilisation souléve des questions d'éthique, aussi
bien en biologie expérimentale qu'en médecine.



C'st ainsi que lobtention de CS embryonnaires nécessite la
destruction d'un embryon, lequel ne peut &tre instrumentalisé a des fins
de recherche et ne peut étre congu dans cette seule finalité,

EnFrance, depuislarévisiondelaloideBioéthiquede 2013, larecherche
sur les CSE est autorisée mais encadrée. LAgence de Biomédecine assure
cet encadrement. Elle peut délivrer une autorisation sur présentation
d'un dossier, soit en vue de l'importation de C5 & partir d'une institution
étrangére, soit de la conservation des cellules, soit encore en vue de la
conduite d'un programme de recherche.

Cette autorisation est accordée pour une duréede 4 a 5 ans.

La loi prévoit que les recherches ne peuvent étre conduites que sur
des embryons surnuméraires concus dans le cadre d'une procréation
meédicalement assistée et ne faisant plus l'objet d’'un projet parental et ce
aprés information et consentement écrit du couple parental.

Aucun traiternent de thérapie cellulaire n'est, a ce jour, autorisé en
routine dans notre pays. Par contre, au Mexique, en Inde ou au Panama, des
societes proposent des thérapies cellulaires dans le traitement de maladies
neurcdégénératives, de leucémies ou encore d'arthrose.

Conclusion :

La connaissance des Cellules souches et la mise au point de méthodes
permettant leur production, outre les progrés obtenus en bioclogie
cellulaire, ont ouvert un nouveau chapitre de la thérapeutique en Médecine
de I'Homme et des Animaux.

Endépitdeconsidérablesavancéesobtenues, desobstaclesdemeurent
tels qu'une définition encore imparfaite des microenvironnements assurant
la différenciation vers un type cellulaire défini, de faibles rendements, le
caractére souvent hétérogéne des préparations cellulaires, des risques
d'effets tératogénes et - sauf pour les iPS - de réactions immunitaires
indésirables, les inconnues sur leur efficacité au long cours, enfin.

Pour ces raisons, il convient — tout en maintenant un encadrement
stricte a leur utilisation - de faciliter le développement de recherches tant
dans les domaines médicaux que scientifiques.
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Médecine Régénératrice par Cellules Souches/
Stromales Mésenchymateuses :
de I'homme a I'animal

Dr. J-J LATAILLADE
Institut de Recherche Biomédicale des Armées

Resume

Les Cellules Souches Mésenchymateuses (CSM) sont des cellules
multipotentes capables de se différencier en cellules de la lignée osseuse,
cartilagineuse, tendineuse... Elles sont également les clés de la niche
hématopoiétique médullaire du fait de leurs propriétés stromales et sont
de ce fait aussi appelées Cellules Strornales Mésenchymateuses. Du fait de
leurs capacités stromales, elles sont capables de produire un grand nombre
de facteurs paracrines aux propriétés diverses : anti-inflammatoires, chimio-
attractantes, anti-apoptotiques, pro-angiogeéniques, cytoprotectrices. ..

Ces proprietés dites trophiques font aujourd’hui que ces cellules
sont utilisées comme « cellules médicaments » dans des indications de
réeparation tissulaire aussi diverses que des pathologies traumatiques,
inflammatoires chroniques, auto-immunes de |'appareil locomoteur, des
tissus cutanés et musculaires par exemple.

Ces activités de thérapie cellulaire humaine sont aujourd'hui
soumises a une réglementation qui se rapproche de celle de l'industrie
pharmaceutique impliquant que les structures et les procédés de
production doivent se référer aux bonnes pratiques de fabrication (BPF).

Un point d'actualité est donné sur les propriétés biologiques de
ces cellules, leurs modes d'action, leurs différentes sources et procédes
d'isolement et de production en masse et les contraintes que celaimplique
en termes d'assurance qualité en situation autologue et hétérologue.
Leurs principales applications cliniques chez 'homme seront présentées
et un état des lieux sur les possibilités d'utilisation chez le cheval sera
egalement réalise.



INTRODUCTION

La possibilité que des cellules d'origine médullaire soient a l'origine
d'une partie des fibroblastes dermiques et participent a la réparation
d’une |ésion cutanée a été évoqueée il v a plus de 140 ans par Cohnheim,
mais il faudra attendre la fin des années 1960, pour que Friedenstein
commence a décrire au sein de la moelle osseuse une population d'allure
fibroblastique capable de prolifération, de différenciation ostéoblastique
in vivo et jouant un role de soutien de I'hématopoiese. Cette série d'études
publiées par Friedenstein a permis une premiére définition fonctionnelle
des progéniteurs mésenchymateux présents dans la moelle: les unites
formant des colonies fibroblastiques (Colony Forming Unit - fibroblasts ou
CFU-F} [1].

La découverte des capacités de différenciation ostéoblastique,
chondrocytaire et adipocytaire de cette population adhérente au plastique,
et capable d'autorenouvellement ont ensuite conduit Caplan a proposer
en 1991 la dénomination de « cellules souches mésenchymateuses » (CSM)
[2]. Alors gue les premiéres utilisations cliniques de moelle non purifiée en
thérapeutique osseuse remontent a 1989, Caplan soulignait déjaen 1991 le
potentiel thérapeutique lié a l'utilisation de C5M autologues cultivées pour
la réparation squelettique, utilisation pour laquelle elles sont toujours en
cours d'essai clinique [2]. Les découvertes de leur faible immunogénicité,
de leur capacité de migration vers un tissu lésé, et surtout de leur capacité
a moduler le fonctionnement des cellules a leur veisinage ont confirmé
lintérét de ce type de cellules en thérapeutique, y compris dans un
contexte allogénique. Ces découvertes ont progressivement permis
d'imaginer de nouvelles potentialités thérapeutiques. En effet, l'utilisation
clinique de ces cellules multipotentes a longternps été envisagée sous
I'angle du remplacement de types cellulaires déficients ou insuffisamment
nombreux. Aujourd’hui leurs multiples autres caractéristiques aménent a
utiliser leurs capacités a moduler la mort cellulaire, la réponse immune ou
encore la cicatrisation.



DEFINITION DES CSM

Lintérét porte aux CSM s'est progressivement traduit par la description
d'un grand nombre de protocoles de sélection et d’amplification, ainsi que
par ladécouverte d'antigénes membranaires permettant de trier différentes
sous populations, révélant la sensibilité de cette famille de cellules aux
conditions de culture. De plus, des cellules au phénotype proche des C5M
de moelle osseuse ont ensuite été identifiées dans un grand nombre de
tissus de soutien aduites (tissu adipeux, reins, foie, poumons. ..) et foetaux
(cordon, placenta) [3], [4].

Afin de faciliter 'étude de ces populations cellulaires, la société
internationale de thérapie cellulaire (I5CT) a proposé en 2006 de regrouper
des populations cellulaires de phénotypes suffisamment proches sous une
appellation unigue [5]. Face a la trés faible proportion de cellules capables
d'auto-renouvellement a long terme, et I'absence de preuve de la capacité
a régénérer un tissu fonctionnel in vivo au niveau clonal, la dénomination
« cellules souches » a été abandonnée au profit de «cellules stromales
mésenchymateuses » permettant de conserver l'acronyme CSM. Cette
dénomination s'applique a toute population de cellules remplissant 3
critéres :

1. l'adhérence au plastique de culture

2. un phénotype membranaire commun déterminé par cytometrie en
flux :

» une majorité de cellules (>95%) positives pour CD73 (Ecto 5
nucléotidase), CD90 (Thy-1) et CD105 (Endogline),

« et au moins 98% des cellules négatives pour les margqueurs
hématopoiétiques (CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45, CD7%9a
et CMH de classe Il (méme si la labilité de ce marqueur permet
néanmoins d'utiliser des dénominations comme « CSM activées »
lorsqu'il est retrouveé).

3. la capacité a se difféerencier in vitro en ostéoblastes, chondrocytes
et adipocytes.



PRINCIPES DE CULTURE

Le protocole décrit par Friedenstein lors de ses descriptions successives
de l'existence de CFU-F au sein de la moelle osseuse de différentes espéces
a depuis été affiné mais est toujours globalement respecté. Les cellules
sont cultivées dans des conditions physiques mimant leur environnement
tissulaire, en dehors de I'hyperoxie induite par I'air ambiant (20% d'O,).
Un milieu de base apporte les nutriments (ions, sucres, acides aminés
essentiels, L-glutamine) et est supplémenté en sérum d'origine bovine
ou plus rarement humaine, voire en extraits plaguettaires humains, afin
d'apporter les nombreux facteurs de croissance nécessaires a la survieet la
prolifération [6]. Enfin quelques milieux sans produits complexes d'origine
animale commencent a atteindre une efficacité permettant, en tout cas sur
des critéres de prolifération et de phénotype membranaire, d'envisager
leur utilisation prochaine en clinique [7]. Ce mode de culture a été optimisé
pour permettre une prolifération des C5M sans induire de différenciation,
ni favoriser la croissance des quelques monocytes ou fibrocytes ayant pu
contaminer la culture. Dans ces conditions les CSM peuvent subir jusqu'a
60-80 doublements de population pour un sujet jeune, avant dentrer en
sénescence,

PROPRIETES

Les CSM possedent plusieurs propriétés d'intérét potentiel en pratique
clinique (figure 1), parmi celles-ci, la différenciation a été la premiére a
susciter I'intérét des cliniciens.

1) Différenciation

L'une des capacités des CSM faisant l'objet d'études les plus intensives
est leur potentiel de différenciation et notamment leur capacité a
engendrer des types cellulaires de I'appareil squelettique [].

Loin détre des pages blanches sur lesquelles viendrait sinscrire
I'intégration de signaux de différenciation, les CSM semblent pré-
programmees pour certaines voies de différenciation, celles qui sont
d‘ailleurs le plus facilement obtenues in vitro. Les transcrits spécifiques aux



lignées ostéoblastiques, chondrocytaires et adipocytaires sont ainsi pré-
exprimés en méme temps au sein de CSM en phase de prolifération [9].

Linduction et le cheoix d'une voie de différenciation reposent sur
des combinaisons de facteurs physiques statiques comme le contact
intercellulaire ou l'élasticité de la matrice extracellulaire, mais également
dynamiques comme l'existence de forces de compression, cisaillement
ou méme de champs électriques ([10],[11]). Bien que ces paramétres
commencent a étre pris en compte, notamment pour créer des
matrices extracellulaires orientant les cellules implantées vers la voie de
différenciation choisie, les protocoles de différenciation in vitro reposent
principalernent sur l'ajout de facteurs de croissance inducteurs.

La différenciation in vitro vers ces 3 lignées est obtenue aisément
en 2 a 3 semaines en modulant la densité cellulaire et les concentrations
en facteurs de croissance de la famille TGF-B/BMP, en hormones comme
I'insuline ou encore en antioxydants comme l'acide ascorbique. La réalité
d'une différenciation stable, compléte et fonctionnelle a long terme reste
toutefois sujette a caution, a fortiori in vivo. De Bari et al. montrent d'ailleurs
que l'implantation a des souris Nude de cellules présentant in vitro un
phénotype chondrocytaire, aboutit a la perte de ce phénotype [10].

Les CSM in vitro acquiérent relativement facilement un phénotype
musculaire lisse, et certains auteurs rapportent la possible acquisition de
marqueurs phénotypiques de la lignée endodermique (hépatocytes) et
ectodermiques (astrocytes, neurones), au prix de protocoles complexes
d'induction [12]. La aussi, la fonctionnalité du phénotype acquis reste
a prouver. Pour Phinney, I'un des premiers auteurs ayant suspecté leur
différenciation ectodermique aprés injection dans un systéme nerveux
central de souris, les marqueurs protéiques ainsi que la possibilité d'une
dépolarisation membranaire ne permettent pas de conclure sur leur réelle
différenciation évidente en neurones ou en astrocytes [13].

En conclusion, si la multipotentialité des CSM est couramment admise,
il reste difficile d’affirmer que les CSM peuvent se transdifférencier, c'est-a-
dire engendrer des types cellulaires n'appartenant pas au mésoderme.
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2) Communications inter-cellulaires : trophicité et immunomodulation

Bien que la multi voire pluripotence des CSM reste un sujet débattu,
cette capacité a toutefois été partiellement éclipsée aux yeux des
cliniciens par la (re)jdécouverte de leur capacité a communiquer avec leur
environnement. En effet, alors que leur réle trophique dans le maintien
de la niche hématopoiétique est connu depuis plus d'une décennie [14],
la possibilité de mimer leur action clinique par leurs produits de sécrétions
[15] a néanmoins révolutionné leurs possibles modes d'administration.
Les résultats pré-cliniques précédemment mis sur le compte d'une
différenciation ont été revisités a la lumiére de ce phénoméne poussant a
étudierles modalitésetlestypescellulairescommuniquantaveclesCSM.Ces
mecanismes ne sont encore que partiellement connus mais comprennent
des contacts membranaires, la fusion inter-cellulaire [16], le transfert de
mitochondries [17], la libération de microvésicules contenant entre autres
des miRNA [18], la sécrétion de médiateurs solubles protéiques ou gazeux
[19], ainsi que la participation a la synthése de matrice extracellulaire,

L'importance relative de ces moyens de communication est difficile
a préciser, mais la facilité d'analyse des molécules de membrane et des
protéines sécrétées a par exernple permis de mettre en évidence la présence
de nombreux facteurs de croissance (VEGF, IGF-1, bFGF...), de facteurs anti-
apoptotiques (HGF), immunomodulateurs (TGFB-1, IL-6, PGE2) ou encore
de chimiokines (SDF-1) parmi les protéines sécrétées par les CSM.

Du point de vue de la réparation tissulaire, par exemple myocardique,
les étapes physiopathologiques influencées par la présence de CS5M
semnblent couvrir la totalité de l'évolution d'une lésion. Parmi ces
phénomeénes successifs, les CSM sont capables de moduler la survie
de cellules pré-apoptotiques, de diminuer I'extension secondaire de la
lésion liée a I'hyperactivation de cellules de I'immunité innée comme
les neutrophiles ou les macrophages. Dans les jours qui suivent la lésion,
elles semblent également capable de moduler le métabolisme des cellules
survivantes, la migration et la différenciation de progéniteurs vasculaires et
a plus long terme la fibrose du tissu cicatriciel [20],

La capacité des CSM a moduler tant l'intensité que l'orientation
d’'une réaction immunitaire fait également l'objet de nombreuses études.
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Qu'elles agissent directement, par 'inhibition de la maturation des cellules
dendritiques, par l'orientation phénotypique des macrophages ou en
favorisant I'émergence de lymphocytes régulateurs, les CSM inhibent la
prolifération et I'activité des effecteurs lymphocytaires [21].

C'est sur cette immunosuppression constatee in vitro que reposent
des essais visant principalement a diminuer l'intensité d'une réaction
immunitaire dysfonctionnelle (maladies auto-immunes) ou non souhaitée
(maladie du greffon contre I'héte (GvH)).

Les CSM intégrent toutefois de nombreux paramétres de leur
environnement, expliquant que cette capacité dimmunosuppression
puisse céder le pas a une immunostimulation en présence de molécules
signant la présence réelle d'un pathogéne [22].

Cette immunosuppression active, associée a une absence d'expression
membranaire de molécules de co-stimulation des lymphocytes (comme
CD80 ou CD86) sont a la base du privilége immunitaire dont jouissent
des CSM allo voire xénogénique, leur assurant une durée de vie aprés
transplantation supérieure a celle de cellules plus différenciées, sans
toutefois permettre leur survie a long terme [23].

3) Adressage des CSM vers les tissus lésés

4) Lintégration de signaux de souffrance tissulaire, ou de parameétres
physiques susceptibles d'en engendrer, comme [I'hypoxie, semblent
étre des moteurs induisant la sortie des CSM de leur(s) niche(s) et leur
migration le long d’un gradient de chimiokines dont CXCL-12 (SDF-1) [24].
Cette capacité d'adressage vers un tissu lésé existant physiologiquement
est mise a profit en thérapeutique pour des lésions tissulaires diffuses
ou difficiles d'accés. Dés lors, on peut se demander si l'efficacité de CSM
autologues amplifiées in vitro résulte du contournement d'une défaillance
de I'étape initiale de sortie de la niche ou d'une insuffisance quantitative
des C5M au sein de I'organisme ?

5) Si le modéle hiérarchique de différenciation arborescente a pu étre
proposé pour les CSM, ce modéle n'est peut étre pas le plus adapteé [25]. En
effet, il semble, qu'in vitro au moins, les différentes voies de différenciation
« meésodermigue » soient réversibles, et surtout que les capacités de
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différenciation ne soient pas forcément corrélées a une capacité trophigue.
L'équipe de Morad et al. a ainsi montré I'absence de lien entre le potentiel
de différenciation d'une culture de CS5M et sa capacité a supporter
I'hématopoiése in vitro. De plus, si la capacité a supporter I'hématopoiése
de certaines lignées de CSM reste stable au cours du temps, cette capacité
fluctue pour d'autres lignées, augmentant parfois au fil des passages. Enfin,
les résultats de cette équipe soulignent la perte modérée de cette capacité
de support hématopoiétique aprés différenciation ostéoblastique, et
I'effondrement de cette capacité aprés différenciation adipocytaire [26].

ORIGINES TISSULAIRES DES C5M EN PRATIQUE CLINIQUE

Depuis leur isclement au sein de la moelle osseuse, des cellules
compatibles avec la définition des CSM ont été décrites dans un grand
nombre d'organes et de tissus, et il est couramment admis qu'elles sont
probablement présentes dans l'ensemble des tissus de soutien de
I'organisme. [3]

Malgré une dénomination commune, ces C5M d'origines différentes
conservent en culture une meémoire de leur tissu d'origine, se traduisant
par exemple par l'expression persistante de l'exemplaire du gene Hox
correspondant au lieu du prélévement. Cette diversité peut étre mise a
profit notamment par I'adaptation de la source a |'usage clinique. Ainsi
la différenciation chondrocytaire les CSM de moelle osseuse adulte est
supérieure a celle de CSM d'autres tissus adultes et a tous les tissus
foetaux [27].

Les différents tissus extra-foetaux semblent étre a l'origine de cellules
aux caractéristiques différentes, en partie en raison de l'origine maternelle
d'une partie des cellules placentaires. Malgré cette hétérogénéité, ces
cellules sont globalement différentes des CSM de tissus adultes: elles
sont plus immatures, ont une moindre capacité de différenciation in vitro
vers la lignée adipocytaire, une meilleure capacité de prolifération, et
potentiellement des capacités dimmunomodulation supérieures a leurs
homologues de moelle adulte [28].
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Actuellement, le choix du tissu d'origine des CSM pour les essais
cliniques repose plus sur la facilité et la richesse des prélévements que
sur la comparaison de l'efficacité relative de ces origines dans un cadre
pathologique défini.

Les sources actuellement utilisées ou en passe de I'étre sont donc
relativement restreintes :

- la moelle osseuse, source historique de CSM, reste une origine
privilégiée, permettant une utilisation a visée autologue ou allogénique.
Le principe de prélévement est identique a celui visant a recueillir des
cellules souches hématopoiétiques : sous anesthésie générale, de multiples
ponctions en créte iliaque permettent des recueils de l'ordre de la dizaine
a la centaine de mL de moelle sans trop diluer le prélévement. Le tissu
fluide recueilli est enrichi en C5M par la sélection des cellules adhérant
au plastique ainsi que par le milieu de culture, entrainant la disparition
progressive des cellules hématopoiétiques non adhérentes. Ce tissu est
utilisé dans la grande majorité des essais cliniques en cours.

- La graisse, surtout sous-cutanée, est obtenue sous forme de
tissu semi-solide lors de plasties abdominales ou plus fluide aprés lipo-
aspiration. Son utilisation passe par la séparation des cellules de la matrice
extracellulaire par des bains de protéases et dissociation mécanique, avant
mise en culture. Cependant, malgré ce désavantage technique, il s'agit d'un
tissu abondant, facile d’accés et n'‘entrainant aucun risque supplémentaire
pour le donneur.

- Lestissus extra-foetaux, normalementdétruits aprés'accouchement
sont une source de grand intérét. Les CSM ont été décrites dans la gelée de
Wharton entourant les vaisseaux du cordon, dans le liquide amniotique
ainsi que dans les différentes couches du placenta, principalerment
I'armnios et le chorion. Elles présenteraient en particulier des propriétés
immunologiques intéressantes liées a leur plus grande naiveté.

- Plus récemment, des C5M ont été isolées de la mugueuse orale. Les
cellules issues de cette source auraient des propriétés plus spécifiques sur
le remaniement de la matrice extra-cellulaire a l'origine d’'un processus de
cicatrisation trés efficace et sans cicatrice anormale.



Le rendement de récupération en C5M étant variable selon l'origine
et le donneur, les utilisations cliniques actuelles privilégient les CSM
amplifiées in vitro plutot qu'utilisées directernent ou aprés un éventuel tri
immuneclogique basé sur le phénotype membranaire. Cette amplification
in vitro, portant habituellement sur un faible nombre de doublement de
populations pour ne pas induire d'aberrations chromosomiques, pourrait
cependant modifier la fonctionnalité des CSM.

Les sources utilisables aujourd’hui en médecine vétérinaire sont
principalement la graisse, le cordon ombilical et la muqueuse orale.

UTILISATIONS THERAPEUTIQUES DES CSM

Les applications clinigues potentielles des CSM chez I'homme sont
nombreuses et commencent a &tre de plus en plus importantes chez
I'animal.

Les cadres physiopathologigues des pathologies ou lésions faisant
I'objet d'essais cliniques chez I'homme sont variés, comprenant les séquelles
d'ischémie, la prévention ou le traiterent de pathologies dysimmunitaires,
dont le support de greffes de cellules hématopoiétiques ou de tissus
solides, des pathologies dégénératives et dysfonctions d'organes aigles
ou chronigues, ainsi que quelques maladies monogéniques. La grande
majorité des essais repose sur l'injection de C5M amplifiées, et un seul, a ce
jour, repose sur la modification de leur phénotype sécrétoire avant injection.

Les essais ne reposant pas sur la thérapie cellulaire a strictement
parler mais plutdt sur l'ingénierie tissulaire visent la réparation osseuse
et cartilagineuse. Les CSM, ou cellules mononuclées de moelle osseuse
y sont injectées directerment avec des molécules mimant une matrice
extracellulaire comme l'acide hyaluronique, ou déposées aprés culture
sur un biomatériau permettant de combler une perte de substance. ||
n'est pas rapporté pour l'instant d'essai reposant sur des C5M modifiées
génétiquemnent ex vivo. Par contre 'utilisation ex vivo du potentiel trophique
des CSM est testée par la comparaison de 'efficacité de greffe de CSH de
sang de cordon utilisées telles quelles ou aprés expansion surun « stroma »
de CSM.
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1) Os et cartilage

L'os est un organe dynamique en perpétuel remodelage mais aux
capacités de régénération limitées justifiant le recours a la chirurgie en
cas de perte de substance, de malformations ou de pseudarthrose. La
réparation reste cependant dictée par les ostéoprogéniteurs au site de la
lésion, et a la merci des pathologies compromettant ce capital comme les
traumatismes sévéres, le diabéte, l'ostéoporose ou les irradiations. Dans
le cadre de la reconstruction de larges segments osseux, le traitement de
choix est I'autogreffe osseuse mais souvent le matériel est insuffisant et peu
vascularisé ; dans le cadre de l'allogreffe le probléme principal demeure
la disponibilité des greffons, la compatibilité et le risque infectieux,
expliquant l'intérét que représentent des biomatériaux ensemencés par
des CSM amplifiées in vitro.

Chez des malades ayant bénéficiés d'ostéotomie tibiale pour maladie
de Blount, les CSM ont ainsi eu un effet bénéfique majeur [29], et elles sont
actuellerment en cours d'essai, éventuellement associées a une matrice de
type osseux dans le cadre de fractures a risque de non consolidation, de
pseudarthroses avérées, d'ostéonécrose aseptiques ou encore pour recréer
de l'os mandibulaire aprés péri-odontite chronique.

En plus de ces utilisations visant a pallier le déficit quantitatif en
ostéoprogéniteurs locaux, les CSM allogéniques peuvent également
étre utilisées pour pallier des défauts d'ossification liés a des anomalies
génétiques, constituant d'ailleurs I'un des premiers succés retentissant
des C5M en clinique, bien gqu'elles n'aient pas permis de normaliser les
paramétres mesurés au long cours. Les CSM ont été testées avec un succeés
partiel dans la maladie des os de verre, ou ostéogénése imparfaite, causée
par un déficit en collagéne de type |. Chez 3 enfants traités avec des CSM
allogéniques une augmentation de la masse osseuse totale minéralisée
a été notée et pour 2 malades un retour a la normale de ce paramétre a
pu étre observé sur la durée du suivi [30]. Une autre étude portant sur
6 malades des résultats aussi encourageants ont été rapportés, avec a
chaque fois une diminution du nombre de fractures.

Apréslésiondescartilages,enraisondeleurabsencedevascularisation,
de la faible densité en cellules et de l'activité métabolique réduite des

25



chondrocytes matures, les lésions sont souvent irréversibles [31]. Dans
I'hypothése d'un déficit simple de migration des CSM vers la lésion, leur
injection in situ aprés différenciation a été testée, conduisant a la perte de
fonctionnalité de ces chondrocytes [32]. Cliniquernent, les études reposant
sur l'insertion intra-articulaire de chondrocytes, ou de CSM amplifiées sur
des gels de collagéne dans des genoux de malades arthrosiques n'ont pas
montré de bénéfice statistiquement significatif. Devant I'amélioration des
connaissances sur les processus de différenciation et du réle des molécules
de matrices, la réparation cartilagineuse fait néanmoins l'objet de plusieurs
essais reposant sur des CSM amplifiées, injectées directement, cultivées
en suspension afin dinduire un début de différenciation chondrocytaire
ou encore en association avec des molécules de matrice comme l'acide
hyaluronigue.

2) Maladies auto-immunes

La place des C5M dans la prise en charge thérapeutique des
maladies auto-immunes repose sur leur réle dans la régulation de
I'autorenouvellement et de la différenciation de la descendance des
cellules souches hématopoiétiques. Léventail des cellules immunitaires
avec lesquelles les CSM communigquent permet d'envisager leur utilisation
dans le cadre de maladies auto-immunes générales ou localisées et dont
le mécanisme de base peut &tre aussi bien humoral que cellulaire. Leur
utilisation peut aussi étre envisagée dans la prise en charge des séquelles de
maladies auto-immunes, comme traitement adjuvant favorisant la prise de
greffe dilots B par exemple. Les données actuelles expérimentales sur leur
utilisation pré-clinique restent peu nombreuses et non consensuelles, ce
qui contraste avec les utilisations déja annoncées en essais cliniques. Ainsi,
dans l'arthrite expérimentale, modéle animal de polyarthrite rhumatoide,
Finjection de C5M issues de lignée (culture longue permettant a une partie
des cellules de simmortaliser, au prix d'un changement de phénotype)
aggrave la pathologie pour Djouad et al. [36] alors que l'injection de CSM
allogénigues en culture primaire prévient la survenue des lésions osseuses
et cartilagineuses [37]. Dans le modéle murin du lupus, les animaux
traités par greffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH) et de CSM
concomitamment ont une survie a long terme améliorée [38], avec une
inhibition des cellules T et B auto-réactives dont on sait I'importance dans la
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pathologie, cependant si les CSM peuvent améliorer I'histologie rénale, elles
semblent incapable de prévenir l'apparition d'auto-anticorps ni de modifier
la protéinurie. Les CSM sont néanmoins a la base d'un essai clinique visant
a atténuer la gravité de lupus généralisés, et un autre visant spécifiguement
les glomérulonéphrites lupiques. Dans la prise en charge du diabéte de la
souris NOD ou du modéle induit par la streptozocine, l'injection de CSM
augmente le nombre dilots pancréatiques et de cellules productrices
d'insuline, et le transfert de CSM de souris non diabétiques a des souris pré-
diabétiques ralentit I'apparition du diabéte [37]. Les CSM portent également
de nombreux espoirs en ce qui concerne la sclérose en plaque (SEF).
Cette maladie multifactorielle, implique une part d'auto-immunité, dont
l'orientation Th1/Th17 et l'activation de cellules présentatrices d'antigénes
semblent des bases physiopathologigues établies. Dans le modéle animal,
I'encéphalomyélite auto-immune, les études ont mis en évidence une
amélioration significative clinique et histologique de la maladie aprés
injection de CSM [37] ainsi que l'importance de la mise en place précoce de
ce traitement comme facteur déterminant de son efficacité. De petites séries
d'une dizaine de patients ont permis de montrer la faisabilité de l'injection
intra-thécale de C5M autologues sans plus de conclusions sur leur efficacite.
Des essais cliniques se basant sur ces résultats pré-cliniques encourageants
sont actuellement en cours.

La maladie de Crohn fait également partie des cibles visées par des
essais cliniques, s'intéressant a la prise en charge de la maladie générale
par injection systémique de C5M, ou au traitement des fistules digestives
par application locale, souvent au sein d'une matrice de fibrine [39].

3) Maladies cardio-vasculaires

Les maladies cardio-vasculaires sont une cause importante de
mortalité dans les pays industrialisés. La maladie coronarienne est la
premiére cause d'insuffisance cardiaque aigué et malgré les avancées
thérapeutiques, 40% des patients souffrant d’accident coronarien aigu
décédent dans la premiére année [40]. Le recours a la thérapie cellulaire
a été principalement étudié dans différentes pathologies : les syndromes
coronariens, Iinsuffisance cardiaque et l'ischémie des membres. Les études
précliniques ont mis en évidence un bénéfice a l'utilisation de CSM aprés
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ischémie myocardique. Toutefois, contrairement au rationnel initial, leur
action semble reposer presque uniquement sur leurs fonctions trophiques,
modulant l'apoptose des myocytes, la vascularisation, orientant leur
métabolisme vers un retour a l'oxydation d'acides gras, améliorant la
contractilité et la qualité du remodelage a long terme [20]. Pour mettre
a profit les capacités des CSM, plusieurs approches ont été envisagées :
augrenter le recrutement des CSM autologues vers le myocarde infarci ou
injecter des CSM plus ou moins différenciées in situ ou par voie générale,
Le premier mode d'administration a été la voie intra-myocardique au
décours de la chirurgie by-pass [41]. Depuis, plusieurs voies d'abord ont
eété testées: intra-cardiaque, intra-coronarienne, trans-endocardique
ou intra-veineuse. Dans une méta-analyse sur CSM et phase précoce de
linfarctus, Martin-Rendon et al. évaluent 'augmentation de la fraction
éjection ventriculaire gauche entre 2,8 et 4,1% avec un effet dose croissant
des C5M [42]. L'augmentation pharmacologique du recrutement des CSM
au cours de cette phase aigué est également prometteuse mais dans
cette stratégie aussi les résultats sur la fraction d'éjection sont limités [43].
L'ensemble de ces études a permis de démontrer la faisabilité technique
ainsi que la bonne tolérance des protocoles contrastant malheureusement
avec une efficacité modeste, La pérennité des effets est également source
de questionnement puisque dans I'étude de Wollert et al. 'amélioration de
la FEVIG @ 6 mois avait disparu a 18 mois [44]. Malgré ces premiers résultats
décevants, plusieurs essais sont en cours, et font de la phase tardive de
I'infarctus et de l'insuffisance cardiaque les seuls domaines cliniques ou
des essais comparatifs sintéressent a la question de la dose de C5M, de
l'origine allogénique ou autologue ou encore a la différence d'efficacité
entre moelle osseuse non purifiée et CSM amplifiées en culture.

4) Systéme nerveux central

Le rationnel des approches de thérapie cellulaire a base de CSM dans
les maladies neuro-dégénératives repose: (1) sur le remplacement des
cellules déficientes, (2) l'implantation des CSM dans le microenvironnement
pathologique a visée neuroprotectrice - soit par production spontanée
soit par modification génétique des CSM, ou (3) pour améliorer ou induire
la différenciation neurologique et imiter le processus physiologique de
régénération enaméliorant la niche neurologique [45]. Sile travail de Kopen
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et al., entre autres, a pu laisser miroiter leur possible transdifférenciation
vers des cellules neuronales ou gliales, la preuve d'une différenciation
fonctionnelle manque encore in vive comme in vitro selon Phinney
[13]. Leur capacité de migration semble par contre acquise dans les
lésions neurologiques, en particulier ischémigues [46] dans lesquelles
les phénoménes inflammatoires participent sans doute a la chimio-
attraction. Dans la maladie de parkinson, le remplacement des neurones
dopaminergiques est possible avec des cellules issues du mésencéphale
ventral de foetus humains mais pose de nombreux problémes (éthiques,
logistiques, religieux). Un essai a été récemment publié, utilisant des CSM
implantées par neurochirurgie chez 7 patients avec un effet positif sur
leur qualité de vie [47]. Dans la chorée de Huntington, maladie neuro-
dégénérative autosomale dominante, si la transplantation de progéniteurs
neuraux d'origine foetale a montré un intérét clinique, I'utilisation chez le
rat de CSM ne semble pas trés prometteuse [48] et aucun essai clinique
n'est en cours. Dans |a sclérose latérale amyotrophique caractérisée
par la perte des motoneurones, le but des thérapies cellulaires est de
ralentir la progression rapide de la maladie en remplacant les neurones
défaillants. Les essais pré-cliniques chez la souris sont encourageants,
ameéliorant notamment la survie [49] et amenant plusieurs essais cliniques.
Ces premiers essais, totalisant une soixantaine de patients, n'ont mis en
évidence ni amélioration clinique ni augmentation de la survie [50]. Enfin,
dans la maladie d’Alzheimer, caractérisée par une dégénération et une
perte des neurones et des synapses, des CSM ont été injectées chez le rat
avec une amélioration des fonctions cognitives [51].

Dans les ischémies cérébrales, cause majeure de mortalité, les
modéles animaux sont trés encourageants [52]. Des essais avec des
CSM autologues ont été conduits, I'un d'entre eux, randomisé en double
aveugle a pu mettre en évidence un bénéfice en terme de mortalité et une
amélioration modeste de la récupération fonctionnelle avec un suivi sur
5 ans [53]. Enfin dans la prise en charge des traumatismes médullaires,
les CSM humaines ont montré une capacité a améliorer le devenir
clinigue et fonctionnel dans un modéle de compression médullaire murin,
possiblement par lintrication d'une neuroprotection, de l'induction de
néo-vascularisation et de sprouting axonal et par le remplacement des
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cellules endommagées [54]. Un essai a été réalisé chez des malades atteints
de contusions médullaires plus ou moins anciennes (n=12) mais le type de
I'étude ne permet de conclure qu'a la faisabilité de la technique, avec des
résultats encourageants [55].

5) Maladies rénales

Les traiternents actuels des maladies rénales chroniques et du rejet
chronique de greffe ont pour objectif de ralentir une évolution inéluctable.

Il existe au niveau rénal des CSM dans des niches péri-vasculaires
[3], de plus de nombreuses études rapportent que les lésions rénales
y promeuvent le recrutement de CSM ce qui conforte lidée que
physiologiquement, les CSM participent au processus de régénération de
I'organe. Récemment il est devenu clair gque non seulement une diminution
de la fibrose rénale mais aussi une restauration du tissu rénal était possible.
Des réparations capillaires impliquant des CSM ont été décrites dans des
modéles dinsuffisance rénale aigué et de glomérulopathie mais aussi de
maladies rénales chronigues et ont confirmé la capacité des CSM injectées
a se localiser dans le rein [56].

Contrairement a l'insuffisance rénale chronique, la défaillance aigué
est particuliégrement bien documentée. Des études menées chez la souris
ont montré qu'aprés induction d'une néphropathie ischémique ou toxique
- par le cisplating, I'injection de CSM pouvait accélérer la récupération de la
fonction rénale [19]. Le premier essai de phase | est en cours de recrutement
évaluant les CSM dans l'insuffisance rénale aigué. Elles auraient la capacité
de s'incorporer dans I'épithélium rénal en réparation mais ce ne serait pas le
mécanisme principal, puisque c'est par leur action paracrine et endocrine
que leur effet serait médié [56]. Dans le domaine de la transplantation
rénale, le potentiel immunomodulateur des CSM pourrait étre mis a profit
pour protéger le greffon du rejet. Ainsi, chez le rat, la cotransplantation
rein - CSM augmente la survie de I'animal sans toutefois atteindre le niveau
de protection de la cyclosporine, et sans synergie évidente avec celle-ci
[56]. Les essais en cours portent sur la prévention et le traitement de rejets
aigus et chronigues.
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6) Systéme digestif

En dehors de |'atteinte digestive de la maladie de Crohn, le potentiel
des C5SM est également en cours d'évaluation en thérapeutique hépatique.
Si leur possible capacité de différenciation en hépatocytes participe a
leur effet, il semble que dans ce modéle également le rdle trophique des
CSM sur les progéniteurs hépatocytaires, ainsi que 'immunomodulation
dans un modéle de cirrhose biliaire primitive soient les modes
d'actions fondamentaux des CSM [57]. En hépato-gastro-entérologie,
les essais cliniques en cours visent principalement le traitement de
la cirrhose hépatique, et lI'un dentre eux vise a l'utilisation de CSM
allogéniques prédifférenciées en hépatocytes pour des patients atteints
d’hypercholestérolémie familiale.

7) Réparation cutanée

Les CSM ont prouvé leur potentiel a favoriser la vitesse de fermeture
ainsi que la qualité de la cicatrice dans différents modéles murins de
lésions aigles et chroniques [58]. Les mécanismes impliqués ne sont pas
entiérement élucidés mais comprennent la différenciation, le contréle
du métabolisme des acteurs de la réparation (phagocytes, cellules
endothéliales, kératinocytes, fibroblastes) par le biais de facteurs paracrines
ainsi que la participation au renouvellement de la matrice extracellulaire.
Si les données permettant de comprendre l'influence du tissu d'origine des
CSM, leur dose et mode d’administration manquent encore, leur utilisation
dans la prise en charge des plaies chroniques est particulierement
prometteuse. Une étude clinique récente a montré la guérison de 18
malades sur les vingt traités par CSM incluses dans un derme artificiel pour
des lésions cutanées non évolutives [59]. Dans le cadre de la prise en charge
difficile des ulcéres diabétiques, le dépbt d'une matrice de type dermique
en association a des CSM injectées a permis d’améliorer la vascularisation
dermigue et la cicatrisation [60].

Enfin, un type trés particulier de lésions a largement bénéficié de
I'utilisation des CSM, il s'agit des brllures radio-induites. Si leur incidence
est extrémement faible, en relation la majeure partie du termps avec la
récupération accidentelle ou frauduleuse de sources radioactives, la prise
en charge chirurgicale classique est décevante. Lataillade et al. ont injecté
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des CSM autologues en complément de la greffe de peau avec des résultats
intéressants [61].

En résume, depuis les premiers essais chez un nombre trés limité de
patients, tous les travaux réalisés sur les modéles animaux ou au cours
d'essais cliniques chez les malades montrent la faisabilité de I'utilisation
des CSM et confirment leur immense potentiel.

La clarification de la définition des CSM devrait aider a harmoniser
les discussions entre chercheurs et cliniciens. Toutefois les sources de
variabilités sont nombreuses, ne permettant pas encore une vision
synthétique de l'efficacité des CSM. Les domaines d'applications de ces
cellules font en effet que la confusion liée aux multiples protocoles de tri,
expansion, caractérisation des cellules, se méle a la subtilité des paramétres
en ingénierie tissulaire, ainsi qu'a la difficulté a apporter un niveau de
preuve dans le domaine de la réparation tissulaire [62],

PERSPECTIVES
1) Sécurité et contrdle de la qualité des CSM

Méme si les perspectives qu'offrent ces cellules paraissent tres
prometteuses, il ne faut pas perdre de vue les problémes de sécurité que
représente encore leur administration aux patients. Parmi les questions
susceptibles de modifier les modalités voire la possibilité méme d'utiliser
ces cellules en clinique, la sécurité est a notre sens la plus importante. ||
a été montré sur des modeles murins que les CSM pouvaient représenter
un risque dans le domaine de la cancérologie, a la fois par leur capacité
a diminuer la réaction immunitaire de I'héte contre une tumeur, par leur
capacité a favoriser [a vascularisation d'un tissu ischémique, par l'inhibition
de I'apoptose de cellules tumorales mais également par leur capacité de
transformation propre, vraisemblablement accentuée parla mise en culture
[63]. 5i le suivi de nombreux patients inclus dans les différents essais devrait
permettre de quantifier ce risque d'apparition accrue de cancers, différentes
voies d'investigation visent déja a diminuer voire a éliminer ce risque :

o La modification des protocoles de culture allant vers une
diminution du stress oxydatif se traduisant par des capacités prolifératives
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accrues, gue ce soit en placant les cellules en normoxie tissulaire (2-3%
d'0,) ou bien par l'ajout d'antioxydants.

o Le pré-conditionnement des CSM peut modifier leur phénotype.
Il 2 ainsi pu étre montré qu'in vitro, les sécrétions de C5M issue de tissu
adipeux humain placées 45 minutes a 43°C inhibaient la croissance de
cellules de carcinome ovarien, a la différence des sécrétions de C5M non
traitées [64].

o Enfin, le caryotype actuellement exigé comme critére de libération
d'un produit thérapeutique a base de CSM en France semble effectivement
un pré-requis utile mais n'explorant quiinsuffisamment les anomalies
geénétiques acquises en culture.

Les C5M sont cultivées ex vivo dans des conditions expérimentales ou
de grade clinique en présence de produits complexes d'origine animale.
Linnocuité de ces produits thérapeutiques annexes n'est pas démontrée
que ce soit vis-a-vis de la transmission de zoonoses inconnues, de maladies
a prions et de réaction immunologiques en particulier si plusieurs
injections sont nécessaires. C'est pour ces raisons que l'utilisation de sérum
au mieux autologue voire de milieux sans sérum serait préférable aux
produits d'origine bovine. Lutilisation de lysat plaquettaire humain, riche
en facteurs de croissance, est un autre substitut au sérum anirnal, procurant
un avantage de prolifération, de différenciation tout en bénéficiant de la
qualité des produits sanguins labiles [65].

2) Optimisation des modes d’utilisation de CSM

Concernant les types cellulaires existant, une multiplicité de modéles
précliniques sera probablement nécessaire afin d'optimiser|eur utilisation :

- Pour chaque pathologie, il faudra établir quelles CSM (autologues
ou allogéniques) seront les plus efficaces. Les différences interindividuelles
importantes sur des paramétres comme la prolifération ou les profils de
sécrétions (données personnelles), permettraient potentiellement la
sélection de CSM plus efficaces sans nécessité de modifications génétiques.

- Les notions de quantités de cellules vivantes injectées ainsi que le
mode d'utilisation le plus efficace restent le plus souvent a déterminer. |l
est possible que l'environnement dans lesquelles les CSM sont injectées ne
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permette pas leur survie, ou modifie leur phénotype par rapport a ce qui
était souhaité.

- Les facteurs sécrétés in vitro par les CSM sont modulables, car
I'environnement dans lequel elles se trouvent est contrdlé, ceci représente
un intérét thérapeutique important. En effet, 'administration du secréta
en substitut des cellules permettrait d'éviter une partie des problémes
d'immunisation et de tumorigenése. Cependant, l'inconvénient est que le
sécréta, a la différence des cellules douées d’'une certaine plasticité n'est
pas modulables in situ. D'autre part, en vue de prévenir I'influence d'un
environnement délétére, la prédifférenciation des C5SM est actuellement
envisagée comme un moyen de leur permettre de survivre (pré-culture en
normaoxie tissulaire pour éviter le passage brutal de 20% d'O, a moins de
1-2% [66], ou d'orienter leur profil de sécrétions [67]

3) Nouveaux modes d'utilisation des CSM

Apres la thérapie cellulaire dans laquelle des cellules isolées
vont remplacer des cellules défectueuses, recréer une matrice ou agir
indépendamment de leur localisation, Iingénierie tissulaire permet
de pallier la dysfonction d'organes dont l'architecture joue un rdle
fonctionnelle. En effet, la réparation d'une lésion passe souvent par des
phénomeénes de cicatrisation, aboutissant a une altération de l'architecture,
a la différence de l'organogénése, ou de la réparation sans cicatrisation
de tissus foetaux lésés. Lingénierie tissulaire a base de CSM a pour but
d'apporter un tissu ayant une architecture fonctionnelle en remplacant le
processus de cicatrisation. Les tissus actuellement ciblés sont ceux pour
lesquels la différenciation des CSM est la plus facile, et dont l'architecture
est relativement simple, c'est-a-dire le cartilage articulaire et l'os [68].
Les connaissances sur la composition des matrices extra-cellulaires de
différents tissus, des types cellulaires interagissant au sein d'un tissu ainsi
qgue lI'amélioration des procédés techniques permettent de penser que les
CSM ont leur place dans ces matrices en tant que cellules différenciées,
en diminution d'une réaction d'allo-immunisation, ou en tant que source
d'un gradient de chimiokines attirant des progéniteurs autologues. Le
remplacement de tissus ne faisant pas encore l'objet d'essais cliniques
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comme le derme semblent faire partie des possibilités d'utilisation des
CSM a court terme.

La modification génétique ex vivo des C5M a déja fait l'objet de
multiples essais précliniques. Ces modifications ont pour but de moduler
le comportement des C5M, ou de les faire sécréter des facteurs au tropisme
local ou systémique [69] :

o La modulation de comportement des CSM vise a permettre une
meilleure survie (par surexpression de Akt ou Bcl2 par exemple), migration
(CXCR-4), ou a permettre leur différenciation ainsi que celle des cellules de
voisinage (BMP2, BMP4).

o Ladressage des CSM vers les cellules tumorales, bien qu’il soit a
la base d'un effet plutdt délétére des C5M, pourrait étre mis a profit en
immunothérapie afin de favoriser la réaction anti-tumorale, en transfectant
des C5M par le géne de I'lL-2 par exemple.

o Enfin, les CSM peuvent aussi étre vue comme usines a protéines,
par exemple aprés transfection du géne codant pour cette protéine (EPO)
dans le cas d'anémies). Enfin la transfection du master géne commandant
une transdifférenciation comme PDX1 permet in vitro et in vivo de faire in
fine sécréter de l'insuline de facon régulée par des CSM.

Enfin, les capacités stromales des C5SM commencent également a
&tre mises a profit par leur utilisation en tant que « feeder » pour différents
types cellulaires utilisables a plus ou moins court terme en thérapeutique,
comme des cardiomyocytes, ou des kératinocytes [70].

4) Nouvelles indications cliniques

Pour conclure, de nouvelles indications cliniques potentielles se
profilent au vu des données précliniques. Derniérement, la capacité des
CSM a moduler la réaction inflammatoire et la survie de cellules pré-
apoptotiques, que ce soit directement ou par l'inhibition de réactions
immunitaires délétéres a permis d'envisager I'utilisation de CSM au cours
de différentes dysfonctions d'organes, allant du syndrome de détresse
respiratoire aigu (SDRA) au choc septique ([71], [72]).



DE 'HOMME A LANIMAL

Chezl'animal (cheval, chien, chat), les CSM et/ou leur milieu conditionné
(ou ses éventuels produits dérivés) peuvent avoir un intérét particulier
pour le traitement des pathologies ostéo-articulaires, des pathologies
inflammatoires chroniques et maladies dysimmunitaires, ou d'autres
pathologies telles que I'hémorragie pulmonaire, la cardiomyopathie
dilatée, les ulcéres ophtalmiques. Les C5M et/ou leur milieu conditionné
(ou ses éventuels produits dérivés) peuvent aussi étre utilisées en injection
post-opératoire comme anti-inflammatoire, pour le traiterent des lésions
musculaires, cardiaques ou nerveuses.

Pathologies ostéo-articulaires et tendineuses :

- Les fractures osseuses quand elles sont traitées de maniére
conventionnelles réparent généralement bien. Dans certaines situations
cliniques comme par exemple lorsqu’il existe une importante perte de
substance osseuse, le traitement conventionnel ne permet pas dobtenir
une réparation. Dans ces cas, les CSM, aprés expansion en culture, avec
ou sans étape de pré-différenciation in vitro en ostéoblastes, peuvent étre
administrées localement dans le foyer de fracture, combinées ou non a des
biomatériaux. En situation autologue ou allogénique, les cellules peuvent
étre isolées et injectées in situ dans le foyer de fracture, aprés ou non pré-
différenciation in vitro en ostéoblastes et en combinaison ou non avec des
biomatériaux de type hydrogels ou poudre d'hydroxy-apatite.

- Les pathologies articulaires d'origine inflammatoire ou post-
traumatigues sont généralement traitées par anti-inflammatoires ou
corticoides. Quand elles deviennent chroniques, la corticothérapie a long
terme peut devenir source de complications a type de dégénérescence
tissulaire (ostéoporose, amyotrophie, fragilisation tendineuse...) et doit
étre stoppée. Les CSM ou leurs produits dérivés (milieu conditionng,
exosomes), au regard de leurs propriétés trophiques anti-inflammatoires,
cytoprotectrices, pro-angiogénigues pourraient représenter une
alternative cellulaire au traitement. En situation autologue ou allogénique,
les cellules peuvent étre isolées et injectées in situ dans l'articulation, aprés
ou non pré-différenciation in vitro en chondrocytes et en combinaison



ou non avec des molécules matricielles de type Glycosaminoglycanes ou
acide hyaluronique ou du Plasma Riche en Plaquettes (PRP).

- Les pathologies tendineuses post-traumnatiques aigués ou
chronigues sont fréquentes chez les sportifs de haut niveau et leur
traiternent impose souvent un long repos associé a des anti-inflammatoires
administrés localement ou par voie générale. Les CSM ou leurs produits
dérivés (milieu conditionné, exosomes), au regard de leurs propriétés
trophiques anti-inflammatoires, cytoprotectrices, pro-angiogéniques
peuvent représenter une alternative cellulaire au traitement. En situation
autologue ou allogénique, les cellules pourraient étre isolées et injectées
in situ dans le tendon, aprés ou non pré-différenciation in vitro en
ténocytes et en combinaison ou non avec des molécules matricielles de
type Glycosaminoglycanes ou acide hyaluronigue ou du Plasma Riche en
Plaquettes (PRP).

Pathologies inflammatoires chroniques et maladies dysimmunitaires :

- Les maladies auto-immunes sont souvent la conséquence d'une
réponse immunitaire inappropriée et la cause de nombreuses pathologies
médicales chroniques commelediabétedetypel, les maladiesimmunitaires
chroniques de l'intestin (Crohn, Rectocolite hémorragique), la sclérodermie
systémique, la sclérose latérale amyotrophique, la gingivostomatite du
chat, dermatite atopique, asthme, pathologies ophtalmiques d'origine
dysimmunitaire... Il a été démontré que les CSM sont douées de propriétés
immunosuppressives et peuvent ainsi étre bénéfiques quand elles sont
administrées a des patients porteurs de ces pathologies. En situation
préférentiellernent allogénique, les cellules peuvent étre isolées etinjectées
préférentiellement par voie générale.

- Les plaies chroniques cutanées sont le résultat d'un processus de
cicatrisation perturbé qui se traduit par une absence d'épidermisation. Les
CSM ou leurs produits dérivés (milieu conditionné, exosomes), au regard
de leurs propriétés trophiques anti-inflammatoires, cytoprotectrices,
pro-angiogéniques pourraient représenter une alternative cellulaire
au traitement de ces plaies. En situation autologue ou allogénique,
les cellules peuvent étre isolées et injectées ou déposées in situ dans la
plaie en combinaison ou non avec des molécules matricielles de type



Glycosaminoglycanes ou acide hyaluronique ou du Plasma Riche en
Plaquettes.

CONCLUSION

Les CSM ont successivement été comparees aux cellules souches
hématopoiétiques puis aux cellules embryonnaires, tant pour en tirer
un enseignement sur le mode de fonctionnement des populations de
cellules souches que pour quantifier ce caractére souche. La difficulté a
réaliser des tests clonaux de repopulation d'organe a conduit en 2006 a
proposer le terme « cellules stromales mésenchymateuses = pour définir les
populations précédemment décrites comme étant des « cellules souches
mésenchymateuses ». Ce changement illustre l'importance donnée au rdle
de soutien trophique des CSM, par rapport aux capacités de prolifération
et de différenciation.

Leur implication in vivo dans le processus cancéreux (semble t-il avéré
pour certains types de sarcomes), la possible apparition d'anomalies
caryotypiques en culture, ainsi que leur capacité a inhiber certaines
réactions immunitaires notamment anti-tumorales ont entrainé une
certaine méfiance vis-a vis de leur utilisation clinique. Les centaines de
patients inclus au sein de la centaine d'essais clinigues en cours permettent
néanmoins de relativiser l'importance de ce risque.

Malgré la perte du statut de cellule souche et ces risques pour l'instant
potentiels, I'intérét suscité par les C5M ne s'est pas démenti. Au cours de
cette décennie les domaines d'applications thérapeutiques futures des
CSM se sont grandement étoffés. Initialement envisagées sous l'angle
de la réparation sguelettique, elles sont aujourd’hui proposées dans
des domaines comme l'immunologie de la greffe et des maladies auto-
immunes, les pathologies ischémigues ou dégénératives. Toutefois,
la rapidité avec laquelle ces essais se sont mis en place par rapport aux
avancées des connaissances en recherche fondamentalerisque d'engendrer
un décalage avec les résultats prometteurs des modeles précliniques. Il n'y
a toutefois pas de doute que ces études précliniques, permettront de tirer
le meilleur parti du potentiel de ces cellules dans des cadres pathologiques
eux-mémes de plus en plus nombreux. Enfin, ces avancées réalisées chez



I'homme doivent nul doute aussi bénéficier a I'animal dans le respect des
regles de bonne pratique et de sécurité.
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Figure 1 : propriétés des Cellules souches mésenchymateuses
(Schéma adapté de Kuhn and Tuan, 2009)
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L'antibiothérapie locorégionale intraveineuse
chez le cheval

Prs. Mohammed PIRO et Hassan ALYAKINE
Département de Médecine Chirurgie et Reproduction,
Institut Agronomique et Vétérinaire Hassan Il, Rabat, Maroc

Résume

Lantibiothérapie locorégionale intraveineuse est une thérapie
pratique et efficace pour le traiternent d'appoint des affections septiques
des membres chez le cheval. En effet, Le traitement de linfection des
tissus mous te de l'os au niveau des membres et des structures synoviales
peut étre un véritable défi pour le vétérinaire. Elle présente un intérét
majeur lors d'infections musculo-squelettiques complexes a savoir les
lyrnphangites, les ostéomyélites et les arthrites septiques chroniques avec
implication des structures avoisinantes. Elle est généralement indiquée
lors d'infections osseuses et articulaires rebelles ou sévéres, notamment
dans les cas d'ostéomyélites ou lors de septicémie des tissus mous associée
a la formation d'abcés ou de nécrose et aussi les infections sévéres du pied
(clou de rue ou abcés).

Cette technigue peut étre réalisée facilement sur le cheval debout
aprés une sédation et une anesthésie régionale ou aprés une anesthésie
générale,

Elle présente plusieursavantages, a savoir'obtention de concentrations
en antibiotique supérieures a celles obtenues par voir générale, la diffusion
du principe actif méme en |'absence de vascularisation effective, la
diminution voire I'absence de toxicité systémique et |'affranchissement
partiel des notions de résistance bactérienne en raison des concentrations
atteintes.,

Lantibiotique, généralement la Gentamicine ou 'Amikacine, estinjecté
par voie intraveineuse rétrograde sous pression a I'aide d'un cathéter aprés
placement d'un garrot proximalement au niveau de la région a perfuser.



Cela peut étre réalisé au niveau de la veine céphalique, la veine palmaire
ou la veine digitée palmaire pour le membre antérieur ou au niveau de
la veine saphéne, la veine plantaire ou la veine digitée plantaire pour le
membre postérieur. La dose d'antibiotique varie de 33 a 100% de la dose
journaliére en fonction de la région a perfuser qui doit étre diluée dans 30
a 120 ml de solution isotonique stérile. L'antibiotique diffuse a travers le
systeéme vasculaire distalement au garrot et l'augmentation de la pression
intraveineuse entraine une meilleure diffusion dans les tissus ischémiques
et les exsudats.

L'antibiothérapie locorégionale intraveineuse chez le cheval ne
nécessite aucun équipement ou formation spécial et peut étre facilement
réalisée sur cheval debout aprés sédation. Ainsi, les praticiens équins
devraient l'intégrer dans leur protocole de traitement des affections
septique des membres,

Introduction

Les infections septiques des membres sont fréquemment rencontrées
chez le cheval. Les bactéries impliquées dans ces atteintes peuvent étre
introduites dans une structure synoviale ou contaminer l'os soit a travers
une plaie traumatique, une chirurgie ou une injection intra articulaire. Les
poulains nouveau-nés sont plus vulnérables aux infections des articulations
et des gaines tendineuses. Aussi, les infections des extrémités peuvent
étre mortelles dans certains cas. Dans de nombreux cas, ils causent des
dommages irréversibles et conduisent a une boiterie permanente. Selon
I'emplacement et les structures sous-jacentes en cause, le traitement de
ces atteintes peut étre difficile, et le choix de I'antibiotique peut étre limité
en raison du cout et de la disponibilité.

Un moyen de traitement efficace pour le traitement de ces atteintes
est I'antibiothérapie locorégionale intraveineuse (AIVR). C'est une méthode
relativement simple et efficace pouvant fournir une concentration élevée
d'antibiotiques au-dessus de la concentration inhibitrice minimale requise
pour inhiber les bactéries sensibles au niveau des tissus mous, articulations
et os de la branche distale ce qui réduit au maximum le phénoméne de
la résistance bactérienne aux antibiotiques. Cette technigue est un
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bon complément a un traitement local, chirurgical ou systémique pour
améliorer la réponse au traitement. Dans les atteintes chroniques, la
fibrose cicatricielle, iscle davantage les bactéries des mécanismes de
défense de l'organisme ainsi que les antibiotiques administrés par voie
systémique. Ainsi une concentration élevée d'un antibiotigue localement,
peut étre obtenue dans un tissu avasculaire infecté de maniére chronique
par I'AIVR. De plus, Il a été démontré gu'au niveau articulaire, une infection
bactérienne rend le liguide synovial légérement acide ce qui réduit
I'efficacité de certains antibiotiques si leur concentration n'est pas élevée.

Aussi, parmi les autres avantages de cette technique, on retrouve la
diminution drastique voire l'absence de toxicité systémigque et ladiminution
du colt du traitement.

Pratique de I'AIVR

LAIVR présente un intérét majeur lors des infections musculo-
squelettiques complexes (lymphangite, ostéomyélite, synovite septique
chronique awvec implication des structures avoisinantes). Elle est
généralement indiquée lors dinfections rebelles ou sévéres osseuses et
articulaires, notamment les cas d'ostéomyélite septique ; de septicémie
des tissus mous associée a la formation d'abcés ou de nécrose et aussi lors
d'infections sévéres du sabot suite a un clou de rue ou un abcés du pied
chez le cheval.

LAIVR des membres chez le cheval peut étre réalisée sur des chevaux
coucheés sous anesthésie générale ou debout aprés sédation et anesthésie
tronculaire en fonction du type dinfection, du site d'injection et de l'endroit
pour la mise en place du garrot. Le bloc anesthésique doit étre effectué en
amont de 'emplacerment de linjection IV régionale qui doit étre proximale
par rapport a la fois a la plaie elle-méme et a l'emplacerent du garrot.
Cela permettra la désensibilisation compléte de la zone et la réduction de
I'inconfort dii a la fois au garrot et au volume intravasculaire accrue qui peut
etre ressentie aprés la perfusion de 'antibiotique. Une autre alternative est
linjection de 10 ml d'anesthésique local au niveau du site d'injection IV
avant l'injection de I'antibiotique.



Les sites dinjection comprennent les veines palmaires/plantaires
médiales ou latérales pour les plaies distales des membres (en dessous du
carpe / tarse) ou céphalique médiale pour le membre antérieur et saphéne
médiale pour le membre postérieur pour les plaies proximales au carpe ou
au tarse.

Dans le cas d’'une intervention sur un cheval debout, l'injection doit
etre réalisée dans un environnement propre, ouvert et sec. Une fois que le
garrot est en place, il faut s'assurer de garder I'animal immobile, pour ne
pas réduire son efficacité ce qui entrainerait une possible hémorragie ou
fuite des antibiotiques dans la circulation systémique.

Ainsi, une bonne sédation a |'aide d'une dose adéquate d'alpha 2
agonistes s'avére nécessaire associée a un bloc régional et une bonne
préparation aseptique du lieu dinjection. Par la suite, il faut appliguer un
garrot proximal a la blessure. |l est possible aussi d'appliquer un rouleau
de gaze médiale et latérale pour aider a une compression uniforme de
la branche par le garrot (figure 1). Pour les plaies proximales, un garrot
supplémentaire doit étre mis en place sous le site de la lésion.

figure 1 : mise en place d'un garrot
au niveau du membre




Aprés le choix de la veine a utiliser en fonction du site, un cathéter de
petite taille (20-22 G) ou une aiguille épi-cranienne est mis en place pour
Iinjection de I'antibiotique dilué (figure 2 et 3). Les antibiotiques les plus
utilisés sont la Gentamicine, I'Amikacine et le Ceftiofur. U'Enrofioxacine
et la Vancomycine sont aussi utilisés mais déconseillées en raison des
vasculites qu'ils peuvent engendrer. Les doses a utiliser varient en fonction
du site et de la séveérité de l'infection de 1/3 2 100 % de la dose journaliére
systémigue diluée dans 30 a 120 ml d'une solution a8 9p.1000 de chlorure de
sodium isotonigue ou de lactate de Ringer. Linjection doit étre pratiquée
de maniére lente pour éviter dendommager les petits vaisseaux avec un
contrdle périodigue de la position intraveineuse de 'aiguille. Le garrot est
laissé en place pendant 25 a 30 minutes aprés la fin de l'injection. Il est par
la suite retiré avec le cathéter et un bandage compressif est mis en place
au lieu de l'injection.

Figure 2 : Catheter mis en place au
niveau de la veine digitée palmaire
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Figure 3 : injection de I'antibiotique
au niveau de la veine

Les injections peuvent étre répétées, en fonction de la sévérité de
I'infection, de la tolérance du cheval et des complications possibles, toutes
les 24 a 48 jusqu'a 3 a 6 fois.

Complications et limites de I'AIVR

Il est possible, malgré toutes les précautions prises pour la réalisation
de cette technique, d'avoir des complications gu'il faut savoir gérer a temps
tel qu'une infection locale, une vasculite, un hématome, une extravasation
du fluide et une fibrose locale. Une infection osseuse a aussi été décrite
mais trés rarement. LAIVR présente aussi des limites d'utilisation tels que
la présence d'un cedéme ou d'une infection péri-veineuse si un autre site
d'injection n'est pas disponible, des chevaux ou des poulains qui sont
difficiles et pour lesquelles une anesthésie générale est requise et enfin un
risque d'ischémie distale du membre chez certains poulains en raison du
garrot.
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Anti-inflammatoires chez le cheval : utilisation et
problématique en matiére de controle antidopage

Pr. El Hassane ABDENNEBI
Département des Sciences Biologiques
et Pharmaceutiques Vétérinaires, IAV Hassan Il

Resume

Herbivore strict et monogastrique, le cheval a un appareil digestif
trés fragile sujet aux coliques. De plus, les multiples utilisations du cheval
(compétitions, sports, fantasia, etc.) prédisposent cet animal aux atteintes
musculo-squelettiques. Ces affections se traduisent par l'inflarmmation
qui est, en réalité, un processus normal de défense contre les agressions,
faisant intervenir un grand nombre de substances comme les hormones,
les prostaglandines, I'histamine et les cytokines.

Pour calmer ces inflammations, qui deviennent génantes a cause
de la douleur, on utilise deux grands types de médicaments: les anti-
inflammatoires stéroidiens, derivés du cortisol et de la cortisone, et les anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS) d'origines chimiques différentes,
mais de propriétés pharmacologiqgues et toxicologiques similaires,
Contrairement aux anti-inflammatoires stéroidiens, les AINS n'‘entrainent
pas de risque d'avortement ni dimmunodépression et n'engendre pas de
dépendance physique significative comme c'est le cas des analgésiques
narcotiques.

Grace a leur mécanisme d'action qui est le blocage de la synthése
des prostaglandines, les AINS ont a la fois un effet anti-inflammatoire,
antalgique, antipyrétigue et antiagrégant plaquettaire. lls sont utilisés de
facontrés large, dans un grand nombre de maladies, et plus spécifiquement
en présence dinflammation. Les AINS sont particulierement efficaces au
moment de la phase aigue, du processus inflammatoire ; c'est la raison
pour laquelle ils sont utilisés en cas de poussées inflammatoires, survenant
au cours d'une arthrose, d'une arthrite, d'une tendinite, de coliques
abdominales ou néphrétiques, etc.
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Le blocage de la formation des prostaglandines inflammatoires
par les AINS ce fait par I'inhibition des cyclo-oxygénases 1 et 2 (Cox et
Cox 2), enzymes qui intervient au sommet d'une cascade, aboutissant a
la formation de substances impliquées dans l'inflammation, la figvre,
I'agrégation des plaguettes sanguines et la protection gastrique.

Selon l'effet majoritaire sur Cox 1 ou Cox 2, on distingue (1) les AINS
non pacifiques (Aspirine, Ibuproféne) (2) COX-2 préférentiels (carproféne,
méloxicam, nimésulide, Ac. tolfénamique) et (3) Cox 2 sélectifs (firocoxib,
déracoxib). Lutilisation inconsidérée des AINS non spécifique entraine
des ulcéres gastriques et des problémes de coagulopathie. En revanche,
les Cox 2 sélectifs sont des produits de derniére génération, trés efficaces,
et agissent essentiellement sur l'enzyme non impliquée dans les effets
secondaires.

Dans cette présentation nous allons aborder les AINS dans tous
leurs aspects a savoir : leur classification, mode d'action, leur sélectivite,
utilisation chez le cheval, effets secondaires et leur problématique en
matiére de controle antidopage.

Introduction

Le cheval est un herbivore strict et monogastrique ayant un appareil
digestif fragile, trés sensible aux coliques qui peuvent étre provoquées par
divers facteurs tels que le stress, le changement de ration alimentaire ou
d'activité, la mise bas, etc. De plus, les utilisations diverses de cet animal,
notamment dans le transport des biens et des personnes, les sports
équestres, la fantasia, les courses hippiques, etc, le prédisposent, plus
que les autres espéces animales, aux atteintes musculo-squelettiques.
Toutes ces affections se manifestent par de l'inflammation : un ensemble
de phénoménes réactionnels, cellulaires et intercellulaires, sanguins et
humoraux en réponse a une agression physigue, chimigue ou mécanigue.
Ces réactions physiologiques affectent le bien-é&tre de I'animal, car elles se
traduisent par de la douleur, hyperthermie, anorexie, faiblesse, malaise,
anxiété, décroissance de l'activité locomotrice, etc. Les anti-inflammatoires
sont alors souvent utilisés pour soulager le cheval et favoriser son
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rétablissement. Ces composés ont un mode d'action caractéristique leur
permettant d'avoir a la fois des propriétés anti-inflammatoire, analgésique
et antipyrétique. Et comme tous les médicaments, les anti-inflammatoires
peuvent présenter des effets indésirables qu'il convient de prendre en
considération. Par ailleurs, I'utilisation, de cette catégorie de médicament
chez les chevaux de compétition (courses, éguitation) constitue une
problématique en matiére de contréle antidopage, du fait qulelle est
classée parmi les substances prohibées.

I. Anti-inflammatoires non stéroidiens
1. Définition et mode d’action

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) est un groupe
de composés de structures différentes mais qui ont des propriétés
pharmacologiques et toxicologiques similaires. Ces substances ont toutes,
a des degrés différents, des propriétés anti-inflarnmatoires, analgésiques
et antipyrétiques. Les AINS regroupent toutes les substances, autres
que les stéroides, qui inhibent un ou plusieurs éléments de la cascade
inflammatoire. Ces actions résultent de l'inhibition de la cyclooxygénase ;
enzyme responsable de la transformation de l'acide arachidonique
en prostaglandines, pro-inflammatoires, et en thromboxane et autres
autacoides, qui sont d'importants médiateurs du processus inflammatoire
dans différents organes et tissus de l'organisme (Bertone et Moses,
2002 ; Caron, 2000).

Les AINS sopposent a la vasodilatation, a 'augmentation de la
perméabilité vasculaire et a la formation d'cedémes et de granulomes
inflammatoires. Ce sont des analgésiques périphériques, sans action au
niveau du systeme nerveux central. Les AINS sont des analgésiques de
faible intensité et leur utilisation n'engendre pas de dépendance physique
significative comme c'est le cas des analgésiques narcotiques (type
morphinique). Contrairement aux anti-inflammatoires stéroidiens, les AINS
n'entrainent aucun risque d'avortement ni d'immunodépression (Blikslager
et al,, 2004, Dousson, 1998).



Par le méme mécanisme anti prostaglandine, les AINS agissent au
niveau de I'hypothalamus et entrainent une diminution de la température
chez des sujets ayant de la figvre (action antipyrétique).

2. Utilisations chez le cheval

Les principaux AINS utilisés en médecine équine, sont la
phénylbutazone, la flunixine méglumine, le kétoproféne, |‘acide
acétylsalicylique, le métamizole, le védaproféne, I'acide meclofénamique,
le méloxicar et l'eltenac. (Bertone et Moses, 2002, Dousson, 1998),
Ces medicaments sont exploités pour leur effet anti-inflammatoire,
analgésique, antipyrétique, antithrombotique et anti-endotoxemique. lls
sont notamment préconisés dans le traiternent de la douleur musculo-
squelettique et abdominale. lls sont aussi indiqués dans le traitement
d'inflarnmations chroniques articulaires, caractérisées par de la douleur,
synovite et détérioration progressive du cartilage articulaire, toujours en
inhibant les prostaglandines (PGE2) impliquées dans les arthrites (Blikslager
etal., 2004, Foreman, 1997).

3. Effets indésirables communs aux AINS

En réalité les cyclooxygénases sont présentes dans l'organisme
sous forme de plusieurs isoméres dont les plus importantes sont la
cyclooxygénase 1 et la cyclooxygénase 2, désignées par COX 1 et COX 2.

- La cyclooxygénase 1 (COX 1) : Présente normalement dans la plupart
des tissus ou elle catalyse notamment la synthése de la PGE2, dans le rein
et l'estormac, et des thromboxanes et des prostacyclines au niveau des
plagquettes et I'endothélium vasculaire.

Au niveau de l'estomac :la COX 1 joue un rdle physiologique protecteur.
En effet, la synthése des PGE2 permet la régulation de l'acidité gastrique
et assure une bonne irrigation sanguine par vasodilatation. Linhibition de
cette enzyme par un AINS entraine des érosions et ulcéres gastriques.

Au niveau des plagquettes et de I'endothélium vasculaire : la COX 1
entraine la synthése des thromboxanes (effet vasodilatateur et d’agrégation
plaquettaire) et de prostacyclines (effets inverses). Cette enzyme assure un
équilibre de synthése de ces différents composés, ce qui garde la fluidité
du sang et la coagulation sanguine a la norme physiologique. Ainsi,
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Uinhibition de cette enzyme par un AINS entraine un déséquilibre de
synthése au profit des prostacyclines, ce qui augment la fluidité sanguine
et prédispose donc aux hémorragies.

Au niveau du rein: les prostaglandines maintiennent la fonction
rénale en augmentant la vasodilatation. En diminuant la production de
prostaglandines, les AINS ralentissent le flux rénal par vasoconstriction
de I'artére rénale afférente. On observe alors une insuffisance rénale aigué
avec nécrose papillaire et I'hyperkaliémie (Bertone et Moses, 2002, Geor,
2000).

La COX 1 est donc une enzyme de régulation de la fonction rénale,
gastrique, et de 'homéostasie vasculaire.

La cycooxygénase 2 (COX 2): enzyme absente a |'état basal mais
présente dans les foyers inflammatoires (enzyrme inductible). Au cours de
I'inflammation, il ya production de COX 2 dans les monocytes-macrophages,
les cellules synoviales, les chondrocytes, etc. Clest donc cette enzyme
qui est responsable de la synthése des prostaglandines, médiateurs du
processus inflammatoire.

Ainsi, en inhibant la COX 2 (effet recherché), la plupart des AINS
inhibe aussi la COX 1, ce qui entraine des effets indésirables cités dans
chaque organe ou tissus : ulcéres et d'érosion gastriques, atteinte rénale
et perturbation de la fluidité sanguine. Ces effets sont corrélés a la
concentration plasmatique du composé utilisé et la durée de son utilisation
(Blikslager et al., 2004: Brideau et al, 2001; Geor, 1998). lls s'accentuent
lors d’administration simultanée de plusieurs AINS ou chez des chevaux
souffrant de déshydratation (Bolton et al,, 1999). Cliniquement, la toxicite
des AINS se traduit par de la dépression, de |'anorexie, des ulcéres
buccaux et gastriques, diarrhée, cedéme abdominal, perte de poids, choc
endotoxinique et des coliques (Bolton et al., 1999 ; Dousson, 1998).

4. Selectivité des AINS et introduction de nouveaux composés

Suite a la compréhension du mécanisme d'action des AINS et de la
découverte des isoméres cycoooxygénase 1 et cyclooxygénase 2, I'étude
de structure activive a permis de mettre au point des composé nouveaux
permettant d'agir essentiellement sur COX 2 (effets thérapeutiques



recherchés) et secondairement, voire pas du tout sur Cox 1. Ainsi, 'activité
inhibitrice de chaque AINS est testée a la fois sur COX 1 et sur COX 2 et sa
sélectivite est exprimée par le rapport de sa puissance relative sur COX-2
(CES0 Cox 2) sur celle sur Cox 1 (CE50 COX 1), Plus ce rapport est élevé, plus
AINS est qualifié de préférentiel voire sélectif vis-a-vis de COX-2 et, par
conséquent, entrainera moins d'effets indésirables (figure 1).

Effet Emax
cox2 /=
/ /
T COX1
: //: matic. CE50 COX2
/ O Ceso cox1
A
I

CESocox2 CE50COX1  (ug/mL)

Figure 1 : Méthode détude de la Sélectivité des AINS sur COX-1 ws COX-2

Cette approche a permis de classer les AINS en trois catégories
principales :

-Inhibiteurs non sélectifs : Pas de différence biologiquement significative
entre linhibition COX-1 ou COX-2. C'est le cas des anti-inflammatoires
classiques : 'aspirine, l'ibuproféne et la phénylbutazone.

- Inhibiteurs Cox-2 préférentiels : CES0 sur COX-2 est de 2 3 100 fois plus
petite que celle sur Cox-1: LAINS aura des effets anti-inflammatoire et
analgésique avec des doses qui inhibent tout dabord Cox 2. Mais, aux
doses élevées, des effets secondaires cliniguement significatifs en relation
avec une inhibition COX-1 peuvent &tre observés. C'estle casdu carproféne,
meéloxicam, nimeésulide et acide tolfénamique

- Inhibiteurs COX-2 sélectifs : Sélectivité de plus de 100 fois pour
linhibition COX-2. Pas dinhibition de COX-1 in vivo (pas d'ulcére du tube
digestif (lié a une inhibition COX-1) ou d'effet sur les plaquettes, méme
pour des doses maximales. C'est |le cas de la derniére génération des AINS :
le firocoxib et le deracoxib.



Il. Anti-inflammatoires stéroidiens
1. Définition et mode d'action

Les anti-inflammatoires stéroidiens (corticoides, glucocorticoides)
constituent un groupe homogéne du point de vue structurel. lls sont
dérivés du cholestérol, dont la production est stimulée par 'ACTH libérée
par le lobe antérieur de I'hypophyse. lls sont caractérisés sur le plan
chimique par une structure stéroidienne, et sur le plan pharmacologique
par des propriétés anti-inflammatoires importantes.

Les corticoides se divisent en deux classes en fonction de leur origine
(1) les corticoides naturels : cortisone et hydrocortisone (cortisol) et (2)
les glucocorticoides artificiels : les dérivés de la cortisone : prédnisone
(ou deltacortisone) et les dérivés de I'hydrocortisone : déxaméthasone,,
prédnisolone, bétaméthasone, triamcinolone, fludrocortisone, etc.

Ces composés possédent des propriétés anti-inflammatoires marqueées,
qui s'expliquent par leur action stabilisante des membranes et leur action
sur la phase vasculaire et la phase cellulaire de l'inflammation. lls inhibent
aussi l'action de la phospholipase A2 qui participe a la lyse cellulaire et
participent a la prévention de la destruction tissulaire, de la libération de
mediateurs de l'inflammation. (Bertone et al., 2001; Dousson, 1998).

2. Utilisations chez le cheval

Chezle cheval, les AlS sont exploités essentiellement pour leurs actions
anti-inflammatoires et antiallergiques. lls sont couramment indiqués lors
de maladies respiratoires chroniques (maladie bronchique obstructive
chronique ou emphyséme), les affections dégénératives de l'appareil
locomoteur, certaines dermatites, le purpura hémorragique, l'inflammation
du systéme nerveux central, le traumna, les hépatites, 'anémie hémolytique
auto-immune, la thrombocytopénie auto-immune, les neoplasies, le choc
et l'inflammation ophtalmigque (Dousson, 1998 ; Ganjam, 2002)..

Les principaux AlS utilisés en médecine éguine sont la déxamethasone,
la prédnisolone et la méthylprednisoclone et la triamcinolone acétonide,
Dans les préparations pharmaceutiques destinées au cheval, ces
molécules existent seules ou en association avec des antibiotiques, des
antihistaminiques ou des diurétiques (Dousson, 1998),
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3. Effets indésirables communs des corticoides chez le cheval

- Induction de la fourbure : il semble, sur la base de certaines données
cliniques, que l'administration de corticoides prédispose le cheval a la
fourbure, mais cette constatation reste encore controverse (Cornelisse et
Robinson, 2004, Dousson, 1998).

- Action sur la structure des os du pied: en excés, les corticoides
provoquent de l'ostéoporose. lls sont a | origine de changements
dégénératifs dans |'intégrité structurale des os du pied (Ganjam, 2002).

- Risques infectieux: Les anti-inflammatoires stéroidiens entraine
une diminution de la phagocytose, de la production d'interféron et de
I'immunité cellulaire, ce qui favorise I'apparition d'infections bactériennes
secondaires liées a I'immunodépression (Bourdeau, 2003 ; Lavoie et al,
20013). A noter que l'application de pommade ophtalmigue contenant des
corticoides prédispose a l'apparition d'affections oculaires mycosiques. |l
faut également se méfier des infections survenant aprés une administration
intra-articulaire, et particulierement de 'arthrite septique. (Dousson, 1998)

- Atteinte musculo-squelettique : caractérisée par un retard de croissance
et l'apparition de kystes osseux sous-chondraux et d'une ostéochondrite
disséquante,

- Effets sur les tissus mous : En général, la corticothérapie retarde la
cicatrisation. Cet effet résulte de l'inhibition de la formation des médiateurs
del'inflammation, des fibroblastes et dela synthése ducollagéne (Cornelisse
et Robinson, 2004 ; Ganjam, 2002).

- Troubles de la reproduction : ils se traduisent par des effets abortifs,
des malformations congénitales (fentes palatines) et une diminution de la
mobilité des spermatozoides (Dousson, 1998)

- Effets métaboliques : il s'agit de la rétention hydro-sodée, souvent
accompagnée d'cedémes en parties déclives (en particulier pour les
composés naturels), perte potassique, alcalose et polyurie-polydipsie
(Dousson, 1998, Bourdeau, 2003). La diminution de l'utilisation du glucose
par les tissus périphériques provoque une hyperglycémie périphérique
connu par le phénoméne d'insulino-résistance périphérique (Ganjam et
al., 2002).



lll. Problématique de contréle antidopage

Quel que soit le texte réglementaire définissant les modalités
du dopage, l'esprit du principe reste le méme : un cheval doit étre
capable de gagner une compétition par ses propres performances
sans recours a des moyens artificiels pour améliorer ses performances
ou masquer une maladie. Or, les techniques analytiques actuelles sont
tellement sophistiquées et leur sensibilité est capable de détecter des
substances endogénes et des concentrations résiduelles infiniment
petites de médicaments administrés aussi bien longtemps au cheval. Par
conséquent, le « zéro» devient de plus en plus petit et la tolérance zéro
est impossible a garantir.

1. Notion, de substances interdites, prohibées et de substances a seuil

Actuellement les autorités hippiques classent les substances
dopantes chez les chevaux de compétition en trois catégories principales:
les substances interdites, les substances prohibées et les contaminants
alimentaires.

- Substances interdites : substances considérées comme des dopants
majeurs (stéroides anabolisants, facteurs de croissance, substances
agissant sur l'érythropoiése, transporteurs d'oxygéne synthétiques, les
manipulations sanguines, etc) et, de ce fait, elles ne doivent jamais étre
retrouveées chez les chevaux (Bruyas, 2013).

- Contaminants alimentaires : l'alimentation du cheval est un sujet
complexe, parfois difficile a standardiser ou a maitriser. Ces contaminations
peuvent étre soit volontaires, par ajout de produits appétents comme les
extraits de cacao, soit involontaire, issues de plantes parasites du fourrage
comme, le pavot, le datura, etc. (Bonnaire, 2013).

- Substances prohibées : sont celles dont I'administration aux chevaux
de course ou de sport est tolérée dans le cadre d'un traitement prescrit
par un vétérinaire lorsque l'état de santé du cheval le justifie. Toutefois
ces substances ne doivent pas étre administrées a un cheval dés lors qu'il
participe a une compétition. Il s'agit, en effet, de toute les substances
utilises @ des fins thérapeutique, a l'exception des antibiotiques, des
antiparasitaires et des vaccins (Bruyas, 2013).
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Ainsi les anti-inflammatoires appartient donc a cette derniére
catégorie. Pour faire la différence entre une utilisation thérapeutique
légitime et des traitements récents visant & camoufler des douleurs
dues a des boiteries ou coliques récentes, on instaure alors la notion de
substances a seuil. Ainsi, en matiére de contréle antidopage, la déclaration
de la positivité aux anti-inflammatoires ne peut se faire qu'une fois leurs
concentrations sanguines ou urinaires dépasse une teneur définie comme
« pharmaco-logiquement active «. Dans ces cas ; le laboratoire doit fournir
des résultats complémentaires de quantification, ce qui rend le contrdle
des anti-inflammatoires plus long et onéreux.

2. Probléme de métabolites

Une fois administrés aux chevaux, une grande partie des médicaments
s'élimine dans les urines sous forme de métabolites. Le probléeme se
complique davantage par le fait que certains médicaments, dont certains
anti-inflammmatoires (phénylbutazone, nabumétone, etc) donnent
naissance a des métabolites pharmacologiquement actifs, voire plus actifs
que les médicaments parentaux. Sila plupart de ces métabolites peuvent
étre détectés par la technique d’hydrolyse enzymatique, certains, comme
le naburnétone dont les métabolites n'existent pas comme standards,
leur confirmation impose une expérimentation animale. Elle consiste en
I'administration de médicament en question a un cheval et ensuite recueillir
ses urines pour étre utilisées comme standard de référence pour 'analyse
de confirmation. Ainsi, le contrdle antidopage de cas d'anti-inflarnmatoires
est trés onéreux et nécessite plus de temps avant déclaration.

3. Fréquence de détection

Partout dans le monde, les anti-inflammatoires sont relativement
les plus déclarés en matiére de dopage. Ceci sexplique par l'utilisation
fréquente de ces médicaments contre les boiteries, les douleurs musculo-
squelettiques et les coliques.

Au Maroc. Durant les quinze derniéres années, le taux de positivité
global chez les chevaux de couses varié de 0.27% a 1.56%. Ces taux sont a
la fois insuffisants et élevés, En effet, ils peuvent paraitre insuffisants, du fait
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gue les méthodes d'analyse effectuées au laboratoire ne couvrent pas la
totalité des agents dopants. En revanche, ces taux restent trés élevés parce
gu'en France et en Angleterre, pays a grande tradition hippique, le taux de
pasitivité n'est que 0.1%.

De 2000 a 2015, 340 cas de dopage ont été détectés et déclarés. Parmi
ceux-ci, 239 correspondent aux anti-inflammatoires, soit 75 % des cas
(figure 2).
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Figure 2 : Répartition des classes de molécules dopantes détectées chez les chevaux de
courses au Maroc depuis 2000 (Najmi, 2016).

Parmi, les anti-inflammatoires, les molécules les plus souvent décelées
sont la phénylbutazone et l'oxyphénylbutazone, suivies de la flunixine la
dipyrone, le kétoproféne le diclofénac, le nabumétone, bétaméthasone, la
dexaméthasone , I'hydrochlothiazide etc. {figure 3)
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Figure 3 : Distribution en % des molécules anti-inflammatoires durant 15 ans chez les
chevaux de courses au Maroc (Najmi, 2016).

Durant ces 5 derniéres années, on note |'apparition de nouvelles
molécules dopantes comme [libuproféne, le naproxéne, |acide
tolfénamigue, la nikethamide, I'alminoproféne et l'acide flufénamique.
Cela peut étre di a la tentation d&chapper au contrdle anti-dopage par
I'introduction de nouvelles molécules puisque les molécules classique sont
couramment détectées (Najmi, 2016).

IV. Conclusion

Les médicaments anti-inflammatoire est une classe thérapeutique
fréequemment utilisée chez le cheval pour leur propriété anti-inflammatoire,
analgésique et antipyrétigue. Utilisées de maniére inconsidérée ces
substances peuvent étre a l'origine de toxicité et d'effets indésirables se
traduisant par des atteintes gastriques et rénales et par des perturbations
métaboliques et immunitaires. Etant considérées comme substances
prohibées, l'utilisation des anti-inflammatoires chez les chevaux de
compétition pose le probléme en matiére de contrile antidopage.
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Résumeé

La douleur de la région palmaire du pied est un signe clinique
commun d'un ensemble de pathologies, tel que l'ostéoarthrite/synovite
de l'articulation interphalangienne distale, la tendinopathie du tendon
fléchisseur profond du doigt (TFPD), la maladie dégénérative de |'os

naviculaire ou la bursite naviculaire. On utilise comme moyens
de diagnostic l'anesthésie digitaledistale, 'anesthésie intra-articulaire
de l'articulation interphalangienne distale, |'anesthésie de labourse
naviculaire ainsi que les différentes modalités dimagerie (la radiographie,
I'échographie et I''RM).

Le diagnostic et le traitement de la maladie dégénérative de l'os
naviculaire chez le cheval nécessitent souvent linjection de la bourse
naviculaire, Différentes techniques ont été utilisées pour la réalisation de
cette injection. Parmi les cing méthodes décrites, seulement une technique
existe utilisant une approche latérale.

Soixante membres antérieurs cadavériques de 30 chevaux, euthanasiés
pour une raison autre qu'un probléme de boiterie, ont été utilisés. Les
membres ont été positionnés en flexion dans un Hickman bloc. La face
palmaire et latérale de la région du paturon a été tondue, rasée, lavée et
rincée avec de |'alcool pour dégraisser la peau.



Une sonde microconvexe dotée d'une fréquence entre 5-8 mhz a été
utilisée. La sonde a été placée axialement au cartilage ungulaire latéral
avec le pointage du faisceau central visé dans une direction dorsale, Sous
écho-guidage et en temps réel, un produit de contraste a été injecté dans
la bourse naviculaire ainsi gqu'un colorant pour étudier le trajet de l'aiguille
lors de la dissection plus tard.

Le produit de contraste était présent uniquement dans la bourse
naviculaire dans(83.3%) des membres alors qu'il a &té visualisé au sein de
la bourse naviculaire et de l'articulation interphalangienne distale chez
(6.6%) des membres. Dans (3,3%) des membres, ['agent de contraste a été
identifié uniquement dans l'articulation interphalangienne distale alors
qu'il a éte trouvé dans les tissus mous périphériques a la bourse dans (1,6%)
des membres.

Les résultats de notre étude montrent que cette technique peut étre
utilisée comme moyen de diagnostic lors d'un examen de boiterie ou lors
du traitement d'un syndrome naviculaire tout en préservant le TFPD.

Introduction:

La douleur de la région palmaire du pied est un signe clinique
commun d'un ensemble de pathologies, tellles que l'ostecarthrite/
synovite de l'articulation interphalangienne distale, la tendinopathie
du tendon fléchisseur profond du doigt (TFPD), la maladie dégénérative
de l'os naviculaire ou la boursite naviculaire. On utilise comme moyens
de diagnostic I'anesthésie digitale distale, I'anesthésie intra-articulaire
de larticulation interphalangienne distale, |'anesthésie de la bourse
naviculaire ainsi que les différentes modalités dimagerie (la radiographie,
I'tchographie et I'IRM).

Le diagnostic et le traitement de la maladie dégénérative de l'os
naviculaire chez le cheval nécessitent souvent linjection de la bourse
naviculaire. Différentes technigques ont &té utilisées pour la réalisation de
cette injection. Parmi les cing méthodes décrites, seule une technigue
existe utilisant une approche latérale sous contréle radiographique. Le
but de notre étude est de décrire les repéres anatomiques et d'évaluer la



faisabilité d'une approche latérale de la bourse naviculaire sous guidage
échographique axialement au cartilage ungulaire sans pénétration du
TFPD.

Matériels et méthodes:

Soixante membres antérieurs cadavériques de 30 chevaux, euthanasies
pour une raison autre gqu'un probléme de boiterie, ont été utilisés. Les
membres ont &té positionnés en flexion dans un Hickman bloc. La face
palmaire et latérale de la région du paturon a été tondue, rasée, lavée et
rincée avec de l'alcool pour dégraisser la peau. Un gel de contact a été
appliqué pour I'échographie de la région, puis une sonde microconvexe
dotée d'une fréguence entre 5-8 mhz (Hitachi ™Alokaprosound) a été
utilisée. La sonde aété placée axialement au cartilage ungulaire latéral avec
le pointage du faisceau central visé dans une direction dorsale. Le lobe
latéral du TFPD, les ligaments collatéraux sésamoidiens latéraux, la face
latéro-palmaire de l'os naviculaire, les phalanges distale et intermédiaire
ont été visualisés,

En amont du cartilage ungulaire latéral, une aiguille spinale (75 mm
de longueur et de calibre 20G) a été insérée distalement a un angle de 45°
par rapport a la sole, entre le bord latéral du TFPD et de I'os naviculaire en
regard de la bourse naviculaire. Sous écho-guidage et en temps réel, un
produit de contraste (1,5 ml de Telebrix® ™) a été injecté dans la bourse
naviculaire, Puis l'aiguille a été lentement retirée et 0,5 ml du colorant
bleu de méthyléne (MB) injecté pour étudier le trajet de l'aiguille lors de la
dissection plus tard. Une radiographie latéro-médial du pied a été réalisée
pour évaluer la réussite de linjection et voir si le produit de contraste
€tait présent uniquement dans la bourse ou également dans l'articulation
(DIP) et/ ou la gaine digitale du TFPD. Le ternps necessaire pour effectuer
linjection et le nombre de tentatives pour chague injection ont été
enreqistrés,

La dissection des membres nous a permis dévaluer le trajet de l'aiguille
(en suivant le colorant) et de réaliser des coupes transversales en tranche
de 2 mm au sein du TFPD pour évaluer si le tendon avait été percé lors des
injections (présence du colorant dans les coupes).
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Resultats:

Le produit de contraste était présent uniquement dans la bourse
naviculairedans 53/60  (83.3%) des membres alors quil a été visualisé au
sein de la bourse naviculaire et de l'articulation interphalangienne distale
chez 4/60 (6.6%) des membres. La présence d'une radio-opacification
franche des deux structures suggére que linjection a été a la fois au
niveau dans l'articulation interphalangienne distale et la bourse. Dans
2/60 (3,3%) des membres, 'agent de contraste a été identifié uniquement
dans l'articulation interphalangienne distale alors qu'il a été trouvé dans
les tissus mous périphérigues a la bourse dans 1/ 60 (1,6%) des membres.
Par contre, le produit de contraste n'a jamais été détecté au sein de la gaine
digitale du TFPD.

On a aussi observe chez 5/60 (8,3%) des membres, une légére trace de
radio-opacité dans l'articulation interphalangienne distale, ce qui suggére
une éventuelle diffusion du produit de contraste dans cette articulation &
partir de la bourse naviculaire.

La durée moyenne entre le placement de la sonde et l'injection était
de 147,63 secondes (+/- 61 secs), en utilisant en moyenne 1,38 (+ /- 0,8)
tentatives par membre pour corriger le placement de l'aiguille.

Discussion:

Léchographie a permis de visualiser la direction de l'aiguille en suivant
la pointe de laiguille en temps réel vers le récessus latéral de la bourse
naviculaire tout en évitant la pénétration du TFPD.

La visualisation de la pointe de |aiguille est un élément essentiel
pour injecter le produit de contraste dans la NB. Pourtant, la présence
simultanée de produit de contraste dans l'articulation interphalangienne
distale et dans la bourse naviculaire peut étre due a l'injection des deux
structures simultanément. Selon Daniel et al. (2015), le risque d'une
ponction de l'articulation interphalangienne distale était 12 fois plus éleve
si cette derniére était distendue. Alors que la présence de quelques traces
de produit de contraste au sein des deux structures (observées chez 5/60
membres) peut suggérer un mécanisme différent de communication,
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tel que la diffusion entre les deux cavités synoviales (). Schumacher et
al.2003 et JM Manfredi et al. 2012) ou une faible communication suite au
repositionnement de l'aiguille a partir du récessus palmaire de I"articulation
interphalangienne vers la bourse naviculaire.

Les résultats de notre étude montrent gue cette technique peut étre
utilisée comme moyen de diagnostic lors d'un examen de boiterie ou lors
du traitement d'un syndrome naviculaire tout en préservant le TFPD. La
deuxiéme partie de cette étude est réalisée sur des chevaux vivants et va
garantir la faisabilité de cette technique dans un contexte clinique,
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Resume

Au Maroc, les équidés sont en permanence exposés aux infestations par
des vers gastro-intestinaux. Les traiterents instaurés par les propriétaires
ne correspondent pas souvent aux périodes adéguates et ne ciblent pas
parfois les populations dominantes. Trés souvent 'anthelminthique utilisé
n'est efficace que sur une partie de |la faune helminthique, épargnant ainsi
d’autres parasites notamment les Gastérophiles

Lestomac du cheval est le site de développement de nématodes
(Habronema spp. et Trichostrongylus axel) et des larves de Gastérophiles
(G. intestinalis, G. haemorrhoidalis, G. inermis, G. percorum). Au niveau de
I'estomac, les larves de Gastérophiles attachées a la muqueuse par leurs
crochets provogquent une inflammation et des ulcéres, Au niveau pylorique,
les larves présentes en grand nombre peuvent causer une interférence avec
le transit digestif et &tre a 'origine de coliques, d'une baisse de 'appétit
et d'un mauvais état général. Des études épidémiologiques réalisées au
Maroc ont montré que le nombre de larves présentes dans l'estomac du
cheval peut atteindre plusieurs dizaines. Les ulcéres causés par les larves
de Gastérophiles peuvent siinfecter et provoquer une perforation de
l'estomac et une péritonite.

Les habronémes présents dans l'estormac peuvent causer une gastrite
chronique. Parmi celles-ci, Draschia megastoma entraine la formation de
lésions tumorales qui se situent surtout dans la région glandulaire de
l'estornac et dont la taille peut atteindre 50 mm de diamétre. Ces |ésions
tumorales sont percées de pertuis qui laisse échapper du caséum. Ces



modules sont situés le plus souvent au voisinage du pylore, entrainant ainsi
une perturbation du transit digestif et des coliques. D'autres complications
peuvent étre observeées, notamment une gastrite suppurée a la suite d'une
complication bactérienne, ainsi qu'une perforation gastrique. Dans le
cas de Habronema muscae, une hypersécrétion du mucus est observée
associée |e plus souvent a des lésions hémorragiques. Les lésions dues a H.
microstoma sont identiques a celles d'H. musca auxquelles s'ajoutent des
ulcéres stormacales.

Bien que les signes cliniques ne soient pas toujours évidents, les
perturbations des paramétres digestifs et les complications qui peuvent
survenir lors d’'un parasitisme de I'estomac rendent le traitement préventif
nécessaire en vue de diminuer les risques d'ulcéres chez le cheval. Les
traitements ne peuvent atteindre l'objectif escompté gque sfls sont baseés
sur des études épidémiologiques propres a chagque région. Le choix de
I'antiparasitaire doit tenir compte du spectre d'activiteé de la maolécule et de
la nécessité d'alterner les familles d'anthelminthique pour réduire le risque
développement de résistance.

Introduction

Le cheval a toujours occupé une place importante dans I'histoire et
la culture marocaines. Son role socio-économigue s'est ancré dans notre
société par son usage dans les travaux agricoles, le transport, les loisirs,
et les activités sportives. Les performances du cheval représentent un des
principaux critéres de choix de la race. Néanmoins, le parasitisme par ses
effets pathogénes directs et indirects peut limiter les capacités physiques
du cheval et le rendre vulnérable a de nombreuses maladies. C'est la raison
pour laquelle, les éleveurs ont recours aux traitements réguliers du cheval,
sans prendre en considération les problémes inhérents a l'utilisation
abusive de certaines molécules et les données épidémiologiques.

Il est bien établi que le cheval quel que soit son systéme d'élevage
et son usage, est exposé en permanence aux infections et infestations
parasitaires. Contrairement a ce qu'on peut croire, I'utilisation fréquente et
anarchique des anthelminthiques ne met pas le cheval totalement a I'abri
des infections parasitaires, mais par contre contribue inéluctablement a
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I'apparition de souches de parasites résistantes a ces certaines molécules,
La résistance aux anthelminthiques chez le cheval a été signalée depuis
plusieurs années dans nombreux pays, et au Maroc au cours des derniéres
décades. Actuellement, le probléme de résistance reste préoccupant,
principalement pour lesraisons suivantes: larésistance toucheactuellement
plusieurs familles d'anthelminthiques, et le nombre de molécules qui
restent a la disposition du vétérinaire est a présent limité, d'autant plus que
le développement de nouvelles formulations nécessite plusieurs années
de recherche. Face a ce dilemme, le vétérinaire doit veiller a limiter le risque
de développement de résistance, et lutter d'une maniére efficace contre
les parasites. Ce défi ne peut étre relevé qu'avec une utilisation raisonnée
des antiparasitaires en tenant compte a la fois du spectre d'activité des
molécules et de la période adéquate pour traiter contre les parasites, en
gardant toujours a l'esprit la nécessité d'alterner les familles pour réduire le
risque de résistance.

La présence et le développement des nématodes et des Gastérophiles
dans lestomac du cheval, causent de nombreuses perturbations
physiopathologiques au niveau local et général. Le degré de gravité des
lésions varie en fonction de l'espéce parasite et des facteurs inhérents au
mode de vie de I'animal et a son environnernent. Les lésions qui, au départ,
sont de simples érosions de la mugqueuse peuvent évoluer en ulcéres et
avoir des Issues négatives. La perforation des ces ulcéres dans la cavité
abdominale peut entrainer une péritonite infectieuse et la mort rapide de
I‘animal.

Rappel des principaux parasites du tractus digestif du cheval

Les principaux parasites du tractus digestif des équidés sont
représentés parles Helminthes et les larves de Gastérophiles. Le parasitisme
latent et souvent occulte, correspond a la présence d'une charge parasitaire
modérée susceptible de basculer lors de la rupture de |'équilibre héote-
Parasite vers un état pathologique. Le cheval, quel que soit son dge ou
son mode de vie, est exposé en permanence au risque diinfection et
d'infestation parasitaires. Les études épidémiologigues réalisées dans
différentes régions du Maroc ont permis de déterminer la faune parasitaire
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des équidés, Ces études ont montré que celle-ci est trés riche et variée
et qu'en 'absence de traitements antiparasitaires réguliers, I'animal peut
héberger des charges parasitaires trés élevée, qui peuvent réduire ses
performance au travail et I'exposer au risque de maladies graves (coliques,
rupture d'anévrisme, ulcéres, obstructions intestinales,...).

Le tableau 1 regroupe les espéces de principales parasites rencontrées
dans le tractus digestif des équidés au Maroc.

Tableau 1. Principaux helminthes et gastérophiles parasites du tractus digestif du cheval

Fréquence Effets

CiEsna PRISSIS au Maroc  pathogénes

Desophage | Gongylonema pufchum + -
Estomac Habronema muscoe ++ +
H. majus (H. microstoma) +H+ +

Droshio megastoma + +++
Trichostrongylus axel +hb I+
Gasterophiius [ntestinalis, 4 +
G.haoemaorroidalis, G. inermis + +
G. nasalls, G. pecorum + +
Intestin gréle | Gosterophilus nosalis, + +
G. haemorroidalls, G. pecorum + ¥

Porascoris equorum ++ 4+
Strongyloides westeri + +

Anoplocephalo perfoliata + +++

Gros intestin | Anoplocephala pefoliata + +4+
Oxyuris equi 44 +

Strongylus vuigaris ++ +++
5. edentates, 5. equinus ++ +
Cyathostominae & Trichoneminae b +
Gasterophilus heemarroidalis, G. pecorum + +

+++ : @levé, ++ : modéré, + : faible

Notions sur la physiopathologie des infections parasitaires de
l'estomac

Chez le cheval, l'estomac a une capacité volumigue de 8 a 15 litres et
représente 7% du volume total du tube digestif. Les aliments y séjournent
2 a 8 heures en fonction de leur taille et leur composition. Malgré une
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vidange continue, I'estomac reste le principal organe de prédigestion
des protéines. La production d'acide chlorhydrique par la zone fundique
détermine l'activité de la pepsine, enzyme nécessaire a la digestion des
protéines.

Le parasite, lors de son développement intra-muqueux provogue |a
destruction des cellules pariétales et des fuites plasmatiques. Lirritation de
la mugqueuse digestive provogue également une altération de la motricité,
d'ou une accélération du transit digestif. La destruction des cellules
pariétales, responsables de la production d'HCl a pour conséquence, une
augmentation du pH d'ol une baisse de l'efficacité de la pepsine et une
reduction deladigestiondes protéines. Le parasitisme provogue également
une stimulation de la production d'ions HCO3 qui lorsguils sont associés
aux ions H+ causent une hyperproduction d'eau dans l'estomac. Sur le plan
clinique, ces perturbations peuvent se manifester par des coliques et/ou
des diarrhées. Par ailleurs, les toxines excrétées par le parasite provoquent
une baisse de l'appétit et une perturbation de la motricité du tube
digestif. Il a é&té démontré aussi que l'augmentation du pH dans l'estomac
peut favoriser e développement d'une flore bactérienne qui peut &tre a
Forigine d’'une surinfection des lésions causées par le parasite, notamment
les érosions et ulcéres causés par le parasite,

Les parasites de l'estomac du cheval ;

Les parasites rencontrés dans l'estomac du cheval sont représentes
principalerment par des nématodes et des larves de Gastérophiles :

Les nématodes :

— Habronema musca, Habronema microstoma (Habronema majus) et
Habronema megastoma (Draschia megastoma),

— Trichostrongylus axei

Les Gastérophiles: Gasterophilus nasalis, Gasterophilus intestinalis.
Gasterophilus haemorroidalis, Gasterophilus inermis et Gasterophilus
pecorum.
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Ces parasites au cours de leur développement dans l'estomac causent
des lésions au niveau de la muqueuse. Ces derniéres peuvent rester limitées
a la muqueuse ou parfois toucher les couches profondes de la paroi de
I'estornac, ce qui peut avoir des conséquences fatales chez le cheval.

|. Les Habronémoses digestives

L'Habronémose est due a la présence et au développement au niveau
de l'estornac du cheval de plusieurs espéces de nématodes, Habronema
muscae, Habronema microstoma (ou H. majus) et Habronema megastoma
(ou Draschia megastoma). Au Maroc, la présence d’habronémes adultes
au niveau stomacal a été révélée chez plus 90% des équidés, Du fait que
sa transmission nécessite I'intervention de mouches hétes intermeédiaires,
cette infection est fréquente dans les élevages ol les conditions favorisent
I'abondance des mouches. Il s'agit de mouches de la famille des muscidés
dont l'espece dépend de l'espére d’'Habronémes. Ainsi Musca domestica
joue le rble d’héte intermédiaire pour H. muscae et Draschia, et Stomxys
cacitrans pour H. majus. Aprés leur élimination avec les matiéres fécales,
les ceufs d’'Habronémes libérent des larves qui seront ensuite ingérées par
les asitcots de mouches. Les larves grace a leur mobilité traversent la paroi
digestive de |'asticot et parviennent au niveau des tubes de malpighi chez
D. megastoma ou le tissu adipeux pour H. muscae et H. majus. Au cours
des mues successives de |'asticot au stade « pupe » et au stade « mouche
adulte » ensuite, les larves L3 d'Habronémes migrent au niveau du labium
ou ils acquiérent leur pouvoir infectant.

Les mouches adultes déposent les larves infectantes (L3) au niveau
des lévres du cheval. Ces larves parviennent dans la cavité buccale puis
l'estomac du cheval ol elles entament leur développement. La période
séparant l'ingestion des larves et I'apparition des ceufs des habronémes
adultes est en moyenne 2 mois.

Les habronémoses cutanées (plaies d'été), conjonctivales et
pulmonaires sont les conséquences de dépdt des larves d'Habronémes au
niveau des plaies cutanées, les yeux et les paupiéres ou les narines.
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Conséquences pathologiques

Les vers adultes d'Habronema megastoma se développement au
niveau de la sous-muqueuse du cul-de-sac droit de l'estomac, alors que
H. musca et H. microstoma évoluent a la surface ou parfois a l'intérieur de
la sous-mugqueuse. Leur présence en grand nombre peut s'accompagner
d'une gastrite chronique, une anorexie intermittente et un amaigrissement
progressif. Linfection par Habronema muscae est associée, le plus souvent,
a une gastrite catarrhale chronique parfois hémorragique. Les lésions
dues a H. majus sont identiques a celles de H. muscae auxquelles viennent
s'ajouter des ulcéres gastriques. Contrairement aux autres Habronémes,
Draschia megastoma provoque la formation de lésions tumorales au niveau
de la région glandulaire de l'estormac. Ces nodules peuvent atteindre 50
mm de diamétre et sont percés d'un pertuis laissant é&chapper un caséum.
Leur présence au voisinage du pylore peut géner le transit d'aliments vers
I'intestin, et provoquer des coliques. Il arrive trés souvent qu'une gastrite
suppurée associée a des complications bactériennes, et favorisée par une
augmentation du pH provoque une perforation gastrique et une péritonite.

Particularités épidémiologiques

Lhabronémose peut atteindre les équidés quel que soit leur age ou
leur sexe. Linfection des chevaux semble avoir lieu pendant les saisons ou
les populations de mouches sont particuliérement abondantes (de Juin
a Septembre), ce qui se traduit par une forte densité de vers adultes de
Janvier a mai.

Au Maroc, Ce sont les espéces H. muscae et H. majus qui prédominent.
Le taux d'infection des équidés peut atteindre 96% dans certaines régions
du Maroc et ol H. muscae est l'espére dominante.

Il. Les infections par Trichostrongylus axei

Les nématodes parasites du tractus digestif occupent une place
particuliérernent importante en pathologie digestive des équidés. Les
équidés, vivant dans les pdturages sont exposés a de multiples infection
et souvent polyparasités avec une faune helminthique riche et variée.
Trichostrongylus axei est un nématode cosmopolite, trés fréquent chez les
anes et les chevaux qui vivent en promiscuité avec les ruminants.
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Un cheval parasité contamine les paturages par I'émission dans
ses féces de milliers d'ceufs de nématodes. Aprés une courte période
d'incubation, les ceufs libérent les larves de premier stade (L1), qui évoluent
en larves L2, puis en larves infectante L3. Le développement des larves et
leur survie dépend étroitement des conditions qui prévalent dans leur
environnement, notarsmment la température et 'humidité. Les larves L3
ingérées avec I'herbe au paturage, lorsqu'elles parviennent au niveau de
I'estomac, pénétrent dans la mugqueuse et se transforment successivement
en larves L4 et L5. Celles-ci quittent la mugqueuse et complétent leur
développement en stade adulte dans la lumiére stomacale. La période
entre l'ingestion des larves et la présence des ceufs dans les féces est en
moyenne de 3 semaines.

Conséquences pathologiques

Les larves de T. axei au cours de leur développement au niveau de la
mugqueuse stomacale sont capables de provoquer d'importantes érosions
de la muqueuse de l'estomac. A I'état adulte, ces nématodes provoquent
des perturbations physiopathologiques qui ont été détaillées plus haut.

Les animaux massivement parasités manifestent des signes cliniques
dominés par une gastroentérite associée a des coliques et a des diarrhées
incoercibles, auxquelles s’joutent parfois I'anémie, I'amaigrissement et la
paresse au travail.

Particularités épidémiologiques

Linfection des équidés est conditionnée par l'existence d'une source
de contamination et de l'existence de conditions de milieu favorable au
développement des formes libres dans les paturages.

Ce sont les équidés infectés par les nématodes qui représentent
la principale source de contamination des paturages, en éliminant
régulierement de grandes quantités d'ceufs de parasites qui évolueront
en larves infectantes. Par ailleurs, la promiscuité des ruminants et des
equidés sur les mémes paturages peut étre a l'origine d'infections croisées
par Trichostrongylus axei, un nématode parasite trés fréquent chez les
ruminants. Les asins représentent également une source profuse de
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parasites pour les chevaux, mais la transmission entre chevaux n'est pas
non plus négligeable.

Les équidés sont réceptifs aux infections par T. axei quel que soit leur
age ou leur sexe. Néanmoins, les chevaux agés acquiérent une certaine
immunité, ce qui les rend moins infectés que les jeunes. De nombreux
facteurs tels que la gestation, le déséquilibre et l'insuffisance alimentaire,
pourrait augmenter la réceptivité des équidés aux infections par les
strongles digestifs

Ill. Les Gastérophiloses

Cesontdes myiases digestives dues a la présence et au développement
dans les différentes parties du tractus digestif des équidés (Estomac,
duodénum, rectum), de larves de diptéres du genre Gasterophilus. Les
chevaux, anes et mulets, sont les hotes naturels des larves de Gastérophiles.
Bien que trés répandues chez les chevaux, ces parasitoses ont, en général,
un impact médical et économique faible, sauf dans des circonstances
particuliéres.

Les princiaples espéces qui parasitent le cheval sont : Gasterophilus
intestinalis, G. nasalis, G. inermis, G. pecorum et G. haemorrhoidalis. Parmi
ces 5 especes, seules les deux premiéres sont considérées comme étant les
plus fréquentes et les plus répandues dans le monde.

Les mouches Gastérophiles sont des diptéres qui ne se nourrissent pas
et dont la vie (3 semaines) est vouée entiérement a la reproduction. Les
mouches sont actives dans les paturages, voltigeant autour des chevaux,
avant leur ponte. Les chevaux maintenus aux écuries sont, en général, a
I'abri des mouches de Gastérophiles.

La mouche femelle pond plusieurs centaines d'oeufs sur les poils du
cheval. Les ceufs de couleur jaune claire mesurent entre 1 et 2 mm. Selon
I'espéce de gastérophile, le lieu de ponte est spécifique pourchaque espéce,
Les ceufs de G. intestinalis sont pondus au niveau des pattes antérieures,
et des épaules. Par contre les mouches, G. nasalis, G haemorrhoidalis et G.
inermis pondent leurs ceufs respectivement au niveau de la région inter-
mandibulaire, autour des |évres et sur les joues. Une seule exception est
celle de la mouche G. pecorum qui pond ses ceufs sur les végétaux.
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Leslarves,aprésleuréclosiondesceufs, poursuiventleurdéveloppement
dans la cavité buccale. Deux cas de figures se présentent, les larves se
libérent de l'ceuf spontanément au bout de 5 jours ou sont stimulées par la
température buccale et |e frottement labial. Les larves parviennent ainsi a
la muqueuse buccale soit par migration sous-épidérmique, ce qui est le cas
de G. inermis, G. nasalis et G. haemorrhoidalis, ou par léchage dans le cas de
G. intestinalis. Les ceufs contenant les larves de G. pecorum sont, par contre,
ingérés avec 'herbe sur lequel les mouches de cette espéce y avaient déja
pondu.

Dans la cavité buccale, les larves L1 penétrent dans la mugqueuse et
évoluent en L2 au bout de plusieurs semaines avant de passer a travers le
pharynx et I'cesophage vers l'estomac pour continuer leur développement
dans la partie du tractus digestif spécifique a l'espéce. Les larves L1 de G.
pecorum et de G. inermis ont la particularité de migrer a travers la muqueuse
cesophagienne avant d'arriver a I'estomac.

Les localisations préférentielles des espéces de gastérophiles ;

» Gasterophilus intestinalis: le sac gauche de [|estomac et
exceptionnellernent dans les zones pyloriques et fundigues.

» Gasterophilus nasalis : la région duodéno-pylorique

o Gasterophilus haemorrhoidalis: l'cesophage, l'estomac, le
duodénum, mais plus fréquemment le rectum

e Gasterophilus inermis : la zone fundique de l'estomac, I'cesophage,
le pharynx et rarement le rectum

e Gasterophilus percorum: l'estomac, le duodénum, lintestin, le
rectum, et parfois au niveau du pharynx

Les larves L2 aprés un séjour de 10 a 12 mois se développent en L3 et
se détachent de la muqueuse du tractus digestif (TD) pour étre éliminées
avec les féces. Durant leur séjour dans le TD, les larves se nourrissent de
débris ou d'exsudats stomacaux et ne sont que rarement hématophages.

Dans les le milieu extérieur, les larves pénétrent dans le sol et se
transforment en pupes qui donneront chacune une mouche adulte au
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bout de 3 a 5 semaines en été, Cette pupaison peut durer jusqu'a 3 mois si
le climat n'est pas favorable.

Conséquences pathologiques

Le cheval est souvent perturbé par les mouches voltigeant autour de
lui pour pondre. Cette nuisance est particuliérement dérangeante lorsqu'il
s'agit des espéces qui pondent autour de la téte.

Les larves L1 au cours de leur migration sous la peau causent une
myiase cutanee rampante. C'est une dermatite des joues, caractérisée par
la présence des sillons dépilés et érythémateux, sur le trajet de la larve et
convergeant vers la commissure labiale. Cette dermatite causée surtout
par G. inermis peut passer parfois inapercue lorsqu’il s'agit de quelques
larves et que les infestations sont espacées dans le temps.

Le développement des larves dans la cavité buccale peut causer une
stomatite, avec des ulcérations de la gencive et de la langue. Ces lésions
rares et parfois difficiles a diagnostiquer sur le plan clinique.

Au niveau de l'estomac, on observe une inflammation de la mugqueuse
stomacale et la présence d'ulcéres avec hyperplasie des bords (contour)
due a l'irritation causée par les crochets et les épines cuticulaires des larves
fixées sur la paroi de l'estomac.

Dans la région pylorique, les larves présentes en grand nombre
peuvent causer des troubles de vidange gastrique et duodénale, et qui se
traduisent sur le plan clinique par des coliques intermittentes, une baisse
de l'appétit, et un mauvais état général. Lors d’infestation massive, le
nombre de larves présentes dans l'estomac peut atteindre 100 dindividus.
Gasterophilus haemorrhoidalis peut provoquer également une irritation de
la muqueuse rectale et une géne de la défécation. Bien que les larves ne
soient que rarement hématophages, un risque d'altération de lI'état général
causé par spoliation sanguine peut étre observé lors d'infestation massive
par G. intestinalis qui parasite l'estomac.

Les lésions causées par les larves peuvent dans certaines circonstances
provoquer des complications graves avec une perforation de I'estomac ou
de lintestin. De méme des accidents respiratoires peuvent survenir par
obstruction du pharynx dans le cas d'infestation massive par G. pecorum.



En général lorsque les infestations sont modérées, le cheval les tolére
bien et les symptomes sont parfois frustes ou méme absents.

Particularités épidémiologiques

Toutes espéces confondues, les mouches sont actives depuis fin
printemps jusquen début d'automne. Mais, I'été reste la période d'activité
maximale de la mouche qui peut effectuer des pontes de facon répétée sur
les animaux.

L'incubation des ceufs déposés sur les poils ne dépasse pas 5 jours
lorsque la température extérieure est d'environ 30 °C, ce qui explique le
pic dlinfection en été. Par contre lorsque la température est en dessous de
5°C, les larves L1 de Gastérophiles peuvent persister dans leur enveloppe
plusieurs semaines.

'dge ne parait pas étre un facteur déterminant de l'infestation. Les
équidés quel que soit leur dge sont receptifs aux infestations. Il a été
démontré que le nombre de larves de Gastérophiles diminuent avec I'age. ||
semblerait que I'immunité acquise vis-a-vis de ces larves serait responsable
de l'inhibition du développement des larves L2 et de leur enkystement
dans la muqueuse.

Par ailleurs, la couleur de la robe semble n'avoir aucune influence
sur le degré d'infestation par les larves de Gastérophiles. Toutefois, des
observations ont montré que les chevaux a robe foncée sont souvent
plus infestés que ceux a robe claire. Il est évident que linfestation est
particuliérernent élevee chez les équidés qui sortent sur les paturages que
ceux qui restent dans les écuries.

Conclusion

Il bien évident que le parasitisme pése lourdement sur la santé et
les performances des équidés. Le parasite par son action direct cause
d'énormes perturbations in situ et a d'autres fonctions de l'organisme.
Par ailleurs, les traumatismes infligés lors du développement des formes
larvaires peuvent évoluer vers des lésions irréversibles et conduire parfois
a la mort du cheval. Ceci rappelle la nécessité d'instaurer des traitements
préventifs pour réduire les risques des conséquences pathologiques
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des infections parasitaires. Les traitements antiparasitaires doivent étre
instaurés sur la base des données épidémiologiques de chague région et
du mode d'utilisation des chevaux. La stratégie de lutte doit tenir compte
du choix approprié des molécules et de la nécessité d'alterner les familles
d'anthelminthique pour réduire le risque développement de résistance.

Les bonnes pratigues d'une stratégie de lutte contre des maladies

parasitaires chez le cheval se résument en quelgues mesures :

.
I.

i,

vi.

Le traitement préventif doit étre réalisé selon un programme
annuel établi sur la base des données épidémiologique propres a

la région,

Le choix de I'antiparasitaire doit étre fait sur la base du spectre
d'activité de la molécule et des espéces parasites ciblées,

L'alternance des familles d’anthelminthique,

La nécessité de ne pas dépasser 4 mois dintervalle entre deux
traiterments successifs,

Le traitement de toutes les espéces vivant en promiscuité avec
les chevaux (ane, mulets, ruminants), pour tarir les sources de
parasites,

Le contrble régulier des chevaux par des analyses coproscopiques.
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“Cavaliers extraordinaires et avantages
thérapeutiques”

Mme. Deborah Hall MBE FRDA
Manager, Trust Chigwell Riding

Je suis Deborah Hall, directrice de Chigwell Riding Trust pour les
besoins spéciaux. J'y ai travaillé ai vécu durant ces 35 derniéres années.
Chigwell est le premier centre d'équitation pour handicapés au monde
ayant commence en 1964. LAssociation d"équitation pour handicapés
(RDA) a été fondée en 1969 et Chigwell en est devenu membre et l'est
jusqu'a ce jour.

J'ai eu le plaisir d'&tre invitée pourintervener en tant que conférenciére
au Salon du Cheval d'El Jadida I'année derniére.

Il existe plus de 500 groupes d'Associations d'éguitation pour
handicapés (RDA) au Royaume-Uni; approximativement, 25 centres dont
Chigwell Riding Trust et tous les groupes dépendent du travail acharné et
du dévouement de bénévoles.

L'année derniére, plus de 28 000 cavaliers ont participé a des activités
avec |'Association d'équitation pour handicaps. Les avantages pour les
cavaliers sont incommensurables.

Tout d'abord, l'équitation est amusante et fait des merveilles pour
I'estime de soi et la confiance des cavaliers. |l stimule également I'ensemble
du corps quel que soit I'age. Lorsqu'on est assis sur un poney, divers
exercices peuvent aider a stimuler différentes parties du corps. Chaque
cavalier doit étre enseigneé en fonction de son handicap spécifique.

Commencer a monter a un age précoce donnera plus d'avantages.
Dans de nombreux cas, les enfants peuvent apprendre a marcher ou a parler
en fonction de leur handicap. Ceci est di a l'interaction et au mouvement
du poney. En promenade seulement le poney est tridimensionnel, il se
déplace d'un coté a I'autre, vers I'avant et vers |'arriére, vers le haut et vers



le bas. Le bassin du cavalier s'incline, en envoyant des messages au cerveau
qui donne |'impression d'une personne qui marche.

Les enfants autistes peuvent également bénéficier énormément
de |'2quitation. Beaucoup ne communiquent pas et certaines parties de
leur cerveau sont en sommeil. Laction du poney signifie que le cavalier
doit maintenir son équilibre, ce qui entraine une stimulation de ces zones
dormantes. Le traiternent peut prendre beaucoup de temps. Il se peut gqu'il
ne se produise pas lors de |a legon, cela pourrait se produire lors du retour
a l'école ou méme le lendemain, comme il peut prendre si longtemps pour
changer, mais le cavalier pourrait dire “marcher” ou le nom du poney. Si ces
cavaliers sont en train de marcher ou de parler pour la premiére fois ils ont
vraiment des compétences en changement de vie.

Le Poney/cheval idéal pour I'Association d’'Equitation pour
Handicapés

Lors de la recherche d'un nouveau équidé, l'attribut le plus important
est son tempérament et tous les poneys /chevaux devraient étre en forme
et solides. Evidemment, le poney devraitt étre gentil, calme mais aller
de 'avant. Quand je regarde un nouveau poney, la premigre chose que
je vérifie, c'est I'ceil. En général, siils ont un bon ceil, ils vont étre de bons
poneys. Je regarde alors leur conformation, tout devrait étre proportionnel.
Inutile de dire que les pieds sont trés importants aussi. Je voudrais alors
voir le poney marcher et trotter a la main. Naturellement, je monterais le
poney avant de le ramener a la maison et j'aurais toujours un minimum de
deux semaines d'essai.

Les poneys auraient trois bonnes marches au pas, au trot et au canter,
Il faut se rappeler que tous les poneys ne conviennent pas a tous les
cavaliers; c'est l'expérience de l'entraineur marier le bon poney avec le bon
cavalier. Chague poney est différent, par conséquent, il a quelque chose
de différent a offrir, soit une longue foulée, soit une foulée courte, soit une
une promenade a cheval confortable ou une promenade en plein air - tous
auront leur place.



Il est étonnant les niveaux de haute qualité que les cavaliers handicapés
puissent atteindre. |l suffit de regarder les Jeux paralympiques pour voir
leurs réalisations! Rien de tout cela ne serait possible sans nos merveilleux

équidés.
Jespére que cela vous donnera une idée du travail merveilleux et des
avantages découlant du travail avec les poneys et les chevaux.

Chez Chigwell Riding Trust, nous avons une devise qui est «Clest la
capacité, et non I'handicap qui comptex, ce qui me semble trés important.

Liens a utiliser : www.chigride.org.uk www.rda.org.uk
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