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RESUME

Le but de cette étude est d’évaluer la tolérance du tiludronate chez le cheval, son
effet sur le métabolisme osseux et ’utilité des marqueurs biochimiques osseux dans ce
contexte. Une étude préliminaire a permis d’évaluer la tolérance intraveineuse du
tiludronate et son effet & court terme. Deux paramétres de la formation osseuse ont été
évalués : D’ostéocalcine et la phosphatase alcaline osseuse. Deux marqueurs de la
résorption osseuse : le CTX-MMP (Carboxy-terminal cross-linked telopeptide of type I
collagen generated by matrix metalloproteases) et le CTX-1 (Carboxy-terminal cross-
linking telopeptide of type I collagen) ont été mesurés. Ces marqueurs ont €té€ dosés avant

traitement, aprés 24 heures dans I’étude préliminaire et durant un suivi de 4 mois.

Aucune variation des marqueurs de la formation osseuse, ni du CTX-MMP n’a été
observée. A +24 h, la concentration en CTX-I a fortement diminué de 72,4 % en moyenne
(p=0,0313). Aucune autre fluctuation interprétable n’est observée pour ce parametre durant

les 4 mois de suivi.

Le tiludronate en perfusion lente a été bien toléré chez le cheval sans réaction
clinique secondaire significative et sans inhibition marquée du métabolisme osseux. Les
marqueurs sélectionnés dans notre étude comme indice du métabolisme osseux n’ont pas
permis d’identifier un effet significatif du tiludronate chez le cheval adulte sain non exercé.
Des études complémentaires utilisant des techniques d’ostéodensitométrie sont nécessaires
pour déterminer les effets du tiludronate sur la densité et I’architecture osseuses chez le
cheval sain. Marqueurs biochimiques et ostéodensitométrie devront également étre utilisés

pour évaluer le tiludronate dans des modéles de maladies orthopédiques osseuses chez le

cheval.

Mots-Clés : Cheval, Bisphosphonates, Tiludronate, Métabolisme osseux, Ostéocalcine,

Phosphatase alcaline osseuse, CTX-MMP, CTX-1.
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SUMMARY

The purpose of this study is to evaluate the safety of tiludronate in horses, its
pharmacological effects on bone metabolism and the usefulness of bone biochemical
markers in this case. The purpose of a preliminary study was to evaluate intravenous
tolerance of tiludronate in horses and its short-term effects on bone metabolism. Bone
metabolism was evaluated before treatment and 24 hours after treatment in the preliminary
study and over a 4-month period after treatment in a second study. Bone metabolism was
measured using osteocalcin and bone alkaline phosphatase as formation markers and CTX-
MMP (Carboxy-terminal cross-linked telopeptide of type I collagen generated by matrix
metalloproteases) and CTX-I (Carboxy-terminal cross-linking telopeptide of type I

collagen) as bone resorption markers.

No changes in formation markers or in CTX-MMP concentrations were observed
after treatment. Twenty-four hours post IV administration of tiludronate, CTX-I levels
markedly decreased by an average 72.4% (p=0.0313). No other interpretable fluctuations of

CTX-I levels were observed during the 4 months of follow-up.

Slow intravenous administration of tiludronate appears to be safe, as no clinical side
effects were observed and there was no evidence of impairment of bone metabolism. The
biochemical markers selected for this study as indices of bone turnover did not allow
assessing a significant effect of tiludronate in normal healthy non-exercised horses. Further
studies are needed to evaluate the effects of tiludronate on increasing bone mineral density
and/or improving bone architecture in horses using osteodensitometry. Studies using both
biochemical markers and osteodensitometry in horses that are affected by specific

orthopedic disease would also be of interest.

Key words: Horse, Bisphosphonates, Tiludronate, Bone Metabolism, Osteocalcin, Bone

Alkaline Phosphatase, CTX-MMP, CTX-L
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INTRODUCTION

La pathologie du systéme locomoteur est la cause la plus fréquente de perte d’activité
des chevaux de course, car elle cause des diminutions de performance, des réformes
prématurées, des retraits temporaires durant la saison de course et entraine ainsi des pertes
économiques importantes (Jeffcott ef al., 1982 ; Rossdale ef al., 1985 ; Physick-Sheard et
Russell, 1986 ; Estberg et al., 1996). Parmi ces affections, les problemes osseux constituent
un élément majeur (Bathe, 1994). Approximativement 60% des pertes fatales en course
sont dues a des fractures (Riggs, 1997). Des affections osseuses moins graves mais
douloureuses sont responsables de retards a I’entrainement (Riggs, 1997). La forte
incidence des affections du systéme locomoteur chez le cheval incite a I’amélioration des
méthodes d’évaluation du métabolisme osseux, du diagnostic précoce des affections du
squelette, et au développement de molécules thérapeutiques visant a prévenir et traiter ces

affections.

L’0os joue un role de soutien essentiel dans ’organisme mais il convient de
concevoir le tissu osseux autrement que comme une charpente amorphe. Au sein du tissu
osseux, on distingue trois grandes activités qui sont la croissance, le modelage et le
remaniement (Lepage et al., 1997a). Ce tissu osseux par son renouvellement perpétuel, le
remaniement, posséde des capacités rapides d’adaptation. A la différence des activités de
croissance et de modelage, le remaniement osseux est un phénoméne continuel qui a lieu
durant toute la vie de ’individu a la fois dans I’os cortical et trabéculaire. L’os est constitué
d’une matrice protéique, essentiellement formée de collagéne de type I, sur laquelle est
déposée la substance cristalline phosphocalcique. Des molécules de pontage permettent de
stabiliser les molécules de collagéne au sein de la matrice protéique extracellulaire. Le
métabolisme osseux est caractérisé par deux activités opposées et couplées : la dégradation
ou résorption de 1’0s ancien par les ostéoclastes et les ostéocytes résorbants et la formation
d’un nouvel os par les ostéoblastes qui synthétisent la matrice ostéoide, nom que porte la
matrice avant sa minéralisation. Ce tissu ostéoide subit secondairement une minéralisation
avec formation d’un front de calcification. Le tissu osseux est une source d’ions calcium,
disponibles en grande quantité et rapidement échangeables, source capitale pour

I’homéostasie calcique de I’organisme.
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Le calcium sanguin est presque exclusivement plasmatique, séparé en deux
fractions, le calcium lié aux protéines, surtout a 1’albumine, et le calcium ultra-filtrable
presque entiérement sous forme ionisée qui correspond a la fraction biologiquement active.
Le calcium osseux et le calcium sanguin et interstitiel sont en échange permanent pour
maintenir 1’homéostasie calcique (Rosol et Capen, 1997). Le bilan calcique est donc le
reflet du métabolisme osseux. Une inhibition de la résorption osseuse peut entrainer une
séquestration des ions calcium dans le tissu osseux, réduire les échanges avec le
compartiment interstitiel et le sang, et I'homéostasie peut étre affectée si les autres sources

de calcium (reins et intestins) sont non fonctionnelles ou déficientes.

Les bisphosphonates constituent une classe thérapeutique aujourd’hui bien connue en
médecine humaine pour le traitement des maladies métaboliques de 1’os (Fleisch, 1997).
Le tiludronate comme les autres bisphosphonates est caractérisé par une forte activité anti-
ostéoclastique. Il agit principalement sur le tissu osseux, en inhibant la résorption osseuse
par inhibition de I’activité ostéoclastique (Ammann et al., 1993). Les bisphosphonates sont
trés intéressants dans le traitement de certaines maladies de 1’0os ol le remaniement est mis
en cause (Reginster ef al., 1988 et 1989) ou lors de métastases osseuses (Fleisch, 1991).
Les bisphosphonates de premiére génération comme 1'étidronate, inhibant la minéralisation
osseuse, sont utilisés lors de calcification ectopique (Fleisch, 1997). Deux groupes peuvent
étre distingués selon leur mécanisme d’action : les bisphosphonates contenant un
groupement azoté et les bisphosphonates ne contenant pas de groupement azoté (non
aminobisphosphonates) comme le tiludronate (Benford et al., 1999). Des effets anti et pro-

inflammatoires ont été mis en évidence dans ces deux catégories.

Chez le cheval, les bisphosphonates pourraient étre utilisés dans le traitement
d’affections osseuses associées a des lésions de type ostéolytique ou de remaniement
osseux anormal. C’est le cas pour les fractures de stress qui impliquent une activité de
résorption intense et localisée (Stover, 1998), I’ostéopénie de non-usage, le syndrome
naviculaire, 1’éparvin, les kystes sous-chondraux et les sésamoidites. Le tiludronate a
récemment regu une autorisation de mise sur le marché en France pour le traitement des
boiteries associées aux remaniements osseux et cartilagineux observés dans 1'éparvin, une
affection dégénérative des petites articulations du tarse. Différentes études rapportent

I'utilisation des bisphosphonates chez le cheval. Le pamidronate, un aminobisphosphonate




inhibant la minéralisation osseuse a ¢été utilisé dans le traitement d’exostose
expérimentalement induite chez le poney (Lepage et Francois, 1989). Le pamidronate a
également été évalué mais sans succés dans le traitement du syndrome naviculaire
(McGuigan et al., 2000). Deux études cliniques provenant d’une méme équipe de
recherche montrent I’intérét du tiludronate dans le traitement des boiteries associées a des

1ésions ostéolytiques chez le cheval (Denoix et al., 2001 ; Thibaud et al., 2001).

Différentes méthodes d’évaluation non invasives du tissu osseux sont décrites chez le
cheval (Lepage et al, 2001). Le métabolisme osseux est indirectement évalué par
I’évolution des concentrations sériques ou plasmatiques de marqueurs biochimiques. Ceux-
ci constituent des composants de la matrice osseuse collagénique ou non collagénique ou
des enzymes qui sont libérés dans la circulation durant la formation ou la résorption
osseuse. Le dosage des marqueurs biochimiques osseux constitue une méthode simple,
rapide et non invasive d’investiguer le métabolisme osseux. Les marqueurs biochimiques
du remaniement osseux reflétent le métabolisme osseux qui se modifie rapidement et ils
sont utilés pour prédire I’efficacité des traitements antirésorbants a court terme (Taylor er
al., 1994). A plus long terme, les mesures de densité osseuse constituent la technique de
choix pour évaluer le gain de masse osseuse (Reginster et al., 1989). Dans I’ensemble du
texte, nous utiliserons pour décrire les marqueurs la nomenclature internationale la plus
récente (Delmas et al., 2000) approuvée par le CSAIOF (Committee of Scientific Advisors
of the Internatioal Osteoporosis Foundation). Chez le cheval, ces marqueurs pourraient étre
utilisés pour le diagnostic précoce des affections osseuses, le suivi de ces affections, pour
déterminer la réponse a des traitements antirésorbants et effectuer un suivi du métabolisme
osseux chez le cheval a ’entrainement ou en compétition afin de prévenir 1’apparition de
ces affections. Chez le cheval, de nombreuses études décrivent 1’utilisation de ces
marqueurs pour évaluer le métabolisme osseux. En médecine humaine, I’évaluation de
I’efficacité de médicaments antirésorbants et la réponse thérapeutique a ces traitements est

leur principale utilisation (Garnero et Delmas, 1996).




RECENSION DE LITTERATURE




L’objectif de cette recension de la littérature est de présenter les connaissances
actuelles sur les bisphosphonates en particulier le tiludronate, et sur les marqueurs
biochimiques osseux, leur utilisation dans I’évaluation du métabolisme osseux et des

traitements antirésorbants chez le cheval.

1 Les bisphosphonates

1.1 Etude préclinique
1.1.1 Antécédents au développement pharmacologique

Le pyrophosphate inorganique est un sous-produit du -clivage cellulaire de
’adénosine triphosphate (ATP), présent dans les fluides biologiques, le plasma et ’urine.
C’est le plus simple des composés utilisés massivement en industrie pour leur propriété
d’inhiber la précipitation du carbonate de calcium ceci essentiellement dans les additifs
anticalcaires. Le pyrophosphate inorganique inhibe & la fois la formation et la dissolution
du phosphate de calcium in vitro (Fleisch et al., 1966). In vivo, il prévient les calcifications
ectopiques. Il pourrait étre un régulateur du dépot et de la dissolution minérale dans
’organisme (Fleisch et al., 1966), mais il est inactif lorsqu’il est donné oralement du fait
d’une hydrolyse rapide. Les bisphosphonates sont des analogues résistant a I’hydrolyse
enzymatique, qui ont été développés pour avoir une activité physicochimique similaire

(Fleisch et al., 1968).
1.1.2 Caractéristiques physicochimiques

Les bisphosphonates, anciennement appelés diphosphonates, sont connus par les
chimistes depuis la deuxiéme moitié du 19°™ siécle ou le premier composé a été synthétisé.
Ce sont des analogues stables des composés naturels contenant des pyrophosphates, dans
lesquels 1’oxygéne dans la structure Phosphate-Oxygéne-Phosphate a été remplace par un
atome de carbone C. II en résulte une structure P-C-P (figure 1) stable a la chaleur et a la
plupart des agents chimiques, et completement résistante a I’hydrolyse enzymatique. Ils ont
une forte affinité pour les ions métalliques avec lesquels ils peuvent former des complexes

solubles, insolubles et des agrégats (Fleisch, 1997).
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Figure 1: Structure chimique des pyrophosphates et des bisphosphonates (sous forme

d’acide).

En substituant différents radicaux R; et R, a I’atome de carbone, une grande variété
de bisphosphonates peuvent étre synthétisés (Tableau I), chacun avec des caractéristiques
physicochimiques, biologiques, thérapeutiques et toxicologiques différentes. Le tiludronate
ou (4-chlorophényl) thiométhylene bisphosphonate (figure 2) est un non-
aminobisphosphonate sulfuré (Reginster ef al., 1988).

Ct
[

s
O. A, .0
Na*o-/lp ;ID\‘O‘NQ"'
HO HO

Figure 2 : Tiludronate sous forme d’acide tiludronique, sel disodique.

Les caractéristiques physicochimiques des bisphosphonates sont trés similaires &
celles des pyrophosphates. Ils inhibent la formation, 1’agrégation et la dissolution des
cristaux de phosphate de calcium et de carbonate de calcium. Du fait de la structure P-O-P
ou P-C-P tridimensionnelle des pyrophosphates inorganiques et des bisphosphonates (Jung
et al., 1973), ceux-ci ont en général une forte affinité pour les cristaux de phosphate de
calcium et de carbonate de calcium ainsi que pour le tissu minéral osseux. Ces propriétés
sont la base de leur utilisation comme marqueurs du squelette dans la scintigraphie osseuse

et comme inhibiteurs des calcifications ectopiques et de la résorption osseuse en médecine.




Bisphosphonate Radical R, Radical R,
Etidronate OH CH;
Clodronate Cl CI

Pamidronate* OH CH,CH;NH,
Alendronate* OH (CH;);NH;
Risédronate* OH CH;-3-pyridine
Tiludronate H CH,-S-phenyl-Cl
Ibandronate* OH CH,CH,N(CHj3)(C4Hs-CH3)
Zolédronate* OH CH,-imidazole
YH529* OH CH,-2-imidazo-pyridinyl
Incadronate* (YM175) H NH-(cyclo-heptyl)
Olpadronate* OH CH,CH;N(CHz3),
Néridronate* OH (CH;)sNH;
EB-1053 OH (CH,) ,-1-pyrrolidinyl

Tableau I : Structure chimique des différents bisphosphonates étudiés pour leur effet sur le

tissu osseux (D’aprés Fleisch, 1997). *aminobisphosphonates, bisphosphonates ayant un

groupement R cyclique.




1.1.3 Effets biologiques

La principale propriété pharmacologique des bisphosphonates est I’inhibition de la
résorption osseuse. Certains bisphosphonates peuvent aussi inhiber la minéralisation des

tissus calcifiés lorsqu’ils sont administrés a haute dose.
1.1.3.1 Inhibition de la résorption osseuse

L’inhibition de la résorption osseuse a été largement étudiée in vitro sur des cultures
cellulaires et sur des cultures d’organes. Cette propriété a aussi été observée in vivo chez
des animaux normaux, des modéles expérimentaux et chez I’Homme dans différentes
conditions cliniques accompagnées d’une augmentation de la résorption osseuse comme la

maladie de Paget, I’ostéolyse tumorale, I’hyperparathyroidisme et I’ostéoporose.
1.1.3.1.1 Effets physicochimiques

Le mode d’action des bisphosphonates était initialement attribué a leurs propriétés
physicochimiques sur les cristaux d’hydroxyapatite car, comme les pyrophosphates
naturels, ils inhibent la dissolution minérale. I vitro, les bisphosphonates inhibent a la fois
la formation et la dissolution du minéral osseux. Les concentrations nécessaires a ces effets
in vitro, en comparaison a celles utilisées en chimie, sont tellement faibles, qu’il semble
improbable que le seul effet physicochimique sur le cristal soit significatif (Fleisch, 1998).
De plus les études structure/activité ne montrent pas de corrélation entre ’inhibition de la
dissolution minérale in vitro et I’activité pharmacologique sur la résorption osseuse (Van

Beek et al., 1994).
1.1.3.1.2 Effets in vivo
1.1.3.1.2.1 Chez I’animal normal

Chez le rat en croissance, les bisphosphonates inhibent le modelage et le remaniement
osseux de la métaphyse, qui devient plus dense radiographiquement (Schenk, 1973) de
fagon similaire a ce qui est rencontré lors d’ostéopétrose congénitale (Reynolds et al.,
1973). L’inhibition de la résorption est accompagnée par une augmentation de la balance
calcique, une augmentation du contenu minéral de 1’os et une augmentation de ’absorption

intestinale conséquence de 1’élévation de la 1,25(OH), vitamine D (Gasser et al., 1972 ;
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Amman et al., 1993). L’effet principal est donc de diminuer la vitesse du renouvellement
de I’os, d’augmenter la balance osseuse et ainsi d’augmenter la masse osseuse. Chez des
singes en croissance, le tiludronate a un effet marqué sur la densité osseuse tout en

préservant la résistance mécanique osseuse (Geusens ef al.,1992).
1.1.3.1.2.2 Chez les animaux ayant une résorption osseuse augmentée expérimentalement

Différents types d’ostéoporose expérimentale, comme I’ostéoporose induite par
immobilisation par section du nerf sciatique, par ovariectomie, par orchidectomie, par
’administration de corticostéroides ou une alimentation faible en calcium ont ét€ étudiés.
Tous les bisphosphonates étudiés se sont montrés efficaces (Fleisch, 1998). Ils diminuent la
perte osseuse induite et augmentent méme la densit¢ minérale osseuse (DMO). Le
tiludronate prévient complétement la perte minérale osseuse chez les rates ovariectomisées
ostéoporotiques, il normalise la vitesse de renouvellement de 1’os et augmente la DMO de

fagon temps et dose-dépendante (Ammann et al., 1993).
1.1.3.1.3 Effets tissulaires

Au niveau tissulaire, tous les bisphosphonates réduisent la vitesse du
renouvellement osseux. Ceci est démontré a la fois par une diminution de la résorption et de
la formation évaluée par des études cinématiques du Ca® (Gasser et al, 1972), des
marqueurs biochimiques (Garnero et al., 1994b) et des études histomorphométriques
(Schenk et al., 1973 ; Boyce et al., 1995). Les bisphosphonates diminuent la profondeur du
site de résorption au niveau des unités multicellulaires osseuses UMO (Boyce ef al., 1995).
La quantité d’os nouvellement formé dans ’'UMO n’est pas diminuée et peut méme €tre
augmentée (Boyce et al., 1995). Ceci conduit a un épaississement des trabécules et une
diminution du nombre de perforations des trabécules (Boyce et al, 1995). Donc la
diminution de la vitesse du renouvellement total ne signific pas une diminution de la
formation osseuse. Au contraire, il semblerait y avoir un effet léger d’augmentation de la
formation (Boyce et al., 1995). Cette augmentation de la formation, si elle est présente,
n’est pas détectable avec les techniques actuelles d’évaluation comme les marqueurs
biochimiques du métabolisme osseux, car elle est masquée par la diminution du
remaniement (Fleisch, 1998). Il est maintenant communément admis que les

bisphosphonates entrainent une balance calcique et osseuse positive chez les animaux
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(Gasser et al., 1972) et chez ’homme (voir paragraphe sur I’ostéoporose). Il y a plusieurs
explications pour ce gain de masse osseuse au niveau de I"'UMO (Fleisch, 1998) :

1- La diminution de la résorption n’est pas immédiatement suivie d’une diminution
de la formation ce qui entraine une augmentation temporaire de la balance osseuse.

2- Aprés diminution de la vitesse de renouvellement, la nouvelle unité structurale
osseuse USO est remaniée dans un délai plus long que normalement. Le processus de
minéralisation a le temps de s’achever, ce qui entraine une augmentation de la DMO, mais
pas une augmentation de la quantité d’os.

3- La diminution de la résorption n’est pas couplée a une diminution de la formation
dans ’'UMO, ce qui semble étre le cas. La balance osseuse locale est alors positive dans

I’UMO, ce qui entrainent un gain de quantité osseux.
1.1.3.1.4 Effets cellulaires

L’ostéoclaste est la cible principale des bisphosphonates. Quatre mécanismes

semblent impliqués : 1-Inhibition du  recrutement des ostéoclastes: Plusieurs

bisphosphonates inhibent la différenciation et le recrutement des ostéoclastes dans des
cultures cellulaires et dans 1’os (Boonekamp et al., 1986).

2-Inhibition de I’adhésion ostéoclastique : Ce second mécanisme
pourrait intervenir (Fleisch, 1998) et il semble également que les bisphosphonates peuvent
inhiber ’adhésion des cellules tumorales sur la matrice osseuse in vitro (Van der Pluijm et

al., 1996).

3-Diminution de la durée de vie des ostéoclastes : Récemment il a été

montré que les bisphosphonates induisent I’apoptose des ostéoclastes, in vitro et in vivo a la
fois chez la souris normale et chez la souris ayant une augmentation de la résorption

osseuse (Hughes et al., 1995).

4-Inhibition de D’activité ostéoclastique : L’administration chronique

de bisphosphonates diminue le nombre d’ostéoclastes multinucléés a la surface de 1’os.
Ceci est associé a des changements morphologiques des ostéoclastes in vitro (Endo et al.,
1993) et in vivo (Schenk ef al., 1973). Ces changements morphologiques se produisent
seulement sur des cellules actives résorbant la matrice calcifiée sous traitement au
tiludronate (Murakami et al., 1995). In vitro, le tiludronate inhibe la libération de calcium,

la sécrétion d’enzymes lysosomiales et la dégradation de la matrice collagénique. Le
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tiludronate pourrait agir sur les ostéoclastes matures en diminuant leur capacité de sécréter
des protons dans le compartiment de résorption et en favorisant leur détachement de la

matrice osseuse (Bonjour et al., 1995).

L’effet antirésorbant est di 4 une médiation cellulaire, en partie par un effet direct
sur les ostéoclastes, en partie par les ostéoblastes en produisant un inhibiteur du

recrutement et de 1’activité ostéoclastiques (Vitté et al., 1996).

1.1.3.1.5 Effets moléculaires

Les amino et les non aminobisphosphonates pourraient avoir des modes d’action
moléculaires différents (Boonekamp et al, 1986 ; Benford et al, 1999). Les non-
aminobisphosphonates (comme le clodronate, tiludronate et étidronate) peuvent &tre
métabolisés comme des analogues non hydrolysables de I’ATP ce qui pourrait inhiber les
enzymes intracellulaires ATP-dépendentes (Frith et al, 1997). La résorption de I’os
nécessite la dissolution des composés minéraux de la matrice. Cette dissolution est réalisée
grice a lacidification du compartiment de résorption par I’ATPase a protons de type
vacuolaire (V-ATPase) présente dans la bordure en brosse de la membrane des ostéoclastes.
Le tiludronate inhibe la V-ATPase de fagon plus importante que les autres bisphosphonates
(David et al., 1996). Le tiludronate inhibe la synthése de prostaglandines par les cellules
osseuses in vitro (Tokuda et al, 1998). Les prostaglandines étant impliquées dans la
résorption, cette inhibition pourrait jouer un role dans son mode d’action. Les plus
puissants aminobisphosphonates (comme le pamidronate, alendronate, risédronate,
zolédronate et ibandronate) ne sont pas métabolisés mais peuvent inhiber les enzymes de la
modification post-translationelle (prénylation) des protéines (Rogers et al, 1999).
L’inhibition de la prénylation protéique et 1’arrét du fonctionnement de protéines
régulatrices clés de la formation et de I’activation ostéoclastique explique la perte d’activité
ostéoclastique et I’induction de I’apoptose (Benford et al,1999). Ces différents modes

d’action pourraient expliquer les différences subtiles en terme d’effet clinique entre les

composés (Rogers et al., 1999).
1.1.3.1.6 Effets sur les caractéristiques mécaniques de 1’0s

A long terme, une inhibition importante de la résorption osseuse pourrait conduire a

une fragilisation de I'os a la fois chez I’animal et chez I’homme, comme [Iillustre
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Iostéopétrose humaine (Reynolds et al., 1973). En effet, & long terme, une forte inhibition
de la résorption osseuse peut entrainer une augmentation de la fragilite osseuse et des
fractures du fait de I’incapacité de remplacer 1’0s ancien et de réparer les micro-fractures.
Toutefois avec I’accumulation du bisphosphonate dans 1’os, I’inhibition de la résorption
osseuse atteint un état d’équilibre car il n’y a pas d’accumulation et d’accumulation de
Peffet dans le temps suggérant que les bisphosphonates soient incorporés dans I’os sous
forme inactive (Gamnero et al., 1994b). Dés lors aux doses thérapeutiques, il n’y a pas de
risque de diminution continue de la vitesse du renouvellement osseux associée a long terme
4 une augmentation de fragilité osseuse (Fleisch, 1998). Chez I’animal normal et les
modéles animaux de 1’ostéoporose, les études ont montré que un effet positif du tiludronate
sur les caractéristiques mécaniques de 1’os comme (Geusens ef al., 1992 ; Amman et al.,

1993 ; Bonjour et al., 1995 ; Ohnishi et al., 1997).
1.1.3.1.7 Relation structure activité

L’activité des bisphosphonates varie grandement d’un composé & I’autre (Fleisch,
1997). Ces composés ont une affinité marquée pour la surface solide du phosphate de
calcium auquel ils sont liés par chimisorption (Jung et al., 1973) principalement au site de
dissolution et de croissance. Le lien peut étre bidenté entre le calcium et I’oxygene des
groupements phosphates. Le lien est tridenté pour la plupart des bisphosphonates, la
troisiéme liaison se fait entre ’atome d’oxygeéne d’un groupement hydroxyl du carbone
central en R; ou un atome d’azote. La liaison tridentée est plus forte (Fleisch, 1998). Les
bisphosphonates liés a la surface du cristal sont incorporés dans le tissu osseux lors de
I’apposition d’un nouveau cristal. Une activitt maximale dépend également des
caractéristiques des chaines latérales R; et R, (figure 3). Un groupement OH en R,
augmente 1’affinité pour ’os mais pas la puissance antirésorbante (Van Beek et al., 1994 ;
Rogers et al., 1999). Le déterminant principal de I’activité antirésorbante est la structure et
la conformation de la chaine R, (Van Beek et al., 1994 ; Rogers et al., 1999). Les amines
tertiaires sont également plus actives et les bisphosphonates cycliques sont aussi tres
puissants (Fleisch, 1998). Contrairement a ce qui était admis, les bisphosphonates

geminaux ne sont pas les seuls & posséder une activité antirésorbante (Van Gelder et al.,

1997).
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Le groupement P-C-P

est essentiel a :
La liaison au cristal
L’activité biologique

OH en R; augmente
la liaison au cristal

R1
I
HO\ | OH
| | I
l | |
HO | OH
|
R2

\ Le radical R,

détermine la puissance

Figure 3: Relation structure et activité des bisphosphonates. La liaison au cristal
d’hydroxyapatite et I’activité biologique des bisphosphonates dépendent du groupement
P-C-P et de la structure des radicaux R; et R;. (Traduit de Rogers et al, 1999).

1.1.3.2 Inhibition de la minéralisation

Les bisphosphonates comme les pyrophosphates inhibent la formation du phosphate

de calcium. C’est pourquoi ils ont été utilisés dans le traitement de maladies associées a des

minéralisations ectopiques.
1.1.3.2.1 Minéralisation et calcification ectopique

Chez 1’animal, les bisphosphonates peuvent effectivement inhiber les calcifications
ectopiques induites expérimentalement de différents tissus mous in vivo. Chez I’Homme,
I’étidronate a été utilisé dans la prévention des calcifications et des ossifications ectopiques

mais les résultats ont été décevants (Fleisch, 1998).
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1.1.3.2.2 Minéralisation normale

Aux doses inhibant la calcification des tissus mous (plus fortes que celles indiquées
pour inhiber la résorption osseuse), les bisphosphonates inhibent la minéralisation normale
des tissus calcifiés (Schenk et al., 1973) et causent de 1’ostéomalacie. Méme a des doses
normales, un traitement continu et prolongé a 1’étidronate peut affecter la calcification d’un
os nouvellement formé. Le risque n’est pas présent avec les générations plus récentes de
bisphosphonates, comme le tiludronate. Ce dernier n’altere pas de maniere significative la
composante minérale de 1’os aprés un an de traitement (Bohic et al., 2000). Le tiludronate
augmente légérement la largeur des cristaux d’apatite de 1’os chez des rates ovariectomisees

ostéoporotiques, sans changer les autres caractéristiques du cristal (Rohanizadeh et al.,

2000).
1.1.3.2.3 Mécanismes d’action

L’inhibition de la minéralisation normale et ectopique semble due a un mécanisme
physicochimique. En effet la capacité d’un bisphosphonate a inhiber la calcification in vivo
est fortement liée 4 sa capacité a inhiber le phosphate de calcium in vitro (Van Beek ef al,

1994) contrairement a ce qui se passe pour la résorption osseuse.
1.1.3.3  Effets sur la formation osseuse

Jusqu’a récemment, les bisphosphonates n’étaient pas considérés comme pouvant
affecter directement la formation osseuse mais plutc“)t comme pouvant augmenter la balance
osseuse en inhibant la résorption. Des études récentes semblent indiquer que ce ne serait
pas totalement juste. Des études histomorphométriques ont démontré une augmentation
possible de la formation dans la UMO (Boyce et al., 1995). Au niveau cellulaire, des études
montrent qu’ils entrainent une augmentation de la prolifération des ostéoblastes tout en

stimulant la biosynthése du collagéne de type I in vitro (Tsuchimoto et al., 1994).
1.1.3.4  Effets sur les tissus non calcifiés

Des chercheurs ont essayé d’utiliser les bisphosphonates pour le traitement d’autres
affections osseuses comme 1’arthrite rhumatoide ou I’ostéoarthrose. Le tiludronate par
exemple inhibe la résorption locale de 1’os sous-chondral et du cartilage, préservant

I’architecture de ’articulation et diminuant la réaction inflammatoire lors d’arthrite induite
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expérimentalement (Barbier et al., 1986). Une étude récente in vitro confirme I’innocuité
des bisphosphonates (dont les noms ne sont pas précisés) méme lorsqu’ils sont administres

directement dans I’articulation (Koike et al., 2000).

Des effets anti et pro-inflammatoires ont été mis en évidence avec différents
bisphosphonates en fonction de leurs effets sur le systéme des phagocytes mononucléaires.
Les non aminobisphosphonates pourraient avoir des propriétés anti-inflammatoires
potentielles : le clodronate inhibe des cytokines proinflammatoires (Mdnkkonen et al,
1994) et la sécrétion d’oxyde nitrique NO par les macrophages activés in vitro (Mékkonen
et al., 1996). Le tiludronate inhibe des cytokines pro inflammatoires des macrophages
activés in vitro (Monkkonen et al, 1998). Le clodronate (Osterman et al., 1997) et le
tiludronate (Barbier et al, 1986) ont des propriétés anti-inflammatoires in vivo lors
d’arthrite expérimentale. Au contraire les aminobisphosphonates administrés par voie
intraveineuse peuvent induire une réponse inflammatoire aigug et de I’hyperthermie in vivo
(Adami et al., 1987). Cette réponse semble impliquer Iinduction de la sécrétion de
cytokines (Schweitzer et al,. 1995) aprés activation des macrophages comme avec le
pamidronate in vitro (Sauty et al., 1996) et 1'ibandronate dans I’arthrite expérimentale
(Richards et al., 1999). Ceux-1a peuvent en fait induire la production de cytokines apres
activation des macrophages (Monkkonen et al., 1998). Ceci suggere fortement que les
bisphosphonates peuvent étre groupés en ceux qui sont capables d’inhiber la sécrétion de
cytokines et de NO par les macrophages, ayant ainsi des propriétés anti-inflammatoires
potentielles, et ceux qui augmentent la production de cytokines aprés activation des

macrophages (M6nkkonen et al., 1998).
1.1.4 Pharmacocinétique

La pharmacocinétique des bisphosphonates n’a pas été étudiée chez le cheval. Cette

section présente les données connues en médecine humaine.
1.1.4.1 Absorption intestinale

La biodisponibilité orale du tiludronate, comme celle des autres bisphosphonates est
faible, probablement a cause de leur faible lipophilie et de leur forte charge négative qui
empéche le transport paracellulaire (Fleisch, 1997). De plus, ils peuvent se retrouver en

partie sous forme insoluble dans D'intestin du fait de la chélation avec le calcium. Le
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tiludronate étant hautement soluble dans I’eau, son absorption est probablement due a une
diffusion passive 4 travers les jonctions serrées de la muqueuse gastro-intestinale (Sansom
et al., 1995). L’absorption est rapide et a lieu en partie dans 1’estomac et principalement
dans la partie proximale de petit intestin. L’absorption est trés variable et dépend des
espéces et des conditions d’administration. Chez ’Homme, I’absorption est diminuée de
facon significative aprés les repas, en particulier en présence de calcium et de fer,duala
chélation avec les cations (Sansom et al., 1995). Chez 'Homme, le tiludronate semble étre
rapidement absorbé aprés administration orale et atteint un pic plasmatique dans les deux
heures aprés ingestion avec une importante variabilité inter et intra-sujet (Sansom et al.,
1995). L’absorption semble étre dose-dépendante, proportionnellement plus importante

lorsque la dose augmente (Fleisch, 1997).
1.1.4.2 Distribution
1.1.4.2.1 Distribution sanguine et liaison aux protéines sériques

Dans le sang, les bisphosphonates sont partiellement ultrafiltrables. La partie non
ultrafiltrable est soit liée aux protéines soit présente en trés petits agrégats. Les cations
pourraient intervenir dans la transformation des bisphosphonates en un matériel insoluble
dans le sang (Fleisch, 1998). La liaison du produit aux protéines plasmatiques est en
général un processus trés rapide. In vitro, 90% de I’acide tiludronique est li¢ aux protéines
plasmatiques, ’albumine essentiellement (Sansom et al., 1995). Le pic de concentration
plasmatique apparait rapidement une demi-heure a une heure apres I’administration (Davi
et al., 1999). Aprés une administration intraveineuse unique par perfusion sur 30 minutes,
la concentration d’acide tiludronique diminue de maniére multiphasique avec une demi-vie

apparente de 40 heures approximativement (Sansom et al., 1995).

1.1.4.2.2 Affinité tissulaire

Les tissus calcifiés sont la principale cible de déposition avec une absorption trés
rapide et importante. Ce qui est compatible avec I’affinité trés forte pour les cristaux
d’hydroxyapatite (Jung et al., 1973). Les autres tissus ayant une affinité modérée sont la
paroi gastrique, les reins, la rate, et le foie. Les gonades, les glandes surrénales, le cceur, la
glande thyroide ont les plus faibles affinités. Le tiludronate ne semble pas penétrer dans le

cerveau, la moelle épiniére et le pancréas. Ainsi les tissus mous sont peu exposés
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expliquant les effets osseux spécifiques et leur faible toxicité. La déposition est
proportionnellement plus grande lorsque de grandes quantités de composé sont
administrées. Au moins une part de ce dépdt extra-osseux semble étre dii a la formation de
complexes avec des métaux ou l’agrégation apres des injections intraveineuses trop

importantes ou trop rapides (Fleisch, 1997).
1.1.4.2.3 Affinité osseuse

Le tiludronate comme les autres bisphosphonates est largement li€ au tissu osseux.
La vitesse de concentration dans 1’os est trés rapide, similaire a celle du calcium et du
phosphate (Sansom et al., 1995). Entre 20 et 80 % du composé (variable selon le
bisphosphonate administré) est absorbé dans le tissu osseux. Le reste est rapidement excrété
dans l’urine. La distribution du tiludronate dans 1’os n’est pas homogene avec des
concentrations plus élevées dans les parties distales et proximales des os longs (pres des
articulations) que dans les portions moyennes des diaphyses, et avec des concentrations
plus importantes dans 1’os trabéculaire que dans I’os cortical des os longs (Davi et al.
1999). Ceci indique que le tiludronate, comme les autres bisphosphonates, se lie
préférentiellement aux zones osseuses ayant une vitesse de renouvellement rapide (Fleisch,
1997). La clairance osseuse peut étre compatible avec une extraction totale par le squelette
aprés le premier passage. Ainsi la fixation dans ’os pourrait étre déterminée pour une
grande partie par sa vascularisation. L aire de dép6t est généralement celle de modelage ou
de remaniement osseux. Cette propriété est utile pour mesurer les zones de fort
renouvellement en médecine nucléaire au moyen de *™Tc li¢ a un bisphosphonate. La
fixation osseuse varie selon ’espéce, le sexe et 1’Age. Chez les animaux agés, une
diminution de la fixation dans l’os est probablement due & une diminution du
renouvellement osseux reliée a I’age (Davi ef al., 1999). L’accumulation dans le squelette
atteint un plateau lors d’administration chronique seulement aprés une trés longue période,
possiblement des décennies. Au contraire, le plateau de 1’effet est atteint rapidement et est
dose dépendent. De méme la durée de 1’effet apres 1’arrét du traitement est plus courte que
la durée d’accumulation du produit. Le fait qu’un plateau d’activité soit atteint malgré que
des bisphosphonates continuent & &tre incorporés, suggére aussi que le composé puisse €tre
stocké dans le tissu osseux et devenir inactif (Fleisch, 1997). Une fois déposée dans le

squelette, une partie du bisphosphonate est libérée lors de la résorption osseuse. Ainsi, la
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demi-vie dans 1’organisme dépend de la vitesse de renouvellement elle-méme. Comme les
bisphosphonates ralentissent la résorption du tissu osseux dans lequel ils sont déposés, leur
demi-vie pourrait méme étre plus longue que la demi-vie normale du squelette. La demi-vie
varie entre trois mois et plus d’un an chez la souris et le rat. Chez ’'Homme, elle est plus
longue et pour certains bisphosphonates elle est de plus de 10 ans ; sa persistance dans 'os

dure possiblement toute la vie sans activité pharmacologique (Fleisch, 1997).
1.1.43 Métabolisme

La liaison P-C-P des bisphosphonates est résistante a 1’hydrolyse enzymatique. Chez
toutes les espéces étudiées, aprés administration orale ou intraveineuse, aucun métabolite

du tiludronate n’a été mis en évidence (Sansom et al., 1995).
1.1.44  Excrétion

Le tiludronate est principalement excrété par élimination rénale, essentiellement par
filtration glomérulaire. Une relation linéaire existe entre la concentration plasmatique de
I’acide tiludronique et son taux d'excrétion urinaire (Schwietert et al., 1996). L’excrétion
urinaire a un profil diphasique, la majorité du produit (70-90%) étant excrété dans 1’urine
dans les 24 heures, alors que le reste est lentement excrété sur une longue période de temps.
Ce schéma est corrélé avec la longue demi-vie osseuse et la faible clairance totale de
I’organisme (Sansom et al., 1995). Chez 'Homme, la demi-vie est approximativement de
40-60 h pour le tiludronate. La détection du composé est possible dans 1’urine pour une

période allant jusqu’a 13 jours pour une administration unique (Sansom et al., 1995).
1.1.5 Toxicologie

La toxicité des bisphosphonates est faible probablement a cause de leur clairance
rapide du plasma et des tissus mous. Toutefois elle varie grandement d’un compos¢ a
I’autre (Fleisch, 1998). Les effets secondaires significatifs sont minimes. La toxicité aigué
est essentiellement due a I’hypocalcémie qui est induite par la formation de complexe ou
d’agrégat avec le calcium (Fleisch, 1998). L’administration IV rapide de grande quantité
peut conduire 4 une insuffisance rénale par formation d’agrégats insolubles dans le sang
(Bounameaux et al., 1983). Chez les sujets pagétiques traités avec de fortes doses de

tiludronate, il est rapporté une diminution significative du calcium sérique (Audran ef al.,
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1989). Une inhibition de la minéralisation osseuse normale peut se produire & de tres fortes
doses parentérales : 10 mg/kg/j (Schenk et al., 1973). A fortes doses, I'inhibition de la
minéralisation peut étre telle qu’elle entraine une fragilisation osseuse et des fractures
(Flora et al., 1980). Certains bisphosphonates peuvent également altérer les fonctions
hépatiques ou causer des gastrites et des oesophagites lorsqu’ils sont donnés oralement. Ces
désordres gastro-intestinaux peuvent apparaitre a des doses élevées mais aux doses
recommandées, ils sont généralement bien tolérés avec le tiludronate (Fraser et al., 1997),
mais ils semblent plus marqués avec les aminobisphosphonates (Fleisch, 1998). Les dérivés
azotés administrés par voie IV induisent une période de deux a trois jours d’hyperthermie
montrant une similitude avec une réaction inflammatoire aigué (Adami et al., 1987) qui
semble due a la stimulation des macrophages  libérer I'IL-6 et le TNFa (Schweitzer et al.,
1995 ; Sauty et al., 1996). Chez ’Homme, les réactions indésirables dépendent du composé
et de la dose administrée. Dans les études cliniques, les analyses biochimiques n’ont pas
révélé de toxicité significative du tiludronate sur les paramétres biochimiques reflétant les
fonctions rénales, hépatiques et ni sur les paramétres hématologiques (Reginster ef al,

1992).
1.2 Etudes cliniques
1.2.1 Chez 'homme

Les bisphosphonates sont efficaces dans le traitement de la maladie de Paget et des
métastases  osseuses, 1’ostéoporose post-ménopausique, 1’ostéoporose lors de

corticothérapie et I’ostéoporose de non-usage.
1.2.1.1  Maladie de Paget

La maladie de Paget est une affection progressive localisée, caractérisée par une
grande vitesse du renouvellement osseux, une augmentation de remaniement osseux, une
hypertrophie osseuse et une structure anormale de 1’os, entrainant de la douleur et des
déformations. Le tiludronate a été particulierement étudié dans le traitement de la maladie
de Paget (Reginster ez al., 1988). Il peut normaliser la vitesse du renouvellement osseux
sans altérer la minéralisation et en restaurant une structure osseuse normale. Il permet de
contrdler les signes cliniques, en particulier la douleur osseuse (Fraser et al., 1997). La

diminution effective du renouvellement osseux est déterminée par le suivi de la diminution
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de ’ALP sérique totale. L’amélioration clinique est significative dés le premier mois de

traitement, avec une diminution importante de I’ALP sérique totale (Reginster ef al., 1988).

1.21.2 Ostéoporose

Les changements de vitesse du renouvellement osseux avec 1’dge sont responsables
d’une perte osseuse qui joue un rdle majeur dans 1’ostéoporose. Les bisphosphonates sont
maintenant considérés comme des agents antirésorbants efficaces pour la prévention et le
traitement de 1’ostéoporose (Gatti et Adami, 1999). L’utilisation des marqueurs
biochimiques du métabolisme osseux démontre dans de nombreuses études que la vitesse
du renouvellement osseux augmente de fagon marquée aprés la ménopause et reste €levée
chez la femme postménopausique et chez la femme agée (Gamero et al, 2000). Une
augmentation de la vitesse du renouvellement osseux est associée a une perte osseuse
rapide chez la femme post ménopausique et une diminution de la masse osseuse chez la
femme agée. Les bisphosphonates diminuent la perte osseuse et augmente méme la DMO.
La plupart des résultats ont été obtenus chez la femme lors d’ostéoporose
postménopausique avec I’étidronate, le pamidronate, 1’alendronate, le clodronate,
I’ibandronate et le tiludronate. L’alendronate (Liberman et al., 1995) et le tiludronate
(Reginster et al., 1989) permettent également de prévenir la perte osseuse chez la femme
postménopausique saine. Une augmentation de la masse osseuse et une réduction de moitié

du taux de fractures ont été prouvées avec 1’étidronate et 1’alendronate (Liberman ef al.,

1995).

La réponse des patients ostéoporotiques aux traitements antirésorbants est évaluée par
les marqueurs biochimiques du métabolisme osseux, les marqueurs de la résorption et les
marqueurs de la formation. Sous traitement aux bisphosphonates, les marqueurs de la
résorption osseuse diminuent plus précocement que les marqueurs de la formation, de fagon
cohérente avec le mode d’action direct de ces produits qui inhibent la résorption osseuse,
puis les concentrations des marqueurs osseux reviennent aux valeurs préménopausiques

(Garnero et al., 1994b).
1.2.1.3 Ostéoporose de non-usage

Une immobilisation secondaire a une atteinte de la moelle épiniére est associée avec

une atrophie rapide et importante de 1’os trabéculaire : Ostéoporose de non-usage. Elle est
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due a une augmentation précoce de la résorption osseuse ostéoclastique associée a une
diminution prononcée de la formation osseuse ostéoblastique. Les bisphosphonates sont
efficaces dans la prévention de 1’ostéoporose de non-usage. Chez des animaux immobilisés,
le tiludronate prévient la perte osseuse en inhibant la résorption sans réduire le taux

d'apposition minérale (Murakami et al., 1994 ; Barou et al., 1999).

1.2.1.4 Oncologie

Des tumeurs d’origines différentes entrainent une destruction osseuse, soit par
invasion locale soit a distance en sécrétant dans le courant sanguin des composés induisant
une résorption osseuse ou par ces deux mécanismes a la fois. Les principales manifestations
cliniques de ces ostéolyses tumorales sont la douleur, les fractures, et le syndrome
hypercalcémique. Les bisphosphonates inhibent la destruction locale de 1’os par les tumeurs
et corrigenf I’hypercalcémie. Les bisphosphonates sont maintenant le traitement de choix de
I’hypercalcémie maligne. En inhibant la résorption osseuse, ils réduisent la douleur,
préviennent le développement de nouvelles 1ésions ostéolytiques et I’apparition de fractures
(Fleisch, 1991). Cet effet est expliqué par ’inhibition de la résorption osseuse, mais il
pourrait &tre dii 4 I’inhibition de I’adhésion des cellules tumorales, observée in vitro (Van
der Pluijm et al., 1996). Les bisphosphonates oraux semblent moins efficaces que ceux
administrés par voie intraveineuse pour réduire les complications osseuses chez des patients
atteints de métastases osseuses. La faible biodisponibilité orale est vraisemblablement une
des raisons de cette différence. Comparé aux aminobisphosphonates, le tiludronate ne
semble pas étre indiqué pour le traitement de ces affections, les fortes doses IV nécessaires

étant potentiellement néphrotoxiques (Dumon et al., 1991).
1.2.1.5 Guérison osseuse

Une fracture et une immobilisation d’une extrémité conduisent a une perte osseuse au
site de fracture et aux sites adjacents. La résorption osseuse est essentielle a la guérison des
fractures, & la réparation des félures microscopiques de fatigue et la réorientation interne de
l’os trabéculaire et de I’os cortical en réponse aux modifications des contraintes
mécaniques. En théorie, un surdosage de bisphosphonates pourrait interférer avec la
réparation des fractures, fragiliser la résistance osseuse en accumulant et propageant des

felures de fatigue ou en abolissant la capacité d’adaptation du squelette (Neer, 1995). Les




22

bisphosphonates n’entrainent pas d’effets indesirables sur ’union, la résistance ou la
minéralisation de I’os. Les bisphosphonates comme le pamidronate (Goodship et al.,1994),
I’alendronate (Peter et al., 1996) et ’incadronate (Li ef al., 2001) augmentent la quantité de
cal et préviennent la perte osseuse sans comprometire la restauration de Dintégrité

mécanique apres une fracture
1.2.2  Chezle cheval

Chez le cheval, ces composés pourraient &tre utilisés dans le diagnostic ou le

traitement de certaines affections osseuses.
1.2.21 Médecine nucléaire

Du fait de sa forte affinité pour le tissu osseux et les zones de renouvellement osseux
rapide, les bisphosphonates liés au 9MT¢ sont utilisés chez les chevaux comme marqueurs
osseux pour la scintigraphie osseuse. Une gamma-caméra mesure la fixation du P 1ié au
bisphosphonate dans le tissu. La fixation augmente avec I’inflammation (liée a la
vascularisation) et la vitesse du renouvellement osseux. Chez le jeune cheval, ’activité des
plaques de croissance entraine une fixation intense, diminuant graduellement avec I’age
jusqu’aux valeurs des chevaux adultes qui sont atteintes & 42 mois (Uhlhorn ez al., 2000).
Une fixation diffuse peut apparaitre comme une manifestation exagérée du processus de
remaniement normal chez des chevaux immatures de deux a trois ans. Le 99mTc-méthyléne
bisphosphonate (*""TcMDP) a été utilisé pour évaluer la guérison de defauts d’os sous-
chondraux créés chirurgicalement (Todhunter et al, 1993). C’est également un outil
diagnostique intéressant dans 1’évaluation de ’os naviculaire chez des chevaux présentant
une boiterie antérieure isolée a I’aspect palmaire du pied (Keegan et al, 1996). Le
99MTMDP est aussi un bon moyen de faire le suivi de la guérison osseuse au cours du
temps. Une fois la 1ésion guérie, la fixation du PMT¢ dans la zone revient & la normale.
Différents schémas scintigraphiques peuvent étre identifiés selon que Ion serait en
présence de lésions récentes, chroniques ou diffuses comme lors de fractures de stress
(Koblik er al., 1988). Cette utilisation met en évidence le fait que les bisphosphonates
administrés par voie IV vont se concentrer dans les zones de renouvellement actif comme
les plaques de croissance, les 1ésions osseuses de ’os sous-chondral, de I’0s naviculaire et

des fractures de stress chez le cheval. L’utilisation du tiludronate li¢ au PMT¢ permettrait de
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déterminer la distribution du produit chez des chevaux normaux et des chevaux atteints

d'affections osseuses.

1.2.2.2 Utilisations thérapeutiques lors d’affections
Osseuses

Peu d’études rapportent l’utilisation des bisphosphonates chez le cheval. Le
pamidronate, un aminobisphosphonate inhibant la minéralisation osseuse a été utilisé par
voie intraveineuse dans le traitement d’exostoses expérimentalement induites chez le
poney. Il avait été observé une bonne tolérance clinique, une absence de toxicité du produit
sur le remaniement osseux, une moindre croissance des exostoses chez les animaux traités
et une diminution du taux de minéralisation de 1’ostéoide (Lepage et al., 1988 et 1989).
Cette étude essayait d’objectiver la propriété de certains bisphosphonates a inhiber la
minéralisation d’un tissu. Une étude récente décrit I’administration par voie intraveineuse et
la bonne tolérance clinique du pamidronate dans le traitement du syndrome naviculaire,
mais sans succes (McGuigan et al., 2000). Le tiludronate administré par voie IV semble
atre trés intéressant dans le traitement des boiteries associées a des lésions ostéolytiques
comme le syndrome naviculaire, 1’arthropathie, I’éparvin osseux, 1’ostéopénie. La réponse
clinique est bonne entre 4 et 26 semaines (Denoix et al., 2001) et semble meilleure pour les

boiteries de moins de six mois (Thibaud et al., 2001).
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CONCLUSION

Les bisphosphonates sont une importante classe de médicaments dans le traitement
des maladies osseuses chez ’Homme. Ces composés agissent principalement sur le tissu
osseux en diminuant la résorption osseuse par inhibition de I’activité ostéoclastique. Les
études de tolérance osseuse indiquent que le tiludronate est un compos€ siir avec une marge
thérapeutique appréciable puisqu’il peut effectivement inhiber la résorption osseuse et qu’il
normalise la vitesse du renouvellement osseux sans réduire la minéralisation et la résistance
osseuse (Geusens et al., 1992 ; Bonjour et al., 1995 ; Ohnishi et al., 1997). Leur mécanisme
d’action s’éclaircit et leur potentiel thérapeutique augmente (Rogers et al., 1999). Chez
I’Homme, I’indication des traitements antirésorbants comme les bisphosphonates et la
réponse thérapeutique a ces traitements sont essentiellement déterminés par 1’évaluation
dynamique des marqueurs biochimiques du métabolisme osseux. La meilleure stratégie est
de traiter le plus t6t possible et d’arréter la progression de la maladie en normalisant les
marqueurs biochimiques qui sont le reflet du remaniement osseux augmenté. L’utilisation
de nouveaux bisphosphonates puissants et sans risque comme le tiludronate représente une
avancée majeure dans le traitement de ces affections. Ces composés permettent la
normalisation des indicateurs biochimiques de remaniement osseux, et les doses
thérapeutiques ont des effets bénéfiques a long terme sans inhiber la minéralisation tout en
restituant une structure osseuse normale. Chez le cheval, des études cliniques montrent son
intérét dans le traitement des boiteries associées a des lésions d’ostéolyse. A ’avenir, son

utilisation dans le traitement d’affections articulaires pourrait étre envisagée.




25

2 Les marqueurs biochimiques du métabolisme osseux

chez le cheval

L’évaluation non invasive du métabolisme osseux a été particulierement améliorée
durant les derniéres années avec le développement de marqueurs sensibles et spécifiques de
la formation et de la résorption osseuses (Garnero et Delmas, 1996). Ils ont été largement
utilisés dans les études cliniques de recherche, notamment comme critére secondaire (apres
les mesures d’ostéodensitométrie) d’efficacité de nouveaux médicaments a visée osseuse
comme les bisphosphonates (Garnero et al., 2000). Un article récent résume les techniques
d’évaluation non invasive décrites chez le cheval (Lepage et al., 2001) (Tableau II). Dans
I’ensemble de notre mémoire nous utiliserons pour décrire les marqueurs la nouvelle

nomenclature internationale (Delmas et al., 2000).
2.1 Les marqueurs biochimiques de Ia formation osseuse

Les marqueurs biochimiques de la formation osseuse comprennent 1’isoenzyme
osseuse spécifique de la phosphatase alcaline (bone ALP), I’ostéocalcine (OC) et les
propeptides dérivés de I’extrémité terminale azotée ou carbonée du procollagene de type I
(PICP et PINP), 4 la fois chez I’Homme (Garmero et al., 2000) et chez le cheval (Lepage et
al., 2001).

211 L'isoenzyme osseuse de la phosphatase alcaline

L’activité de la phosphatase alcaline totale (total ALP) sérique a été utilisée pour
évaluer le métabolisme osseux chez différentes espéces. Toutefois la total ALP manque de
spécificité osseuse car son activité sérique dépend de plusieurs isoenzymes, issues de
plusieurs tissus, incluant le foie et 1’os essentiellement, l'intestin, la rate, les reins, le
placenta durant la gestation et de différentes tumeurs. La phosphatase alcaline osseuse
spécifique (bone ALP) est produite par les ostéoblastes. Son rdle biologique n’est pas
clairement établi, mais cette ectoenzyme interviendrait principalement dans le processus de
minéralisation osseuse. Différentes techniques incluant la dénaturation a la chaleur,
I’inhibition chimique de ’activité sélective, I’électrophorése sur gel et la précipitation par
la lectine du germe de blé (WGL wheat germ lectin) ont été utilisées pour différencier

I’isoforme hépatique de I’isoforme osseuse. Un dosage radioimmunométrique récent
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(IRMA) a utilisé des anticorps spécifiques pour mesurer I’isoforme osseuse avec une faible
réactivité croisée de Iordre de 10% a 20% avec la forme hépatique (Garnero et Delmas,
1993). Les dosages immunologiques de la bone ALP constituent un marqueur sensible de
’augmentation du remaniement osseux aprés la ménopause et d’autres maladies
métaboliques osseuses (Garnero et Delmas, 1993) et permettent de refléter de fagon précise
et rapide les effets des traitements antirésorbants, pour prédire la réponse a long terme, 2
ans, sur la densité minérale osseuse DMO (Garnero et al., 1999). La bone ALP est un
marqueur de la formation osseuse, sensible et fiable, uitlisé dans le du suivi therapeutique
de la maladie de Paget traitée au tiludronate (De La Piedra et al.,1996) ou au pamidronate

administré par voie intraveineuse (Rosen et al., 1998).

Chez le cheval, des méthodes semi-quantitatives par électrophorése sur gel ont été
utilisées (Thorén-Tolling, 1988). La précipitation & la WGL permet la dosage quantitatif
(Harik ef al., 1993). Le dosage IRMA pour mesurer la bone ALP dans le sérum équin a été
évalué et il est montré qu’il peut partiellement réagir avec la phosphatase alcaline d’origine

hépatique (Jackson et al., 1996).

Chez les animaux, il y a une corrélation négative entre les concentrations sériques en
bone-ALP et I’age. Ces changements sont significatifs durant la premiére année de vie chez
le cheval (Thorén-Tolling, 1988 ; Hank et al., 1993 ; Price et al., 1995a). Les variations
saisonniéres semblent faibles (Price et al., 2001). La bone ALP connait également des
variations selon I’activité physique, avec des valeurs plus élevées chez les Thoroughbred de
deux ans aux premiers stades de I’entrainement, reflétant une augmentation de la vitesse de

renouvellement osseux (Price ef al., 1995b).




27

Formation osseuse Résorption osseuse

Marqueurs non collagéniques

Sérum

Ostéocalcine OC TRACP
Phosphatases alcalines : Sialoprotéine osseuse BSP
total ALP et bone ALP

Marqueurs collagéniques

Sérum

Propeptide C du collageéne I PICP NTX-I
Propeptide N du collageéne I PINP CTX-1
CTX-MMP

Urine

Hydroxyproline Hyp
Hydroxylysine Hyl

Deoxypyridinoline DPD (total et libre)

Pyridinoline PYD total
NTX
CTX (aet p)

Tableau II : Abréviations et nomenclature des marqueurs du métabolisme osseux,

marqueurs non disponibles chez le cheval (d’aprés Delmas et al., 2000 et Lepage et al,

2001).
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212 L’ostéocalcine sérique

L’ostéocalcine (OC), ou bone gla protein (BGP) est la protéine matricielle non
collagénique la plus abondante dans le tissu osseux et la dentine. Ses caractéristiques ont
été détaillées dans un mémoire de maitrise de I’Université de Montréal (Lepage, 1990) et sa
caractérisation spécifique chez le cheval a été récemment publiée (Carstanjen et al., 2002).
Son rdle est déterminant dans la régulation de la formation osseuse mais elle n’intervient
pas lors de la résorption (Ducy et al, 1996). L’OC pourrait intervenir en limitant le
processus de minéralisation. Un fois sécrétée par I’ostéoblaste, I’OC est incorporée dans la
matrice osseuse mais une fraction de celle-ci passe dans la circulation sanguine lors de la
formation osseuse. Dans la circulation, ’OC est donc présente sous forme de molécule
intacte (1/3) et sous forme d’un fragment «N-terminal-midy de grande taille (1/3) ou de
petits fragments de la molécule intacte (1/3) (Garnero et al.,1994a) (figure 4). Le lieu de
cette fragmentation reste incertain, soit dans le sang soit lors de la résorption osseuse, soit
les deux. Le fragment «N-terminal-midy ne serait pas nécessairement libéré lors de la
dégradation de la matrice (Gamero er al,1994a). En effet aprés quelques heures
d’incubation & température ambiante d’échantillons sériques, une portion importante de
’OC intacte est convertie en ce fragment «N-terminal-midy» (figure 4) ce qui entraine une
perte d’immunoréactivité lors des dosages utilisant I'OC bovine qui reconnaissent la partie
C-terminale absente sur ce fragment (Gamero ef al, 2000). Chez I’Homme, lors
d’affections osseuses, une augmentation des concentrations sériques d’OC est associée avec
une vitesse du renouvellement osseux élevée comme dans certains cas d’ostéoporose
(Eastell et al., 1988), d’ostéopénie de non-usage (Uebelhart et al., 1995) ou de métastases
osseuses (Price et al., 1980). Une diminution est associée aux traitements antirésorbants,
aux traumatismes (avec une diminution suivie d’une augmentation) et aux fractures. Mais
1’0OC sérique ne semble pas un bon indicateur dans le suivi de traitement au tiludronate de

la maladie de Paget (De La Piedra et al.,1996).
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1 ~_RR ; AR 49
Ostéocalcine intacte (36 %)

1 . 43
N-terminal (30 %)

1 19 20 - 4344 49
N-terminal (14 %) Mid (15 %) C-terminal

20 _ 43
Mid-C-terminal (5 %) ’

Figure 4 : Représentation schématique de la molécule d'ostéocalcine intacte et de ses
principaux produits de dégradation (d'aprés Garnero et al., 1994a). Le principal fragment de
dégradation est le peptide 1-43 qui provient de la coupure protéolytique de la molécule
intacte. Ce fragment est trés rapidement produit dans la circulation mais aussi in vitro a
température ambiante. Entre parenthéses est indiquée la quantité de chacun des fragments

(en %) chez des sujets humains sains.

Chez le cheval et pendant prés de dix ans, c’est un dosage RIA (Osteocalcin-kit,
Incstar Co) utilisant des anticorps contre I’OC bovine qui ont été validé (Patterson-Allen et
al.,, 1982). La trousse de dosage IRMA utilisée chez I’Homme ne reconnaissant pas I’0OC
équine (Lepage et al., 1997b), de nouvelles trousses ELISA ou RIA utilisant I’'OC équine
(Price et al., 2001, Carstanjen et al., 2002) sont actuellement utilisé ou a I’essai notamment
depuis que I’isolement et la caractérisation de I’OC équine est connue (Carstanjen et al.,
2002). Une corrélation inverse existe entre la concentration sérique en OC et I’4ge, avec des
variations significatives de la naissance jusqu’a quatre ans chez le Standardbred (Lepage et
al., 1990) et le Thoroughbred (Chiappe et al., 1999). Aucune différence de concentration
en OC sérique ne semble exister entre les sexes (Lepage et al., 1992) bien que des résultats
différents selon le sexe aient été trouvés chez des poulains de quatre mois, avec des
concentrations plus grandes chez les poulains que chez les pouliches (Fletcher et al., 1998)
et chez des poulains de deux ans, avec des concentrations plus élevées chez les pouliches
(Chiappe et al, 1999). Des différences existeraient chez les poulains de deux ans a
’exercice avec des concentrations plus grandes chez les pouliches (Fletcher et al., 1998).
Ces variations liées au sexe restent obscures chez le cheval et pourraient étre expliquées par
des différences a I’exercice et au repos et par le faible nombre d’individus étudiés dans

chaque classe. L’OC sérique varie également en fonction du type de cheval, les chevaux de
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trait ayant des concentrations plus faibles que les chevaux de sang (Lepage et al., 1998),
mais aucune différence entre les races pour un type de chevaux n’a été observée (Lepage et

al., 1997b).

Des variations circadiennes de 1’OC sérique existent chez le cheval adulte, avec un
pic entre quatre et huit heures le matin, avec un rythme diphasique, une phase stable durant
le jour (période de lumiére) et des variations durant la nuit (période sombre) (Lepage et al.,
1991 ; Hope et al.,1993). Des variations saisonniéres des concentrations sériques d’OC ont
été mesurées chez des poulains jusqu’a I’dge d’un an : une diminution transitoire de I’OC
corrélée a ’activité de la total-ALP était présente en novembre lors du transfert a I’écurie
depuis les paturages, avec une augmentation 1égére en décembre et janvier indiquant un
ralentissement de la formation osseuse chez les poulains aprés le transfert a I’écurie, qui
pourrait étre 1ié 4 une diminution de Pactivité physique (Méenpdd et al, 1988). Les
concentrations en OC semblent stables entre janvier et avril, ensuite elles diminuent (Price
et al., 2001), toutefois les auteurs ne précisent pas les conditions de stabulation. D’autres
études montrent une augmentation similaire des concentrations en OC sériques chez des
poulains Thoroughbred de un an et de deux ans (Price et al, 1997). Des variations
physiologiques durant la gestation et la lactation, bien décrites chez la femme doivent

encore étre clairement établies chez la jument.

Des variations iatrogénes existent lors d’administration de corticosteroides (Lepage et
al,, 1993 ; Goer et al., 1995). L’acétonide de triamcinolone entraine une diminution des
concentrations sériques en OC, atteignant un minimum en 24 a 48 heures et un retour aux
valeurs avant traitement aprés 28 a 150 jours (Lepage et al., 1993). Les concentrations
sériques en OC diminuent aussi lors d’administration de dexaméthasone en 12 heures et
retournent aux valeurs avant traitement dans les trois jours (Goer et al., 1995). L’anesthésie
générale diminue également les concentrations plasmatiques d’OC chez le cheval
(Grafenau et al., 1999). La glucosamine ne semble pas modifier les concentrations sériques
en OC (Fenton et al., 1999) et la somatotropine semble les augmenter (Julen Day et al,

1998).

Chez le cheval, des diminutions sont observées lors des premieres semaines de
confinement (M#enp#d 1988 ; Hoeskstra et al., 1999), mais pas lors de déconditionnement

(Porr et al., 1998). Ces concentrations sériques plus faibles sont associées a une
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augmentation des concentrations urinaires de la déoxypyridinoline DPD et une diminution
de contenu minéral osseux chez les chevaux confinés au box (Hoekstra et al., 1999). Un
groupe de Thouroughbreds exercés sur tapis roulant montre des concentrations en OC et
CTX-MMP plus faibles que le groupe contrdle (Jackson ef al., 1998). Un exercice modéré a
la longe ne semble pas avoir d’effet sur les concentrations sériques d’OC (Fenton et al.,
1999). Chez des Quarter Horses adultes, les marqueurs osseux (OC et CTX-MMP) sont
plus faibles en début d’entrainement sur piste (2 2 semaines) méme chez des chevaux pré-
entrainés sur tapis roulant (Hiney ez al., 2000). La diminution du remaniement chez les
chevaux exercés pourrait corrrespondre 4 une adaptation du tissu osseux a I’exercice. Les
résultats restent parfois contradictoires et difficiles a interpréter. Ils dépendent de 1’age, du
moment de prélévement, des conditions de prélévement, du stockage, de la saison, du type

d’activité et du type de cheval.
213 Les peptides d'extension du collagéne de type |

Le collagéne de type I est le collagéne retrouvé majoritairement dans l'os. Sur le plan
structural, il résulte de l'association de deux chaines o et d'une chaine o,. La biosynthese
de ces chaines a lieu dans le réticulum endoplasmique granuleux des ostéoblastes, sous
forme de précurseurs appelés procollagéne (figure 5). La molécule comporte alors deux
domaines globulaires situés aux extrémités N et C-terminales, les propeptides N et C-
terminaux. La molécule de procollagéne est ensuite transférée vers le milieu extérieur. La,
des protéases clivent les propeptides N et C-terminaux. Les domaines propeptides N et C-
terminaux encore appelés PINP et PICP pour Procollagen I N-terminal Propeptide et
Procollagen I C-terminal Propeptide respectivement, sont donc des entités moléculaires
libérées dans la circulation sanguine dans une relation steechiométrique avec la biosynthese
du collagéne dans un ratio 1 :1 (Garnero ef al., 2000). Le role biologique de ces propeptides
n'est pas connu clairement, mais ils sembleraient jouer un réle essentiel dans la formation
des fibrilles de collagéne. Ils sont peu spécifiques, car ils sont produits par d’autres tissus
qui synthétisent du collagéne de type I comme la peau et les vaisseaux. Les premiers
dosages se sont révélés peu sensibles pour détecter des modifications du remaniement
osseux (Garnero et al., 2000). Le PINP apparait plus sensible, mais ne connait pas de

variation lors de la maladie de Paget. Le PICP sérique est également moins sensible comme
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marqueur de la formation osseuse dans le suivi du traitement au tiludronate dans la maladie

de Paget (De La Piedra et al., 1996).

!
_N-propeptide Molécule de collagéne | _c-propeptide
150 A ‘7\ 3000 A (4.4 D) ‘." " Tto0A

*, Molécule de procollagéna -
» #

Figure 5 : Maturation extracellulaire des molécules de collagéne de type 1. La molécule de
procollagéne de type I est constituée par I'association en triple hélice de deux chaines a, et
d'une chaine a,. Elle comprend une zone hélicoidale, des parties linéaires aux deux
extrémités (N et C-télopeptides) et des propeptides N et C-terminaux. Lorsque la molécule
de collagéne est synthétisée et sécrétée dans l'espace extracellulaire, les propeptides N et C-
terminaux sont clivés par des enzymes spécifiques et libérés dans la circulation. Les
molécules de collagéne proprement dite (région hélicoidale + télopeptides) s'assemblent
pour former les microfibrilles de collagéne qui se regroupent entre elles pour former la fibre

de collagéne (D’aprés Gamero et al., 2000).

Chez le cheval, seul le PICP sérique a été dosé grice & une trousse commerciale RIA
(Orion Diagnostica) validée dans cette espece (Price ef al, 1995a). 1l existe une corrélation
inverse entre les concentrations sériques en PICP et I’age de I’animal, avec des
changements plus marqués lors des deux premiéres années de vie (Price ef al., 1995a). Les
concentrations sériques en PICP sont significativement corrélées avec les concentrations en
bone-ALP et en total-ALP (Price et al., 1995a). Les variations saisonniéres semblent peu

marquées (Price et al., 2001). Aprés quatre mois d’entrainement, les concentrations en
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PICP chez des Thouroughbreds de deux ans sont plus élevées que lors des premiers stades
de I’entrainement reflétant une augmentation du renouvellement osseux corrélée avec une
augmentation de la bone-ALP (Price ef al, 1995b), mais chez les Thoroughbreds en
croissance, le PICP sérique est peu spécifique, car il provient aussi d’autres tissus.
D’ailleurs une étude récente ne montre pas de différences entre les chevaux exercés sur

tapis roulant et les contrdles (Hiney et al., 2000).
2.2 Les marqueurs biochimiques de la résorption osseuse

Au contraire des marqueurs de la formation osseuse, pour lesquels les protéines non
collagéniques produites par les ostéoblastes sont les plus utilisées, les marquers de la
résorption les plus utilisés sont les produits de dégradation du collagéne de type I plutdt que
des protéines spécifiques des ostéoclastes (Garnero et al., 2000). Les meilleurs indicateurs
de la résorption osseuse sont les nouveaux dosages immunologiques pour les molécules de
pontage pyridinolines et les télopeptides associés CTX-I et NTX-I dans I’urine et dans le

sérum (Garnero et Delmas, 1996).
2.21 L’hydroxyproline

La résorption osseuse a été évaluée par le dosage urinaire de I'hydroxyproline libre et
totale. L’hydroxyproline est un acide aminé trés abondant dans le collagene de type I
mature, existant dans tous les types de collagéne. Aprés dégradation des collagénes
tissulaires, il est libéré dans la circulation sanguine sous forme libre pour 90 %. Cette
fraction libre ne peut étre réutilisée pour la synthése de novo du collagéne. En raison du
remaniement important du collagéne osseux comparativement aux autres collagénes
tissulaires, une grande partie de I'hydroxyproline urinaire provient du catabolisme du
collagéne osseux, cette spécificité osseuse est toute relative. L'hydroxyproline étant un
constituant normal de la gélatine, son dosage urinaire impose des restrictions diététiques.
L’hydroxyprolinurie est une méthode ancienne, peu spécifique au tissu osseux. Il a éte le

premier marqueur du métabolisme osseux chez le cheval (J aeschkte, 1975).
222 Les glycosides de I'hydroxylysine

L'hydroxylysine, comme l'hydroxyproline, est un acide aminé spécifique du

collagéne. Bien que moins important quantitativement que I'hydroxyproline,
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I'hydroxylysine est libérée au cours de la dégradation du collagéne et excrétée sous forme
de glycosides. Elle représente donc un marqueur potentiel de la dégradation du collagéne.
Un dosage immunochimique a été récemment développé qui devrait permettre de confirmer
l'intérét de ce composé comme marqueur de la résorption osseuse (Al-Dehaimi et al, 1999).

A notre connaissance, son utilisation n’a pas été rapportée chez le cheval.

223 Les molécules de pontage du collagéne et leurs télopeptides

associés

Au cours des derniéres années, le développement du dosage des molécules de pontage
du collagéne de type I a considérablement amélioré l'efficacité des marqueurs de la

dégradation de l'os (Garnero et al., 2000).
2.2.31 Les molécules de pontage pyridinium

Les molécules de collagéne mature sont liées par des liaisons covalentes inter et
intramoléculaires, les molécules de pontage, pour former et stabiliser les fibrilles dans la
matrice de collagéne extracellulaire. Ces molécules de pontage sont des hydroxylysyl-
pyridinolines, la pyridinoline (PYD) et de la désoxypyridinoline (DPD). Les concentrations
urinaires des molécules de pontage sont des marqueurs spécifiques et sensibles de la
résorption osseuse, la DPD ayant une plus grande spécificité car la PYD est présente dans
une certaine mesure dans le collagéne de type II du cartilage, des tendons, des vaisseaux et
autres tissus conjonctifs. La DPD a une distribution tissulaire plus restreinte et elle est
présente en quantité importante dans le tissu osseux (Gamero et al., 2000). Au cours de la
dégradation du collagéne, ces molécules sont libérées dans la circulation sanguine et sont
ensuite métabolisées par le foie et les reins, puis ultérieurement excrétées dans les urines
sous forme libre (40 %) et sous forme conjuguée a des peptides de différentes masses
moléculaires (60 %) (figure 6). La CLHP mesurant le DPD et PYD, total et libre (F-DPD,
F-PYR), reste la méthode de référence, mais c’est une méthode longue, complexe et chere.
Différents dosages immunologiques peuvent mesurer la PYD et la DPD libres dans !’urine.
Ces dosages ont été utilisés chez le cheval. Un nouveau dosage immunologique peut
mesurer la DPD totale chez I’Homme et chez le cheval (Weitz et al., 1999). Chez le cheval,
la PYD et la DPD ont été dosées par CLHP dans I’urine (Black et al.,1999), et la DPD par
dosage ELISA (Metra Biosystems Inc.) dans I’urine (Hoekstra et al., 1999).
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NH; COOH NH; COOH | NH; COOH
Urine : PYD et DPD libre (40 %) Formes peptidiques (60 %)

Figure 6 : Pyridinoline, désoxypyridinoline et télopeptides : marqueurs de la résorption
osseuse (D’apres Garnero et al., 2000). Dans la matrice osseuse, les molécules de collagene
de type I sont liées entre elles par des molécules de pontage (pyridinoline ou PYD et
désoxypyridinoline ou DPD) au niveau des télopeptides N et C-terminaux. La pyridinoline
se différencie de la désoxypyridinoline par la présence d'un groupement hydroxyle (OH)
représenté en italique. Au cours de la résorption ostéoclastique de la matrice osseuse, les
molécules de pontage sont libérées dans la circulation surtout sous forme peptidique, c'est-
a-dire associées a des fragments des télopeptides C-terminaux (CTX-I) ou N-terminaux
(NTX-I). Une partie de ces peptides de la pyridinoline est secondairement dégradée en
PYD et DPD libres au niveau du rein. Des dosages immunologiques reconnaissent de fagon
spécifique et différentielle la PYD libre, la DPD libre et les peptides CTX-I et NTX-I dans

les urines ou le sérum (tableau II).
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Des variations avec I’Age existent. Chez les poulains au sevrage les concentrations
urinaires en PYD et en DPD sont 9 a 10 fois plus élevées que chez les chevaux adultes
(Black ef al., 1999). Des variations circadiennes significatives ont été¢ mises en €vidence
avec un pic de concentrations entre deux et huit heures le matin chez des chevaux adultes
hongres (Black et al, 1999). Chez des chevaux confinés au box, les concentrations
urinaires en DPD sont plus élevées aprés quatre semaines que chez des chevaux au
paturage. Ceci est associé avec une diminution de I’OC sérique et une diminution de la
DMO, ce qui pourrait indiquer une adaptation du tissu osseux a la diminution des forces de
charge chez les chevaux confinés au box comparés aux animaux libres en pature (Hoekstra

et al., 1999).

Les molécules de pontage étant excrétées majoritairement sous leur forme peptidique,
certains auteurs se sont donc attachés a développer d'autres méthodes analytiques pour

évaluer les dérivés peptidiques. Plusieurs stratégies de synthése d'anticorps ont été utilisées.
224 Le C-télopeptide du collagene de type | : CTX-MMP

Le CTX-MMP (Carboxy-terminal cross-linked telopeptide of type I collagen
generated by matrix metalloproteases), appelé anciennement ICTP (Price et al., 1995a), est
généré par les métalloprotéases matricielles. Il est constitué d'une molécule de pyridinoline
liée, d'une part, a une partie des deux fragments télopeptidiques C-terminaux et, d'autre
part, & un fragment issu de la zone hélicoidale. Un dosage RIA (ICTP assay, Orion
Diagnostica) est disponible depuis plusieurs années (Risteli et al., 1993) et utilisé chez le

cheval (Price et al., 1995a).

Le CTX-MMP ne semble pas approprié pour le suivi de traitement a I’étidronate
(Blumsohn et al,, 1995) ni au tiludronate dans la maladie de Paget (De La Piedra et al,
1996). Le dosage RIA a été relativement décevant comme marqueur de la résorption
osseuse, du fait de ses faibles variations lors d’affections osseuses et de son usage limité
pour le suivi des traitements antirésorbants de certains bisphosphonates (Garnero et al.,

1994b).

Chez le cheval, une corrélation négative existe entre les concentrations sériques en
CTX-MMP et I’age, avec des variations plus importantes lors des deux premiéres années de

vie, une diminution jusqu’a quatre ans et une stabilisation a 1’age adulte (Price et al.,
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1995a). Ces variations sont corrélées avec celles de la bone-ALP (Price ef al, 1995a).
Aucune variation significative n’existe avec le sexe, mais des variations avec le type de
cheval avec des concentrations plus élevées chez les chevaux de trait que chez les chevaux
de sang mais les chevaux de sang ont un ratio OC : CTX-MMP plus élevé que les chevaux
de trait, ce qui pourrait indiquer un remaniement positif en adaptation au stress mecanique
chez des chevaux ayant un travail régulier (Lepage et al., 1998). Les variations saisonniéres
montrent une augmentation en hiver entre octobre et février, des valeurs plus constantes
entre février et début avril puis une diminution en avril (Price et al., 2001). Le CTX-MMP
montre de variations a 1’exercice avec des concentrations plus élevées apres deux mois lors
des premiéres phases de I’entrainement (Price et al, 1995b). Ces changements sont
associés 4 une augmentation de la DMO (Jackson et al., 1998). Des variations sont

également rapportées lors d’atteintes orthopédiques (Price et al., 1997).
225 Le N-télopeptide du collagene de type | : NTX-|

Les molécules de pontage sont liées a la molécule de collagéne a deux sites : au ou
prés du résidu 930, ou 2 télopeptides N-terminaux de la chaine oy sont liés 4 un site
hélicoidal (N-télopeptide du collagéne de type I ou NTX-I) et au ou prés du résidu 87, ou 2
télopeptides C-terminaux de la chaine o sont liés a un site hélicoidal (C-télopeptide du
collagéne de type I ou CTX-I). Le NTX-I est un dérivé peptidique comportant une
pyridinoline liée & deux fragments peptidiques, issus des extrémités N-télopeptidiques de la
molécule de collagéne impliquée dans la formation d'une molécule de pontage (Hanson et
al., 1992). Une trousse ELISA, basée sur l'utilisation de cet anticorps, a été commercialisée
sous le nom de Osteomark®. L'anticorps réagit avec des peptides issus de la dégradation
enzymatique du collagéne de la peau, ce qui suggére une faible spécificité pour le collageéne
osseux. Cependant, de nombreuses études cliniques ont confirmé que la détermination des
taux urinaires de NTX-I constituait néanmoins un reflet sensible et spécifique de la
résorption osseuse (Garnero et al., 2000). Comparé au PYD et DPD, le NTX-I urinaire
connait une des plus fortes diminutions aprés un traitement au pamidronate IV mais avec
une grande variabilité (Rosen et al., 1998). A notre connaissance ce marqueur n’a jamais

été utilisé chez le cheval.
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226 Le C-télopeptide du collagéne de type | : CTX-|

Les molécules de pontage sont liées & la molécule de collageéne au ou prés du résidu
87, ou 2 télopeptides C-terminaux de la chaine oy sont liés a un site hélicoidal (C-
télopeptide du collagéne de type I ou CTX-1, Carboxy-terminal cross-linking telopeptide of
type I collagen). Un peptide de huit acides aminés correspondant a une séquence spécifique
retrouvée sur l'extrémité C-terminale d'une chaine a; de la molécule de collagéne de type I
a été synthétisé (Bonde et al., 1994). Cette séquence comporte une lysine qui correspond a
la lysine en position 16 impliquée dans la formation d'une molécule de pontage (Bonde et
al., 1994). La production d'anticorps dirigés contre ce peptide a permis le développement
d'une trousse commercialisée sous le nom de CrossLaps® (Christgau et al., 1998 ;
Rosenquist ef al., 1998). Son intérét a été précisé (Bonde et al., 1994) dans le diagnostic
des maladies métaboliques osseuses et dans le suivi des traitements antirésorbants (Rosen et
al., 2000). Par ailleurs, le dosage des isomeéres a et B du CTX-I devrait permettre a la fois

une évaluation quantitative et qualitative du métabolisme osseux (Garnero ef al., 1997).

Chez le cheval, le dosage du CTX-I sérique avec une trousse ELISA (CrossLaps™
Osteometer Biotech, Danemark) a été validé (Kellerhouse et al., 2000). Aprés confinement
au box chez des Thoroughbreds adultes ayant été au pré les trois mois précédents, une
augmentation marquée du CTX-I sérique est notée aprés sept jours de confinement et

1’élévation persiste pendant six semaines (Kellerhouse et al., 2000).

227 Autres marqueurs de la résorption

D’autres marqueurs du métabolisme osseux ont été développés chez I’homme mais

leur utilisation n’a pas été rapportée chez le cheval :

La phosphatase acide tartrate résistante : La phosphatase acide tartrate résistante

(TRACP Tartrate-resistant acid phosphatase) est le seul produit spécifique de I’ostéoclaste
utilisé comme marqueur de la résorption osseuse. La phosphatase acide est une enzyme
lysosomiale présente dans de nombreux tissus, incluant 1’os, la prostate, les plaquettes, les
érythrocytes et la rate. La phosphatase acide sécrétée par l'ostéoclaste est résistante a I'acide
tartrique. La mesure de cette activité enzymatique constitue un reflet de l'activité des
ostéoclastes et donc de la résorption osseuse. Des dosages immunologiques utilisant des

anticorps monoclonaux dirigés contre l’isoenzyme 5b de la TRAP, spécifique des
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ostéoclastes ont été développés (Kraenzlin et al., 1990). Ce marqueur semble plus corrélé

au nombre d’ostéoclastes plutdt qu’a leur activité (Glorieux et al., 1993).

La sialoprotéine osseuse: La sialoprotéine osseuse est une glycoprotéine

phosphorylée osseuse, synthétisée par les ostéoblastes et les ostéoclastes, qui représente de
52 10 % des protéines non collagéniques de la matrice osseuse. Du fait de sa distribution
relativement restrictive aux tissus minéralisés, la sialoprotéine osseuse pourrait servir
potentiellement de marqueur du métabolisme osseux. Un dosage RIA a été developpe
(Karmatschek et al., 1997). Les traitements aux bisphosphonates intraveineux résultent en
une rapide diminution de la sialoprotéine osseuse sérique (Seibel et al, 1996). 1l est

probable que la sialoprotéine osseuse refléte de fagon prépondérante la résorption osseuse.

Le peptide hélicoidal de la chaine o du collagéne I: Un peptide isolé de I’urine de

patients pagétiques correspondant aux résidus 620-633 de la région hélicoidale de la chaine
oy pourrait étre utilisé comme marqueur osseux. Un test ELISA a été développe. Ce
marqueur semble trés sensible & I’augmentation de la vitesse du renouvellement osseux lors
de la ménopause chez la femme, et en réponse aux traitements aux bisphosphonates avec

une corrélation a la DMO (Garnero et Delmas, 2001).

2.3 Considérations pour [utilisation clinique de marqueurs

biochimiques osseux chez le cheval

Comme cela a été décrit dans les précédents paragraphes, il existe de nombreux
facteurs expliquant la variabilité des marqueurs biochimiques du remaniement osseux dont

seuls quelques-uns peuvent étre contrdlés pour en minimiser les effets.

L’age: Les concentrations sanguines et urinaires des différents marqueurs osseux
diminuent avec I'age, ce qui refléte la diminution de vitesse de renouvellement osseux avec

une augmentation de la maturité du squelette (Lepage ef al., 1990 ; Price et al., 1995a).

Le type de cheval : L’OC et le ratio OC : CTX-MMP varient en fonction du type de cheval

(Lepage et al., 1998).

L’état physiologique : L’effet de la gestation et la lactation n’a pas encore été étudié

correspondent 4 une «dépense» calcique importante, associée a une perte osseuse chez la
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femme. Pendant la grossesse, il existe chez la mére une augmentation de tous les marqueurs
osseux (a I'exception de l'ostéocalcine). Ce haut remaniement persiste pendant l'allaitement,

et cela jusqu'au moins trois mois apres la fin de l'allaitement (Garnero et al., 2000).

L’activité physique : Chez ’'Homme, I’immobilisation entraine une augmentation de la

résorption osseuse, mais semble avoir peu d'effet sur les marqueurs de la formation. Les
marqueurs de la résorption augmentent de fagon significative dés les premiers jours
d'alitement et les concentrations augmentent aprés sept jours (Smith et al., 1998). Ceci est
également rapporté chez le cheval avec le CTX-I (Kellerhouse et al., 2000). Apres
mobilisation, le retour aux valeurs de base est plus lent (Garnero et al., 2000). L'activité
physique régulitre a une influence positive sur l'acquisition du capital osseux.
Schématiquement, les marqueurs de la formation osseuse (OC, bone-ALP, PICP)
augmentent en réponse a l'exercice (Woitge et al., 1998 ; Wallace et al., 2000) alors que les
marqueurs de la résorption sont augmentés (Wallace et al., 2000) ou diminués (Woitge et
al., 1998) selon le type (Woitge et al., 1998) et I'intensité de l'exercice. Chez le cheval, des
variations ont été rapportées aux premiers stades de ’entrainement, reflétant une
augmentation générale du métabolisme osseux en réponse aux contraintes mécaniques

(Price et al., 1995b).

Les maladies intercurrentes : Certaines maladies qui n'affectent pas le remaniement osseux,

ont un effet sur le niveau des marqueurs osseux, par l'altération de leurs clairances,
l'insuffisance rénale sévére (Melick et al., 1988), l'insuffisance hépatique sévere (Garnero
et Delmas, 1993). Outre les traitements a visée osseuse ayant un effet important sur le
niveau de remaniement osseux comme les bisphosphonates, les corticoides ont un effet
important chez le cheval (Lepage ef al., 1993). Chez ’Homme, il est montré que cet effet
est dose-dépendant sur l'activité des cellules osseuses, en inhibant directement la formation
osseuse et en stimulant indirectement la résorption osseuse par le biais d'une

hyperparathyroidie secondaire (Werhya et al., 1998).

Les variations circadiennes et saisonniéres : Comme cela est rapport¢ chez 1'Homme

(Woitge et al., 1998b), des rythmes circadiens existent pour la plupart des marqueurs
osseux chez le cheval (Lepage et al., 1991 ; Black et al., 1999). Les variations saisonnieres
représentent, aprés 1'dge, la deuxieme cause de variation physiologique des marqueurs avec

une accélération du remaniement osseux durant I'hiver. Chez le cheval, une augmentation
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de tous les marqueurs osseux sauf la bone-ALP existe en hiver (d’octobre a décembre) et au
printemps (avril-mai) chez des Thouroughbreds de un et deux ans (Price et al., 1997 : Price

et al., 2001).

Le mode et I'heure de prélévement: Etant donné, I’importance des variations

nycthémérales, notamment pour les marqueurs de la résorption, il est indispensable de
standardiser I’heure de prélévement (Black et al., 1999). Les marqueurs devront &tre
mesurés de préférence, sur sérum recueilli & jeun avant neuf heures. Le dosage des
marqueurs urinaires implique une correction par la créatininurie. De plus, les problémes
pratiques de récolte de 1’urine chez le cheval pourrait limiter I’utilisation des marqueurs
urinaires en recherche et dans leur potentielle utilisation clinique. Pour la conservation des
échantillons, un délai de deux & quatre heures entre le prélévement et la congélation de
I’échantillon est fréquent. Tous les parametres sont stables & I’exception de ’OC a
température ambiante. L’ostéocalcine reste stable si le prélevement est conservé pendant

quatre heures a +4 °C. Les échantillons congelés sont stables & —20 °C pendant quatre mois

et — 80 °C pour de plus longues périodes (Garnero et al., 2000).

Les variations analytiques : Les variabilités analytiques intra et interdosages des marqueurs

osseux sont acceptables avec des coefficients de variation généralement inférieurs a 10 %.
Les performances sont meilleures pour les dosages automatisés. La variabilité¢ analytique

est mineure par rapport & la variabilité totale des marqueurs osseux (Garnero et al., 2000).

Les variations intra-individuelles : Les différentes sources de variabilité pré-analytiques et

analytiques des marqueurs osseux contribuent & une variabilité intra-individuelle (ou intra-
sujet) globale qui est en fait la limitation majeure a leur utilisation en routine clinique. La
variabilité intra-individuelle peut affecter l'interprétation d'un dosage. Dans le cas d'une
évaluation longitudinale, lors du suivi d'un traitement a visée osseuse, des modifications
substantielles (dépendant de la variabilité intra-individuelle du marqueur) sont nécessaires
pour considérer que deux concentrations sont significativement différentes. La variabilité
dépend de la population étudiée, de la technique utilisée, du nombre de sujets, de la durée
de la période d'étude et des conditions de prélevements. Afin de déterminer le marqueur le
plus approprié a I'étude pour 1’évaluation des bisphosphonates, il a été proposé d'utiliser le

calcul du plus petit changement significatif (LSC pour least significant change) (Rosen et
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al., 1998) qui tient compte 4 la fois de la variabilité intra-individuelle d'un marqueur mais

aussi de sa variabilité analytique.

Autres_considérations : En médecine humaine, la découverte de marqueurs biochimiques

spécifiques et sensibles reflétant le taux de formation et de résorption osseuse a grandement
amélioré les techniques non invasives d’évaluation de la vitesse de renouvellement osseux
dans différentes maladies métaboliques de 1’os, particuliérement 1’ostéoporose (Garnero et
Delmas, 1996). Malgré les problémes potentiels de leur utilisation clinique, les marqueurs
biochimiques du métabolisme osseux sont la méthode la plus sensible d’évaluer des
changements aigus du métabolisme osseux. Il est possible de mesurer une diminution
significative dans les concentrations sériques en OC, PICP dans les 12 heures suivant la
mise en place d’un traitement antirésorbant comme les bisphosphonates. Ces changements
sont trop précoces pour étre déterminés par aucune autre méthode d’évaluation du

métabolisme osseux (Taylor et al., 1994).

Les dosages immunologiques de ’0OC, de la bone-ALP et du PINP sont les
marqueurs les plus sensibles actuellement pour évaluer la formation osseuse. Les meilleurs
indicateurs de la résorption osseuse sont les dosages immunologiques des molécules de
pontages et des peptides associés CTX-I et NTX-I dans I'urine et dans le sérum. Ils sont
actuellement les marqueurs les plus spécifiques et sensibles de la vitesse du renouvellement
osseux pour ’évaluation clinique de I’ostéoporose et du risque fracturaire (Gamero et al,
2000). Ils peuvent également permettre de déterminer rapidement Defficacité des
traitements antirésorbants (Gamero et Delmas, 1996). Une combinaison appropriée des
marqueurs les plus efficaces de la formation et de la résorption osseuse apportera
certainement un outil efficace dans 1’évaluation du métabolisme osseux (Gamero et
Delmas, 1996). Ceci est corrélé avec des effets a long terme de ces traitements sur la masse
osseuse évaluée par la DMO mesuré par DEXA (Garnero ef al., 1999). En particulier les
marqueurs de la résorption osseuse dont le CTX-I qui sont les meilleurs pour prédire le gain
de DMO apres traitement 2 1’alendronate et qui identifie le plus grand nombre de patients

répondant a la thérapie aprés un an (Fink et al., 2000).

Chez le cheval, 'utilisation des marqueurs du métabolisme osseux reste a établir pour
le diagnostic, le suivi et le pronostic en clinique (Girard et al., 1997 ; Jackson et al., 2000)

et différentes considérations sont a prendre en compte pour leur utilisation en recherche.
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Les études utilisant ces marqueurs doivent travailler avec une population strictement
sélectionnée, une méthodologie standardisée et avec des hypothéses spécifiques en

contrélant le maximum de facteurs de variations.
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CONCLUSION

Les marqueurs biochimiques du métabolisme osseux constituent un outil rapide et
sensible pour évaluer la formation et la résorption osseuse. Les marqueurs biochimiques
sont classés en marqueurs de la formation et marqueurs de la résorption, mais il faut garder
a I’esprit que chez un individu normal les deux activités restent couplées, qu’elles varient
dans la méme direction, ’un et I’autre de ces marqueurs reflétera alors I’activité globale du
remaniement osseux. Il est logique de mesurer une sélection de différents marqueurs
puisque chacun refléte un mécanisme physiologique différent. Des dosages
immunologiques spécifiques et sensibles ont été développés en médecine humaine, ce qui a
amélioré leur potentiel d’utilisation clinique. Malgré tout, de larges variations intra patients
existent avec la plupart des dosages, sans empécher leur utilisation clinique. Un dosage
unique a peu de valeur par contre un suivi longitudinal permet d’évaluer le métabolisme et
le développement osseux, les affections osseuses et les effets pharmacologiques des
traitements antirésorbants comme les bisphosphonates (Taylor et al., 1994 ; Gamero et al.,
1994b ; Rosen et al., 1998). Parmi les marqueurs sériques connus chez le cheval, I’OC, la
bone-ALP, le CTX-MMP et les CTX-I pourraient constituer de bons outils pour
’évaluation pharmacologique des bisphosphonates chez le cheval, en particulier la bone-
ALP et le CTX-I d’aprés les données rapportées en médecine humaine. Bien que les
marqueurs reflétent la balance dynamique entre la formation et la résorption osseuse a tout
moment, ils ne fournissent pas d’informations sur la masse et 1’architecture osseuses, c’est

pourquoi ils sont le complément de mesures statiques d’ostéodensitométrie.
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HYPOTHESES DE RECHERCHE

La présentation de cette revue de littérature conduit 4 la formulation de diverses

hypothéses de travail :

1. La premiére concerne la tolérance de 1’administration intraveineuse d’un
bisphosphonate, le tiludronate, chez le cheval. Elle sera bien tolérée par

administration intraveineuse lente.

2. La deuxiéme hypothése concerne 1’effet pharmacodynamique du tiludronate
sur le métabolisme osseux chez le cheval. Conformément aux connaissances
acquises en médecine humaine et équine, I’administration de tiludronate
engendrera une évolution significative des marqueurs biochimiques osseux
dans le sens d’une balance positive, avec un effet plus important sur les
marqueurs de la résorption et notamment le CTX-L Une action marquée et
précoce sur les marqueurs de la résorption est attendue compte tenu de
I’effet principal du produit, mais un effet secondaire pourrait étre observé sur
les marqueurs osseux de la formation du fait du couplage du remaniement

0OSSCux.

Nos travaux se divisent en deux parties soit une étude préliminaire qui rapporte la
tolérance du tiludronate et son effet & court terme sur quatre marqueurs biochimiques du
métabolisme osseux et une deuxiéme partie qui porte sur 1’étude des effets

pharmacodynamiques & moyen terme sur quatre mois avec un groupe contrdle.




METHODOLOGIE
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Le protocole expérimental de ces études a été révisé et accepté par le comité d’éthique
de I’Ecole Nationale Vétérinaire de Lyon, suivant les recommandations du Conseil de la
Communauté Européenne (Directive n° 86/609/EEC 24.11.86). Ces travaux ont été réalisés
selon un schéma unicentrique avec un seul groupe de chevaux lors de I’étude préliminaire et
quatre groupes paralléles, lors de 1’étude principale, dont un groupe placebo et trois groupes
recevant le produit testé selon trois protocoles d’administration différents dans le but de

comparer leurs effets sur le métabolisme osseux.

1 Animaux

Tous les animaux sélectionnés ont été déclarés sains apres examen physique complet
et examen de boiterie ainsi qu’un profil biochimique. Chaque examen physique consistait
en l’observation de I’attitude générale du cheval, la mesure de la température rectale,
’examen de 1’appareil cardio-vasculaire (couleur des muqueuses, temps de remplissage
capillaire, pouls facial, pouls digités, fréquence cardiaque, auscultation cardiaque
bilatérale), examen de I’appareil respiratoire (fréquence, rythme et auscultation), et examen
de I’appareil digestif (auscultation digestive, appétit, aspect des feces). Les parametres
biochimiques de la fonction rénale (créatinine plasmatique) et de la fonction hépatique
(aspartate aminotransférase (AST) et y-glutamyl transférase (GGT)) ont été mesurés par
dosage colorimétrique. Seuls les chevaux cliniquement sains, ne présentant aucune
évidence biochimique d’é.tteinte hépatique ou rénale, ont été acceptés pour ’étude. Les
animaux n’avaient pas d’antécédent de pathologie locomotrice et n’avaient jamais été
traités avec des bisphosphonates. Pendant une période d’exclusion de six semaines et
pendant toute la durée de ’essai, aucun produit connu pour modifier le métabolisme osseux
ou les marqueurs biochimiques (corticostéroides, anti-inflammatoires non stéroidiens,
agents d’anesthésie générale) n’a été administré, sauf la vermifugation et les vaccinations.
Les chevaux étaient immunisés contre le tétanos et la grippe et vermifugés avec de

I’ivermectin (Eqvalan®, Merial, Lyon, France), deux semaines avant le début de I’étude.

Etude préliminaire : Cing chevaux sains adultes agés de 6 a 11 ans (deux chevaux de

6 ans et trois chevaux de 11 ans), hongres ou femelles de race Trotteur Frangais ont éte

sélectionnés. L hébergement des animaux se faisait en box de 3x4 m. Les chevaux n’étaient
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pas exercés. L’eau était fournie ad libitum et ’alimentation était constituée de foin de

bonne qualité, distribué en deux repas quotidiens.

Etude principale : La population étudiée était composée de 32 chevaux adultes sains

(Trotteurs Frangais), 12 juments et 20 hongres agés de 4 a 16 ans (avec une moyenne d’age
de 9,9 ans) et un poids corporel de 488,9 £ 6,8 kg (moyenne + écart-type). Tous les
animaux étaient hébergés au méme endroit et gardés dans des paddocks avec de I’herbe
rase afin de limiter les différences d’alimentation entre les chevaux. Les chevaux étaient
nourris avec une alimentation a base de foin avec un acces ad libitum au fourrage et a I’eau.
Les chevaux étaient gardés en liberté sans étre exercés. Avant le début de I’étude
principale, tous les chevaux étaient gardés dans d’autres patiires depuis au moins deux mois
et habitués a étre gardés en groupe. Les animaux n’étaient confinés dans des salles

d’examen que lors des examens cliniques, des prélevements sanguins et des traitements.

2 Traitement

Les traitements étaient réalisés le matin et les durées de la perfusion étaient notées. Le
tiludronate se présentait sous forme de poudre lyophilisée pour solution injectable
conditionnée dans un flacon de verre contenant 50 mg d’acide tiludronique. La
conservation du produit était faite & température ambiante (lot de fabrication 145R0/2 ; date
de fabrication : Octobre 1999). Le produit test était remis en solution juste avant
1’administration, 4 I’aide de 10 mL d’eau stérile pour préparations injectables (Laboratoire

Aguettant, Lyon, France).

Etude préliminaire : Un cathéter intraveineux en polytétrafluoroéthyléne (Intraflon II,

Vygon, France) était mis en place stérilement pour la période du traitement dans une veine
jugulaire de chaque cheval. Le traitement consistait en une perfusion unique de tiludronate
a la posologie de 1 mg/kg pendant 30 minutes a J1. La dose exacte en mg de tiludronate
était injectée stérilement dans une outre de 1 litre de chlorure de sodium 0,9% (Tuliflex,
Laboratoire Aguettant, Lyon, France), identifiée pour chaque cheval. La quantité
équivalente de chlorure de sodium 0,9% était préalablement retirée de l’outre pour

conserver un volume total de 1 litre.
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Etude principale : Le placebo était constitué d’une solution commerciale de chlorure

de sodium 0.9 %. Les animaux étaient divisés en quatre groupes de traitement de huit
individus chaque, répartis aléatoirement selon I’age (de 4 4 8 ans, de 9 4 13 ans et de 14 a

16 ans) puis selon le sexe (juments ou hongres).

Groupe 1: Huit chevaux ont regu 1 L de solution saline isotonique administrée par
voie intraveineuse sur 30 min au jour 1 (J1).

Groupe 2: Huit chevaux ont regu 0.1 mg/kg (poids corporel), de tiludronate par
voie intraveineuse une fois par jour pendant 10 jours (J1 a J10).

Groupe 3: Huit chevaux ont regu 1 mg/kg (poids corporel), de tiludronate dans 1L
de saline par voie intraveineuse sur 30 min au jour 1 (J1).

Groupe 4: Huit chevaux ont regu 1 mg/kg (poids corporel), de tiludronate dans 1L

de saline par voie intraveineuse sur 30 min au jour 1 (J1) et au jour 29 (J29).

Dans le Groupe 2, dans une veine jugulaire de chaque individu, un cathéter
intraveineux, 13-gauge en polyuréthane (Central Venous Catheter, COOK® veterinary
products, Australia) a été mis en place apres rasage et préparation chirurgicale. Les
cathéters ont été retirés au J10 aprés traitement. Dans le Groupe 1, 3 et 4 et pour les cinq
chevaux de [I’étude préliminaire, un cathéter intraveineux, 14-gauge en
polytétrafluoroéthyléne (PTFE Intraflon II, Vygon, France) a été mis en place apres rasage
et préparation chirurgicale, juste avant le traitement au jour 1 (J1). A la fin de la perfusion,
le cathéter était immédiatement retiré. La méme procédure a été réalisée pour le Groupe 4
au jour 29 (J29). Les chevaux étaient gardés dans un travail sous surveillance médicale par

un vétérinaire durant le traitement.

3 Suivi clinique

Etude préliminaire : Un examen clinique était effectué au jour -1 (J-1) et au J1 avant

le traitement, ainsi qu’au J1 +15 minutes (durant la perfusion), J1+30 min (a la fin de la
perfusion), J1+2h, J1+6h, et J1+24h Les chevaux étaient gardés sous surveillance continue
dans un travail de contention durant les trois heures suivant le début de la perfusion.
Chaque cheval était ensuite replacé dans son box et gardé sous surveillance médicale

pendant 48h.
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Chaque examen clinique consistait en 1’observation de I’attitude générale du cheval,
la mesure de la température rectale, ’examen de 1’appareil cardio-vasculaire (couleur des
mugqueuses, temps de remplissage capillaire, pouls facial, pouls digités, fréquence
cardiaque, auscultation cardiaque bilatérale), examen de 1’appareil respiratoire (fréquence
et rythme), et examen de I’appareil digestif (auscultation digestive, appetit, aspect des

feces).

Etude principale : Une inspection clinique de tous les chevaux était réalisée deux fois par

jour durant toute I’étude principale. Un examen clinique complet était effectue avant le
traitement a J-5 et J1, et aprés le début du traitement aux jours J6, J11, J29, J43, J57, J85 et

J113. L’examen clinique incluait également un examen locomoteur de base réalisé sur une

surface dure.

4 Analyses biochimigues

Calcium ionisé, calcium total, des protéines totales et autres paramétres

biochimiques sanguins.

Etude préliminaire : Des prélévements sanguins ont été effectués au J-1, au J1 juste avant

le début du traitement, au J1+30 min. (juste aprés la fin de la perfusion), J1+2h, J1+6h, et
J1+24h. Les prélévements étaient réalisés par ponction a ’aiguille dans la veine jugulaire
du coté opposé au cathéter, sur tube héparine lithium, conservés a +4°C apres
centrifugation, et analysés dans les 24 heures au laboratoire de biochimie clinique de

I’Ecole Nationale Vétérinaire de Lyon.

Des mesures de la créatinine sanguine, de la GGT sérique et de I’AST par dosage
colorimétrique ont été réalisées a partir des échantillons de plasma prélevés au J1 avant

traitement et au J1+24 heures apreés le début du traitement.
Dosage des marqueurs du métabolisme osseux

L’effet du tiludronate sur le métabolisme a été évalué par deux marqueurs de la
formation osseuse (OC et bone-ALP) et deux marqueurs de la résorption osseuse (CTX-

MMP et le CTX-I). Les échantillons ont été prélevés le matin entre 8h30 et 11h30, dans la
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veine jugulaire du c6té opposé au cathéter et récoltés dans des tubes EDTA/benzaminidine
et des tubes secs de 10 ml. Les échantillons de sérum ont été laissés a température ambiante
pour coagulation avant la centrifugation. Le plasma et le sérum ont été séparés par
centrifugation (2000 rpm & 5°C) dans les deux heures aprés le prélévement et les

prélévements ont été conservés a —30°C jusqu’a I’analyse.

Etude préliminaire : Les prélévements sanguins ont été réalisés le matin au J1 avant

traitement et au J1+24h.

Etude principale : Les échantillons sanguins pour le dosage des marqueurs

biochimiques osseux ont été prélevés avant traitement a J-5 et J1 et aprés le début de
traitement a J6, J11, J29, J43, J57, J85 et J113. Les concentrations sériques initiales de
chaque marqueur ont été évaluées par la moyenne du jour J-5 et J1 juste avant le traitement.
Les concentrations sériques ou plasmatiques moyennes de chaque marqueur ont été
évaluées selon le schéma suivant : Les concentrations en OC, le CTX-MMP, et le CTX-1
ont été déterminées a J-5 et J1 avant traitement et a J6, J11, J29, J43, J57, J85 et J113 dans
les différents groupes. Les concentrations en b-ALP ont été mesurées a J-5 et J1 avant
traitement et a J6, J11, J29, J57, 185 et J113. L’OC, la bone-ALP et le CTX-MMP ont été
dosés dés la fin de I’étude & quatre mois, alors que le CTX-I a été dosé au plus tard deux

mois apres le prélévement.

L’OC a été dosée en double dans le plasma a 1’aide de la trousse radioimmunologique
RIA (Osteocalcin Radioimmunoassay Kit, Incstar Co) utilisant des anticorps dirigés contre
I’ostéocalcine bovine et qui a été validée pour une utilisation chez le cheval (Patterson-
Allen et al., 1982). Les concentrations en ostéocalcine sont exprimées en micro-grammes
par litre (ug/L). Le coefficient de variation intra-dosage (CV) était inférieur a 6%. La
concentration minimale détectable était estimée 4 0.2 pg/L. Le dosage de la bone-ALP a éte
réalisé dans le plasma par méthode immunoradiométrique IRMA a 1’aide de la trousse
utilisée chez ’homme (Tandem-R Ostase : Immunotech, Belgique) (Garnero et Delmas,
1993) dont ’utilisation a été validée chez le cheval (Jackson et al., 1996). Le CV intra-
dosage était de 6.7% et le CV inter dosage était de 8.1%. La concentration minimale

détectable était estimée a 2.0 pg/L. Le CTX-MMP sérique a été¢ mesuré en double dans le
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plasma par dosage radioimmunologique RIA (I-CTP assay, Orion Diagnostica) développé
pour une utilisation chez I’Homme (Risteli ez al., 1993), et qui a été validé chez le cheval
(Price et al., 1995a). Les résultats sont exprimés en ng/mL. Le CV intra-dosage était de
6.2% et le CV inter-dosage de 7.9%. La concentration minimale détectable était estimée a
0.5 pg/L. Le CTX-I a été dosé dans le sérum par dosage immunoenzymatique automatisé
(B Crosslaps, Elecsys, Roche Diagnostics) utilisé pour la détection quantitative d’une
séquence spécifique du collagéne de type I dans le sérum humain (Garnero ef al., 2001a) et
chez le cheval (Kellerhouse et al., 2000). Les résultats sont exprimés en ng/mL. Le CV
intra-dosage était de 3.1% et le CV inter-dosage inférieur a 7 %. La concentration minimale

détectable était estimée a 0.1 ng/mL.

5 Analyse statistique

Etude préliminaire : 1’analyse statistique a été réalisée avec un modeéle mixte a

mesures répétées pour le suivi de la fréquence cardiaque, de la calcémie et de la
protéinémie. Si un effet du temps existait, des tests de Wilcoxon pour échantillons appariés
ont ensuite été réalisés. Pour les marqueurs biochimiques du métabolisme osseux, un test
statistique unilatéral non paramétrique de Wilcoxon a été effectué. L’analyse a été basce sur

un intervalle de confiance calculé a 95%.

Etude principale : L’analyse statistique a été réalisée avec un logiciel SAS version 8.

L’homogénéité initiale entre les groupes a été testé pour ’4ge, le sexe et les concentrations
initiales des marqueurs biochimiques avec une ANOVA a un groupe (traitement). Du fait
de la variabilité intra-individuelle, les données ont €té exprimées en pourcentage par
rapport aux valeurs individuelles initiales. Les données ont été analysées pour I'effet temps
en utilisant une ANOVA pour mesures répétées incluant les valeurs initiales comme
covariable. Lorsqu’une interaction temps-traitement était significative, les moyennes ¢taient
comparées 4 chaque échéance, et lorsqu’une différence significative existait entre les
groupes, chaque groupe était comparé aux autres. Le seuil de significativité était fixé a

0.05.
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RESUME

Le but de cette étude était d’évaluer la tolérance du tiludronate chez le cheval et son
effet sur le métabolisme osseux. Cing chevaux ont regu 1 mg/kg de tiludronate en perfusion
lente. Un suivi clinique et biochimique a été effectué avant traitement et au cours des 24 h
qui ont suivi. Deux paramétres de la formation osseuse ont été évalués : 1’ostéocalcine et
1’isoenzyme osseuse de la phosphatase alcaline. Deux marqueurs de la résorption osseuse :
CTX-MMP (Carboxy-terminal cross-linked telopeptide of type I collagen generated by
matrix metalloproteases) et le CTX-I (Carboxy-terminal cross-linking telopeptide of type I

collagen) ont été mesurés.

Une légere augmentation non significative de la fréquence cardiaque a été notée a
+30 min et 4 +2h. Une légére hypocalcémie était présente a +30 min. A +6h, tous les
paramétres étaient revenus aux valeurs initiales. Aucune modification des parametres

rénaux et hépatiques n’a été observée.

Aucune variation des marqueurs de la formation osseuse, ni du CTX-MMP n’a été
observée. A +24 h, la concentration en CTX-I a diminué fortement, 72,4 % en moyenne (p

=0,0313).

Le tiludronate en perfusion lente est bien toléré chez le cheval sans réaction clinique
secondaire significative. Il entraine une diminution marquée de la concentration en CTX-,

indiquant un effet inhibiteur de la résorption osseuse.
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Title: Tiludronate in horses: tolerance and short-term effects on bone

metabolism

SUMMARY

The purpose of this study was to evaluate intravenous tolerance of tiludronate in
horses and its effects on bone metabolism. Five French Trotters received 1 mg/kg of
tiludronate intravenously during 30 min. Complete physical examination was performed,
blood calcium as well as renal and hepatic parameters were monitored before and after
treatment. Bone metabolism was evaluated before and 24 hours after treatment by
measuring biochemical bone formation markers, osteocalcin and bone alkaline phosphatase
and bone resorption markers, CTX-MMP (Carboxy-terminal cross-linked telopeptide of
type I collagen generated by matrix metalloproteases) and CTX-I (Carboxy-terminal cross-

linking telopeptide of type I collagen).

A slight non-significant increase in heart rate without dysrhythmia was noted at +30
min. and at +2h. A transient slight hypocalcaemia was present with or without increased
heart rate, in all horses at +30 min. However, 6h-post treatment, all values had returned to

normal. There were no changes in plasma creatinine or hepatic parameters during the study.

No changes in formation marker concentrations were observed after treatment,
neither in CTX-MMP concentrations. Twenty-four hours post tiludronate IV
administration, CTX-I levels markedly decreased by an average 72.4% (p=0.0313 vs.

baseline).

In conclusion, slow intravenous administration of tiludronate was well tolerated in
horses without any clinically relevant adverse effects. The drug induces a rapid and marked

decrease in serum CTX-I, indicating an antiresorptive effect.
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INTRODUCTION

Les affections du systéme locomoteur causent des diminutions de performances, des
réformes prématurées, des retraits temporaires durant la saison de course et entrainent ainsi
des pertes économiques importantes (Jeffcott et al., 1982 ; Rossdale et al., 1985 ; Physick-
Sheard et Russell, 1986 ; Estberg et al., 1996). Parmi ces affections, les problemes osseux
constituent un élément majeur (Bathe, 1994). Approximativement 60% des pertes fatales en
course sont dues a des fractures (Riggs, 1997). Des affections osseuses moins graves mais
douloureuses sont responsables de retards A I’entrainement (Riggs, 1997). La forte
incidence des affections musculosquelettiques chez le cheval incite au développement de

molécules thérapeutiques visant a prévenir et traiter ces maladies.

L’os joue un rdle de soutien essentiel dans 1’organisme mais il convient de
concevoir le tissu osseux autrement que comme une charpente amorphe. Au sein du tissu
osseux, on distingue trois grandes activités qui sont la croissance, le modelage et le
remaniement (Lepage et al., 1997). Le tissu osseux par son renouvellement perpétuel, le
remaniement, posséde des capacités d’adaptation rapide. A la différence des activités de
croissance et de modelage, le remaniement osseux est un phénomeéne continuel qui a lieu
durant toute la vie de I’individu, a4 des endroits diffus, a la fois dans I’os cortical et
trabéculaire. L’os est constitué d’une matrice protéique, essentiellement formée de
collagéne de type I, sur laquelle est déposée la substance cristalline phosphocalcique. Des
molécules de pontage (pyridinoline et désoxypyridinoline) permettent de stabiliser les
molécules de collagéne au sein de la matrice protéique extracellulaire. Le metabolisme
osseux est caractérisé par deux activités opposées et couplées : la dégradation ou résorption
de 1’os ancien par les ostéoclastes et les ostéocytes résorbants et la formation d’un nouvel
os pas les ostéoblastes qui synthétisent la matrice ostéoide, nom que porte la matrice avant
sa minéralisation. Ce tissu ostéoide subit secondairement une minéralisation avec formation
d’un front de calcification. Le tissu osseux est une source d’ions calcium, disponibles en
grande quantité et rapidement échangeables, source capitale pour I’homéostasie calcique de
’organisme. Le calcium sanguin est presque exclusivement plasmatique, séparé en deux
fractions, le calcium lié aux protéines, surtout ’albumine et le calcium ultra-filtrable
presque entiérement sous forme ionisée qui correspond a la fraction biologiquement active.

Le calcium osseux et le calcium sanguin et interstitiel sont en échange permanent pour
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maintenir I’homéostasie calcique (Rosol et Capen, 1997). Le bilan calcique est donc le
reflet du métabolisme osseux, une inhibition de la résorption osseuse peut entrainer une
séquestration des ions calcium dans le tissu osseux, réduire les échanges avec le
compartiment interstitiel et le sang, et I'homéostasie peut étre affectée si les autres sources

de calcium (reins et intestins) sont non fonctionnelles ou déficientes.

Les bisphosphonates constituent une classe thérapeutique aujourd’hui bien connue en
médecine humaine pour le traitement des maladies métaboliques de 1’os (Fleisch, 1997). Ces
composés caractérisés par une forte activité anti-ostéoclastique, agissent principalement sur le
tissu osseux, en inhibant la résorption osseuse par inhibition de I’activité des ostéoclastes
(Ammann et al, 1993). Les bisphosphonates sont trés intéressants dans le traitement de
certaines maladies de 1’0s ou le remaniement est mis en cause (Bonjour et al., 1995 ; Gatti et
Adami, 1999) ou lors de métastases osseuses (Fleisch, 1991). Les bisphosphonates de
premiére génération comme l'étidronate sont utilisés lors de calcification ectopique (Fleisch,
1997). Chez le cheval, ces composés pourraient étre utilisés dans le traitement d’affections
osseuses associées a des Iésions de type ostéolytique ou de remaniement osseux anormal.
C’est le cas pour les fractures de stress qui impliquent une activité de résorption intense et
localisée (Stover, 1998), I’ostéopénie de non-usage, le syndrome naviculaire, I’éparvin, les
kystes sous-chondraux et les sésamoidites. Des études rapportent I’utilisation des
bisphosphonates chez le cheval. Le pamidronate (AHPrBP ou 3-amino-1-hydroxypropiliden-
1,1-bisphosphonate), un aminobisphosphonate inhibant la minéralisation osseuse a été utilisé
dans le traitement d’exostose expérimentalement induite chez le poney. Il avait ét€ observé
une absence de toxicité du produit sur le remodelage osseux, une moindre croissance des
exostoses chez les animaux traités et une diminution du taux de minéralisation de 1’ostéoide
(Lepage et Frangois, 1989). Le pamidronate a également été évalué mais sans succes dans le

traitement du syndrome naviculaire (McGuigan et al., 2000).

Différentes méthodes d’évaluation non invasives du tissu osseux ont ét¢ décrites
récemment chez le cheval (Lepage et al., 2001). Le métabolisme osseux peut étre évalué
indirectement par 1’évolution des concentrations sériques ou plasmatiques de marqueurs
biochimiques. Ceux-ci font partie des composants de la matrice osseuse collagénique ou non-
collagénique ou peuvent étre des enzymes qui sont libérés dans la circulation durant la

formation ou la résorption osseuse. Le dosage des marqueurs biochimiques osseux constitue
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une méthode simple, rapide et non-invasive d’investiguer le métabolisme osseux. Les
marqueurs biochimiques du remaniement osseux reflétent le métabolisme osseux qui se
modifie rapidement et ils sont utilés pour prédire I’efficacité des traitements antirésorbants a
court terme (Taylor et al, 1994). A plus long terme, 1’ostéodensitométrie constitue la
technique de choix pour évaluer le gain de masse osseuse (Reginster et al., 1989). Dans
I’ensemble du texte, nous utiliserons pour décrire les marqueurs la nomenclature
internationale la plus récente (Delmas et al., 2000). Chez le cheval, pour évaluer la synthése
osseuse, on peut doser l'isoenzyme osseuse de la phosphatase alcaline (Jackson ef al., 1996)
(bone-ALP) et I’ostéocalcine (OC) (Lepage et al., 1990). L’OC est petite protéine non-
collagénique, qui est libérée par les ostéoblastes. Son role est déterminant dans la régulation de
la formation osseuse mais elle ne semble pas intervenir lors de la résorption (Ducy et al.,
1996). Elle est incorporée dans la matrice durant sa formation et libérée de la matrice dans le
courant sanguin lors de la résorption osseuse. Ainsi la concentration sérique en OC reflete
Pactivité globale du remaniement osseux. Les marqueurs de la résorption osseuse sont
essentiellement représentés par les produits de la dégradation du collagéne de type I, les
molécules de pontage et les télopeptides associés. Le CTX-MMP (Carboxy-terminal cross-
linked telopeptide of type I collagen generated by matrix metalloproteases), molécule de
pontage pyridinoline liée a deux fragments télopeptidiques Carboxy-terminaux d’une chaine
de collagéne I, appelé anciennement I-CTP (Price et al., 1995) et le CTX-I (Carboxy-terminal
cross-linking telopeptide of type I collagen), octapeptide de I’extrémité C-terminale d’une
chaine de collagéne I, impliqué dans la liaison avec une molécule de pontage (Kellerhouse et

al., 2000), ont été utilisés comme marqueurs de la résorption osseuse chez le cheval.

Le but de cette étude est de déterminer, chez le cheval, la tolérance du tiludronate et son
effet 4 court terme sur 4 marqueurs biochimiques du métabolisme osseux. Le tiludronate est
un non-aminobisphosphonate inhibant fortement la résorption osseuse et sans action sur la

minéralisation (Bonjour ef al.,1995).
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MATERIEL ET METHODES

Le protocole expérimental de cette étude a été accepté par le comité d’éthique de

’Ecole Nationale Vétérinaire de Lyon.

Animaux

Cinq chevaux sains adultes 4gés de 6 a 11 ans hongres ou femelles de race Trotteur
Frangais ont été sélectionnés. Seuls les chevaux cliniquement sains, ne présentant aucune
évidence biochimique d’atteinte hépatique (mesure sérique de la gamma-
glutamyltransférase et de I’aspartate aminotransférase par dosage colorimétrique) ou rénale
(mesure de la créatinine sanguine par dosage colorimétrique), ont été acceptés pour I’étude.
Les animaux n’avaient pas d’antécédent de pathologie locomotrice et n’avaient jamais été
traités avec des bisphosphonates. Pendant une période d’exclusion de 6 semaines et pendant
toute la durée de ’essai, aucun autre traitement médical connu a ce jour comme susceptible
de modifier le métabolisme osseux, n’a été autorisé tels que les anti-inflammatoires
stéroidiens (Lepage et al., 1993) et non stéroidiens ou I’anesthésie générale. L’hébergement
des animaux se faisait en box de 3x4 m. L’eau était fournie ad /ibitum et I’alimentation

était constituée de foin de bonne qualité, distribué en deux repas quotidiens.

Traitement

Le tiludronate se présentait sous forme de poudre lyophilisée pour solution injectable
conditionnée dans un flacon de verre contenant 50 mg de tiludronate. La conservation du
produit était faite & température ambiante (lot de fabrication 145R0/2 ; date de fabrication :
Octobre 1999). Le produit test était remis en solution juste avant I’administration, a I’aide

de 10 mL d’eau stérile pour préparations injectables (Laboratoire Aguettant, Lyon, France).

Protocole

Un cathéter intraveineux en polytétrafluoroéthyléne (Intraflon II, Vygon, France) était
mis en place stérilement pour la période du traitement dans une veine jugulaire de chaque
cheval. Le traitement consistait en une perfusion unique de tiludronate a la posologie de 1
mg/kg pendant 30 minutes & J1. Le tiludronate était mis en solution a ’aide d’eau pour

préparation injectable. La dose exacte en mg de tiludronate était injectée stérilement dans
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une outre de 1 litre de chlorure de sodium 0,9% (Tuliflex, Laboratoire Aguettant, Lyon,
France), identifiée pour chaque cheval. La quantité équivalente de chlorure de sodium 0,9%
était préalablement retirée de ’outre pour conserver un volume total de 1 litre. Les
traitements étaient réalisés le matin entre 9h15 et 10h19 : les durées de la perfusion étaient
de 33, 29, 32, 30 et 34 minutes respectivement pour chaque cheval, pour une moyenne de

31,6 min.
Suivi clinique

Un examen clinique était effectué au jour -1 (J-1) et au jour 1 (J1) avant le traitement,
ainsi qu’au J1 +15 minutes (durant la perfusion), J1+30 min (a la fin de la perfusion), J1+2
h, J1+6 h, et J14+24 h. Les chevaux étaient gardés sous surveillance continue dans un travail
de contention durant les 3 heures suivant le début de la perfusion. Chaque cheval était
ensuite replacé dans son box et gardé sous surveillance médicale pendant 48 h. Chaque
examen physique consistait en I’observation de I’attitude générale du cheval, la mesure de
la température rectale, I’examen de ’appareil cardio-vasculaire (couleur des muqueuses,
temps de remplissage capillaire, pouls facial, pouls digités, fréquence cardiaque,
auscultation cardiaque bilatérale), examen de I’appareil respiratoire (fréquence et rythme),

et examen de I’appareil digestif (auscultation digestive, appétit, aspect des feces).

Analyses biochimiques

Calcium ionisé, calcium total et des protéines totales.

Des prélévements sanguins ont été effectués au J-1, au J1 juste avant le début du
traitement, au J1+30 min. (juste aprés la fin de la perfusion), J1+2h, J1+6h, et J1+24h. Les
prélévements étaient réalisés par ponction a l'aiguille dans la veine jugulaire du c6té
opposé au cathéter, sur tube héparine lithium, conservés a +4°C aprés centrifugation, et
analysés dans les 24 heures au laboratoire de biochimie clinique de I’école nationale

vétérinaire de Lyon.
Autres parameétres biochimiques sanguins

Des mesures de la créatinine sanguine, de la gamma-glutamyltransférase sérique et de

’aspartate aminotransférase par dosage colorimétrique ont été¢ réalisées a partir des
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échantillons de plasma prélevés au J1 avant traitement et au J1+24 heures apres le début du

traitement.
Marqueurs du métabolisme osseux

Deux marqueurs de la formation osseuse (OC et bone-ALP) et deux marqueurs de la
résorption osseuse (CTX-MMP et le CTX-I) ont été étudiés. Les prélévements sanguins ont
été réalisés le matin au J1 avant traitement et au J1+24h. Les échantillons ont été prélevés
dans la veine jugulaire du cOté opposé au cathéter et récoltés dans des tubes
EDTA/benzaminidine et des tubes secs de 10 ml. Le plasma et le sérum ont été séparés par

centrifugation et les prélévements ont été conservés a —30°C jusqu’a I’analyse.

L’OC a été dosée dans le plasma a I’aide de la trousse radioimmunologique RIA
(Osteocalcin Radioimmunoassay Kit, Incstar Co) utilisant des anticorps dirigés contre
’ostéocalcine bovine et qui a été validée pour une utilisation chez le cheval (Patterson et
al., 1982). Le dosage de la bone-ALP a été réalisé dans le plasma par méthode
immunoradiométrique IRMA a ’aide de la trousse utilisée chez I’homme (Tandem-R
Ostase : Beckman-Coulter, San Diego CA) (Garnero et Delmas, 1993) dont I'utilisation a
été validée chez le cheval (Jackson et al., 1996). Le CTX-MMP sérique a été mesuré dans
le plasma par dosage radioimmunologique RIA (I-CTP assay, Orion Diagnostica)
développée pour une utilisation chez I’homme et qui a été validée chez le cheval (Price et
al., 1995) . Le CTX-I a été dosé dans le sérum par dosage immunoenzymatique automatisé
(B Crosslaps, Elecsys, Roche Diagnostics) utilisée pour la détection quantitative d’une
séquence spécifique du collagéne de type I dans le sérum humain (Garnero ef al., 2001) et

chez le cheval (Kellerhouse et al., 2000).

Analyse statistique

L’analyse statistique a été réalisée avec un modele mixte a mesures répétées pour le
suivi de la fréquence cardiaque, de la calcémie et de la protéinémie. Si un effet du temps
existait, des tests de Wilcoxon pour échantillons appariés ont ensuite été réalisés. Pour les
marqueurs biochimiques du métabolisme osseux, un test statistique unilatéral non
paramétrique de Wilcoxon a été effectué. L’analyse a été basée sur un intervalle de

confiance calculé a 95%.




63

RESULTATS

Tolérance clinique du tiludronate

Aucune réaction tissulaire locale n’a été observée au cours de 1’administration

intraveineuse du tiludronate dans les cathéters intraveineux.

Quelques signes cliniques légers sont apparus durant les deux premiéres heures
suivant la perfusion chez deux chevaux (101 et 102). Une heure trente apres le début de la
perfusion, un léger inconfort, associé & une augmentation de la fréquence cardiaque (+7
battements par minute (bpm) en moyenne) a été observé. Ces signes légers (cheval grattant
le sol et se calmant a son abord) ont été de courte durée et se sont résolus spontanément en

5 et 10 minutes. Aucun autre signe anormal n’a été mis en évidence a ’examen général lors

de ces manifestations.

Une augmentation similaire de la fréquence cardiaque a été notée chez les 5 chevaux.
L’évolution de la fréquence cardiaque moyenne (moyennetécart-type) est représentée en
figure 1 comparant les valeurs moyennes avant (J-1 et J1) et aprés administration
intraveineuse de tiludronate. En moyenne, une légére augmentation de la fréquence
cardiaque a été observée a +30 min et +2h (figure 1) sans différence significative dans le
temps entre les échéances (p=0,125). Le retour a une valeur de base de la fréquence

cardiaque est survenu au plus tard dans les 6 heures.
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FC en bpm

J-1 J1 +15 min +30 min +2h +6h +24h

Temps

—&—FC en bpm

Figure 1 : Evolution de la fréquence cardiaque moyenne (FC) (moyenne+écart-type, n=5)
en battements par minute (bpm), avant (J-1 et J1) et aprés administration intraveineuse de

tiludronate 1 mg/kg dans 1 L de chlorure de sodium en 30 min. (fleche).

Effets sur la calcémie

Chez tous les chevaux, une diminution modérée significative de la calcémie (calcium
total) a été observée dés la fin de la perfusion a +30 min (jusqu’a 1.5 mmol/L chez le
cheval 102 a +30 min). L’évolution des concentrations plasmatiques moyennes
(moyennexécart-type) du calcium ionisé et du calcium total est représentée en figure 2
comparant les valeurs moyennes avant (J-1 et J1) et aprés administration intraveineuse de
tiludronate. En moyenne, une diminution de la calcémie de 2.60 mmol/L avant traitement a
2.06 mmol/l & +30 min a été notée, p=0.031 (figure 2). Le retour aux valeurs de base a été

noté a +2h pour 4 individus (102, 103, 104 et 105) et a +6h pour le cheval 101.

Le dosage du calcium ionisé n’a pas démontré de diminution aprés traitement (figure
2). Pour le cheval 101, la concentration sérique en calcium ionisé a diminué légérement au

J1 +30 min et J1 +2h (1.31 et 1.38 mmol/L) avec une tres légere diminution de la
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concentration du calcium total et de la concentration en protéines totales. Chez les chevaux
102, 103 et 105, la concentration sérique du calcium ionisé est demeurée stable avec une
légére diminution de la concentration sérique du calcium total et une concentration sérique
de protéines totales stable. Pour le cheval 104, les différentes concentrations sont restées
stables, avec une trés légére diminution de la concentration en calcium total et ionisé.

Aucune diminution significative n’a été mise en évidence aux différentes échéances.

mmol/L

J1 N} +30 min +2h +6h +24h
Temps

—ae— Calcium ionisé
—m— Calcium total

Figure 2 : Evolution des concentrations plasmatiques moyennes (moyenne+écart-type, n=5)
du calcium ionisé et du calcium total en mmol/L avant (J-1 et J1) et aprés administration
intraveineuse de tiludronate 1 mg/kg dans 1 L de chlorure de sodium en 30 min (fléche).
*p=0.031 indique une différence significative entre la concentration du calcium total a +30

min par rapport a la valeur de base a J1 avant traitement.

Effets sur la fonction rénale et hépatique

Chez tous les chevaux, les valeurs des paramétres biochimiques des fonctions
hépatique (gamma-glutamyltransférase sérique et de I’aspartate aminotransférase) et rénale
(créatinine sanguine) sont demeurées dans les valeurs usuelles avant et durant les 24 heures

suivant le traitement.
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Effets sur les marqueurs biochimiques du métabolisme osseux

Aucune variation significative des marqueurs de la formation osseuse, bone-ALP
(p=0.156) et OC (p=0.125) n’a été observée 24h aprés le traitement en comparaison aux

valeurs initiales mesurées avant traitement au J1 (Tableau I).

ocC bone-ALP
Numéro Age* Avant +24h Avant +24h
101 11 7.4 4.2 39.6 57.1
102 11 6.6 6.8 44.7 40.1
103 11 3.4 4.1 40.5 36.4
104 6 5.5 35 45.0 53.2
105 6 8.9 6.9 39.8 45.8

Tableau I : Evolution de la concentration plasmatique en OC (ng/mL) et en bone-ALP
(ug/L) avant traitement au J1 et +24h aprés administration intraveineuse de tiludronate 1
mg/kg dans 1 L de chlorure de sodium en 30 min pour les 5 individus étudiés, *age estimé

en fonction de I'examen dentaire.

Aucune variation du CTX-MMP (p=0.5) n’a été observée 24 h aprés le traitement en
comparaison aux valeurs initiales (Tableau II). La concentration sérique du CTX-I était
plus élevée chez deux chevaux de 6 ans que chez trois chevaux de 11 ans (Tableau II et
figure 3). Vingt-quatre heures aprés le traitement, une diminution significative (p=0.0313)
et marquée —72.4% de la concentration sérique en CTX-I a été observée chez les 5 chevaux,
passant en moyenne de 0.150 ng/mL & 0.048 ng/mL (Tableau III). Chez les 2 chevaux de 6
ans, une diminution moyenne en CTX-I de 68.4% a été mesurée tandis que chez les 3

chevaux de 11 ans, une diminution moyenne de 78% a été notée (figure 3).
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CTX-MMP CTX-1
Numéro Age* Avant +24h Avant +24h
101 11 5.4 4.8 0.083 0.039
102 11 5.8 6.7 0.085 0.001
103 11 5.4 7.7 0.062 0.011
104 6 9.5 8.3 0.280 0.114
105 6 9.0 7.1 0.241 0.076

Tableau II : Evolution de la concentration plasmatique en CTX-MMP (ug/L) et en CTX-I
(ng/mL) avant traitement au J1 et +24 h aprés administration intraveineuse de tiludronate 1
mg/kg dans 1 L de chlorure de sodium en 30 min pour les 5 individus étudiés, *age estimé

en fonction de 'examen dentaire.

Avant +24h % de variation P
m £ ET m =+ ET m =+ ET
ocC 6.4+2.07 5.1+1.62 -15.7 £ 26.92 0.125
bone-ALP 41.9+2.7 46.5 + 8.67 11.4 £22.74 0.156
CTX-MMP 7+2.05 6.9+1.33 2.7 £26.21 0.5
CTX-I 0.15+£0.102  0.048 £ 0.047 -72.4 £ 18.43° 0.0313"

Tableau III : Variation des marqueurs biochimiques osseux avant traitement au J1 et +24h
aprés administration intraveineuse de tiludronate 1 mg/kg dans 1 L de chlorure de sodium
en 30 min. m=moyenne; ET=écart-type (n=5), % de variation=pourcentage de variation 24
h aprés traitement par rapport aux valeurs de base mesurée au J1 avant traitement et p =
degré de significativité. *p=0.0313 indique une diminution significative de la concentration
sérique du CTX-I +24h apres traitement par rapport a la valeur de base a J1 avant

traitement.
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Figure 3 : Concentration sérique en CTX-I (ng/mL) avant traitement au J1 et +24h apres
administration intraveineuse de tiludronate 1 mg/kg dans 1 L de chlorure de sodium en 30

min pour les 5 individus étudiés.
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DISCUSSION

Le but de cette étude était d’évaluer la tolérance intraveineuse a court terme, du
tiludronate chez le cheval et ses effets sur le métabolisme osseux. Seuls des chevaux
adultes (de plus de 6 ans) ont été sélectionné pour cette étude, du fait des variations
importantes de certains marqueurs biochimiques osseux avec I’age lors des 4 premieres

années de vie (Lepage ef al., 1990 ; Price et al., 1995 ; Black et al., 1999).

Aucune réaction tissulaire locale n’a été mise en évidence au cours de cette étude. Les
réactions systémiques cliniques rapportées peuvent étre considérées comme bénignes, avec
un léger inconfort, une augmentation de la fréquence cardiaque et une hypocalcemie
transitoires et modérés. Les augmentations de fréquence cardiaque au J1 avant traitement
par rapport au J-1 observées peuvent étre liées aux manipulations dans le travail de
contention et 3 la mise en place du cathéter. Les augmentations de fréquence cardiaque
observées aprés traitement n’ont pas été mises en relation avec ’hypocalcémie rapportée.
En effet, I’augmentation de la fréquence cardiaque correspondait a une diminution du
calcium total chez 4 des cing chevaux sans que le taux de calcium ionisé ne soit diminue.
Puisque la forme ionisée est la seule forme active du calcium sanguin total, I’augmentation
de la fréquence cardiaque ne peut étre expliquée par des effets de cet électrolyte sur la

contractilité du muscle cardiaque (Rosol et Capen, 1997).

De plus toutes les valeurs de concentration sérique du calcium total et ionisé
observées sur les cinq chevaux lors de 1'étude sont supérieures a des valeurs
d’hypocalcémie normalement associées & des signes cliniques. Chez le cheval, une
hypocalcémie modérée de 1.996 mmol/L de calcium total ou 1.1976 mmol/L de calcium
ionisé est bien toléré avec des signes cardiaques modérés tels que tachycardie, arythmie et
des fasciculations musculaires (Valberg et Hodgson, 1996). A 1.497 mmol/L pour le
calcium total et 0.8982 mmol/L pour le calcium ionisé, on observe généralement un
décubitus et des valeurs de 0.998 et 0.5988 mmol/L respectivement peuvent étre fatales

pour le cheval (Valberg et Hodgson, 1996).

L’hypocalcémie observée peut-étre liée & I’action du produit. En effet, le tiludronate
entraine une forte inhibition de la résorption osseuse, bloquant ainsi transitoirement la

réserve calcique que représente le tissu osseux (Fleisch, 1991). In vitro, le tiludronate
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additionné a des cultures de tissus osseux inhibe la libération de calcium (Bonjour et al.,
1995). En découplant la résorption de la formation osseuse, le tiludronate peut induire une
balance calcique positive avec un risque d’hypocalcémie. Chez les sujets pagétiques traités
avec de fortes doses de tiludronate, il est rapporté une diminution significative du calcium
sérique (Audran et al., 1989) et chez I’homme, les bisphosphonates sont indiqués dans le
traitement de 1’hypercalcémie maligne (Fleish, 1991). Chez le rat, leur administration est
associée a une augmentation de ’absorption intestinale de calcium (Amman ef al., 1993).
Chez I’homme, il est recommandé de maintenir un apport calcique alimentaire normal

(Amman et al., 1993).

Dans notre étude, on observe une diminution transitoire du calcium total, mais pas de
diminution du calcium ionisé, ce qui pourrait étre lié¢ a la libération du calcium lié aux
protéines plasmatiques du fait du fort lien entre le tiludronate et les protéines plasmatiques
(Sansom et al., 1995). In vitro, le produit se lie de fagon rapide et importante aux protéines
plasmatiques (90%) principalement & 1’albumine (Sansom et al, 1995). Un processus

semblable pourrait exister chez le cheval.

La formation d’une phase solide entre le tiludronate et les ions divalents tels que le
calcium pourrait également expliquer I’hypocalcémie observée. En effet, la toxicité aigué
liée a I’administration de bisphosphonates est essentiellement due a la formation de
complexes ou d’agrégats avec le calcium ou les ions divalents pouvant induire une
hypocalcémie et une insuffisance rénale (Fleisch, 1997). Chez I’homme, la toxicité est
variable et dépend de la vitesse de perfusion, qui doit étre trés controlée lors de
I’administration de fortes doses de bisphosphonates (Fleisch, 1997). Il est ainsi
recommandé d’administrer de grands volumes de solution. Les solutions contenant des ions

divalents comme la solution de Lactate de Ringer sont a éviter (Fleisch, 1997).

Tous les prélévements des marqueurs du métabolisme osseux ont été réalisés le matin
pour minimiser les effets des changements nycthéméraux observés chez le cheval (Lepage
et al, 1991 ; Black et al., 1999). Le suivi des marqueurs biochimiques de la formation
osseuse ne montre aucune variation des concentrations sanguines en OC et en bone-ALP.
Ceci pourrait étre mis en relation avec le mécanisme d’action du produit (Ammann et al.,
1993 ; Bonjour et al.,1995). Les bisphosphonates sont caractérisés par une forte activité

anti-ostéoclastique directe et dans un deuxiéme temps, par une diminution du remaniement




71

osseux général par le phénoméne de couplage entre résorption et formation osseuse,
expliquant I’absence de diminution de la formation a court terme (Ammann et al., 1993). 11
est donc probable que des durées de traitement plus longues seraient nécessaires pour
entrainer une diminution des paramétres de la formation osseuse. Par ailleurs, les études de
tolérance in vitro et in vivo sur les modeles expérimentaux animaux et chez I’humain
démontrent une marge d’innocuité thérapeutique appréciable pour le tiludronate. En effet le
produit inhibe la résorption osseuse sans affecter la minéralisation et en preservant la

résistance mécanique de 1’os (Bonjour et al.,1995).

En ce qui concerne, les marqueurs de la résorption osseuse nous n’avons pas observe
de variations significatives du CTX-MMP. En médecine humaine, Putilisation du CTX-
MMP comme marqueur de la résorption osseuse est d’ailleurs controversée. En effet, chez
la femme il a été montré que ce marqueur est peu sensible a I’augmentation du remodelage
osseux survenant aprés la ménopause et qu’il ne diminue pas apres traitement par des
bisphosphonates, suggérant que CTX-MMP ne soit pas un marqueur spécifique de la
résorption osseuse (Garnero et al., 1994 ; Blumsohn et al, 1995). Donc I'absence de
variation observée chez le cheval dans cette étude aprés administration du bisphosphonate
tiludronate, n’est pas un signe d’absence d’effet antirésorbant de ce médicament.
Néanmoins, jusqu’a trés récemment encore, le CTX-MMP était le seul marqueur sérique de
la résorption osseuse pour lequel nous disposons de plusieurs études (Jackson et al., 1995 ;

Price et al., 1997 ; Lepage et al; 1998) et c’est pourquoi nous ’avons utilisé€.

Le CTX-I est un marqueur de la résorption osseuse récemment utilisé chez le cheval
(Kellerhouse et al., 2000). Le dosage du CTX-I permet de quantifier dans le sérum des
fragments du collagéne de type I contenant un octapeptide spécifique des C-télopeptides
impliqués dans le pontage intermoléculaire des fibres de collagéne (Christau ef al,, 1998 ;
Rosenquist et al, 1998). Les molécules de pontage et les télopeptides collagéniques
impliquant le site de pontage sont considérés en médecine humaine comme les marqueurs
les plus sensibles de la résorption notamment pour suivre I’efficacité des traitements
antirésorbants comme les bisphosphonates (Gamero et Delmas, 1998). Les variations
physiologii]ues de ces marqueurs chez le cheval ne sont pas connues, mais nous constatons
dans notre étude des valeurs initiales plus élevées chez les chevaux adultes plus jeunes

suggérant un métabolisme osseux plus actif. Les concentrations sériques en CTX-I sont les
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plus augmentées a la ménopause chez la femme comparée aux autres marqueurs
(Déoxypyridinoline DPD) et identifient le plus grand nombre de femmes chez qui le
métabolisme osseux est anormalement augmenté dans les premiers stades de la ménopause
(Fink et al, 2000). Chez le cheval, notre étude démontre son intérét dans le suivi des
traitements au tiludronate, avec une diminution marquée et précoce des concentrations
sériques 24 heures aprés I’administration de tiludronate par voie intraveineuse. Toutefois,
des études complémentaires sont nécessaires pour mieux définir lutilisation de ce

marqueur chez le cheval.

Cette étude met en évidence I’innocuité clinique du tiludronate a la posologie de 1
mg/kg en perfusion lente sur 30 min chez le cheval sain. Ce mode d’administration du
tiludronate a une posologie élevée serait particuliérement indiqué en situation clinique chez
le cheval car si le produit devait s’avérer efficace dans le traitement de certaines affections,
ce mode d’administration éviterait des injections intraveineuses quotidienhes pendant
plusieurs jours. D’autre part le tiludronate entraine une diminution précoce et marquée des
concentrations sériques en CTX, indiquant un effet inhibiteur de la résorption osseuse. Des
études réalisées sur un plus grand nombre d’individus et sur des durées plus longues seront
nécessaires pour évaluer les effets bénéfiques du tiludronate sur le métabolisme osseux et
son intérét dans le traitement des affections locomotrices impliquant des lésions

ostéolytiques chez le cheval.
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SUMMARY

The first objective of this study was to evaluate the clinical safety of tiludronate on
bone metabolism in horses over a 4 month period. The second purpose was to verify the
usefulness of a combination of biochemical bone markers to evaluate the
pharmacodynamics of tiludronate in horses. Thirty-two French Trotters were divided in
four groups, one placebo group and three treated groups receiving 0.1 mg/kg a day for 10
days, 1 mg/kg of tiludronate intravenously during 30 min once or twice a month
respectively. In order to compare the effects of these treatments on bone metabolism
plasma biochemical markers were used. Bone metabolism was evaluated before and over a
4 month period after treatment by measuring osteocalcin (OC) and bone specific alkaline
phosphatase (bone-ALP) as formation markers and cross-linked carboxy-terminal
telopeptide of type I collagen generated by matrix metalloproteases (CTX-MMP) and
carboxy -terminal cross linking telopeptide of type I collagen (CTX-I) as bone resorption

markers.

No changes in formation marker concentrations were observed after treatment in all
groups, while, aberrant significant differences were observed for CTX-MMP suggesting
that caution is still indicated when selecting this parameter for resorption assessment in
horses. Results also demonstrated that CTX-I levels showed non-interpretable marked

fluctuations during the study in all groups before and after treatment.

The biochemical markers selected for in this study as indices of bone turnover for the
assessment of the pharmacodynamics of tiludronate in normal healthy non-exercised horses
were found to be inconclusive. However, tiludronate administration did appear to be safe,

as no clinical side effects were observed and there was no evidence of impairment of bone

metabolism.
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INTRODUCTION

Reduced performance, premature retirement, and temporary absences during the
racing season are a cause of significant economic loss in the racehorse industry (Estberg et
al., 1996). Diseases of the skeleton are a major component of these losses (Bathe, 1994).
Approximately 60% of all racecourse fatalities are related to fractures while less severe yet
painful bone affections lead to delays in training (Riggs, 1997). The high incidence of
musculoskeletal injuries in horses has highlighted the need for improved methods of
assessing equine bone structure and metabolism. Focus is now made on early diagnosis of
skeletal diseases, the evaluation of pharmacological agents with bone tropism, and

monitoring exercise regimens in terms of skeletal adaptive responses.

Bisphosphonates are an important class of antiresorptive drugs used in the treatment of
metabolic bone diseases in humans in order to increase bone mass (Fleisch, 1997).
Bisphosphonates are characterized by a strong anti-osteoclastic activity (Ammann et al,
1993). Because of this pharmacological property, they are considered as the treatment of
choice for diseases associated with excessive bone resorption or with an imbalance in bone
turnover (Fleisch, 1997) such as Paget's disease (Reginster et al, 1988), malignant
hypercalcemia, bone metastases (Fleisch, 1991) and osteoporosis (Reginster ez al., 1989).
Two groups of bisphosphonates can be distinguished by their mechanisms of action. These
are the nitrogen-containing bisphosphonates such as risedronate, zoledronate, ibandronate,
alendronate, and pamidronate and the non nitrogen-containing bisphosphonates including
clodronate, etidronate, and tiludronate (Benford et al., 1999). Anti and pro-inflammatory
effects of the different bisphosphonates depend on their effects on the mononuclear
phagocyte system. Non-aminobisphosphonates could have potential anti-inflammatory
properties. Clodronate inhibits proinflammatory cytokines (Monkkonen et al, 1994) and
nitric oxide secretion from activated macrophages in vitro (Makkonen et al., 1996) while
tiludronate inhibits proinflammatory cytokines from activated macrophages in vitro
(Monkkonen et al., 1998). Both clodronate (Osterman et al., 1997) and tiludronate (Barbier
et al., 1986) have demonstrated anti-inflammatory properties in vivo in experimental
arthritis in animal models. By contrast, intravenous aminobisphosphonates can induce an
acute inflammatory response and fever in vivo (Adami et al., 1987). These responses appear

to involve the induction of cytokine secretion (Schweitzer et al,. 1995) following
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macrophage activation as with pamidronate in vitro (Sauty A et al., 1996) and ibandronate
in experimental arthritis (Richards ef al., 1999). A study in ponies revealed that
pamidronate was effective in reducing the development of induced experimental bone
exostosis while no signs of bone turnover toxicity were observed (Lepage and Frangois,
1989). However, pamidronate was unsuccessful in the treatment of navicular syndrome in

horses (McGuigan et al., 2000).

In several animal models, bone tolerance studies indicate that tiludronate is a safe
compound with an appreciable therapeutic margin since it can effectively inhibit bone
resorption without reducing bone mineralization and strength (Bonjour er al,1995). In
horses, tiludronate could be developed for the treatment of diseases associated with
osteolytic lesions such as navicular disease, arthropathy, bone spavin, subchondral bone
cysts and disuse osteopenia. Another potential indication could be stress fractures in horses
where progressive microdamages are associated with localized high bone turnover (Stover,
1998). Tiludronate was recently granted a marketing authorization in the treatment of bone
spavin in horses in France. Slow intravenous administration of 1 mg/kg of tiludronate was
well tolerated in one study in horses With no evidence of clinically relevant adverse effects

(Varela et al., 2002)

New and improved non-invasive methods of assessing equine bone have been
described (Lepage et al., 2001). Bone matrix components or enzymes, released into the
blood circulation during bone remodelling by the cells responsible for bone formation
(osteoblasts) and resorption (osteoclasts) are used as biochemical markers. They provide a
simple, rapid and non-invasive means of investigating bone metabolism in horses that can
potentially be applied to the early diagnosis of skeletal pathology or to evaluate responses
to treatment. In human medicine, their most important application is to monitor the efficacy
of antiresorptive drugs (Garnero et Delmas, 1996). In horses, several studies have reported
the use of biochemical markers to monitor bone metabolism in urine and in serum (Lepage
et al., 2001). Since there are great practical difficulties in obtaining suitable urine samples
from horses especially in longitudinal studies, serum markers such as CTX-MMP (Price et
al,. 1995a) and CTX-I (Kellerhouse et al., 2000) are preferably used. To obtain a good
assessment of the biphasic remodelling activity of bone, an appropriate combination of

bone formation and bone resorption markers is needed and will probably provide a
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powerful tool in the experimental investigation of bone metabolism, since each marker
reflects a different physiological process in bone. Variations of biochemical markers
depend on the age of the animals with the most significant changes seen over the first 4
years (Lepage et al., 1990 ; Price et al., 1995a), diurnal changes (Lepage et al,, 1991), and
seasonal variations. From January to April, changes in OC, b-ALP and CTX-MMP are less
likely (Price et al, 2001). The pharmacodynamic effects on bone formation may be
measured with bone specific alkaline phosphatase (bone-ALP) (Thorén-Tolling, 1988) and
osteocalcin (OC) (Lepage et al., 1990), a small non-collagenous protein synthesized by
osteoblasts during bone formation. CTX-MMP or carboxy-terminal cross-linked
telopeptide of type I collagen generated by matrix metalloproteases, previously I-CTP
(Price et al., 1995a) and CTX-I, carboxy-terminal cross-linking telopeptide of type I
collagen (Kellerhouse et al., 2000, Varela et al., 2002) products of type I collagen

degradation can be used as resorption markers.

The first objective of this study was to assess clinical safety of tiludronate given intravenously
following three different administration protocols in horses. The second purpose was to verify
the usefulness of a combination of biochemical bone markers to evaluate the

pharmacodynamics of tiludronate in horses.

MATERIALS AND METHODS

The new international standardization of bone marker nomenclature is used in this paper
(Delmas et al., 2000). The experimental protocol was reviewed and approved by the Animal
Care Committee of the Ecole Nationale Vétérinaire de Lyon, which abides by the
requirements of Directive n° 86/609/EEC 24;1 1.86 of the European Community Council. The
longitudinal study was randomised on a unicentric experimental pattern with 4 parallel groups
receiving either placebo or the drug following three different administration protocols in order

to compare the effects of treatment on bone metabolism.

Animals

The study population was composed of thirty-two healthy adult horses (French
Trotters), including twelve mares and twenty geldings aged between 4 and 16 years (mean:
9.9) and with an average body weight of 488.9 + 6.8 kg (mean * sD). All selected animals

were declared healthy after complete physical and lameness examinations as well as
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biochemical serum profiles. Blood biochemical parameters reflecting renal (creatinine) and
hepatic functions (aspartate aminotransferase (AST) and y-glutamyl transferase (GGT))
were measured by colorimetric analysis. None of the animals were under medication for at
least 6 weeks prior to the start of the study (except for deworming). Horses were
immunized against tetanus and equine influenza and were dewormed with ivermectin
(Eqvalan®, Merial, Lyon, France) 2 weeks prior to the start of the study. All animals were
kept in the same location and were maintained on pasture with marginal grazing in order to
minimize dietary differences between horses. The horses were fed a standard hay diet and
had ad libitum access to hay and water. Prior to the start of the project, all horses were
maintained on other pastures for at least 2 months and accustomed to being kept in a group.
Animals were confined in an examination room (with stocks) only during clinical

examination, blood collection and treatments.

Treatments

The tiludronate formulation was presented as a lyophilised powder for intravenous
injection and packaged in a glass bottle containing 50 mg of tiludronic acid. The tested
compound was reconstituted with 10 ml of sterile water. Placebo was composed of a
commercial solution of sodium chloride 0.9 %. Animals were divided into four treatment
groups of 8 individuals each, and allocated by age (4 to 8 years, 9 to 13 years and 14 to 16

years) then by sex (geldings and mares).

Group 1: Eight horses received 1 L of isotonic saline solution administered
intravenously during 30 min on Day 1 (D1).

Group 2: Eight horses received daily 0.1 mg/kg body weight of tiludronate
intravenously for 10 days (D1 to D10).

Group 3: Eight horses received 1 mg/kg of tiludronate in 1L saline intravenously
during 30 min on D1.

Group 4: Eight horses received 1 mg/kg of tiludronate in 1L saline intravenously

during 30 min on D1 and D29.

All treatments were administered in the moming. In Group 2, the jugular vein of each
animal was catheterised after clipping and a surgical scrub using a 13-gauge polyurethane

catheter (Central Venous Catheter, COOK® veterinary products, Australia). Catheters were
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removed on D10 after treatment. In Groups 1, 3 and 4, the jugular vein of each subject was
catheterised just prior to treatment on D1 after clipping and a surgical scrub using a 14-
gauge catheter (PTFE Intraflon II, Vygon, France). At the end of the injection, the catheter
was immediately removed. The same procedure was performed in Group 4 on D29. Horses
were kept in stocks under continuous medical observation during perfusion. No drugs,
known to modify bone metabolism or biochemical bone markers (corticosteroids,
nonsteroidal anti-inflammatory drugs, general anesthetic agents) were administered during

the study. One horse in Group 1 received 3.5 mg/kg of imidocarb on D6 and D8 to treat

babesiosis.

Experimental procedure

The trial was conducted from January 23" to May 25" 2001.

Clinical examination

Clinical inspection of all horses was performed twice daily during the entire study.
Complete clinical examination was performed before treatment at D-5 and D1 and after the
start of the treatment on D6, D11, D29, D43, D57, D85 and D113. The clinical examination

also included fecal evaluation and a basic lameness examination done on a hard surface.

Blood sample collection

Samples were collected for bone marker measurements before treatment on D-5 and
D1 in all groups and after the start of treatment on D6, D11, D29, D43, D57, D85S and
D113. Venous blood samples were collected in the moring between 8.30 am and 11.30 am
from the jugular vein contralateral to the catheterised vein, into two sterile glass tubes (one
plain tube and one containing EDTA/benzaminidin). Serum samples were allowed to clot at
room temperature before centrifugation. Sera and plasma were separated by centrifugation

(2000 rpm at 5°C) within 2 hours after venipuncture and stored frozen at -25°C until

assayed.

Biochemical bone marker analysis
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Bone metabolism was evaluated by measuring two markers of bone formation, OC
and bone-ALP and two markers of bone resorption, CTX-MMP and CTX-1. Baseline serum
concentrations were measured five days before treatment (D-5) and just prior to it. Mean
plasma or serum concentrations for each marker in each group were measured according to
the following time schedule. Osteocalcin, CTX-MMP, and CTX-I concentrations were
determined on D-5 and D1 before treatment and on D6, D11, D29, D43, D57, D85 and
D113 in all groups. The b-ALP was analysed on D-5 and D1 before treatment and on D6,
D11, D29, D57, D85 and D113. Osteocalcin, bone-ALP and CTX-MMP measurements
were assayed after completion of the 4 month study, whereas CTX-I was assessed 2 months
after collection. Results were expressed as a percentage of baseline values. Osteocalcin
plasma concentrations were determined in duplicate by radioimmunoassay using bovine
antibodies (Osteocalcin radioimmunoassay kit, Incstar Corporation) according to the
manufacturer’s instructions. The bovine antibody used has been determined to cross-react
with horse OC (Patterson-Allen et al., 1982). Osteocalcin levels were expressed in micro-
grams per liter (ug/L). The intra-assay coefficient of variation (CV) was < 6%. The
minimum detectable concentration was estimated to be 0.2 pg/L. Plasma b-ALP was
measured by means of a commercial immunoradiometric assay IRMA according to the
manufacturer’s instructions (Tandem-R Ostase, Immunotech, Belgium). The intra-assay
CV was 6.7% and the inter-assay coefficient of variation was 8.1%. The minimum
detectable concentration was estimated to be 2.0 pg/L. CTX-MMP was measured in
duplicate in plasma using a commercially available radioimmunoassay (I-CTP assay, Orion
Diagnostica, Finland) with an antibody directed against CTX-MMP extracted from
decalcified human bone (Risteli et al., 1993), which was previously demonstrated to cross-
react with horse CTX-MMP (Price et al., 1995a). Results were expressed in ng/mL. The
intra-assay CV was 6.2% and the inter-assay coefficient of variation was 7.9%. The
minimum detectable concentration was estimated to be 0.5 pg/L. Serum CTX-I was
measured in duplicate using automated immunoassay (B Crosslaps, Elecsys, Roche
Diagnostics) used for quantitative detection of a specific sequence of type I collagen in
human serum. CTX-I levels were expressed as ng/mL. The intra-assay CV was 3.1% and
the inter-assay coefficient of variation was <7%. The minimum detectable concentration

was estimated to be 0.1 ng/mL.

Statistical analysis
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Statistical analysis was performed using SAS software version 8. Initial
homogeneity between groups was tested for age, sex and pre-treatment biochemical bone
marker levels using one group ANOVA (treatment group). Because of intra-animal
variability, data were expressed as a percentage of the individual pre-treatment values.
These data were statistically analysed over time using repeated measures ANOVA
including initial values as a covariable. When time to treatment group interaction was found
to be significant, means were compared at each date, and when significant group
differences existed, each group was compared to the others. A level of significance of 0.05

was used.

RESULTS

Because of health problems unrelated to treatment (one major thrombophlebitis in
group 2 at D85 and one phlegmon in group 3 at D102), two horses were excluded from the
study.

Tolerance of intravenous tiludronate

No adverse drug reaction was observed from the time of perfusion or initial treatment

up to 4 months after the beginning of treatments.

Bone biochemical markers

Osteocalcin

There was no significant variation in OC concentration between groups (p=0.19) or

between sex (p=0.81) during the 4 month period (p=0.41). No treatment or time effect was
observed (Fig. 1).
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Fig. 1: Effect of tiludronate on OC from D6 to D113 in placebo group (1) and in treated
groups (2, 3 and 4). Values are mean £ SEM expressed as percent change from pre-
treatment baseline values : %A. n=10 except in group 2 where D85 and D113 n=9 and in

group 3 where D113 n=9.

bone-ALP

There was no significant variation in b-ALP concentration within groups (p=0.72) or
between sex (p=0.19) during the 4 months period (p=0.87). In group 4, greater values were

observed with a decrease at D 113, but no significant treatment or time differences were

observed (Fig. 2).
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Fig. 2: Effect of tiludronate on b-ALP from D6 to D113 in placebo group (1) and in treated
groups (2, 3 and 4). Values are mean + SEM expressed as percent change from pre-

treatment baseline values : %A. n=10 except in group 2 where D85 and D113 n=9 and in

group 3 where D113 n=9.

CTX-MMP

A statistically significant time-group interaction (p<0.022) was observed for CTX-
MMP concentrations. No significant differences were observed between sex. Significant
differences were observed between groups 3 and 4 at D6 (p=0.02), D11 (p=0.044) and D43
(p=0.04). Marked individual variations were observed between dates (Fig. 3).
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Fig. 3: Effect of tiludronate on CTX-MMP from D6 to D113 in placebo group (1) and in
treated groups (2, 3 and 4). Values are mean + SEM expressed as percent change from pre-

treatment baseline values : %A. n=10 except in group 2 where D85 and D113 n=9 and in

group 3 where D113 n=9.*Significant time/group interaction between group 3 and group 4.

CTX-1

Serum CTX-I concentrations changed significantly with time and between groups
(p<0.0001). Data on D6, D11, D29, D43, D57 and D85 showed a significant difference:
between groups 3 and 4 on D6 (p=0.0013), on D11 (p=0.019) and on D29 (p=0.0008),
between groups 1 and 3 on D29 (p=0.0008), between groups 1 and 2 on D43 (p=0.05),
between groups 2 and 4 on D57 (p=0.03), between groups 1 and 4 and between groups 2

and 4 on D85 (p=0.005).

CTX levels showed marked fluctuations during the study in all groups before and
after treatments (Fig. 4). In Group 1 on D43, CTX-I levels in two horses were high (0.403
and 0.329 ng/mL) resulting in a higher mean on this day (0.181+0.044 ng/mL) compared to
other groups on the different days (Table I).
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Fig. 4: Effect of tiludronate on CTX-I from D6 to D113 in placebo group (1) and in treated
groups (2, 3 and 4). Values are mean = SEM expressed as percent change from pre-
treatment baseline values : %A. n=10 except in group 2 where D85 and D113 n=9 and in
group 3 where D113 n=9. *Significant time/group interaction between group 3 and group 4.
**Sjgnificant time/group interaction between placebo (group 1) and group 3, {Significant
time/group interaction between placebo (group 1) and group 2, §Significant time/group
interaction between placebo (group 1) and group 4, fiSignificant time/group interaction

between group 2 and group 4.
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DISCUSSION

No clinical adverse effects were observed when tiludronate was administered to
horses intravenously at lmg/kg in slow perfusion following various protocols. These
findings are consistent with a preliminary experimental study also performed in horses

administered the same dose (Varela et al., 2002).

No significant differences in bone formation markers were observed after tiludronate
administration and this may be explained by the mechanism of action of tiludronate
(Bonjour et al, 1995). Indeed bisphosphonates are characterized by a strong anti-
osteoclastic activity combined with uncoupling bone resorption from bone formation
(Ammann et al., 1993). In several animal models, bone tolerance studies have indicated
that tiludronate is a safe compound with an appreciable therapeutic margin since it can
effectively inhibit bone resorption without reducing bone mineralization and strength

(Bonjour et al., 1995). This may also explain the lack of effects on bone formation markers

in this study.

Statistically significant differences were observed at various time points and between
various treatment groups for the bone resorption markers. The clinical and
pharmacodynamic implications of these findings are not clear due to the large variability in

individual results.

In recent years, CTX-MMP has been used in different equine studies to evaluate bone
turnover (Price et al., 1995 a and b). In this study, however, aberrant significant differences
were observed. In fact, differences observed between groups 3 and 4 could not be explained
by differences in treatment protocols. On D43, these groups had received the same dosage
of tiludronate, since a second treatment in group 4 was performed only after sampling on
D43. Some caution is still indicated in selecting CTX-MMP as a possible bone resorption
marker. Indeed, in humans, the lack of response of this marker following bisphosphonates
therapy in post-menopausal osteoporotic women and in Paget’s disease suggest that CTX-
MMP may not be a sufficiently specific marker of bone resorption (Garnero et al., 1994
and Blumsohn et al., 1995). Therefore the lack of CTX-MMP variation with tiludronate
therapy in this study does not necessarily indicate that there is no antiresorption effect of

the drug in horses.
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Statistically significant variations were observed with CTX-I, but several of them
may also be considered aberrant, making interpretation of results difficult. Significant
differences existed between groups 3 and 4 on D6, D11 and D29, during the first four
weeks where the treatment protocols were similar. Aberrant values observed in 2 horses of
the placebo group, on D43 cannot be explained by any specific clinical event. High
individual variability in bone biochemical markers concentrations may be due to age
(Lepage et al., 1990), circadian rhythm (Lepage et al., 1991), seasonal variation (Price et
al., 2001) and level of activity (Price et al., 1995b) with CTX-I increasing in confined
horses (Kellerhouse et al., 2000). In our study in order to control for confounding variables,
all horses were housed in pens, aged between 4 and 16 years, sampled in the morning
between February and May. However the effect of age, circadin rhythm and season on
CTX-I concentrations are not known in horses. The pyridinoline crosslinks and telopeptides
of collagen crosslinks are the most sensitive indicators of bone resorption in humans
especially to monitor early the efficacy of antiresorptive drugs (Gamero and Delmas,
1996). Serum CTX-I presented the highest increase during menopause in women compared
to other markers (deoxypyridinoline DPD), identified the highest rate of early menopausal
women with bone turnover above the premenopausal range (Fink et al., 2000) and shows a
bisphosphonate treatment effect more often than other markers because of low coefficient
of variability and large changes with bisphosphonate therapy (Rosen et al, 2000). In
horses, more studies are needed to understand internal and external factors affecting CTX-I

levels.

Theses results can raise the question of effective dosage for tiludronate with regards
to bone metabolism in horses. Bone density measurements with or without different
morphometric analysis based on standardized bone biopsies would have been useful to
assess the actual benefit of the dosages used in this study for clinical use. Since tiludronate
has been approved for use in horses in France (at a dose of 0.1 mg/kg 1.V. daily for 10
days) in the treatment of bone spavin, clinical efficacy studies should have been submitted
to European regulatory authorities though none have been published in the scientific

litterature.

Biochemical bone markers are less invasive, and less expensive than other methods of

assessing bone status, such as X-Ray absorptiometry and bone biopsies often used in
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human medicine to determine the efficacy of antiresorptive therapy. On the other hand, in
specific cases, they may show a lack of sensitivity and specificity as in Paget’s disease (De
La Piedra et al., 1996) for OC or Paget’s disease and osteoporosis for CTX-MMP (Garnero
et al., 1994; Blumshon et al., 1995). In horses, different studies have indicated that various
markers of bone turnover are potentially applicable for detection and monitoring
orthopaedic diseases (Girard et al., 1997; Jackson et al, 2000), and effects of training
(Price et al., 1995b). Because of the complex relationship between marker concentration,
age, sampling time, seasonal and inter individual variability, studies in horses have been
limited to longitudinal designs. Despite a series of measurements over a period of time, the
intra individual variability was found to be high. Also in our study, longitudinal
measurements of these biochemical markers failed to demonstrate an effect of

bisphosphonates on bone metabolism in adult healthy horses.

With a lack of reliable biochemical markers in the horse, assessment of bone
metabolism remains difficult in clinical veterinary medicine. In this study, biochemical
bone markers were measured using assays originally developed for monitoring human
metabolic bone diseases. Use of human kits for measurement of different markers is valid
for equine urine and serum, but these tests are not commonly used as sensitive and specific
markers of bone metabolism in equine medicine. In the future, development of polyclonal
or monoclonal assays based on purified equine markers should have better sensitivity and
are worthy of being investigated (Price et al., 2001; Carstanjen et al., 2002). It is too early
to decide which bone markers will prove clinically useful, or under what circumstances. In
horses, physiological and external variation must be taken into account when evaluating
bone markers in research or clinical situations. These variations can be large and may
interfere with expected variations due to training or antiresorptive treatment, especially if

these effects are subtle.

In this study, the normal bone turnover in adult healthy non-trained horses may have
limited the potential pharmacodynamic action of the drug. Tiludronate may only be
effective during periods of high bone turnover such as in orthopaedic diseases or at
exercise. Another difficulty is that there are no equivalent equine models for human
metabolic bone diseases such as osteoporosis, Paget’s disease or primary

hyperparathyroidism. Bone metabolism markers have been assessed in the horse for
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orthopaedic diseases such as forelimb immobility (Price et al, 1992), fracture risk in
racehorses (Jackson et al, 2000) and in one clinical report that indicated that levels of

certain markers were altered in a case of generalized osteochondritis (Girard et al., 1997).

The results of this study seem to indicate that intravenous administration of
tiludronate, at 1 mg/kg, as slow infusion given once or twice at 1-month intervals or at 0.1
mg/kg for 10 daily injections did not impair bone metabolism in normal horses at rest. This
could represent a beneficial characteristic of tiludronate in horses, since it is essential to
preserve normal adaptive mechanisms of bone to a new functional load (Lanyon, 1987).
Moreover, major impairment of bone resorption could cause skeletal fragility, as reported
in human osteopetrosis where bone resorption rate is severely reduced (Reynolds et al.,

1973).

The assessment of biochemical markers as indices of bone turnover to evaluate the
pharmacodynamic effects of tiludronate treatment in normal healthy, non-exercised horses
was inconclusive in this study. Results did not demonstrate that the selected biochemical
bone markers were useful in the evaluation of tiludronate on bone metabolism. This study
does suggest that tiludronate administration is safe, since no clinical side effects were
observed and no impairment of bone metabolism was detected. Further studies are needed
to evaluate the effects of tiludronate in increasing bone mineral density and/or improving
bone architecture in horses using methods such as osteodensitometry (Dual Energy X-Ray
Absorptiometry). Studies in horses that are affected by specific orthopedic disease would

also be of interest.
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DISCUSSION GENERALE

Le but de cette étude était d’évaluer la tolérance intraveineuse a court terme et a
moyen terme, du tiludronate chez le cheval, les effets du tiludronate sur le métabolisme
osseux par le dosage des marqueurs biochimiques du métabolisme osseux ainsi que I’utilité
des marqueurs biochimiques du métabolisme osseux dans 1’évaluation des effets
pharmacodynamiques du tiludronate. Nos hypothéses de recherche étaient que le
tiludronate chez le cheval serait bien tolérée par administration intraveineuse lente et que
I’administration de tiludronate engendrerait une évolution significative des marqueurs
biochimiques osseux dans le sens d’une balance positive, avec un effet plus important sur

les marqueurs de la résorption et notamment le CTX-I.
Tolérance clinique du tiludronate chez le cheval

Lors de I’étude préliminaire, un suivi clinique et un suivi de la calcémie a court terme
ont été effectués pour évaluer la toxicité aigué du tiludronate administré par voie
intraveineuse a la dose de 1 mg/kg. Aucune réaction tissulaire locale aprés administration
intraveineuse du produit n’a été mise en évidence au cours de cette étude. Les réactions
systémiques cliniques rapportées dans notre étude préliminaire peuvent étre considérées
comme bénignes, avec un léger inconfort, une augmentation de la fréquence cardiaque et
une hypocalcémie, transitoires et modérées. Les augmentations de fréquence cardiaque,
observées au J1 avant traitement par rapport au J-1 peuvent étre liées aux manipulations
dans le travail de contention et a la mise en place du cathéter. Les augmentations de
fréquence cardiaque observées aprés traitement n’ont pas été mises en relation avec
I’hypocalcémie rapportée. En effet, I’augmentation de la fréquence cardiaque correspondait
a une diminution du calcium total chez quatre des cing chevaux sans que le taux de calcium
ionisé ne soit diminué. Puisque la forme ionisée est la seule forme active du calcium
sanguin total, I’augmentation de la fréquence cardiaque ne peut étre expliquée par des effets

de cet électrolyte sur la contractilité du muscle cardiaque (Rosol et Capen, 1997).

De plus, toutes les valeurs de concentration sérique du calcium total et ionisé
observées sur les cinq chevaux lors de I’étude sont supérieures a des valeurs

d’hypocalcémie normalement associées a des signes cliniques. Chez le cheval, une
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hypocalcémie modérée de 1.996 mmol/L de calcium total ou 1.1976 mmol/L de calcium
ionisé est bien tolérée avec des signes cardiaques modérés tels que de la tachycardie, de
I’arythmie et des fasciculations musculaires (Valberg et Hodgson, 1996). A 1.497 mmol/L
pour le calcium total et 0.8982 mmol/L pour le calcium ionisé, on observe généralement un
décubitus et des valeurs de 0.998 et 0.5988 mmol/L respectivement peuvent étre fatales
pour le cheval (Valberg et Hodgson, 1996). L’hypocalcémie observée peut-étre liée a
I’action du produit. En effet, le tiludronate entraine une forte inhibition de la résorption
osseuse, bloquant ainsi transitoirement la réserve calcique que représente le tissu osseux
(Fleisch, 1991). In vitro, le tiludronate additionné & des cultures de tissus osseux inhibe la
libération de calcium (Bonjour et al., 1995). En découplant la résorption de la formation
osseuse, le tiludronate peut induire une balance calcique positive avec un risque
d’hypocalcémie. Chez les sujets pagétiques traités avec de fortes doses de tiludronate, il est
rapporté une diminution significative du calcium sérique au cours du traitement (Audran et
al., 1989) et chez ’'Homme, les bisphosphonates sont indiqués dans le traitement de
’hypercalcémie maligne (Fleish, 1991). Chez le rat, leur administration est associée & une
augmentation de I’absorption intestinale de calcium (Amman et al., 1993). Chez I’'Homme,
il est recommandé de maintenir un apport calcique alimentaire normal (Amman et al.,

1993). Cette recommandation pourrait étre indiquée pour le cheval également.

Dans notre étude, nous observons une diminution transitoire du calcium total, mais
pas de diminution du calcium ionisé, ce qui pourrait étre rattaché a la libération du calcium
lié aux protéines plasmatiques du fait du fort lien entre le tiludronate et les protéines
plasmatiques (Sansom et al., 1995). In vitro, le produit se lie de fagon rapide et importante
aux protéines plasmatiques (90%) principalement a 1’albumine (Sansom et al., 1995). Un
processus semblable pourrait exister chez le cheval. La formation d’une phase solide entre
le tiludronate et les ions divalents comme le calcium pourrait également expliquer
I’hypocalcémie observée. En effet, la toxicité aigué liée & I’administration de
bisphosphonates est essentiellement due 4 la formation de complexes ou d’agrégats avec le
calcium ou les ions divalents pouvant induire une hypocalcémie et une insuffisance rénale
(Fleisch, 1997). Chez I’'Homme, la toxicité est variable et dépend de la vitesse de perfusion,
qui doit étre trés contrdlée lors de I’administration de fortes doses de bisphosphonates

(Fleisch, 1997). 1l est ainsi recommandé d’administrer de grands volumes de solution. Les
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solutions contenant des ions divalents comme la solution de Lactate de Ringer sont & éviter

(Fleisch, 1997).

A moyen terme durant quatre mois, aucune réaction clinique secondaire n’a été
observée aprés administration intraveineuse de tiludronate a la dose de 1 mg/kg en

perfusion lente sur 30 min. Ceci concorde avec les résultats de 1’étude préliminaire.
Effets du tiludronate sur le métabolisme osseux chez le cheval

Le suivi des marqueurs biochimiques du métabolisme osseux a été effectué a court
terme (sur 24 heures) et 3 moyen terme (sur quatre mois) afin d’évaluer les effets du
tiludronate sur le métabolisme osseux. Seuls des chevaux adultes (de plus de quatre ans)
ont été sélectionnés pour cette étude, du fait des variations de certains marqueurs
biochimiques osseux avec 1’age lors des quatre premicres années de vie (Lepage ef al,
1990 ; Price et al., 1995a ; Black et al., 1999). Tous les prélévements des marqueurs du
métabolisme osseux ont été réalisés le matin pour minimiser les effets des changements

nycthéméraux observés chez le cheval (Lepage et al., 1991 ; Black et al., 1999).

Les marqueurs de la formation osseuse

Le suivi des marqueurs biochimiques de la formation osseuse, OC et bone-ALP, ne
montre aucune variation significative des concentrations sanguines, ni a court terme, ni a
moyen terme. Ceci pourrait étre mis en relation avec le mécanisme d’action du produit
(Ammann et al., 1993 ; Bonjour et al.,1995). Les bisphosphonates sont caractérisés par une
forte activité anti-ostéoclastique directe et une capacité de découpler la résorption et la
formation osseuses (Ammann et al, 1993), expliquant 1’absence de diminution de la
formation. Les études de tolérance in vitro et in vivo sur les modéles expérimentaux
animaux et chez I’humain démontrent une marge d’innocuité thérapeutique appréciable
pour le tiludronate. En effet, le produit inhibe la résorption osseuse sans affecter la
minéralisation et en préservant la résistance mécanique de I’os (Geusens et al., 1992 ;
Bonjour et al., 1995 ; Ohnishi et al., 1997). Ceci pourrait expliquer 1’absence de variation
des marqueurs de la formation dans notre étude. Par ailleurs, si I’effet sur la formation

osseuse est faible, les marqueurs de la formation pourraient ne pas les détecter.
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Les marqueurs de la résorption osseuse
Des différences significatives ont été observées a diverses échéances et entre différents

traitements pour les marqueurs de la résorption osseuse. Les implications
pharmacologiques et cliniques de ces résultats ne sont pas claires du fait d’une variabilité
intra-individuelle importante. Cette variabilité individuelle importante des marqueurs du
métabolisme osseux peut étre due a I’dge (Lepage et al., 1990), les rythmes circadiens
(Lepage et al., 1991), les variations saisonniéres (Price et al., 2001) et le niveau d’activité
physique (Price et al., 1995b) avec une augmentation marquée du CTX-I chez les chevaux
confinés au box (Kellerhouse ef al., 2000). Dans notre étude afin de contrdler ces différents
paramétres, les chevaux étaient libres dans des paddocks, étaient agés de 4 a 16 ans, les
prélévements étaient effectués le matin et 1’étude a été réalisée entre la fin du mois de
janvier et le début du mois de mai.

CTX-MMP

Dans les années précédentes, le CTX-MMP a été utilisé comme marqueur sérique de la
résorption osseuse dans différentes études chez le cheval (Price ef al., 1995 a et b ; Lepage
et al; 1998). A court terme, nous n’avons pas observé de variations significatives du CTX-
MMP. A moyen terme, des différences significatives aberrantes existaient entre les
groupes, notamment, entre les groupes 3 et 4 qui ne peuvent étre expliquées par des
différences de traitement. En médecine humaine, ['utilisation du CTX-MMP comme
marqueur de la résorption osseuse est d’ailleurs controversée. En effet, chez la femme il a
été montré que ce marqueur est peu sensible a ’augmentation du remodelage osseux
survenant apreés la ménopause et qu’il ne diminue pas apres traitement par des
bisphosphonates lors de maladie de Paget, suggérant que le CTX-MMP ne soit pas un
marqueur spécifique de la résorption osseuse (Garnero et al., 1994a; Blumsohn et al,
1995). Donc I’absence de variation observée chez le cheval dans cette étude apres
administration de tiludronate, n’est pas nécessairement un signe d’absence d’effet

antirésorbant de ce médicament chez le cheval.

CTX-l

Le CTX-I est un marqueur de la résorption osseuse récemment utilisé chez le cheval
(Kellerhouse et al., 2000). Les variations physiologiques de ce marqueur chez le cheval ne
sont pas connues, mais nous constatons dans notre étude préliminaire des valeurs initiales

plus élevées chez les chevaux plus jeunes suggérant un métabolisme osseux plus actif. Chez
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le cheval, notre étude semble démontrer son intérét dans le suivi des traitements au
tiludronate, avec une diminution marquée et précoce des concentrations sériques 24 heures
aprés ’administration de tiludronate a la dose de 1 mg/kg par voie intraveineuse. A moyen
terme, des différences significatives ont été observées entre divers groupes et a différentes
échéances, mais plusieurs d’entres elles peuvent étre considérées comme aberrantes rendant
I’interprétation de I’ensemble des résultats difficile. Des différences significatives existaient
entre les groupes 3 et 4 au jour J6, J11 et J29, durant les quatre premicres semaines ou les
protocoles de traitement étaient équivalents entre ces deux groupes. De la méme fagon, des
valeurs particuliérement élevées chez deux chevaux du groupe placebo, au jour J43 n’ont
pu étre expliquées par un événement particulier. Une variabilité inter et intra-individuelle
forte limite 1’utilisation de ce marqueur. Des études complémentaires sont nécessaires pour
comprendre les facteurs internes et externes de variations affectant ce marqueur et pour

mieux définir son utilisation chez le cheval.

En effet, ce marqueur est largement utilisé en médecine humaine. Le dosage du CTX-
I permet de quantifier dans le sérum des fragments du collagéne de type I contenant un
octapeptide spécifique des C-télopeptides impliqués dans le pontage intermoléculaire des
fibres de collagéne (Christau et al, 1998 ; Rosenquist et al., 1998). Les molécules de
pontage et les télopeptides collagéniques impliquant le site de pontage sont considérés en
médecine humaine comme les marqueurs les plus sensibles de la résorption notamment
pour suivre rapidement [Uefficacité des traitements antirésorbants comme les
bisphosphonates (Garnero et Delmas, 1996). Les concentrations sériques en CTX-I sont les
plus augmentées a la ménopause chez la femme par comparaison aux autres marqueurs
(DPD) et identifient le plus grand nombre de femmes chez qui le métabolisme osseux est
anormalement augmenté dans les premiers stades de la ménopause (Fink ez al., 2000). Lors
de traitements aux bisphosphonates, ce marqueur serait le plus efficace comparé aux autres
marqueurs de la résorption osseuse, avec le plus faible coefficient de variation et les

variations les plus importantes aprés traitement aux bisphosphonates (Rosen et al., 2000).

Apres une diminution marquée du CTX-I a court terme, nous n’avons pas observeé de
diminution significative de ce marqueur dans les groupes traités a partir de sept jours dans
la deuxiéme phase de I’étude. Ceci pourrait étre 1ié & un effet trés rapide du produit sur la

concentration du CTX-I, de fait sur le métabolisme osseux, avec un retour a des
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concentrations normales des la premiére semaine. Cette diminution rapide des
concentrations en CTX-I chez le cheval aprés administration de tiludronate pourrait €tre
mise en relation avec des variations rapides de certains marqueurs osseux dé€ja observées
chez le cheval dans d’autres conditions. Aprés traitement intramusculaire de triamcinolone,
les concentrations sériques en OC atteignent un minimum en 24 a 48 heures (Lepage et al.,
1993). Aprés administration de dexaméthasone (IV, IM et per os), les concentrations
sériques en OC atteignent un minimum en 12 a 48 heures (Goer et al., 1995). Apres une
anesthésie générale, les concentrations en OC diminuent également dés 24 heures
(Grafenau et al., 1999). Dans ces différentes études, le retour aux valeurs de base était
observé en 28 a 150 jours aprés administration de triamcinolone (Lepage et al., 1993), en
quatre a cing jours aprés traitement a la déxaméthasone (Goer et al., 1995) et en quatre
jours aprés une anesthésie générale (Grafenau et al., 1999). Selon les conditions, le retour
aux valeurs de base peut étre assez rapide en ce qui concerne ’OC. Le retour aux valeurs de
base des concentrations sériques en CTX-I aprés administration d’un bisphosphonate des la
premiére semaine chez le cheval semblerait toutefois trés rapide par rapport aux
connaissances acquises chez ’homme ou le retour aux valeurs de base se fait quelques
mois aprés un traitement aux bisphosphonates (Blumsohn ef al., 1995 ; Rosen et al., 1998 ;
Rosen et al., 2000 ; Garnero et al., 2001b). Cette différence de réponse des marqueurs
osseux chez le cheval pourrait constituer a4 I’avenir un champ d’étude important pour

déterminer les particularités éventuelles du métabolisme osseux dans cette espece.

L’efficacité du tiludronate chez le cheval

Les résultats de notre étude peuvent soulever la question du dosage efficace du
tiludronate pour ces effets sur le métabolisme osseux chez le cheval. Des mesures de
densité osseuse associées ou non a des études d’histomorphométrie basées sur des biopsies
osseuses standardisées auraient été certainement utiles pour évaluer l'intérét réel des
posologies utilisées dans notre étude en vue d’une utilisation clinique. Il faut noter que le
tiludronate a regu une A.M.M. en France pour une utilisation chez le cheval (a la dose de
0.1 mg/kg/jour IV pendant 10 jours) dans le traitement de ’éparvin osseux, des études
cliniques d’efficacité ont dii étre soumises aux autorités européennes compétentes mais
sans qu’aucune n’ait été publiée dans la littérature scientifique. Des études supplémentaires
permettraient de préciser si une dose plus importante induirait des changements significatifs

des marqueurs biochimiques osseux.
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Dans notre étude, 1’activité pharmacodynamique potentielle du tiludronate pourrait
étre limitée chez ces chevaux adultes normaux non entrainés pour lesquels la vitesse du
renouvellement osseux est normale. Il est probable que le tiludronate ne soit efficace
seulement que sur des zones de renouvellement osseux anormales. Toutefois fait qu’il
n’existe pas de modele équin des maladies métaboliques osseuses comme 1’ostéoporose, la
maladie de Paget ou I’hyperparathyroidisme primaire est une difficulté. Les marqueurs du
métabolisme osseux ont été évalués chez le cheval lors d’affections orthopédiques comme
’ostéoporose de non-usage lors d’immobilisation (Price et al., 1992), I’évaluation du risque
fracturaire chez le cheval de course (Jackson et al., 2000) et un cas clinique rapporte que les
concentrations de certains marqueurs étaient altéréees dans un cas d’ostéochondrose |

généralisée (Girard et al., 1997).

Les marqueurs biochimiques du métabolisme osseux dans

I’évaluation d’un bisphosphonate chez le cheval

Les marqueurs biochimiques du métabolisme osseux sont des outils non invasifs et
peu onéreux particuliérement utilisés en médecine humaine pour déterminer I’efficacité des
traitements antirésorbants. Chez le cheval, différentes études indiquent que certains
marqueurs sont potentiellement utilisables pour la détection et le suivi d’affections
orthopédiques (Price et al., 1992 ; Girard et al., 1997 ; Jackson et al., 2000). Toutefois les
variations physiologiques et externes et les variabilités inter-individuelles limitent
'utilisation de ces marqueurs & un suivi longitudinal chez le cheval. Malgré le suivi
longidutinal de notre étude et le contrdle de différents parametres, la variabilité intra-
individuelle était élevée limitant 1’étude des effets pharmacologiques du tiludronate sur le
métabolisme osseux chez le cheval adulte sain ayant une activité physique modérée et
gardé en liberté. Du fait de 1’absence de marqueurs biochimiques osseux fiables chez le
cheval, 1’évaluation du métabolisme osseux reste un probléme a résoudre en recherche
clinique équine. Dans notre étude, le dosage des marqueurs a été effectué avec des trousses
de dosage développées en médecine humaine pour le suivi des maladies métaboliques
osseuses. L’utilisation de ces trousses a été validée chez le cheval. Le développement de
trousse de dosage propre a I’espéce équine en cours devrait permettre de disposer de

marqueurs équins plus sensibles et spécifiques (Price et al., 2001, Carstanjen et al., 2002).
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CONCLUSION

Nos travaux mettent en évidence 1’innocuité clinique du tiludronate a la posologie de
1 mg/kg en perfusion lente sur 30 min en une seule administration ou en deux injections a
un mois d’intervalle, ainsi que 10 injections quotidiennes a la dose de 0.1 mg/kg chez le
cheval sain. Ce mode d’administration du tiludronate a une posologie de 1 mg/kg en une
seule perfusion serait particuliérement indiqué en situation clinique chez le cheval car si le
produit devait s’avérer efficace dans le traitement de certaines affections, ce mode
d’administration éviterait des injections intraveineuses quotidiennes pendant plusieurs
jours. L’administration de tiludronate & cette posologie ne compromet pas le métabolisme
osseux chez le cheval adulte normal en liberté. Ceci pourrait constituer une caractéristique
intéressante du tiludronate chez le cheval, puisqu’il est essentiel de préserver la capacité
normale d’adaptation de ’os aux différentes charges qui lui sont appliquées (Lanyon,
1987). De plus, une inhibition majeure de la résorption osseuse normale pourrait conduire a
une fragilité osseuse, comme cela est décrit lors de 1’ostéopétrose humaine ou le taux de

résorption osseuse est séveérement réduit (Reynolds et al., 1973).

L’évaluation des marqueurs biochimiques du métabolisme osseux comme indicateurs
de la vitesse du renouvellement osseux pour déterminer les effets pharmacodynamiques du
tiludronate chez le cheval sain et non entrainé n’est pas concluante dans notre étude. Les
résultats ne démontrent pas que les marqueurs biochimiques osseux soient utilisables pour
le suivi d’un traitements au tiludronate. Notre étude montre que le tiludronate est un
composé sir, puisque aucun effet secondaire clinique n’a été observé a quatre mois, et
qwaucune inhibition marquée du métabolisme osseux n’a été détectée. D’autres études
seront nécessaires pour évaluer les effets pharmacologiques du tiludronate sur la densité
minérale osseuse, l’architecture osseuse du cheval en utilisant des techniques telles
I’absorptiométrie biphotonique ou ’ultrasonographie quantitative. Pour I’évaluation d’un
bisphosphonate, I’emploi de modeéles expérimentaux équins d’affections orthopédiques
spécifiques chez lesquels les marqueurs biochimiques du métabolisme osseux seraient

augmentés permettrait de confirmer ou non I’utilisation des ces marqueurs.
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