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Résumé

Points justifiant ’étude : L’étiologie des fractures condylaires (CF) n’est pas encore
complétement déterminée a ’heure actuelle. Une composante développementale dans la maladie

est suspectée.

Objectifs : Ftudier la microarchitecture du site prédisposé aux fractures du MCIII et la
comparer a celle d’un site controle chez le poulain nouveau-né ainsi qu’étudier I'effet de I'age et de

Pactivité athlétique sur cette microarchitecture.
Type d’étude : Ftude transversale.

Méthodes : La portion distale du MCIII de poulains nouveau-nés ainsi que de chevaux d’age
variable (n = 24) a été sectionné afin d’obtenir deux échantillons (coupes frontales latéro-dorsale et
latéro-palmaire) chacun d’eux contenant le site prédisposé (sillon parasagittal) et le site controle
(condyle). Chaque échantillon a ensuite été traité pour histomorphométrie et I’étude de 'orientation

des trabécules.

Résultats : L’os trabéculaire des nouveau-nés dans le sillon parasagittal formait un réseau moins
connecté (p=0.001) et montrait une quantité d’os compact inférieure (p = 0.0004) a celle de la
portion latérale du condyle, traduisant la présence d’une fragilité théorique de 'os dans la zone
prédisposée. Les différences observées chez les nouveau-nés persistent, pour certaines d’entre elles,
avec I’age et lactivité athlétique. Les principaux changements observés chez les individus plus agés
et entrainés montrent une augmentation de la quantit¢é d’os compact et de la connectivité
trabéculaire, I’évolution est rapide chez les jeunes et ralentie ensuite. L’orientation trabéculaire
change drastiquement avec I'age et 'entrainement pour s’aligner avec le plan sagittal sauf en région

parasagittale palmaire ou les changements sont plus subtils.

Conclusion : A la naissance, les poulains présentent des différences de microarchitecture entre
le site prédisposé aux CF et le site controle. L’adaptation trabéculaire a ’age et a 'exercice a été
confirmée. L’orientation trabéculaire change également, sauf au site d’initiation des CF qui conserve

une orientation proche de celle des nouveau-nés.

Mots-clés : Equin, Fracture condylaire, Boulet, Os trabéculaire, Histomorphométrie, Exercice,

Développement
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Abstract

Reasons for performing study: The aetiology of condylar fractures (CF) is not completely

understood and a developmental cause has been previously suggested.

Obijectives: To investigate the bone microarchitecture of the metacarpal fracture-prone site, to
compare it to a control site in neonates and to investigate changes associated with maturation and

athletic activity.
Study design: Cross-sectional study.

Methods: Distal metacarpi of neonates, yearlings and adult racehorses (n = 24) were sectioned
to obtain 2 frontal subchondral slabs (latero-dorsal and latero-palmar) each one containing a prone
site (parasagittal groove) and a control site (condyle). Each slab-section was processed for

quantitative trabecular histomorphometry and trabecular orientation assessment.

Results: The trabecular bone in the parasagittal groove (prone site) of neonates consisted in a
looser network (p = 0.001) and had a lower bone fraction (p = 0.0004) resulting in a theoretically
weaker bone architecture when compared to the condyle. The differences observed in neonates
between the 2 regions remained over time especially for parameters assessing bone quantity despite
being significant only sporadically. Main changes over time include first a rapid increase in bone
fraction and connectivity, which slowed down in the older group. Trabecular orientation changed
drastically over time to become mainly aligned with the sagittal plane, except in the palmar

parasagittal groove area where changes were subtler.

Conclusions: At birth there are evident differences in neonatal foal subchondral bone
microarchitecture between the CF predilected site and a control site. Trabecular bone adaptation is
confirmed with maturity and athletic activity. The trabecular orientation showed drastic changes

but not in the CF initiating area, which retained an immature-like orientation pattern.

Keywords: Equine, Condylar Fracture, Fetlock, Trabecular Bone, Histomorphometry, Exercice,

Development.
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Introduction



La fracture condylaire (CF) du 3™ métacarpe (MCIII) ) est une blessure orthopédique
commune chez le cheval de course (Bassage Ii, 2014; Parkin ¢ al,, 2004a, b; Parkin e al., 2006; Zekas
¢t al., 1999, b) le plus fréquemment rencontrée dans le sillon parasagittal latéral du métacarpe /tarse
a la limite entre la portion latérale du condyle et la créte sagittale (Jacklin et Wright, 2012; Parkin ez
al., 20006; Rick ez al., 1983). Les facteurs de risque de cette fracture sont notamment entralnement

intensif (Whitton ez a., 2010) et la course en terrain ferme ou difficile (Parkin ez a/., 2005).

Figure 1: Localisation préférentielle des fractures condylaires du cheval : sillon parasagittal latéral
d'apres Richardson (2003)

L’os sous chondral du MCIII distal est composé d’une plaque sous-chondrale relativement
dense et compacte sur laquelle repose un réseau de trabécules paralleles au plan sagittal et
connectées par de courtes entretoises (Martig ez al., 2014). La résistance de 'os sous-chondral est
déterminée par la quantité d’os compact et sa qualité microarchitecturale (Ammann et Rizzoli, 2003;
Mittra ef al., 2005; Seeman et Delmas 2006). Cette microarchitecture n’est pas statique méme chez
le cheval adulte et est perpétuellement modifiée par les contraintes biomécaniques s’exercant sur
l'os (Huiskes e al., 2000) pour s’adapter aux contraintes prédominantes. Les trabécules s’alignent
avec I’axe de ces contraintes afin de fournir la résistance maximale (Barak ez 4/, 2011) en suivant la
loi de Wolft (Wolff, 1892). Le dépot d’os néoformé sur les trabécules existantes, encore appelé
modelage osseux, en réponse a la mise en charge cyclique de cet os trabéculaire entraine un
épaississement des trabécules (Cornelissen ez al., 1999; Firth ef al., 1999a) et une augmentation de la
fraction d’os compact (Boyde et Firth, 2005; Firth e# a/., 1999b; Noble ¢/ al., 2016) rendant I’os plus

résistant.



L’apparition de micro-fractures dans tout os utilisé est un phénomene normal. Ces micro-
fractures sont ensuite réparées via un remodelage ciblé. Cependant, a certaines localisations et
secondairement a la pratique d’un entrainement intensif, elles ont tendance a s’accumuler (Muir e7
al., 2000) plus rapidement qu’elles ne sont réparées. Cette accumulation, qui a lieu notamment dans
le sillon parasagittal du MCIII ou du MTIII chez le cheval athlete, est considérée comme étant, au
moins en partie, a I'origine des CF (Drum ez 4/, 2007; Dubois ¢t al., 2014; Muir ef al., 2008; Radtke
et al., 2003; Stepnik ez al, 2004; Tutley et al, 2014). Les lacunes résultant de la résorption
ostéoclasique, une des étapes nécessaires a la réparation de ces micro-fractures, fragilisent aussi la
structure et favorisent I'apparition des fractures macroscopiques (Riggs ez a/., 1999a; Whitton ez al.,

2010).

En effet la présence, méme en petite quantité, de ces micro-fractures et de la résorption
ostéoclasique associée fragilise significativement ’os trabéculaire, diminue sa résistance a la fatigue
mécanique (Goff ez al, 2015; Hernandez ez al., 2006; Hernandez ef al., 2014) et peut conduire a
I'apparition des CF (Dubois 7 al., 2014; Lacourt e/ al., 2012; Norrdin et Stover, 2000; Stover ¢f al.,
1992).

Curieusement, ni I'age, ni le nombre de courses effectuées ne sont associés au degré de lésion
au niveau du sillon parasagittal du MCIII (Parkin ez /., 2006). De plus ces fractures sont aussi
rencontrées chez des pur-sang parfois agés de 2 ans ou moins et pas plus tard que dans les 2 mois
suivant le début de I'entrainement intensif. Cela veut dire que ces fractures peuvent avoir lieu avant
I'adaptation compléte de 'os sous-chondral et notamment avant que la fraction d’os compact n’ait
atteint celle des chevaux plus agés (Whitton ez a/., 2010). L’ensemble de ces trouvailles suggere que
des changements pathologiques peuvent étre présents deés le début de la carriere d’athlete.
Récemment, des 1ésions ont d’ailleurs été repérées dans I'os sous chondral ainsi que dans le cartilage
articulaire du sillon parasagittal par Boyde et Firth (2008) sur des chevaux non entrainés. Firth ez a/.
(2009) ont aussi observé des zones radio-transparentes au niveau du cartilage articulaire calcifié et
dans l'os sous chondral de la méme région chez des chevaux agés de seulement 17 mois. Ces deux
derniers travaux permettent donc de suspecter une prédisposition, une mauvaise adaptation ou une
anomalie développementale du MCIII équin ayant lieu avant méme qu’il soit soumis aux contraintes
mécaniques extrémes de 'entrainement intensif et que cette composante développementale puisse

le prédisposer plus tard aux CF.



La structure trabéculaire du MCIII distal de cheval adulte est anisotropique car les trabécules
sont majoritairement alignés avec le plan sagittal (Boyde ¢z /., 1999; Thomason, 1985) mais cette
structure n’a jamais été comparée entre le site prédisposé (sillon parasagittal) et la portion latérale
du condyle, un site non concerné par cette maladie. De plus nous n’avons pas pu identifier
d’information quantitative dans la littérature scientifique concernant la microarchitecture
trabéculaire ou l'orientation trabéculaire de cette méme région chez le poulain nouveau-né ou

comment celle-ci évolue avec le développement et entrainement.



Revue de Littérature



1 Description d’une articulation synoviale physiologique

Les articulations sont les jonctions entre les différents os du squelette des vertébrés. Elles
permettent a la fois sa cohésion mais aussi, pour certaines, sa capacité a se mouvoir en permettant
les mouvements des os entre eux. Il existe plusieurs types d’articulations dans Porganisme que 'on

classe de deux facons.

Premiérement la classification fonctionnelle avec : les articulations mobiles, ou diarthroses, les

articulations semi-mobiles, ou amphiarthroses et les articulations immobiles, ou synarthroses.

Deuxiemement la classification morphologique avec : les articulations fibreuses (les os sont liés
par du tissu conjonctif fibreux), les articulations cartilagineuses (les os sont reliés entre eux par un
massif cartilagineux et les articulations synoviales (structure complexe associant différents tissus aux

propriétés mécaniques spécialisées - cf. paragraphe 1.2.1 ci-dessous pour la description exhaustive).
Dans la suite de ce travail ne seront abordées que les articulations diarthrodiales ou synoviales.

Leur position stratégique a la jonction des os et leur role d’articulation au sens mécanique du
terme les soumettent a des exigences extrémes. Ces articulations devront notamment résister a des
contraintes mécaniques (pression, cisaillement) majeures : enregistrement, par Hodge ez a/. (19806),
de la pression s’exercant sur le cartilage articulaire de la hanche humaine a montré qu’elle pouvait
atteindre 18 MPa. Au niveau du MCIII distal du cheval au galop elle a été estimée par Harrison ez

al. (2014) a 252 MPa (soit environ mille fois plus que la pression d’un pneu de voiture).

Les articulations doivent aussi offrir le minimum de résistance aux mouvements ou forces de
frottement afin de minimiser les pertes énergétiques, mais aussi afin d’assurer leur pérennité. En
effet, au-dela de I'importance des contraintes mentionnées ci-dessus, les articulations vont de plus
devoir les supporter tout au long de la vie de I'individu. Cela représente un nombre trés important
de cycles surtout pour les organismes tres actif (cheval de sport) et/ou a longue espérance de vie
(homme). La description faite ci-dessous permet de mieux comprendre en quoi l'articulation répond

aux exigences auxquelles elle est confrontée.



1.1 Otrganisation générale d’une articulation adulte

Une articulation diarthrodiale, ou synoviale, typique est constituée d’au moins deux os (Figure
2, 1) dont les surfaces en contact sont recouvertes de cartilage articulaire (Figure 2, 2). Ce dernier
sera détaillé dans la partie 1.2 ci-dessous. Entre les deux couches de cartilage se trouve le liquide
synovial (Figure 2, 3). Ce liquide est contenu et produit par la membrane synoviale qui recouvre la

capsule articulaire (Figure 2, 4) dans sa partie interne (Konig ez a/., 2009).

Cette alternance cartilage-liquide synovial-cartilage permet le mouvement des os I'un par rapport
a 'autre avec un coefficient de frottement tres faible. Ceci permet la fluidité des mouvements et
limite également I’énergie musculaire nécessaire a leur réalisation. Le peu de frottement permet aussi
de limiter la dégradation du cartilage articulaire, un tissu dont les capacités régénératives sont
limitées.

Les ligaments (Figure 2, 5), autres composants articulaires, sont des structures cylindriques ou
en bande composées de tissu conjonctif fibreux qui stabilisent et limitent le mouvement articulaire

en reliant les os entre eux (Frank ¢z 4/, 1999).

n”

Figure 2 : Schéma d’une articnlation synoviale
1 :0s, 2 : cartilage articnlaire, 3 : lignide synovial, 4 : membrane synoviale et capsule articulaire, 5 : ligaments externes (apport personnel)



1.2 Cartilage articulaire adulte

1.2.1 Structure macroscopique

A Tceil nu, le cartilage articulaire apparait comme une fine surface translucide, blanchatre,
homogene et avasculaire. Il est observé a 'extrémité de tous les os qui sont en contact dans une
articulation synoviale saine (Figure 2). Cette position stratégique lui confére un role d’interface

capital au bon fonctionnement de I’articulation.

Ses propriétés biomécaniques sont essentielles a sa fonction (Chevalier et Richette, 2005) : il est
résistant aux contraintes mécaniques de compression et de cisaillement qui sont trés élevées dans
une articulation (notamment celles du squelette appendiculaire). Sa surface tres lisse et lubrifiée par
le liquide synovial permet des mouvements a tres faible coefficient de frottement. Il joue également
le role d’amortisseur en absorbant en partie ’énergie qui lui est transmise lors des mouvements et

des impacts

1.2.2 Structure microscopique

Le cartilage articulaire adulte est un tissu sans nerf ni vaisseau sanguin, essentiellement composé

de matrice extracellulaire et d'une population cellulaire unique et peu abondante : les chondrocytes.
1.2.2.1  Composition cellulaire

Les chondrocytes, cellules d’origine mésenchymateuse, sont relativement peu nombreux (2 a
10% du volume cartilagineux). Notamment au niveau de la téte du fémur chez ’humain, on compte
seulement 10 000 cellules/mm’® (Muir, 1995). Ils sont répartis dans ensemble du cartilage articulaire,
exceptée dans la couche la plus superficielle nommée lamina splendens. Leur approvisionnement en

nutriments se fait par diffusion depuis le liquide synovial et 'os sous chondral.

Les chondrocytes sont les responsables de ’homéostasie du cartilage articulaire. Pour assurer
cette fonction, ils sont capables de produire ou de dégrader la matrice extracellulaire du cartilage

articulaire (collagene, protéoglycanes (PGs), glycoprotéines) (Figure 3).



\ Dégradation matricielle (MMPs)

Interféron-y i -
Glucocorticoides .(r);:'};ie Nitrique
TGF-3, IGF-1
+ - IL-4 IL-1a, B +
IL-6 IL-1+FGF-2
Y IL-1+Oncostatine M
Contraintes Oncostatine M
mécaniques
Chondrocyte

(;Iucocor::col]'((:c; TGF-B1, B2

o BMP-2,-7

- TNFa 61
Interféron-y FGF-2
Oxyde nitrique

[ Synthése matricielle l

Figure 3 : Régulation de 'homéostasie du cartilage articnlaire
Influences des différents factenrs intervenant, adapté d'aprés Mayne (2001). Les besoins en nutriments et en oxygéne limités des chondrocytes
(Maroudas et al., 1998) en raison du faible turnover moléculaire et cellulaire du cartilage articulaire (Quinn et al., 2005), font que lenr
isolement relatif an sein d’un tissu avasculaire n’est pas limitant au maintien de I’boméostasie du cartilage articulaire. (+ : action stimulante,
- : action inhibitrice)

1.2.2.2  Composition moléculaire

1.2.2.2.1  Composition moléculaire générale

La matrice extracellulaire est composée d’eau (60-85%), et de macromolécules (protéines et

glycosaminoglycanes (GAGs)). Elle est responsable de la résistance mécanique du tissu cartilagineux.

Le collagene est I'armature fibreuse du cartilage articulaire lui permettant de résister aux
contraintes de cisaillement. Les PGs sont des molécules tres hydrophiles qui comblent ainsi les
vides du maillage de collagene a 'aide du grand nombre de molécules d’eau qu’elles attirent. Elles
permettent au cartilage articulaire de résister aux pressions importantes qu’il subit (Robin Poole,

2001).

La matrice extracellulaire contient majoritairement du collagene de type II (CII) et des
macromolécules comme l'acide hyaluronique et les aggrécanes, une association covalente d’une
protéine centrale et de GAGs hydrophiles capable de se fixer sur I'acide hyaluronique. Elle contient
également, en quantité limitée, des glycoprotéines comme la fibronectine, qui participent a la

cohésion de la matrice et a la connexion du chondrocyte a celle-ci (Gendelman ef a/., 2003).

Cette ultrastructure moléculaire complexe confére au cartilage articulaire ses propriétés de
résistance mécanique et permet aux chondrocytes de maintenir son homéostasie. La structure et la

fonction du collagene sont détaillées dans le paragraphe 1.2.2.2.2 ci-dessous.



1.2.2.2.2  Le collagene, une famille de molécules essentielle an cartilage articulaire

Les collagenes (C) sont des protéines présentes dans la plupart des matrices extracellulaires,
notamment celle des tissus de soutien ou encore dans les lames basales. Il en existe une grande

variété et ne seront abordés ici que les différents types présents dans les articulations.

Dans larticulation, au niveau du cartilage hyalin, se trouve majoritairement du CII (Mayne,
2001). Le CII est constitué de molécules de tropocollagene de 300nm de longueur (Figure 4)
assemblées en grand nombre pour former une longue fibre. Il est structurellement essentiel au
cartilage articulaire car il représente environ 50 a 66% de son poids sec (Eyre ¢z al, 2006; Mayne,
2001). Sa résistance mécanique a la traction (ainsi que son organisation tridimensionnelle) explique

I'importance des contraintes qu’il est capable de subir.

Figure 4 : Structure de la fibre de CI1, polymére de triples bélices (apport personnel)
1.2.2.3  Stratification microscopique

Le cartilage présente plusieurs zones distinguables d’apres différents critéres : I'aspect et le
nombre de chondrocytes, la quantité de PGs et Porientation des fibres de collagene. Plusieurs études
(Benninghoff, 1925; Grunder, 2006) s’accordent, a I'aide de différentes techniques, a décrire une
méme organisation des fibres de collagéne dans le cartilage articulaire chez tous les vertébrés étudiés

(lapin, porc, cheval et homme, (Kaab ez a/, 1998)).

La zone superficielle est la zone exposée aux forces de frottement, car elle se situe en surface.
C’est une zone fine tres riche en CII, ou les fibres sont paralleles a la surface articulaire (Changoor
et al., 2011; Poole ez al., 2001). La lamina splendens est une fine couche acellulaire qui recouvre cette

zone. Elle est parfois absente chez certaines especes (Pritzker et Aigner, 2010).

La zone intermédiaire est une zone plus riche en PGs. Les fibres de CII sont dans des directions

aléatoires et pour cela cette zone est qualifiée également de « zone de transition » (Mahjoub ez 4/,

2012).

e La zone profonde : les fibres de CII sont elles aussi perpendiculaires a la surface articulaire

et paralleles entre elles.
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e Ta «Tidemark » : il s’agit de la fine bande fortement calcifiée qui sépare la zone profonde
de la zone calcifiée.
e La zone calcifiée se différencie de la zone profonde car elle est calcifiée et séparée de celle-

ci par la tidemark. La ligne cémentée ou calcifiée, la sépare de I'os sous chondral. Les fibres

de CII de la zone profonde traversent la tidemark et assurent une bonne liaison entre les

deux couches (Madry ez al., 2010).
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Figure 5 : Structure microscopique du cartilage articulaire
Adapté de A : Hughes et al. (2005) et B : Mahjoub et al. (2012)

Cette stratification cellulaire et moléculaire complexe permet 'adéquation du cartilage articulaire
a sa fonction ainsi qu’aux exigences mécaniques qu’elle impose : faibles forces de frottement,
absorption des chocs, résistance dans le temps. Le cartilage présente de plus des caractéristiques qui
varient en fonction de sa localisation au sein de larticulation et des contraintes mécaniques

auxquelles il est exposé (Hyttinen ez a/., 2009).

1.3 L’os

On rencontre plusieurs types d’os dans 'organisme que 'on peut classifier en fonction de leur
forme : les os longs, les os courts, les os plats, les os irréguliers et les os sésamoides (Konig et

Liebich, 2009).
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Les os longs, tels que le fémur ou le radius par exemple, ont une organisation caractéristique :
un fat central appelé diaphyse ainsi que deux extrémités appelées épiphyses. Au sein de ces os, deux
types de tissu osseux existent: 'os compact et I'os trabéculaire. Le premier est effectivement
compact, tres résistant et constitue le cortex, la partie externe tubulaire des os longs. Le deuxieme
type de tissu osseux appelé os trabéculaire ou encore os spongieux est rencontré dans les extrémités
(épiphyses et métaphyses). Contrairement a 'os compact, 'os spongieux est lacunaire et est formé
par un réseau de trabécules interconnectés dont 'organisation modulable permet a chaque épiphyse
d’avoir une forme propre et ainsi d’assurer la correspondance entre les surfaces articulaires tout en
conservant une résistance mécanique (Konig et Liebich, 2009). L’os sous chondral que 'on trouve

en dessous du cartilage articulaire est majoritairement composé d’os trabéculaire.

1.3.1 L’0os sous-chondral

L’os sous-chondral est I'os présent sous le cartilage articulaire. 11 est présent aux épiphyses des
os longs. Il est divisé en deux zones : la plaque sous chondrale, en contact avec le cartilage articulaire,

et ’os trabéculaire sous chondral.
1.3.1.1  La plaque sous chondrale

La plaque sous chondrale est constituée d’os compact. Elle est en contact étroit avec le cartilage
articulaire et le supporte. La liaison entre le cartilage calcifié et celle-ci se fait soit grace a des
protrusions de la partie calcifiée dans la plaque sous chondrale, soit par des pores qui, en augmentant
la surface de contact entre les deux structures, augmentent la résistance mécanique de cette interface
(Figure 6) (Liu ez al., 2011). En effet, contrairement a la tidemark, aucune fibre ne traverse la jonction

zone calcifiée - os sous chondral, d’ou I'importance de ces reliefs au niveau de I'interface.
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Figure 6 : Structure tridimensionnelle (microscopie électronique) de la surface du cartilage calcifié.
On observe ici une surface trés ruguense faisant face a la plague sous chondrale, d’apres Liu et al. (2011)

La plaque sous chondrale est structurellement semblable a 'os compact cortical (peu poreuse et
peu vascularisée (Henrotin ez a/, 2009)) mais est plus fine et orientation des canaux de Havers y

est différente.
1.3.1.2  Os trabéculaire sous chondral

Cette zone est constituée d’os spongieux dont l'architecture tridimensionnelle forme un réseau
(Liu e al, 2011). Elle assure a la fois élasticité et résistance a la compression. En effet, cet os
trabéculaire sous chondral participe activement, par sa déformation élastique (10 fois supérieure a
celle de I'os cortical compact, (L. Radin, 2001)), a 'amortissement des contraintes s’exer¢ant au
niveau de l'articulation (comme le fait également le cartilage articulaire). La souplesse relative de
cette zone permet aussi une correspondance quasi parfaite des surfaces articulaires lors de la mise
en charge (L. Radin, 2001) et ainsi un travail harmonieux de l'articulation. Les fibres de collagene
de l'os trabéculaire sont perpendiculaires a la surface articulaire, globalement alignées sur le réseau

de trabécules macroscopiques (Figure 7) (Reznikov ez al., 2015).

1000 pm

Fignre 7 : Structure tridimensionnelle (microscopie électronigne) de l'os trabéculaire, d’apres Lin et al. (2011)
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2 Développement des os longs et de leurs surfaces articulaires

Apres avoir décrit les articulations et les os matures, il est important ici de considérer les étapes
de leur développement, afin de mieux comprendre certaines maladies développementales, ainsi que

leur structure adulte.

2.1 Elaboration de la matrice cartilagineuse, mod¢le de Pos définitif et

individualisation des os

L’ébauche de membre se forme au stade embryonnaire et est constituée de cellules
mésenchymateuses. Ces cellules vont se condenser et se différencier pour donner le cartilage
(chondrocytes et matrice extracellulaire typique). Au sein de cette ébauche cartilagineuse du membre,
se développent alors au niveau des futures articulations, les interzones. Ces derniéres sont a 'origine

des tissus de l'articulation (Reissis et Abel, 2012; Rivas et Shapiro, 2002).

2.2 Formation du centre d’ossification primaire

Les chondrocytes situés au milieu de I’ébauche cartilagineuse s’hypertrophient et le périchondre
situé de part et d’autre de cette zone se différencie en périoste. La couche interne de ce méme
périoste permet la croissance en épaisseur de la diaphyse (en vert sur la Figure 13). Le centre

d’ossification primaire est né.

La colonisation vasculaire du centre de la diaphyse permet le début de lossification
endochondrale via le centre d’ossification primaire avec la mise en place des plaques de croissance
métaphysaires, ce qui rend la croissance en longueur de l'os possible (Rivas et Shapiro, 2002).
Simultanément, la matrice cartilagineuse poursuit son développement centrifuge en épaisseur via la
croissance interstitielle ; elle est simultanément remplacée par de T'os au niveau du front

d’ossification (Pazzaglia ez al., 2011).

2.3 Vascularisation épiphysaire et formation du centre d’ossification

secondaire

La vascularisation de 'os joue un réle prépondérant dans le développement de ce dernier et

permet de comprendre les étapes ultérieures du processus.
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Elle a pour origine le périchondre. Au niveau de la future diaphyse, comme vu ci-dessus,
I'invasion vasculaire de la matrice cartilagineuse permet au centre d’ossification primaire de

fonctionner et ainsi a 'os de croitre en longueur et en épaisseut.

Le cartilage épiphysaire est vascularisé précocement lors de la vie feetale (surtout chez les
grandes especes animales, a partir de 130 jours de gestation chez le cheval (Shingleton e a/., 1997)),
ala différence du cartilage articulaire qui demeure avasculaire. Ces vaisseaux permettent de satisfaire
les besoins du centre d’ossification secondaire responsable de lossification épiphysaire. La
formation du centre d’ossification secondaire en tant que telle est abordée au paragraphe 2.4.
L’intégralité de Iépiphyse est ainsi vascularisée (Lecocq ef al, 2008). La Figure 8 illustre la

vascularisation du MCIII distal chez le poulain.

a: Dorsal view.

Lateral Medial

2a, slab 4

I mm
Dorsal Plantar —

Figure 8 : Vascularisation épiphysaire du MTIII du pounlain de 2 semaines, Olstad et al. (2009)
a : ramification de l'artére métatarsienne dorsale, b : branches médiale et latérale de ['artére plantaire commune, ¢ : vaisseanx en arc de cercle
paralleles a la surface articulaire dont sont issus des fins vaisseaux rayonnants leur étant perpendiculaires et irrignant le cartilage épiphysaire,
d : vaisseanx d’origine sous chondrale traversant le front d’ossification an niveau de la créte dorsale.

2.4 Formation du centre d’ossification secondaire et développement
épiphysaire

Les premiers noyaux d’ossification apparaissent et fusionnent entre eux pour former le centre

d’ossification secondaire. Des vaisseaux épiphysaires ’envahissent ensuite via sa plaque de

croissance. Dans un second temps vient le développement épiphysaire : il permet la formation

harmonieuse des extrémités des os longs et donc la correspondance parfaite des surfaces articulaires

diarthrodiales.
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Cest via la fine régulation de lossification endochondrale (cf. paragraphe 2.5) que ce
développement se fait correctement (Mackie ef a/, 2008; Rivas et Shapiro, 2002). Le complexe
cartilagineux articulaire et épiphysaire se met en place, formé du cartilage articulaire superficiel, du

cartilage épiphysaire et finalement du front d’ossification du centre d’ossification secondaire (Figure

9) (Carlson ez al., 1980).
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Figure 9 : Différentes étapes du développement épiphysaire, adapté d'aprés Rivas et Shapiro (2002)

1 : COPs formés, 2 : Formation de la physe, 3 : Vascularisation du cartilage épiphysaire, 4 : Hypertrophie chondrocytaire et formation
dn COS, 5 : Invasion vasculaire du COS, 6 : Début de la formation d'os et de moelle osseuse, 7 : Augmentation de la taille du COS et
diminution de I'épaisseur du CE, 8 : Le COS devient hémisphérigue, 9 : Développement de la moelle osseuse et formation de la plague
osseuse épiphysaire, 10 : Exctension maximale dn COS, 11 : Involution du COS et formation de la plague osseuse sous chondrale, 12 :
Résorption de la physe, communication entre les circulations épiphysaires et métaphysaires et calcification du cartilage articulaire profond
(COP : centre d’ossification primaire - COS : centre d’ossification secondaire).

Avec la croissance et le développement de I’épiphyse les canaux cartilagineux non incorporés
dans le centre d’ossification secondaire dégénerent via le processus de « chondrification » au cours
duquel ils sont comblés par du fibrocartilage (Ytrehus e al, 2004). La progression du front
d’ossification s’accompagne également de I'avancée des vaisseaux sous chondraux, ces derniers
rentrent alors en contact avec certains canaux cartilagineux (et leurs vaisseaux d’origine
périchondriale) et forment des anastomoses. Cette étape est considérée comme critique et serait
capable d’engendrer une ischémie et une nécrose cartilagineuse et ostéochondrose si elle ne se

déroule pas correctement (McCoy e al., 2013; Olstad et al., 2008).
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2.5 Ossification endochondrale

Le processus d’ossification endochondrale est une étape primordiale du développement osseux.
I a lieu au niveau des plaques de croissance ou physes ze. a la jonction entre 'os néoformé (front
d’ossification) et le cartilage de croissance au niveau de la métaphyse et de I’épiphyse (cf. Paragraphe
2.4, p. 15). L'intérét de I'ossification endochondrale réside dans le maintien de la fonction principale

du squelette, ze. le soutien, et cela alors qu’il est en pleine croissance.

2.5.1 Stratification histologique et fonctionnelle du cartilage de croissance

Le cartilage de croissance montre une structure et un métabolisme typiques et différents des
autres cartilages. Les divisions cellulaires y sont fréquentes et la synthése de matrice extracellulaire
abondante (Robin Poole, 2001) contrairement au cartilage articulaire notamment. De plus, la
population chondrocytaire montre une stratification spatiale et temporelle liée aux différentes étapes

phénotypiques que vont subir ces cellules lors de l'ossification endochondrale.

Depuis le cartilage articulaire et jusqu’au front d’ossification, les différentes zones observables

dans le cartilage de croissance sont (cf. Figure 10 p. 18) (Changoor 7 al., 2011; Mackie ez al., 2008) :

e La zone de repos : les chondrocytes y sont au stade germinal. Leur métabolisme est quasi

nul.

e Ta zone de prolifération: les chondrocytes sont en multiplication. Ils s’aplatissent

parallelement au front d’ossification et se regroupent en agrégats.

e la zone pré-hypertrophique: les chondrocytes augmentent leur synthése de matrice

extracellulaire typique du cartilage et s’écartent ainsi les uns des autres.

e La zone hypertrophique: les chondrocytes augmentent énormément de volume
(cytoplasmique) et une partie de la matrice extracellulaire péri-cellulaire est lysée. Cette

augmentation drastique de volume cytoplasmique permet ’élongation au sens strict.

e La zone de lyse : avant leur mort, les chondrocytes produisent de nombreuses enzymes et
facteurs nécessaires a la poursuite du processus. Les enzymes MMP13 (Matrix
MetalloProteinase 13), MMP9 et ADAMTs (A Disintegrin and Metalloproteinase with
Thrombospondin motifs) participent activement a la dégradation de la matrice

extracellulaire restante.
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De nombreux facteurs de croissance (cf. paragraphe correspondant ci-dessous) régulent apres
la mort des chondrocytes, la colonisation de la zone de lyse par de nombreux acteurs : vaisseaux
sanguins, ostéoclastes, précurseurs d’ostéoblastes et cellules de moelle osseuse. A peine cette
colonisation démarrée, les ostéoclastes vont participer a la dégradation du reste de la matrice
extracellulaire cartilagineuse synthétisée auparavant et les ostéoblastes vont utiliser ce qu’il en reste

comme modéle pour fabriquer la matrice osseuse ou ostéoide grace notamment a la phosphatase

alcaline (PAL).

Zone de repos
Peu d’activité cellulaire

Zone de prolifération
Multiplications cellulaires abondantes

Zone pré-hypertrophique
Synthése de MEC

Zone hypertrophique
Hypertrophie chondrocytaire

Zone de lyse
e  Lyse MEC
e Mort programmée des
chondrocytes

. Colonisation vasculaire

Figure 10 : Ossification endochondrale, description histologique et fonctionnelle
Photomicrographie d'aprés Laverty et Girard (2013)

L’ossification endochondrale consiste donc au remplacement progressif du cartilage de
croissance par de 'os. C’est conjointement a la croissance interstitielle du cartilage que ce processus

permet a la fois la croissance en longueur de I'os et le développement des épiphyses.

2.5.2 Régulation de Possification endochondrale

Cette régulation est complexe et multifactorielle (cf. Figure 11 p. 19) ; plusieurs niveaux existent

et sont détaillés ci-dessous.
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Lossification endochondrale est sous contréle de 'hormone de croissance (GH : « Growth
Hormone ») et des hormones thyroidiennes. Ces hormones sont en effet capables d’induire la
sécrétion chondrocytaire de nombreux facteurs au mode d’action paracrine et d’enzymes
intervenant dans le processus d’ossification endochondrale. Les chondrocytes sont aussi capables
de produire d’autres facteurs de régulation indépendamment de leur stimulation par ces hormones

(Mackie ez al., 2011) (Figure 11).
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Figure 11 : Schéma de la régulation multifactorielle simplifiée de lossification endochondrale.
Factenrs systémiques en rouge, secrétés en bleus et transcrits en vert, les fleches indiquent une stimulation, les connectenrs a fin orthogonale
une inhibition (Mackie et al., 2008) (GH: Growth hormone, PTHrP: parathyroid hormone-related peptide, Ihh: Indian hedgehog, IGFs:
Insulin-like growth factors, BMP: Bone morphogenetic protein, FGF: Fibroblast growth factor, HDACH4: Histone deacetylase-4, MEF2C:
myocyte enbancer factor-2C, T3: Tritodothyronine.

2.6 Maturation du cartilage articulaire

Les différentes étapes de maturation sont similaires chez tous les mammiferes étudiés mais elles
différent dans la durée nécessaire a leur accomplissement. Il n’existe pas, initialement, d’orientation
privilégiée des fibres de CII. Cependant, au fur et 2 mesure de la maturation du cartilage articulaire,
les fibres vont s’orienter et ainsi permettre la formation de la structure adulte en arcades

(Benninghoff, 1925; Cluzel ez al., 2013; Julkunen ez a/., 2010; van Turnhout ez al., 2011).

Chez le poulain on distingue, avant méme la naissance, une structure stratifiée composée des 4
couches décrites chez I'adulte (Lecocq ez a/., 2008). Le cartilage évolue d’une structure quasi isotrope

vers une structure complexe et stratifiée telle que décrite au paragraphe 1.2, p. 8 (Figure 12).
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Photomicrographie (lumiere polarisée - barre d’échelle : 500um) d’aprés Cluzel et al. (2013)

2.7 Croissance en longueur de ’os et fin du développement osseux

La forme de I'os définitif est quasi atteinte a ce stade mais pas sa longueur, pour cela 'ossification
endochondrale (décrite au paragraphe 2.5 ci-dessus) persiste au niveau de la plaque de croissance
jusqu’a obtention de la taille adulte. La plaque de croissance se minéralise alors et les vascularisations
épiphysaires et métaphysaires s’interconnectent. La « tidemark » se forme a la base du cartilage
articulaire (cf. paragraphe 1.2.2.3 p. 10), le développement osseux est achevé (Rivas et Shapiro,
2002).

Le développement des os longs est donc un processus complexe qui permet a 'os d’assurer sa
fonction de soutien sans interruption alors qu’il grandit. Ce développement cesse lorsque
l'organisme atteint sa taille adulte. Chez le cheval, les articulations et les os sont complétement
fonctionnels a la naissance ce qui permet au poulain de se lever dans les 15 minutes qui suivent sa

naissance et de suivre sa mere au galop quelques heures apres.
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Figure 13: Schéma récapitulatif du développement et de la croissance des os longs (apport personnel)

2.8 Conséquences de la biomécanique sur le développement articulaire

I1 a été montré (Brommer ez al, 2005) que chez le poulain a la naissance, d’un point de vue
mécanique le cartilage articulaire est homogene (bien que la structure soit d’ores et déja stratifiée)
et quil differe du cartilage articulaire adulte. D’apres ce travail et celui de Cluzel e a/. (2013), les
propriétés mécaniques et 'organisation en couches du cartilage se mettent en place progressivement
suite aux stimulations mécaniques physiologiques 7z utero et dans les premiers mois de la vie du

poulain, devenant définitives a 'age de 18 mois.

I1 a également été montré qu’au fur et 2 mesure de la croissance, des différences biomécaniques
apparaissent au sein du cartilage articulaire d'une méme articulation et que ces différences sont liées
aux variations des contraintes auxquelles est exposé ce dernier (Al Mohamad e7 a/., 2014; Brama ef
al., 2000a; Brama ez al., 2000b, 2002; Brama ¢# al., 1999; Brama e al., 2001). En effet, les contraintes
mécaniques participant a la maturation du cartilage, des variations spatiales de celles-ci engendrent
des différences biochimiques ou structurelles au niveau du cartilage articulaire comme notamment

la teneur en PGs ou en CII (Brama ez a/., 2009; Brommer ef al., 2005; Hyttinen ez al., 2009).
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La mise en charge et I'utilisation de I'articulation chez le nouveau-né est donc nécessaire a
I'obtention des performances du cartilage articulaire mature, présent chez I'adulte. Méme si présente,
une utilisation du membre différée dans le temps ne permettra pas une maturation compensatoire

tardive, le cartilage articulaire n’aura alors jamais ses caractéristiques optimales (Brama ez a/., 2000b).
2.9 Spécificités de P’articulation métacarpo-phalangienne

2.9.1 Rappels anatomiques
L’articulation métacarpo-phalangienne se situe a 'extrémité distale du membre thoracique. En
raison de sa configuration, cette articulation autorise surtout les mouvements de flexion-extension
mais ne tolére que des mouvements latéraux tres limités.
La capsule articulaire forme deux culs-de-sac synoviaux, un dorsal et 'autre palmaire (en rouge

sur la Figure 14 ci-dessous).

Figure 14 : Anatomie de la région métacarpo-phalangienne du cheval
Omn note ['extension de la capsule articulaire (en rouge) sur limage de gauche et certains tendons et ligaments sur 'image de droite, d’aprés
Kinig et Liebich (2009); Kinig et al. (2009)

2.9.2 Biomécanique du boulet

C’est larticulation du membre distal soumise aux charges les plus importantes chez le cheval
(Harrison ez al, 2010), notamment car 'appareil ligamento-tendineux du boulet est capable
d’emmagasiner de I’énergie élastique lors de Phyperextension pour ensuite la libérer (cf. Figure 15
ci-dessous). Cela permet d’améliorer Pefficacité de la locomotion mais a pour inconvénient

d’exercer des forces trés importantes sur Particulation métacarpo-phalangienne (Harrison ez 4/,

2014).
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Figure 15 : Hyperextension du boulet et forces associées, adapté d’aprés Brama et al. (2009)
Les fleches noires désignent les points de pression maximale, les fleches rouges, les forces de traction dans l'appareil suspensenr

3 Affections articulaires du boulet chez le cheval athléte

En 1998, les boiteries équines avaient une incidence annuelle de 8,5 a 13,7%, représentant un
cott estimé jusqu’a 1 milliard de dollars par le département d’agriculture des Ftats-Unis (Health et
USDA:APHIS:VS, 2001). Cette importance en termes de prévalence et de couts justifie la poursuite
de leur étude. Ci-apres sont présentés les affections articulaires les plus courantes chez le cheval de
sport. Bien qu’également fréquentes, les maladies tendineuses et ligamentaires ne sont pas traitées

dans ce travail.

Le boulet présente une amplitude articulaire remarquable de 240° : c’est 'amplitude articulaire
la plus importante observée chez le cheval (Bertone, 2014; Nixon, 2012). Etant de plus une
articulation distale, elle est soumise a des contraintes maximales liées a sa position proche de

Pextrémité et a sa vélocité importante (citation Harrison 2010).

Cette biomécanique relativement extréme a des conséquences directes sur les affections

touchant cette articulation, qui sont abordées dans les paragraphes suivants.

Figure 16 : « Photo-finish » d’une course de galop, d’aprés Bertone (2014)
Hlustration de l'exctréme extension du boulet secondaire aux contraintes maximales
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3.1 Ostéochondrose

L’ostéochondrose est une maladie pouvant affecter de nombreuses articulations mais, égard au

sujet de ce mémoire, elle sera ici détaillée uniquement dans l'articulation du boulet.

3.1.1 Définition

La définition de 'ostéochondrose (OC) est relativement complexe et a connu de nombreuses
variations au cours des années. Aujourd’hui la communauté scientifique s’accorde a dire qu’il s’agit
d’une affection du cartilage de croissance entrainant sa nécrose. Cest donc une maladie

développementale.

Cette nécrose du cartilage de croissance, stade appelé osteochondrosis latens (Ytrehus et al., 2007),
peut avoir pour conséquence directe une perturbation du processus d’ossification endochondrale
lorsque le front d’ossification rencontre le cartilage nécrotique au cours de sa progression. Il s’agit
alors du stade osteochondrosis manifesta. Ce stade peut évoluer dans deux directions, soit la guérison
spontanée via la résorption de la 1ésion, soit le stade osteochondrosis dissecans, caractérisé par la présence
d’un volet cartilagineux se détachant parfois pour former un fragment libre dans larticulation
(Laverty et Girard, 2013) comme visible sur la Figure 17 ci-dessous. Malgré 'absence de consensus,

de nombreux auteurs considerent que les kystes sous chondraux font aussi partie des différentes

formes d’OC (Nixon, 2012).

Figure 17 : OC de la créte latérale de la trochlée fémorale d’un ponlain de 5 mois (fleche), d’apreés Laverty et Girard (2013)

Un fragment important de cartilage ainsi qu’une lésion correspondant sur la patelle (téte de fléche) sont visibles ; la membrane synoviale est
inflammatoire et épaissie.

L’OC est une affection présente chez les animaux en croissance, dans de multiples especes
(humaine, porcine, gallinacée, bovine et équine), pour lesquelles la présentation differe quelque peu

et 'impact clinique est variable (McCoy e al, 2013).
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Chez le cheval, les études sont pour la plupart rétrospectives. Elles montrent des résultats de
prévalence globale variables : 44,3% pour Vos (2008), 50,7% pour Lykkjen ez al. (2012), 67,5% pour
Grevenhof e al. (2009) mais seulement 13% pour Jonsson ez al. (2011). Les raisons pouvant
expliquer ces différences sont, d’une part les différentes populations équines étudiées mais aussi
I'age des animaux recrutés et les techniques diagnostiques utilisées (van Weeren, 2012). Autrefois
considérée comme de ’OC, la maladie ostéochondrale palmaire ou « ostéochondrose traumatique »
(Palmar Osteochondral Disease - POD en anglais) est dorénavant considérée comme une

manifestation d’ostéoarthrose traumatique.

3.1.2 Présentation clinique et diagnostic

La présentation clinique la plus fréquente consiste en une effusion articulaire, la boiterie n’est
généralement constatée que lorsqu’un fragment libre ou partiellement libre est présent dans
larticulation (van Weeren, 2012). Le diagnostic est majoritairement radiographique mais
I’échographie est un autre outil pertinent et complémentaire et qui parfois la surpasse dans

I'exploration de ’'OC chez le cheval, Relave ¢ a/. (2009) et Bourzac e al. (2009).

3.1.3 Physiopathologie

Il s’agit d’une maladie multifactorielle : 'hérédité, la conformation anatomique, les traumas ou
les déséquilibres alimentaires ont été identifiés comme facteurs prédisposant a 'OC (Laverty et

Girard, 2013; Ytrehus ef al., 2007).

Plusieurs hypothéses sont retenues pour expliquer I'apparition de la maladie : la premiere
explique 'OC par une nécrose ischémique du cartilage de croissance épiphysaire fragilisant le
cartilage et empéchant le processus d’ossification endochondrale de progresser normalement
(Ytrehus ez al., 2007) ; la seconde se base sur la fragilité du cartilage de croissance épiphysaire qui
n’a pas les caractéristiques mécaniques du cartilage articulaire adulte, et ce d’autant plus que des
biomarqueurs révelent une altération du métabolisme du CII (un des constituants principaux du
cartilage) chez les patients atteints (Laverty et Girard, 2013). Le remodelage cartilagineux qui a lieu
lors de la vie feetale (Lecocq ez al., 2008) pourrait aussi fragiliser le cartilage et expliquer 'apparition

de lésions d’OC.
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Des facteurs prédisposants ont aussi été identifiés : ’hérédité (0.07 a 0.32 pour le boulet d’apres
Distl (2013)), la conformation anatomique, les éveénements traumatiques ou les déséquilibres
alimentaires (Laverty et Girard, 2013; Ytrehus ez a/, 2007). Il reste encore cependant de nombreuses

interrogations quant a la pathophysiologie de cette maladie complexe.

3.1.4 Hérédité

De nombreuses travaux ont étudié I’héritabilité des fragments ostéochondraux chez le cheval
(Hilla et Distl, 2014; Lykkjen e al., 2013; Lykkjen ez al., 2014; Lykkjen e# al., 2012) mais peu se sont
penchées sur les lésions de la créte sagittale du métacarpe. Pour les fragments ostéochondraux,
I’héritabilité est faible a moyenne (0,21 a 0,48) (Hilla et Distl, 2014). L héritabilité pour ’OC de la
créte sagittale est faible également : 0,06 a 0,32 (Distl, 2013) (plus faible notamment que pour ’OC
du grasset ou du jarret). La conséquence directe de ce constat est que le respect d’un plan de

sélection ne permettra probablement pas de controler efficacement ’OC de la créte sagittale (Hilla

et Distl, 2014).

3.1.5 Sites prédisposés

L’OC est la plus fréquemment rencontrée au niveau des articulations suivantes : le tarse, le

grasset (fémoro-patellaire) et le boulet. Au sein de chaque articulation, les localisations privilégiées

de ’OC sont :
e Jarret (Dik ez al, 1999) :
o Portion craniale de la créte intermédiaire du tibia
o Portion distale de la trochlée latérale du talus
o Malléole médiale du tibia
e Grasset (Bourzac ef al., 2009; Dik ez al., 1999) :
o Portion latérale de la trochlée fémorale

o Moins fréquemment : partie médiale de la trochlée fémorale, trochlée axiale, partie

distale de la patelle

e Boulet (Wright et Minshall, 2014) : portion dorsale de la créte sagittale du MCIIT / MTIII
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11 subsiste toujours un « flou » concernant 'appartenance de certaines Iésions a PTOC comme les
fragments dorso-proximaux de la phalange proximale ou les fragments ostéochondraux palmaires.
Ces derniers sont considérés par certains auteurs (Denoix e# al., 2013; Mcllwraith ef al., 2005; Ytrehus
et al., 2007) comme appartenant a ’OC alors que d’autres (van Weeren et Jeffcott, 2013), réfutent

cette association.

Les 1ésions de la créte du MCIII sont par contre unanimement reconnues comme étant des

lésions ostéochondrotiques (Denoix ez al., 2013; Nixon, 2012; Wright et Minshall, 2014).

3.1.6 Diagnostic

L’OC de la créte est le plus souvent diagnostiquée chez des chevaux de 8 a 24 mois et peut étre
présente sur les quatre membres d’un méme cheval (Nixon, 2012). La présentation clinique typique
consiste en une effusion articulaire plus ou moins associée a une boiterie d’aspect variable et a un

test de flexion du boulet généralement positif (Mcllwraith, 2013; Nixon, 2012).

Quelle que soit leur localisation sur la créte, les 1ésions radiographiques sont classées en trois

catégories :
Tablean 1 : Classification radiographique des lésions OC du boulet, d'apris Mcllwraith et al. (2005)
Type I Seul un léger aplatissement ou défaut est visible
Type 11 Laplatissement ou défaut est associé a une fragmentation
Type I1I Aplatissement ou défaut (+/- fragmentation) et présence d’un fragment libre

Les 1ésions kystiques sous chondrales (aussi considérées comme faisant partie de ’OC) sont
retrouvées au niveau des zones de pression importante : condyles du MCIII ou proche de la fosse

sagittale de P1 (Nixon, 2012).

3.1.7 Traitement

Le traitement de ’OC du boulet dépend des Iésions présentes : un traitement conservateur sera
employé si aucun fragment n’est présent. Dans le cas contraire un traitement chirurgical par

arthroscopie est conseillé (Nixon, 2012).
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Pour les Iésions de la créte sagittale, le traitement dépend, comme pour ’OC de maniere générale,
de la sévérité des lésions. Le traitement conservateur est conseillé pour les Iésions de type I (cf.
Tableau 1), avec un bon pronostic. Cependant, si les signes cliniques persistent, la chirurgie est

conseillée (Mcllwraith, 2013).

Pour les types 1II et 11, 'arthroscopie est recommandée : curettage de la Iésion jusqu’a 'os sous

chondral sain et retrait du ou des fragment(s) libre(s).

Pour ces deux derniers types, le pronostic est moins bon que pour les lésions de type I, surtout
si des lignes d’usure ou une érosion cartilagineuse sont présentes sur la premiére phalange
(Mcllwraith, 2013). Il est, dans ces deux cas, idéal d’opérer le plus rapidement possible avant

I'apparition d’ostéoarthrose.

Pour tous types de lésions confondus, Richardson (2003) annonce un pronostic de 90% de

chance de succes thérapeutique (conservateur ou chirurgical) pour POC du boulet.

Les lésions kystiques offrent quant a elles plusieurs alternatives thérapeutiques telles que les
injections intra-articulaires de corticostéroides et d’acide hyaluronique (Mcllwraith, 2013), un
curettage par abord arthroscopique, un percage trans-cortical sous controle fluoroscopique
(Foerner ez al., 2006; Santschi, 2008; Santschi ez a/., 2014) ou encore une greffe d’os spongieux, de

chondrocytes ou de cellules souches mésenchymateuses agglomérées dans une colle de fibrine

(Fortier et Nixon, 2005 ; Ortved ez al., 2012).

3.2 Maladie ostéochondrale palmaire du boulet

11 s’agit d’une affection fréquente chez le pur-sang jeune adulte (Nixon, 2012). Elle concerne la
partie palmaire des condyles métacarpiens ou métatarsiens. Cette maladie a été premicrement
considérée comme étant une manifestation d’ostéochondrose dissécante (Hornof ¢f a/., 1981). Elle
a ensuite été appelée ostéochondrose traumatique (Pool, 1996) mais est dorénavant reconnue
comme étant de larthrose de surcharge/traumatique : elle se développe secondairement a de

nombreux traumas répétitifs chez le cheval athlete (Barr ez a/., 2009; Nixon, 2012).
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3.2.1 Physiopathologie et caractéristiques lésionnelles

Cette maladie est, en partie, le fruit de la biomécanique extréme du boulet (cf. paragraphe 2.9.2
p.- 22). En effet les Iésions sont localisées au niveau de la zone de contacts des os sésamoides
proximaux avec les condyles métacarpiens ou métatarsiens. Lors de l'appui, a haute vitesse, se
produit une hyper-extension du boulet, 'appareil suspenseur est alors tres sollicité et plaque avec

force les sésamoides proximaux sur le MCIIT/MTIII (Figure 18) (Hattison e# al., 2010).

Une composante vasculaire a aussi été suspectée par Alber ez al. (2014); cette équipe a en effet
montré que la perfusion de la partie palmaire des condyles est inférieure a celle de la partie dorsale
ce qui pourrait diminuer la résistance ou la régénération de cette méme zone. Cependant, leur étude
ne démontre pas lexistence d’un lien de causalité entre leurs observations et la maladie

ostéochondrale palmaire.

median
sagittal ridge

metacarpal / metatarsal 3

proximal sesamoids

Figure 18 : Biomécanique du boulet : phase d’hyperextension
Lors de Uhyperextension du bonlet, les forces majenres de traction (fleches rouges) dans l'appareil suspenseur se répercutent en forces de
pression (fléche verte) entre les sésamoides proximaux et la partie palmaire des condyles métacarpiens, adapté d’apres Santschi (2008)
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Ces forces importantes appliquées de manicre répétée lors de I'entrainement et de la course
entrainent 'apparition de micro-fractures du cartilage calcifié et de 'os sous chondral (Bani Hassan
et al., 2016). En réponse a ces contraintes, 'os se modele en augmentant sa fraction osseuse via le
dépot d’os néoformé sur les trabécules existantes (Muir ef a/., 2008). Cependant, les micro-fractures
existantes ne sont pas répatées cat les contraintes trop fréquentes et/ou trop intenses liées a la
pratique inhibent le remodelage physiologique de I'os permettant normalement de réparer ces
lésions (Martig ez al., 2014; Martig ez al., 2013 ; Muir e7 al., 2006; Whitton ez al., 2013). Ces anomalies,
lorsqu’elles s’accumulent, conduisent a l'effondrement de l'os et la fragilisation du cartilage
articulaire associé (Boyde ef a/., 2011; Norrdin et Stover, 2006; Tutley ez al., 2014), comme pour les
autres lésions d’OA de surcharge, chez le cheval comme chez ’homme (Bertuglia ez @/, 2015; Boyde

et al., 2014; Lacourt ez al., 2012).

La mise au repos permet la réactivation du remodelage et donc ainsi la réparation des micro-
fractures. Il est donc important que le retour a I'exercice ne soit pas trop rapide (> 3 mois
idéalement) car 'os en remodelage actif est particuliecrement fragile et des 1ésions plus séveres que

les Iésions initiales peuvent apparaitre si entrainement est repris trop rapidement (Hernandez e al.,

2006; Taylot e al., 2004 ).

Les Iésions macroscopiques de la surface articulaire sont variables et reflétent uniquement les

derniers stades de la maladie (Pinchbeck ¢7 4/, 2013) :

e Grade I: Contusions de I'os sous chondral visibles a travers le cartilage articulaire (Figure

19, B) plus ou moins associées a une érosion cartilagineuse légere au niveau des condyles

e Grade II: Contusions importantes de I'os sous chondral, progression de I’érosion du

cartilage articulaire : lignes d’usure et fibrillation, la créte sagittale est touchée (Figure 19, C)

e Grade III: Dégradation importante du cartilage articulaire, présence d’ulcérations,
formation de cavités ou de fractures dans I'os sous chondral et parfois trabéculaire (Figure

19, D & E), collapsus de la surface articulaire, parfois présence de fracture condylaire (Figure

19, F)
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Figure 19 : Llustration des lésions caractéristiques de la maladie ostéochondrale palmaire
Photographies post-mortem montrant les lésions osseuses et cartilagineuses et microradiographies para-sagittales montrant la sclérose et la
nécrose de ['os sous-chondral. A : sain, B : grade 1, C : grade I, D a F : djfférents grade I1T
Microradiographies : Pr. A. Boyde & photographies : Riggs et Pilsworth (2014)

3.2.1 Diagnostic et traitement

Les premiers stades de la maladie sont accompagnés de signes cliniques aspécifiques : boiterie
bilatérale légere chez les chevaux de course, inconstante et parfois associée a un test de flexion

légerement positif et a une inflaimmation légere. Les stades avancés montrent, eux, une boiterie

franche (Nixon, 2012).

La radiographie ne permet pas d’identifier les premiers stades de la maladie et pour améliorer la
sensibilité de cet examen, il est recommandé de réaliser des vues obliques (Figure 20). Une vue
dorso-palmaire en flexion ou une vue latéro-médiale permettent également de voir les 1ésions sous

chondrales lorsque la maladie est au stade avancé (Nixon, 2012; O'Brien ef al., 1981).
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Figure 20 : Radiographie du bonlet d’un cheval atteint d’ostéochondrose traumatique
Incidence dorsale 45° proxcimale 45° latérale-plantaro-disto-médiale oblique, one radio-transparente compatible avec une nécrose focale de
Los sous chondral (fleche), d'aprés Riggs et Pilsworth (2014).

Souvent compliquée d’OA, il est fréquent de constater les signes radiographiques
caractéristiques de la maladie secondaire : ostéophytes, entésophytes, sclérose sous chondrale

générale et distension articulaire (Nixon, 2012).

La scintigraphie est un outil diagnostique sensible pour cette maladie mais malheureusement
peu spécifique car il est parfois difficile de différencier un remodelage osseux naturel, en réponse a
I'exercice, de la maladie ostéochondrale. Elle a pour avantage d’explorer l'intégralité du squelette en
un seul examen mais son cout, son manque de spécificité et les contraintes en termes de
radioprotection réservent cette modalité aux patients pour lesquels les autres examens n’apportent

pas les réponses souhaitées.

L’imagerie par résonnance magnétique (IRM) ou la tomodensitométrie nécessitent une
anesthésie générale mais sont tres utiles afin de mieux caractériser la maladie ou la détecter dans les
premiers stades. L’IRM renseigne sur les Iésions cartilagineuses et des tissus mous de maniere
générale alors que la tomodensitométrie évalue principalement les tissus osseux (bien que 'IRM
puisse aussi en évaluer certaines aspects). L’IRM réalisée sur le cheval debout s’est révélée plus
sensible que la radiographie pour la détection de la maladie ostéochondrale palmaire (Powell, 2012;
Zubrod ¢t al., 2004). Les 1ésions sont aussi visibles via I'utilisation d’IRM haut champ (1.5 T ou plus)
et il est possible d’évaluer I’épaisseur du cartilage articulaire et son érosion ainsi que les 1ésions de

'os sous chondral (Olive ez al., 2010a; Olive ez al., 2010Db).
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La détection précoce permet d’initier le traitement plus rapidement et d’ainsi améliorer le
pronostic. En effet, le traitement est tres limité : 'acces chirurgical a la zone est difficile et tres peu
d’outils thérapeutiques sont disponibles pour traiter ce type de 1ésions (Nixon, 2012). Le repos est
indiqué mais le pronostic reste réservé, la boiterie reprenant la plupart du temps rapidement avec

I'exercice, avec une rechute des performances associée (Tull et Bramlage, 2011).
3.3 Fractures condylaires

3.3.1 Epidémiologie
La fracture para-sagittale du condyle métacarpien ou métatarsien est une des fractures les plus
fréquentes chez le cheval de course jeune adulte (a partir de 2-3 ans) (Parkin, 2008). Parfois qualifiée

de fracture spontanée, elle apparait, en 'absence d’événement traumatique majeur pour I'expliquer,

lors de courses, d’entralnement a haute vitesse ou peu aprés ceux-ci.

Ces fractures peuvent étre latérales ou médiales et parfois bilatérales, elles sont souvent
localisées au niveau du sillon parasagittal palmaire (Firth ez a/., 2009; Richardson, 2012). Chez le pur-
sang anglais c’est la localisation latérale qui est la plus fréquente (Parkin ez a/, 20006), le membre
thoracique est le membre le plus atteint (77,8% pour Ramzan ez /. (2015), 59,8% pour Jacklin et
Wright (2012)) alors que chez le trotteur, les fractures condylaires latérales sont observées aussi bien
sur les membres thoraciques que pelviens (Richardson, 2012). Certaines études révelent une

prévalence plus élevée a droite sans pouvoir Uexpliquer (Parkin ez /., 2000).

Les facteurs de risque identifiés sont notamment : un entrainement ne comportant pas ou peu
de phases de galop, un entrainement trop intensif, un cheval débutant les courses a 3 ou 4 ans, les
courses longues et sur terrain ferme ou irrégulier (Parkin e# a/., 2005; Parkin, 2008; Stover, 2003;
Whitton e al., 2010). Dans les cas de fractures unilatérales, les 1ésions osseuses (micro-fractures) du

sillon parasagittal sont tout de méme souvent bilatérales voire présentes sur les quatre membres.

3.3.2 Physiopathologie

Concernant la physiopathologie de ces fractures, tout n’est pas encore parfaitement établi.
Cependant, 'accumulation de micro-fractures au niveau du sillon parasagittal dans le cartilage

calcifié et dans l'os sous chondral semble étre a 'origine de ces lésions (Parkin ez a/., 2006; Rubio-

Martinez et al., 2010; Stepnik ez al., 2004; Trope ¢t al., 2015; Tutrley ef al., 2014; Whitton ef al., 2010).
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On rencontre cette affection chez le cheval athléte chez qui exercice intensif a pour
conséquence une adaptation de l'os appelée modelage qui consiste en un épaississement des
trabécules via le dépot d’os néoformé sur les trabécules existantes (Firth, 2006; Whitton ez a/, 2010).
Cette réponse physiologique de I'os permet de le rendre plus résistant aux contraintes mécaniques.
Ce modelage a lieu tout particuliecrement dans les zones exposées aux forces les plus élevées (Boyde

et Firth, 2005) comme par exemple les portions médiale et latérale du condyle métacarpien distal

(Harrison et al., 2014).

Simultanément, le phénomene de fatigue osseuse entraine 'apparition, elle aussi physiologique,
de micro-fractures. En effet, 'os est capable d’endurer un nombre fini de cycles de charge avant
rupture comme cela a été montré 7z vitro (Dubois ez al., 2014; Firth ez al., 2009; Martig et al., 2014).
Ce nombre limité de cycles est inversement lié a la charge appliquée a chaque cycle et a I’écart entre
I'angle physiologique d’application de la charge et 'angle avec lequel elle est effectivement appliquée
(Dubois ez al., 2014).

Le remodelage est, dans des circonstances normales, capable de compenser cette fatigue et les
micro-fractures secondaires, en remplagant I'os 1ésé par de I’os sain via ’action synchrone du couple

ostéoclaste-ostéoblaste.

Cependant, lorsque I'exercice est trés intense, ce remodelage est affecté et ne parvient pas a
compenser Papparition de nouvelles micro-fractures qui vont alors s’accumuler et fragiliser 'os
(Holmes ez al., 2014; Martig ez al., 2014; Whitton e al., 2010). L’augmentation concomitante de la
charge de chaque cycle et du nombre de cycles appliqués alors que le remodelage osseux est

potentiellement altéré augmente la probabilité d’apparition de fracture condylaire (Muir ef a/., 2000).

On consideére a ’heure actuelle que les fractures condylaires sont des fractures de stress liées a
I'exercice trop intense qui résultent a la fois de 'accumulation rapide de ces micro-Iésions (Riggs,
1999; Riggs ez al., 1999a ; Whitton ez al, 2010 ) et de l'altération du remodelage osseux ne permettant

pas de compenser 'apparition de ces micro-lésions (Bertuglia ez al., 2015; Whitton ez al., 2010 ).
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L’autre hypothése, qui n’est pas incompatible avec celle précédemment décrite, est que le
remodelage fragilise I'os localement lors de sa premicre étape de résorption ostéoclasique. Cette
résorption diminue la résistance osseuse localement et entraine I’apparition de micro-fractures la ou
le remodelage est en cours (Bertuglia ez al., 2015; Lacourt e al., 2012; Whitton ez al., 2010) (Figure
21). Certains auteurs pensent également que le modelage focal de 'os sous-chondral (Boyde et Firth,
2005 ; Rubio-Martinez ef al., 2008; Taylor ez al., 2004 ) agit aussi comme facteur prédisposant en
créant des différences de rigidité au sein du MCIII distal et concentrant ainsi les contraintes de

cisaillement au site de fracture.

Figure 21 : Illustration des modifications osseuses lices a l'entrainement intensif chez, le cheval de conrse.
En hant a ganche : cheval non entrainé, en bas a ganche : fracture condylaire associée a une densification générale de l'os sous chondral
(fléches) excepté au nivean du site de fracture (téte de fleche). Images 1 & 2 : images HR-pQCT de MCIII, d'aprés Whitton et al.
(2010) ; Image 3 : Lésion sévére dans le cartilage du sillon parasagittal latéral (Turley et al., 2014)

Le travail de Firth ez a/ (2009) souléve d’ailleurs une question intéressante sur l'aspect
développemental de cette maladie et justifie son étude chez des poulains nouveaux nés. Ils ont en
effet relevé la présence de zones radiotransparentes au niveau du sillon parasagittal chez des jeunes
poulains n’ayant pas encore commencé 'entrainement. Ces anomalies pourraient étre des signes

précoces de fracture condylaire (Firth ez a/., 2009).
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Concernant la relative homogénéité des configurations de ces fractures condylaires : on sait
depuis les premicres dissections que l'os trabéculaire est structurellement anisotrope. En 1892,
Julius Wolff énonce la loi, portant son nom, qui dit que cette anisotropie trabéculaire est intimement
liée et secondaire aux contraintes mécaniques s’appliquant sur 'os (Wolff, 1892). Depuis, le modele
mathématique de cette loi a été critiqué (Skedros et Baucom, 2007) mais les observations générales
ont tout de méme étés maintes fois vérifiées (Barak e a/, 2011; Biewener e# al., 1996; Boyle et Kim,

2011; Jang et Kim, 2008; Tsubota e# al., 2009).

Cette anisotropie a, sans surprise, été constatée au niveau du MCIII chez le cheval (Boyde et
Firth, 2005; Boyde 7 al., 1999; Ellis, 1994; Leahy e7 al., 2010; Parkin ez al., 2006; Trope e# al., 2015).
Plus spécifiquement, Boyde ez a/. (1999) ont observé un accroissement de cette anisotropie
structurelle avec I’age de 'animal ainsi qu’avec I’éloignement de la surface articulaire. Contrairement
a la plaque sous chondrale compacte, relativement isotrope, l'os trabéculaire épiphysaire (et
diaphysaire) posse¢de une structure orientée. Cette anisotropie structurelle consiste en un alignement
des trabécules dans le plan sagittal. Fait intéressant, les observations de cette méme équipe (Boyde
et al., 1999) révelent que le plan de clivage des fractures condylaires est paralléle avec la direction
prédominante des trabécules, 7 e le plan parasagittal. Cela suggere que I'alighement paralléle des
trabécules puisse engendrer une fragilité au sein de 'os trabéculaire et expliquer le plan de clivage

caractéristique de ces fractures comme illustré dans la Figure 22.

Les fractures seraient donc au départ la conséquence d’une fragilisation du cartilage calcifié et
de la plaque sous chondrale, jouant le réle d’amorce de fracture qui pourrait ensuite se propager
selon le plan de moindre résistance 7 e dans le plan sagittal, parallelement a la direction

prédominante des trabécules (Riggs, 1999).
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Figure 22 : Anisotropie trabéculaire du MCIII distal et plan de clivage des fractures condylaires
A ganche : image obtenne par micro-tomodensitometrie d’une section frontale de MCIII distal (incluant la portion proximale de la phalange
proximale) illustrant larchitecture frabéculaire, a droite : face dorsale d'une section frontale de MCIII distal atteint d’une fracture condylaire
(Boyde et al., 1999), on remarque la correspondance entre le plan de fracture et I'orientation des trabécules.

3.3.3 Diagnostic

Avant Papparition d’une boiterie sévere, les chevaux peuvent présenter des prodromes et
notamment une boiterie discréte (Richardson, 2012). Cette boiterie sera d’apparition brutale et
franche (avec suppression d’appui) pour les fractures completes ou déplacées mais les signes
cliniques peuvent demeurer discrets pour les fractures incomplétes (Richardson, 2012). Le plus
fréquemment, les chevaux atteints présentent un test de flexion positif et un gonflement de

Iarticulation léger a important en fonction de la gravité de la fracture (Bassage Ii, 2014).

Le diagnostic peut étre complexe si la fracture est courte, mono-corticale et non déplacée
(Bassage 1i, 2014). Dans ce contexte, la radiographie ne permettra pas toujours d’établir le diagnostic
de fracture. Dans ’étude de Ramzan e o/ (2015) notammment, 77.8% des diagnostics de fracture
unicorticale furent obtenus par radiographie. Les autres cas (23.2%) ont nécessité 'emploi de
I'IRM ; dans celle de Powell (2012), 35.8% des fractures diagnostiquées au niveau du boulet par
IRM n’étaient pas détectables par radiographie.
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Par contre, le diagnostic clinique et radiographique est trivial dés lors que la fracture est longue
et déplacée. La caractérisation radiographique de la fracture sera cependant capitale afin de planifier
la chirurgie et pour donner un pronostic au propriétaire (Richardson, 2012). Le pronostic peut étre
treés variable selon la configuration de la fracture. La tomodensitométrie n’est souvent pas nécessaire
au diagnostic mais permet dans certains cas de mieux évaluer I'extension d’une éventuelle fissure
diaphysaire ou une fracture des os sésamoides proximaux parfois associée et peu visible en

radiographie (Morgan ez al., 2000), voir Figure 23 ci-dessous.

Figure 23 : Fracture complete déplacée (1) et incomplete non déplacée (2) du condyle latéral du MCIIT
d'aprés 1 : Bassage Ii (2014) 2 : Richardson (2012)

3.3.4 Traitement

Sila fracture condylaire est suspectée, I'inspection pat imagerie de la diaphyse de MCIII/MTTII
est nécessaire car la Iésion peut s’étendre proximalement et changer radicalement la prise en charge

de I’'animal et le pronostic, surtout pour les fractures médiales (Richardson, 2012).
e Fractures du condyle latéral

Le traitement conservateur n’est pertinent que lorsque la fracture est incompléte et non déplacée

(Bassage 1Ii, 2014). Dans le cas contraire, un traitement chirurgical s'impose (Richardson, 2012).
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Pour les fractures latérales, le traitement de choix consiste 2 la réduction minimalement-invasive
par pose de vis inter-fragmentaires en compression sous controle fluoroscopique (Figure 24). Si la
fracture est déplacée, il est essentiel de veiller a la réduction appropriée de la fracture. Tout défaut
de réduction concernant une fracture articulaire a des conséquences graves et entraine le
développement d’une ostéarthrose précoce et sévere. Il est donc dans ce cas capital de controler

arthroscopiquement la réduction anatomique (Richardson, 2012), voir Figure 24 ci-dessous.

Le pronostic pour les fractures condylaires latérales non déplacées est bon: 61 a 93% des
chevaux courent avec succes apres intervention (Ramzan ez a/., 2015). Si la fracture est déplacée, le
pourcentage de réussite de la chirurgie diminue: 18 a 48% de chevaux seront a méme de courir. 11
en est de méme si une fracture de 'os sésamoide ispsilatéral est présente. De maniere générale le

pronostic est meilleur pour une fracture du MCIII que du MTIII (Bassage Ii, 2014).

Figure 24 : Radiographies post-opératoires d’une fracture métacarpienne condylaire latérale
Réduction par 2 vis inter-fragmentaires posées en compression, Images : Richardson (2012)
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e Fractures du condyle médial

Les fractures du condyle médial ont des configurations souvent différentes des localisations
latérales (Jacklin et Wright, 2012; Riggs ez al., 1999a; Zekas ez al., 1999a). 11 est en effet fréquent que
le trait de fracture s’étende proximalement sur la diaphyse (fracture spiroide ou rectiligne, voir
Figure 25) en raison de lorientation différente des trabécules et de la facon dont elles sont
connectées avec l'os cortical en région médiale (Boyde, 1999). Si ce n’est pas le cas et que 'on se
trouve dans la configuration décrite pour les fractures latérales, le méme traitement pourra étre
appliqué. Si par contre la diaphyse est affectée, le traitement sera différent : de nombreuses vis inter-
fragmentaires devront étre posées, voire une plaque « Dynamic Compression Plate » ou « Locking
Compression Plate » en fonction de la configuration de la fracture et de la réduction obtenue
(Richardson, 2012). Le pronostic est moins bon car le patient présente un risque important de

fracture catastrophique notamment au réveil.

Figure 25 : Fracture para-sagittale métatarsienne
Celle-ci affecte le condyle médial et le tiers distal de la diaphyse - Image : Richardson (2012)
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4 Mcéthodes histologiques employées dans notre investigation

L’histologie, malgré l'avénement de nouvelles techniques d’imagerie médicale, reste une
technique prépondérante dans I’étude des maladies orthopédiques, tant pour le cartilage que pour

l'os. C’estla raison pour laquelle une bréve description des techniques habituelles est faite ci-dessous.

4.1 Fixation

La fixation au formaldéhyde 10% est la plus répandue, cependant toutes les études ne sont pas
unanimes a son sujet. Selon certains, elle ne permet pas d’éviter la fuite d’'une partie des PGs, qui
sont des molécules solubles, alors que selon d’autres il s’agit d'une méthode adéquate (Kiviranta ez

al,, 1984).

4.2 Coloration Safranin O fast green

La coloration Safranin-O-Fast-Green (SOFG) permet d’évaluer la quantité de PGs dans le
cartilage. En effet, ce colorant se fixe spécifiquement sur les acides polysaccharidiques carboxylés
ou sulfatés présents sur cette famille de molécules (Horvai, 2011; Rosenberg, 1971). Cette fixation
est steechiométrique pour Safranin O seul, mais il y a probablement compétition lorsque
I'association SOFG est utilisée (Hyllested e7 a/., 2002). Cette coloration n’est donc pas utilisable de
facon fiable pour une évaluation quantitative précise des PGs mais seulement pour une appréciation
semi-quantitative estimée de ces derniers (Hyllested e a/., 2002). Les PGs sont colorés en rouge par

la coloration SOFG et les os en bleu.
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Hypothéses et objectifs



Cette revue de littérature illustre les lacunes persistantes concernant I’étio-pathogénése des CF.
Le fait que ces maladies soient précoces chez le cheval de sport améene a s’interroger sur la

potentielle composante développementale et structurelle de cette maladie.

Ce travail a donc pour but, via ’étude histologique de MCIIIs de poulains nouveau-nés et de
chevaux d’age variable a lentrainement, de rechercher des différences structurelles pouvant

prédisposer a cette maladie.
Ceci nous a amené a formuler les hypotheses suivantes :

1. Des variations présentes dans la microarchitecture de I'os sous chondral du MCIII distal

du cheval pourraient prédisposer aux CF latérales
2. Ces différences pourraient étre présentes des la naissance.
Pour tester ces hypotheses les objectifs suivants ont été formulés :

1. Décrire et caractériser la microarchitecture du MCIII distal au niveau du sillon
parasagittal palmaire et dorsal ainsi qu’au niveau de la portion latérale du condyle a la

fois palmaire et dorsale

2. Décrire I'évolution de cette microarchitecture avec I'age et 'entrainement chez des

groupes de chevaux d’age variable

3. Comparer la microarchitecture du sillon parasagittal (le site prédisposé aux CF) a la

portion latérale du condyle (un site controle).
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INTRODUCTION

Third metacarpal bone (MCIII) condylar fractures are a common orthopaedic injury in
racehorses (Bassage Ii, 2014; Parkin e al, 2004a, b; Parkin ez al., 2006; Zekas et al., 1999a, b) and
occur most frequently in the lateral parasagittal groove, at the junction of the condyle and the
median sagittal ridge (Jacklin et Wright, 2012; Parkin ez a/, 2006; Rick ez al., 1983). Risk factors
include intensive training (Whitton e a/, 2010) and racing on firmer than good-firm racetrack

surfaces (Parkin e al, 2005; Stover, 2003).

The subchondral bone of the distal metacarpus is composed of a subchondral plate that overlies
a trabecular network of parallel plates interconnected with struts (Martig e# /., 2014). Subchondral
bone strength is determined by bone quantity and quality including microarchitecture (Ammann et
Rizzoli, 2003; Mittra ef al., 2005; Seeman et Delmas 20006). Trabecular microarchitecture is modified
by mechanosignals (Huiskes ez a/, 2000) that align the trabeculae to the peak loading direction
(Barak ez al., 2011; Boyde et Firth, 2005) for maximal resistance (Wolff, 1892). Direct deposition of
new bone in response to the cyclic loads of training thickens the trabeculae (Cornelissen e al., 1999;
Firth e al., 1999a) and increases the subchondral bone fraction (Boyde et Firth, 2005; Firth ez a/,
1999b; Murray et al., 2001; Noble ef al., 2016).

Microcracks occur in healthy bone as part of normal wear and tear. Microcracks are repaired
by a targeted remodelling process that includes osteoclastic resorption where osteoclasts erode the
bone surfaces (Bertuglia ez /., 2015; Lacourt ¢ al., 2012). However, microcracks may accumulate at
specific locations in the bones of racehorses because of the excessive loads sustained during training
and racing in combination with incomplete repair (Muir ¢ a/., 2006). Small amounts of microscopic
bone damage and osteoclastic resorption are associated with large reductions in a trabecular bone’s
Young’s modulus, yield strength and fatigue life (Goff e @/, 2015; Hernandez e al, 2014) and
potentially lead to a complete fracture (Lacourt ez a/, 2012; Norrdin et Stover, 2006; Stover ef al,
1992). Microcracks have been identified in the parasagittal groove of the equine MCIII, where
condylar fractures arise, and are considered to play a role in fracture initiation (Cruz et Hurtig, 2008;

Dubois ez al., 2014; Muir ez al., 2006; Riggs ez al., 1999a; Stepnik ez al., 2004; Whitton e# al., 2010).
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Surprisingly, neither age, years in racing nor career race starts are associated with the degree of
damage in the parasagittal grooves of equine MCIIIs (Parkin e a/, 20006). Furthermore, metacarpal
condylar fractures also occur in 2-year-old Thoroughbreds within the first 2 months of commencing
training, prior to extensive subchondral bone adaptation. Taken together, these findings suggest
that defects or pathological changes may already be present in the metacarpal parasagittal groove at
the onset of their racing career. Recently, defects (Boyde et Firth, 2008; Doube e# a/., 2010a) and
radioluciences (Firth ez a/, 2009) have been identified in the calcified tissues in the palmar/plantar
parasagittal MCIII grooves obtained from young untrained racehorses. The investigators speculated
that condylar fractures in young racehorses may be due to an abnormality in development of the
bone that is present before athletic activity begins (Firth ez a/, 2009). Together, these studies suggest
that there may be some early underlying developmental predisposition, maladaptation, or pathology
at the parasagittal groove site in the equine metacarpal condyle, prior to undergoing the strains of

training and racing, that may predispose it to later injury and bone failure at this site.

We hypothesized that subregional variations in subchondral bone trabecular microarchitecture
may render the equine distal metacarpus vulnerable to condylar fractures at specific sites and that

some of these differences are already present at birth.

The objectives of this investigation were 1) to describe and characterize the trabecular bone
microarchitecture of the distal MCIII dorsal and palmar parasagittal groove and condyle in a group
of newborn foals, 2) to describe regional trabecular bone architecture adaptation with maturation
and athletic activity and 3) to compare the bone parameters measured at the parasagittal groove

fracture-predilected site and at the lateral portion of the condyle.

47



MATERIALS AND METHODS

The study protocol was approved by the institutional Animal Care and Use Committee and
respected the guidelines of both the Canadian Council on Animal Care and the ARRIVE project
(Kilkenny et al., 2014).

Neonatal foal metacarpal specimens: To investigate neonatal trabecular bone architecture prior to
major prolonged weightbearing events we employed distal MCIII of neonatal foals that were
previously banked from cadavers for an investigation of joint development (Martel e a/., 2016a;
Martel et al, 2016b). One limb was included from each animal. The MCIII were from
osteochondrosis predisposed (n=5) and control foals (n=3) as previously described (see Martel ez
al. (2016b) and Table 1). The specimens were wrapped in a wet gauze and stored in sealed plastic
bags at -20°C until processed. Following a thaw, the MCIII were dissected free from soft tissues

and fixed and stored in formalin for 24 hours until slab section and decalcification (in 15% EDTA).

Metacarpal specimens to investigate adaptation to maturation and athletic activity: MCIII of weanlings,
yearlings and racehorses (n = 16 — Table 1), obtained following necropsy examination or collected
from an abattoir, were harvested and dissected free from soft tissues and fixed and stored in
formalin until processed. The osteochondral slabs were cut within already fixed bones and

decalcified with formic acid (10%).

Sample processing

The lateral hemi-metacarpus was selected for study as this is the site where the majority of
fractures arise (Parkin ez a/., 20006). Dorsal and palmar coronal osteochondral slabs were cut in the
lateral condyle of each MCIII from all specimens included in the study (Fig. 1). The blocks were
designed to incorporate the parasagittal groove, where the majority of metacarpal condylar fractures
have been identified in racehorses (Goodrich ez al, 2014; Jacklin et Wright, 2012; Parkin, 2008;
Parkin ez al., 2006; Parkin ef al., 2004c; Ramzan ef al., 2015; Whitton ez al., 2010) and the condyle,
thereby permitted a comparison of the fracture-predilected site with rarely, or never affected sites,
in the rest of the condyle. All the slabs were embedded in paraffin and sections (4.5 um) were cut
with a microtome (Leica/Reichert-Jung 2050) and stained with Safranin-O fast-green (Bertuglia ez

al., 2015) to provide a good contrast between cartilage (red) and bone (blue).
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Digital Image acquisition and analysis

The histological sections were viewed with both bright field and polarized light microscopy and
digitalized (Leica DM4000B microscope coupled with an Allied Vision Prosilica GT1920C camera
and Panoptiq software - magnification: x25) for further image processing and analysis with Fiji
software (Schindelin ez a/, 2012). Polarized light was employed to enhance the contrast between
trabeculae and the soft tissue components of the bone (Fig. 1). When a large blood vessel was
observed, precluding a complete analysis, an additional section of the same sample was cut and
processed instead. All the digital images were converted into 8-bit greyscale for processing (Fig. 1),

thresholded and binarized. The trabecular-pixel values were set to 255 and other pixel values were

set to 0 (Doube ef al., 2010b).

Four regions of interest (ROIs: 7 x 7mm) were investigated: the dorsal and palmar subregions
of the lateral parasagittal groove, the most common origin of condylar fractures (Jacklin et Wright,
2012) and the dorsal and palmar subregions of the lateral condyle, that served as internal controls
(Fig. 1 and supplementary figure S1 on line). The dorsal and palmar regions were also selected

because of different loading conditions at these sites (Harrison e al., 2014).

Bone microarchitecture parameters

Parameters of bone quantity and quality, known to play a major role in bone strength (Ammann
et Rizzoli, 2003; Mittra ez al., 2005; Seeman et Delmas 2006) were measured on the digital images
to describe and compare the trabecular bone microarchitecture between ROIs (Fig. 1 & Table 1)

and with age/adaptation to exetcise.

Bone quantity: Parameters measured included trabecular spacing (ITb.Sp, the average width
between trabeculae), trabecular thickness (ITb.Th, the average width of trabeculae) and bone
fraction (B.Ar/T.Ar, the ratio between the bone area and the ROI area) measured with Bone]

(Doube ¢t al., 2010b), a Fiji plugin (see www.bonej.org for further details).
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Bone quality: Parameters measured included the trabecular length (Tb.Le) and the number of
trabecular junctions. The binarized images were skeletonized by progressive thinning to retain the
central axis of each trabecula by “Skeletonize3D” (Fig. 1), a Fiji plugin, and were then analysed by
“AnalyzeSkeleton” (Arganda-Carreras ez al., 2010). Additional bone quality parameters calculated
from the “skeletonisation” data included the trabecular number (Tb.N), the ratio between the
number of trabecula and the total trabecular length and the trabecular connectivity (Tbh.C), the ratio

between the junction number and the ROI area (Table 1).

Trabecular orientation assessment

Trabecular orientation was also assessed in the frontal plane by applying a median filter to the initial
greyscale image to decrease the heterogeneity of the trabeculae and then using “Orientation]”
(Rezakhaniha ez a/., 2012) a Fiji plug-in based on structure tensors (Fig. 1.C), the output data of the
plugin being the angular distribution of oriented-structure-pixels. In order to compare the ROIs to
each other, the probability density function of each site was determined from the corresponding
angular distribution and plotted (Fig. 1.C) (Rezakhaniha ¢ a/., 2012). The accuracy of the plugin was
validated by testing artificial images of known orientation and by testing selected images after

various known rotations.

Statistical analysis

A mixed linear model with the ROI as fixed factor and the animal as a random factor was
employed to detect differences between ROIs in different age groups. A priori contrasts to compare
pairs of means were performed adjusting the alpha level for each comparison with the sequential
Benjamini-Hochberg procedure. In order to study the effect of age on each bone parameter, a
mixed model of covariance analysis with the ROI as a fixed factor, the foal as a random factor and
the age as a co-factor was used. The non-linear effect of age was modelled with polynomial terms
of the first and second degree after centering the age data. Statistical analyses were performed with

SAS 9.4 (Cary, N.C.). A p = 0.05 was considered significant throughout.
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RESULTS

Specimens were categorized into groups based on their age: neonates (less than 3 days old,

n = 8); 1-2 months (n = 5); 12 months (n = 5); 24 months (n = 3) and = 72 months n = 3).

Qualitative assessment

Neonatal foals: There was a subjective difference in the overall trabecular structure between the
parasagittal groove and the condyle ROIs already immediately after birth. The parasagittal groove
had less trabeculae and greater spaces between them when compared with the condyle. No visual
differences were seen between the control and the OC-predilected group and between the dorsal

and palmar ROIs.

Adaptation to maturity/ athletic activity: There were also visual differences when foal and adult
racehorse samples were compared qualitatively. In the mature racehorses the quantity of bone was
greater, as expected, when compared with foals. The trabeculae were thicker and more aligned in
the sagittal plane. There were no evident qualitative differences between dorsal and palmar ROIs

in any specimens.

Bone microarchitecture parameters

Data (mean * SD) for bone microarchitecture parameters measured at all ROIs is provided in

Table 2.

No statistically significant differences were identified in the analyses of the trabecular bone
parameter data between control and the OC-predilected neonatal foal groups so data from all the
foals were pooled for subsequent analyses. In addition, no statistical differences were detected
between the dorsal and palmar parasagittal groove or the dorsal and palmar condyle trabecular bone
parameters. The bone microarchitecture data from the dorsal and palmar subregional ROIs were

pooled for subsequent comparisons between the parasagittal groove and condyle ROIs.

Similarly, no statistical differences were detected between the dorsal and palmar parasagittal
groove or the dorsal and palmar condyle in the other age groups. The data from the dorsal and

palmar subregional ROIs were thus also pooled for subsequent comparisons in these groups.
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Parameters of bone guantity:

Neonatal foals: The mean Tb.Sp was significantly higher (p = 0.004) and the B.Ar/T.Ar lower
(p = 0.0004) in the lateral parasagittal groove ROI compared with the condyle (Table 2 and Fig. 2)

but no significant differences in Tb.Th were detected.

Adaptation to maturity/ athletic activity: Tb.Th and B.Ar/T.Ar values all increased with age/racing,

but the rates of change decreased over time (positive first degree term respectively: p <0.0001 and
p < 0.0001; negative second degree term respectively: p < 0.0001 and p < 0.0001). Conversely,
Tb.Sp values decreased with age/racing, but the rate of change also decreased with time (positive
first degree term: p = 0.004; negative second degree term: p < 0.05).

Tb.Sp was significantly higher in the parasagittal groove ROlIs of all age groups, except at 12
months. B.Ar/T.Ar, on the other hand, was significantly lower in the parasagittal groove ROIs in
neonates, and in the 12 and 24 month-old groups but not in the 1-2 month-old or = 72 month-old
groups (Fig. 4 — Table 2).

When data from all specimens and all timepoints were combined and assessed, Th.Sp was

greater (p < 0.0001) and the B.Ar/T.Ar lower (p <0.0001) in the lateral parasagittal groove

compared with the condyle.

Parameters of bone quality

Neonatal foals: The Tb.Le was significantly greater (p = 0.0005) in the parasagittal groove ROIs
compared with the condyle whereas, in contrast, the Th.N and Th.C were both significantly lower

(p = 0.0001 and p = 0.001, respectively) (Fig. 2 & Table 2).

Adaptation to maturity/ athletic activity: Tb.C and Tb.N values all increased with maturity but the

rate of change decreased with time (positive first degree term respectively: p <0.0001 and p = 0.003;
negative second degree term respectively: p < 0.0001 and p = 0.02). Conversely, Th.Le values all
decreased with maturity/athletic activity and the rate of change deceased with time (positive first

degree term respectively: p = 0.008; negative second degree term respectively: p = 0.04).
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Trabecular orientation assessment
An illustration of trabecular orientation in all groups is provided in Figure 4.

Neonatal foals: ROIs had a dominant trabecular orientation but also a second preferential
direction, often almost orthogonal to the preponderant one (Fig. 4 A). The dominant trabecular
orientation was approximately 45° to the sagittal plane Ze. directed towards the lateral aspect of the
condyle resulting in a radiating distribution, originating from the centre of the epiphysis, and
interconnected by smaller perpendicular trabeculae (2™ main direction visible on graphs — Fig. 4.A).
In contrast to the measured bone parameters, the trabecular orientation was different between
dorsal and palmar ROIs. The directional distribution of the trabeculae was slightly more anisotropic

in the palmar ROIs than in the dorsal (Fig. 4 A) already at birth.

Adaptation to maturity/ athletic activity: Trabeculae of the distal metacarpal epiphysis underwent

adaptation by remodelling over time and changed orientation (Fig. 4). The orientation changed to
align from a radiating orientation (described above) to a preponderant sagittal direction (Fig. 4 B).
Although the direction is principally sagittal in mature racehorses, a slight deviation towards the
middle of the lateral portion of the condyle is noticeable in all the ROIs, and particularly in the
condyle ROIs. This adaptive remodelling response also resulted in an increased anisotropy - e.
trabeculae became more parallel to each other. Moreover, the second main direction was less
pronounced in adults when compared with foals, indicating that the sagittal plates are predominant

and connected through smaller struts in adults.

The palmar parasagittal ROI had a unique adaptation pattern over time, first aligning with the
sagittal plane (12 month-old group) but then becoming less anisotropic in older horses (24 month-
old and >72 month-old groups). As a result, the trabecular anisotropy at the palmar parasagittal
ROI was not different when compared between foals and older horses, even if the main direction

changed over time and is similar to that observed at other ROIs (Fig. 4 B).
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Subjective comparisons between ROIs in different age groups: When all ROIs were examined together the

remodelling process to align the trabeculae was least evident in the palmar parasagittal groove (both
dorsal and palmar sites) compared with the condyle (Fig. 4 B). The anisotropy was also much higher

in condyle ROIs when compared to parasagittal groove ROIs, as illustrated by more stretched polar

curves (Fig. 4 B).

DISCUSSION

The findings of this study provide novel insight into MCIII subchondral bone trabecular
architecture in equine neonates and its adaptation to maturity and athletic activity in both the
parasagittal groove, where fractures arise most commonly, and the condyle. First, immediately after
birth and prior to sustained weightbearing, there were measureable differences in both bone quality
and quantity between the parasagittal groove and condyle ROIs. Yet, only differences in bone
quantity parameters persisted in mature racehorses. Second, trabecular orientation had a consistent
pattern in neonates within all dorsal and palmar metacarpal ROIs, with palmar ROIs being slightly
more anisotropic. However, the predominant trabecular orientation changed substantially with
maturity and racing at all the ROIs except for the palmar parasagittal groove ROI that retained a

more “immature” orientation pattern even in mature racehorses.

We first investigated MCIII subchondral trabecular bone microarchitecture in neonatal foals
prior to major loading events. The differences in the trabecular pattern in the parasagittal groove
and condyle observed already at birth underpin the importance of the 7# wfero environment in
preparing for post-natal weightbearing events. Although never studied in the equine species,
subchondral bone trabecular characteristics in newborns of other species are known to be governed
by two major factors: a genetic blueprint that dictates molecular signals to regulate structure and 7
utero remodelling orchestrated by biomechanical cues (Cunningham et Black, 2009; Frost, 1990a, b;
Gomez ¢t al., 2007, Nowlan ez al., 2010; Reissis et Abel, 2012; Sharir ef al., 2011). Transarticular loads
generated by muscle contractions with foetal movements serve, in part, as mechanosignals for 7

utero subchondral bone development (Sharir ef a/., 2011).
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There were fewer and longer trabeculae with scarcer connections in the equine parasagittal
groove compared to the condyle ROIs. The bone fraction was also lower, with greater spacing
between trabeculae. Because trabecular microarchitecture is a direct reflection of trabecular bone
strength (Ammann et Rizzoli, 2003; Hernandez ez al., 2001; Mittra e/ /., 2005; Thomsen ez al., 2002),
it can be surmised that this translates to a weaker subchondral bone in the parasagittal groove at

birth in foals, compared with the condyle, but confirmation would require biomechanical testing.

Interestingly, it has already been suggested by Firth e @/ (2009) that bone developmental
differences before the MCIII undergoes substantial athletic activity may in some way be linked to
condylar fractures and our findings support this line of thought (Boyde et Firth, 2008; Doube e7 4/,
2007; Doube ¢ al., 2010a; Firth e al., 2009).

We next investigated MCIII subchondral trabecular bone changes in response to maturity and
training. We confirm and extend the findings of others that equine MCIII trabecular bone changes
with training (Boyde et Firth, 2005; Cornelissen e af., 1999; Firth ez al., 2005; Firth et al., 2000;
Kawcak et al., 2010; Muir et al., 2006; Murray ez al., 2001; Whitton ef al, 2010) increasing bone
fraction as is observed for the third carpal bone (Murray ez a/., 2001). A rise in bone mineral density
also occurs in the 1" phalanx subchondral bone in growing hotses up to one year old (Holopainen

et al., 2008).

Not surprisingly, maturity was found to affect all measured bone parameters, but to different
degrees. Age and training exerted a greater effect on bone quantity than quality. Bone quantity
increased rapidly in young individuals and then slowed down. This increase resulted in a more
compact structure: thicker and closer trabeculae and a higher bone fraction (B.Ar/T.Ar) (an
approximate two-fold increase in adults compared to neonates). But, in the oldest specimens we
suspect a reverse trend: an increase in trabecular spacing is likely to occur, similatly to that reported
by Furst ez al. (2008) in the tibial and radial metaphyses of older horses (=4 years old) of various
breeds. These investigators speculated that trabeculae may not be replaced in older horses, a

phenomenon identified in elderly humans suffering from osteopenia.

The data presented here provide evidence that characteristics of the subchondral trabecular
bone in the parasagittal groove (lower bone fraction) may render it weaker than the condyle. Our
findings of a lower bone fraction and trabecular thickness and greater trabecular spacing in the
parasagittal groove ROI are in agreement with those of Rubio Martinez et al., though employing

different methodologies.
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The sagittal ridges were compared to the condyles in the latter study (Rubio-Martinez ez /.,
2008), whereas the parasagittal groove site, interposed between the sagittal ridge and condyles was
investigated in the present study. In contrast to other studies that reported a higher bone fraction
or bone mineral density in the palmar than in the dorsal area of the condyle of Thoroughbred
racehorses (Boyde et Firth, 2005; Firth e# al., 2005; Riggs ez al., 1999b), we detected no significant
differences in subchondral bone trabecular parameters between the corresponding dorsal and
palmar ROIs in any age group, despite known different loading conditions occurring at these sites
(Harrison ez al., 2014). The apparent discrepancy between these reports might be explained by the

different technology employed or parameters assessed.

Lastly, we studied trabecular orientation at birth and shifts related to ageing and athletic activity.
This assessment was made because of the characteristic pattern of lateral condylar fractures, arising
in the parasagittal groove and coursing initially parallel to the sagittal plane (Boyde ez a/., 1999; Parkin
et al., 2006; Radtke e al., 2003; Zekas ez al., 1999a). Moreover, this parameter was of interest because
of potential links to trabecular orientation (7 e. the fracture progresses through the path of least
resistance, namely, between trabeculae aligned in the sagittal plane (Boyde e @/, 1999)). Trabecular
orientation had a consistent common pattern in all the dorsal or palmar metacarpal ROIs in
neonates. There was a moderate anisotropy with the dominant trabecular direction approximately
45° away from the sagittal plane, 7 ¢. oriented towards the abaxial patt of the condyle or even aligned

with the radius of an imaginary circle centred in the middle of the secondary ossification centre.

This radiating trabecular orientation pattern in neonates may reflect the progressive pattern of
endochondral ossification in the epiphysis (Gosman et Ketcham, 2009; Salle ez a/, 2002).
Alternatively, it may be the result of a genetic determination or 7z utero bone mechanomodelling in
response to transarticular muscle forces (Frost, 1990a, b; Frost, 2001; Henderson et Carter, 2002;
Kahn ez al, 2009; Nowlan et al., 2010; Sharir e al, 2011). Even if it is acknowledged that all these
processes are especially important in precocial species to permit immediate ambulation at birth,
equine MCIII subchondral bone is not fully mature and undergoes substantial changes from birth

to skeletal maturity.

56



We observed drifts in the predominant MCIII subchondral bone trabecular orientation while
horses mature and are trained. In growing foals and yearlings there is a progressive shift from the
radiating trabecular orientation of neonates to a pattern where the majority of the trabeculae are
aligned in the sagittal plane, slightly oriented towards the middle of the lateral portion of the condyle
in agreement with Boyde ez 2/ (1999) and Rubio-Martinez ez a/. (2010). Selective mechanosenstitive
trabecular bone resorption and production are the underlying mechanisms of this change (Huiskes
et al., 2000; Tanck ez al, 2001; Wolschrijn et Weijs, 2004) respecting Wolff’s law (Frost, 1990a, b;
Wolff, 1892) and, although not studied in the equine metacarpus, are believed to be a universal
adaptive response of cancellous bone (Barak ef a/, 2011; Huiskes ¢ al, 2000). The end result is
trabecular alignment to the peak loading direction or axial compression in the case of the MCIII
(Metritt ez al., 2010; Thomason, 1985) thereby increasing bone strength in that direction 7 e. the

sagittal plane.

The striking finding that the parasagittal groove ROI, unlike the other ROIs, develops and
adapts differently, retaining a more immature-like orientation pattern in adults particularly in the
palmar region is intriguing because this site is considered to be the origin of the majority of MCIII
condylar fractures (Muir e al., 2006; Radtke e al., 2003; Riggs ez al., 1999a; Stepnik ez al., 2004). The
subchondral bone trabecular orientation pattern we observed in the adult palmar parasagittal groove
ROIs may result from an absence of remodelling or, alternatively, specific remodelling driven by
different biomechanical forces focally at this site (Harrison ez a/., 2014). Bone microdamage resulting
from difference in bone stiffness across the distal metacarpus (Riggs e a/, 1999a, b) also could have
contributed to this change. No microdamage was observed in the specimens we studied but specific
methods were not employed to assess this. The higher anisotropy observed in the 12-month-old
group supports the 2 or 3™ hypothesis, namely this ROI had the same pattern as the other groups
prior to intensive training but, subsequently, the trabecular orientation shifts and reverts to a more

homogenous pattern; additional study would be required to confirm this.
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While our study provides new insight into MCIII subchondral bone development and
adaptation, at the parasagittal groove, certain limitations must be acknowledged. First, the samples
were investigated in 2D from histological specimens. 3D processing employing micro-CT (Lacourt
et al., 2012; Rubio-Martinez et al., 2008; Trope et al., 2015) may have provided more accurate
assessments of trabecular architecture especially for anisotropy and connectivity (Firth, 2004;
Thomsen et al., 2005) and is planned in future studies. The sample size, although limited, was still
sufficient to demonstrate obvious differences between the ROIs in the neonates and for some
parameters in adults, as well as trends over time. The unique contribution of training or racing could
not be ascertained in the older group of horses as we did not have access to specimens of unraced

Thoroughbred racehorses in this age group.

In conclusion, already at birth there are striking differences in subchondral bone trabecular
microarchitecture between the parasagittal groove and condyle compatible with a weaker bone
structure at this site. Adaptation of trabeculae is confirmed with maturity and increasing athletic
activity, with the greatest adaptation measured in bone quantity parameters. The trabecular
orientation had a unique and more immature orientation pattern in the palmar parasagittal grooves,
compared to the dorsal site and condyles, and may reflect a weaker structure at this site. Further
longitudinal studies and mechanical testing are required to validate and link these observations to

the occurrence of condylar fractures in adults.
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TABLES

Category Age Breed N
Neonates OC <3do Standardbred 5
Neonates <7do Standardbred 3
Foals 1to2mo Thoroughbred 5
Yearlings 12 mo Thoroughbred 5
Young adults 24 mo Thoroughbred 3
Older horses 72 t0 84 mo Thoroughbred 3

Table 1: Horses from where bone-specimens where collected

Neonates samples were collected at the Faculty of Veterinary Medicine of the University of
Montréal (Martel ef al., 2016b) whereas the others came from the University of Dublin (courtesy of

Dr Fogarty) - Neonates OC: OC-predilected neonates.
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Figure 1: Study Design

A. Equine distal MCIII were harvested and sectioned in a coronal plane to provide a dorsal and

palmar section from each metacarpal lateral condyle.

B. The sections were fixed, decalcified, stained with Safranin O-Fast green and polarized light
microscopic images were digitalized. Two regions of interest (ROIs) indicated by broken squares
(parasagittal groove and condyle) isolated from each digitalized section were processed

independently.

C. Bone quantity parameters were evaluated on a thresholded image (1) that was then
skeletonised (2) for the characterization of the trabecular network (bone quality parameters).
Trabecular orientation was determined on a grey scale image and illustrated on a corresponding
color-coded image (3). Numerical values were also collected for polar representations of the

direction of trabeculae (4).
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Figure 2: Differences in trabecular bone parameters in the metacarpal parasagittal

groove and condyle in neonatal foals.

A. Safranin O stained section that reveals articular cartilage stained red and bone stained blue.
Broken squares highlight the parasagittal groove region of interest (ROI) or condyle ROI, which
was a 7mm per side square. The parasagittal groove ROl is the site where most metacarpal condylar

fractures occut.

B. Differences in trabecular bone parameters between the fracture predisposed parasagittal
groove (PSG) site and control condylar site. Parameters where a statistically significant difference
was detected between sites are illustrated. Trabecular spacing and bone fraction parameters reflect
the bone quantity whereas trabecular number and connectivity parameters characterize the bone

quality.
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Figure 3: Comparison of trabecular bone parameters in the metacarpal parasagittal

groove (PSG) and the condyle in different age groups.

Trabecular parameters related to bone strength (quality and quantity) between the fracture prone

site (parasagittal groove site: PSG) and control site (condyle).

Statistically significant differences between ROIs in groups of different ages are illustrated.

Parameters of bone quality (trabecular number, trabecular length, trabecular connectivity), although

different at birth, were similar between sites for the rest of development.
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Differences in bone quantity (bone fraction and spacing) were detected at birth between both
sites and remained different, except for trabecular thickness, with increasing maturity and

adaptation to exercise.
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Figure 4: Illustration of trabecular orientation and structure in the dorsal and palmar

parasagittal groove and condyle ROIs in different age groups.

Trabecular direction assessment (Rezakhaniha et al., 2012) for each ROI and photomicrographs
of the subchondral bone trabeculae digitalized under polarized light and converted into a greyscale
image to illustrate representative images. The distance from the central origin represents the

proportion of trabeculae as a function of direction for each ROL
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A. Neonatal foal group predominant trabecular orientation. One line per foal and ROI (n= 8).
Differences in dorsal and palmar sites, but not between ROls, are evident. The images to the right
illustrate a looser trabecular network with greater spaces between the trabeculae in the parasagittal

groove. The trabeculae are longer and are also less connected than in the condyle.

B. Trabecular orientation in all groups combined. One line represents the mean for each age
group at each ROI. Changes in the predominant pattern can be observed at all ROIs with age and

training or racing. However, the least remodelling change is observed at the palmar ROL

Scale bar is 1 mm, PSG: Parasagittal Groove
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Discussion



Depuis le travail de Firth ez a/. (2009) qui suggérait une composante développementale dans la
pathophysiologie des CF, aucun travail n’a exploré cette hypothése ; c’est ce qui a motivé la
réalisation de notre étude. Cette dernicre s’organise en deux parties. La premiere concerne le MCIII
distal de poulains nouveau-nés. Elle compare la microarchitecture de I'os trabéculaire épiphysaire
du site prédisposé aux fractures condylaires (z e. le sillon parasagittal) et d’un site controle (z e. le
condyle latéral) rarement atteint (Parkin ef a/, 2000). La deuxieme partie étudie les mémes sites sur
des chevaux d’age variable (jeunes et adultes) et plus ou moins entrainés. Le but de cette partie fat

d’étudier leffet de I’age et de I'exercice sur cette méme microarchitecture.

Les résultats obtenus sont intéressants car, pour la premicre fois, des différences
microarchitecturales ont été observées entre le site prédisposé aux CF, et le site controle au niveau
de l'os trabéculaire épiphysaire du MCIII distal du poulain nouveau-né. Ces différences sont
présentes avant méme que le membre ne soit réellement utilisé et donc avant que les contraintes
biomécaniques associées a celle-ci n’aient pu influencer significativement la structure trabéculaire.
Ces différences décrivent, quel que soit le parametre étudié, un os théoriquement moins résistant
car étant a la fois moins compact et ayant une architecture moins résistante au niveau du site
prédisposé aux CF.

Les trabécules du sillon parasagittal (site prédisposé aux fractures) chez les nouveau-nés sont
moins nombreuses, plus longues et moins connectées entre-elles qu’au niveau du site controle ; elles
y sont aussi plus espacées et 'os y est moins compact. La résistance osseuse dépendant de sa
microarchitecture (Ammann et Rizzoli, 2003; Hernandez ¢# a/., 2001; Mittra ez al., 2005; Thomsen e#
al., 2002), on peut supposer que 'os de la zone prédisposée est plus fragile que celui de la zone
controle chez le poulain nouveau-né. Pour le confirmer, des tests mécaniques seraient a réaliser. 11
est intéressant de citer a nouveau le travail de Firth ez 2/ (2009) qui avait également mis en évidence
des anomalies potentiellement reliées aux CF dans le sillon parasagittal chez des poulains de un an
n’ayant pas encore commencé I’'entrainement intensif ce qui, comme nos résultats, porte a croire

que les CF puissent étre, au moins en partie, reliées a des maladies développementales.
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Dans un deuxieme temps nous avons étudié les effets de I’age et de I'activité sur le MCIII distal
de chevaux d’ages variés. Nos résultats ont montré un effet significatif de I’age et de Iactivité sur la
microarchitecture trabéculaire variable en fonction du parametre étudié mais pas du site (ROI). Les
changements observés relévent surtout d’une augmentation de la compacité de I'os et non pas d’un
changement de qualité du réseau trabéculaire. En effet, la structure osseuse s’est compactée, les
trabécules devenant plus épais et rapprochés avec le temps et I'activité : la fraction d’os compact a
été presque doublée entre les nouveau-nés et les adultes. Certaines études antérieures ont déja
rapporté les effets de Pentrainement sur I'os sous chondral (Boyde et Firth, 2005; Cornelissen ez al.,

1999; Firth ez al., 2005; Firth ef al., 2000; Muir ez al., 2006; Whitton ef al., 2010) mais aucune n’a inclut

de nouveau-nés.

11 a aussi été démontré que la fraction minérale osseuse de la diaphyse métacarpienne augmentait
(Reichmann ef al, 2004), tout comme la densité minérale osseuse de la premicre phalange
(Holopainen ez al., 2008) ou encore de la diaphyse métacarpienne, chez des chevaux en croissance
(moins d’un an) et en entrainement (Cornelissen 7 a/., 1999). Curieusement, une tendance inverse
a pu étre mise en évidence en ce qui concerne 'espacement trabéculaire chez des chevaux plus agés
(> 4 ans) ; Furst ez al. (2008) ont en effet observé une augmentation de Pespacement trabéculaire
dans la métaphyse radiale et tibiale des plus vieux individus de leur étude. Ce résultat évoque
lostéoporose humaine mais cette maladie n’a jamais été décrite chez le cheval exceptée celle
associée a la silicose (Symons ez al, 2012). Ces résultats sont a confronter au plateau que nous avons
pu personnellement observer avec nos données. Mais celles-ci ne nous permettent pas d’exclure
avec certitude une tendance a la baisse de ce parametre (si nous disposions de plus grands effectifs,

notamment) chez les chevaux agés.

Des changements de la qualité de I'os avec I’age et 'entrainement furent aussi notés, mais de
fagcon beaucoup plus discrete. La connectivité et le nombre de trabécules ont eu une tendance
similaire a celle des parameétres quantifiant I'os. Ils augmenterent rapidement au début pour ensuite
ralentir en vieillissant. Il est d’ailleurs intéressant de constater que la connectivité augmente aussi

dans un contexte de maladie ostéochondrale palmaire, tel que décrit par Rubio-Martinez ez a/. (2008).
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La comparaison du site prédisposé au site controle au sein de ces différents groupes d’ages a
permis de constater, comme chez les nouveau-nés, une fraction d’os compact inférieure (significatif
pour les groupes agés de 12 mois ou agés de plus que 72 mois) et un espacement trabéculaire
supérieur (significatif pour tous les groupes excepté le groupe agé de 12 mois). Par contre, les
parametres reflétant la qualité de l'os trabéculaire (connectivité, nombre et longueur des trabécules)
ne furent pas significativement différents dans les groupes autres que celui des nouveau-nés. L’étude
de Rubio-Martinez e a/. (2008) a montré que 'os sous chondral de la créte sagittale avait, comme
nous lavons montré dans le sillon parasagittal, une fraction d’os compact inférieure et un

espacement trabéculaire supérieur a ceux rencontrés au niveau du condyle.

Contrairement a d’autres études (Boyde et Firth, 2005; Firth e# a/., 2005; Riggs ez al., 1999b) ayant
rapporté une fraction d’os compact supérieure dans la région palmaire par rapport a la région
dorsale du condyle, notre étude n’a pas pu mettre en évidence ces différences bien que 'on sache
que les contraintes de pression y soit pourtant supérieures (Harrison ez al., 2014). Ces résultats
discordants peuvent étre expliqués par les différentes techniques employées (micro-radiographie
versus histologie) ainsi que par les différences de recrutement et donc les caractéristiques des
spécimens.

Nous nous sommes finalement consacrés a ’étude de 'orientation des trabécules et nous avons
montré qu’elles changent radicalement entre nouveau-nés et adultes entrainés. Cette portion de
I’étude est motivée par 'apparence caractéristique des CF (Parkin e a/, 2006; Radtke ez al., 2003;
Zekas et al., 1999a) et la théorie proposée par Boyde ez a/ (1999) qui lie 'aspect caractéristique de
ces fractures a Porientation majoritairement sagittale des trabécules épiphysaires et métaphysaires
du MCIII distal. Tres différente chez le nouveau-né, Porientation des trabécules est plus isotrope
que chez I'adulte mais forme quand méme un angle de 45° avec le plan sagittal 7 e. les trabécules
sont dirigées vers le coté abaxial du condyle. Autrement dit, les trabécules forment une structure

radiante dont le centre se situerait au milieu du centre d’ossification secondaire de I’épiphyse distale

du MCIII.
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Cette disposition caractéristique chez le nouveau-né pourrait refléter la progression du centre
d’ossification secondaire via la formation d’os trabéculaire tel que proposé précédemment chez
d’autre especes (Gosman et Ketcham, 2009; Salle e a/, 2002). Cette orientation caractéristique
pourrait aussi étre le résultat d’'un développement basé uniquement sur I'information génétique du
poulain et/ou le résultat du modelage 7 utero de l'os trabéculaire via 'action des muscles et des
forces mécaniques, comme précédemment évoqué (Frost, 1990a, b; Frost, 2001; Henderson et
Carter, 2002; Kahn e al., 2009; Nowlan ez al., 2010; Sharir ez al., 2011). Ces processus sont capitaux
et permettent aux especes nidifuges de se mouvoir a la naissance ; cependant leurs os ne sont pas

matures et subissent des changements majeurs de la naissance a la maturité.

Nous avons ainsi observé que pendant leur croissance et 'entrainement, l'orientation des
trabécules sous chondrales du MCIII distal change drastiquement et passe de la structure radiante
a anisotropie modérée précédemment décrite chez les nouveau-nés, a une structure trés anisotrope
dans laquelle la majorité des trabécules sont quasiment alignés avec le plan sagittal. En effet,
'alignement n’est pas exactement dans le plan sagittal mais tres légerement orienté vers le milieu du

condyle, tel que décrit précédemment par Boyde ez o/ (1999) et Rubio-Martinez ez a/. (2010).

Ce changement progressif d’orientation est probablement la conséquence d’une résorption et
néoformation sélective de trabécules (Huiskes e# a/., 2000; Tanck ez al., 2001; Wolschrijn et Weijs,
2004) répondant a la loi de Wolff (Wolff, 1892). Cette loi détaille le processus piloté par les
contraintes biomécaniques qui, bien que non étudié spécifiquement dans le MCIII équin, permet
d’expliquer l'alighement des trabécules au sein d’un os avec l'axe selon lequel les contraintes
prédominantes sont appliquées sur ce méme os (Barak ez 2/, 2011; Frost, 1990a, b; Huiskes ez 4/,
2000; Wolft, 1892). Cette loi appliquée au MCIII explique 'alignement des trabécules avec le plan

sagittal car il s’agit de 'axe dans lequel les contraintes mécaniques sont maximales.

Enfin, il est intéressant de constater que dans la région du sillon parasagittal palmaire, la ou les
CF ont leur origine (Radtke e a/, 2003; Riggs ez al., 1999a), le remodelage trabéculaire differe des
autres sites étudiés. II est en effet important de noter que ce site garde, chez les animaux agés de
plus de 24 mois, une orientation modérément anisotropique et une orientation prédominante a 45°

du plan sagittal, a la maniére des nouveau-nés.
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Curieusement ce site, dans le groupe des chevaux agés de 12 mois, n’a pas une structure
différente des autres sites de ce méme groupe. L’interprétation de cette particularité peut étre
complexe et nous n’avons pas la réponse. Cependant, elle pourrait étre soit la conséquence d’un
défaut/absence de remodelage dont la cause serait inconnue au niveau du site mentionné, d’'un
remodelage distinct résultant de I'application de contraintes mécaniques différentes dans cette
région (Harrison ez al., 2014) ou encore étre secondaire a des microlésions résultant des différences

de rigidité mécanique existant entre la créte sagittale et le condyle (Riggs ¢ a/., 1999a, b).

L’orientation et I'anisotropie élevée rencontrées dans le groupe des animaux agés de 12 mois
sont plus en faveur de la 2°™ ou 3™ hypothése (remodelage particulier de cette région ou
accumulation de micro-lésions). Une explication plausible pourrait étre que, lors de la croissance,
ce site commence le méme processus que les autres mais ensuite, face a 'intensification de I'exercice
et aux contraintes spécifiques rencontrées localement, l'orientation des trabécules revient a la
structure plus homogene et isotrope correspondant probablement plus aux contraintes liées a la

pratique sportive intensive.

Certaines questions restent actuellement sans réponse : les différences observées décrivent un
os plus fragile en région parasagittale mais nous avons employé des parameétres surtout utilisés chez
I’homme pour I’étude de patients adultes ou agés et ostéoporotiques non validés chez le jeune cheval.

Une validation par épreuve mécanique permettrait de confirmer les résultats de notre travail.

Une autre question en suspens est en quoi lorientation trabéculaire différente rencontrée au site
a lorigine des CF est responsable de Dlapparition de ces fractures ? Est-ce simplement un
épiphénomene n’ayant pas de conséquence directe sur le développement de ces fractures ? Une
autre de nos interrogations est pourquoi la faiblesse de 'os notée chez le nouveau-né au niveau du
sillon parasagittal ne persiste que pour certains paramétres chez I'adulte alors que les CF ne
concernent que cette derniére population ? Est-ce lié a la sensibilité de la technique employée, a la
grande dispersion des valeurs ou, d’'un point de vue plus biologique, que les jeunes, certes plus
fragiles, n’ont pas encore accumulé les micro-fractures a Iorigine des fractures macroscopiques
comme cela a été montré chez 'adulte. Cette fragilité de la région parasagittale chez le jeune pourrait
par contre aussi expliquer pourquoi ces micro-fractures se concentrent dans cette région et
provoquent, seulement plus tard, les CF. Des tests de résistance mécanique chez le poulain

permettraient notamment d’éclaircir certains des points mentionnés ci-dessus.
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Conclusion
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Ce travail révele la présence, des la naissance du poulain, d’une microarchitecture théoriquement
plus fragile dans le sillon parasagittal latéral du MCIII distal, le site concerné par les CF, qu’au niveau
d’un site controle, la portion latérale du condyle. De plus, ce travail décrit I’évolution des trabécules
avec I’age et la course et montre des changements radicaux dans leur organisation : leur orientation
ainsi que la fraction d’os compact changent drastiquement permettant leur adaptation a
l'augmentation des contraintes auxquelles I'os doit faire face. Ce travail montre aussi que le site a
l'origine de la maladie (sillon parasagittal palmaire) a une évolution différente des autres sites étudiés
et conserve une structure plus immature en termes d’orientation trabéculaire ce qui pourrait
représenter une fragilité potentielle. Des études longitudinales et tridimensionnelles, bien que
difficiles a mettre en ceuvre, seraient tres intéressantes pour lier les constats réalisés ici a ’'occurrence

de la maladie chez ’adulte.
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