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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 recu 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 parameétres de la
formation osseuse ont été évalués: I'ostéocalcine et I'isoenzyme osseuse de la phosphatase alcaline.
Deux marqueurs de la résorption osseuse: CTX-MMP (Carboxy-terminal cross-linked telopeptide of type |
collagen generated by matrix metalloproteases) et le CTX-I (Carboxy-terminal cross-linking telopeptide of
type | collagen) ont été mesurés.

Une |Iégére augmentation non significative de la fréquence cardiaque a été notée a +30 min et a +2h. Une
|égére hypocalcémie était présente a +30 min. A +6h, tous les paramétres étaient revenus aux valeurs ini-
tiales. Aucune modification des parameétres 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-l 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 significa-
tive. Il entraine une diminution marquée de la concentration en CTX-l, indiquant un effet inhibiteur de la

résorption osseuse.

INTRODUCTION

L es affections du systeme locomoteur
causent des diminutions de perfor-
mances, des réformes prématurées,
des retraits temporaires durant la sai-
son 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 problémes osseux
constituent un élément majeur
(Bathe, 1994). Approximativement
60% des pertes fatales en course sont
dues a des fractures (Riggs, 1997).
Des affections 0sseuses moins graves
mais douloureuses sont responsables
de retards a I’ entrainement (Riggs,
1997). La forte incidence des affec-

tions musculosquel ettiques chez le
cheval incite au développement de
mol écules thérapeutiques visant a
prévenir et traiter ces maladies.

L’ os joue un role de soutien essentiel
dans I’ organisme mais il convient de
concevoir le tissu osseux autrement
gue comme une charpente amorphe.
Au sein du tissu osseux, on distingue
trois grandes activités qui sont la
croissance, le modelage et le rema-
niement (Lepage et al., 1997). Le
tissu osseux par son renouvellement
perpétuel, le remaniement, possede
des capacités d adaptation rapide. A
la différence des activités de crois-
sance et de model age, |e remaniement
osseux est un phénomene continuel
qui alieu durant toute lavie del’indi-

vidu, a des endroits diffus, a la fois
dans |’ 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 phosphocal-
cique. Des molécules de pontage
(pyridinoline et désoxypyridinoline)
permettent de stabiliser les molécules
de collagene au sein de la matrice
protéique extracellulaire. Le métabo-
lisme osseux est caractérisé par deux
activités opposées et couplées : la
dégradation ou résorption de I’'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
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minéralisation. Ce tissu ostéoide subit
secondairement une minéralisation
avec formation d'un front de calcifi-
cation. 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. Le calcium
sanguin est presque exclusivement
plasmatique, séparé en deux frac-
tions, 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 perma-
nent pour 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 entral-
ner une sequestration des ions cal-
cium dans le tissu osseux, réduire les
échanges avec le compartiment inter-
stitiel et le sang, et I'homéostasie peut
étre affectée s 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
del’os (Fleisch, 1997). Ces composés
caractérisés par une forte activité
anti-ostéocl astique, agissent principa-
lement sur letissu osseux, en inhibant
larésorption osseuse par inhibition de
I’activité des ostéoclastes (Ammann
et al., 1993). Les bisphosphonates
sont trés intéressants dans le traite-
ment de certaines maladies de I’ os 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 |'éti-
dronate sont utilisés lors de calcifica
tion ectopique (Fleisch, 1997). Chez
le cheval, ces composés pourraient
étre utilisés dans le traitement d af-
fections osseuses associées a des
[ésions 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 syn-
drome naviculaire, |'éparvin, les
kystes sous-chondraux et les sésa-
moidites. Des études rapportent I’ uti-
lisation des bisphosphonates chez le
cheval. Le pamidronate (AHPrBP ou
3-amino-1-hydroxypropiliden-1,1-
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bisphosphonate), un aminobisphos-
phonate inhibant la minéralisation
osseuse a été utilisé dans|e traitement
d’ exostose expérimental ement
induite chez le poney. Il avait été
observé une absence de toxicité du
produit sur le remodel age osseux, une
moindre croissance des exostoses
chez les animaux traités et une dimi-
nution du taux de minéralisation de
I’ostéoide (Lepage et Francgois,
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 été
décrites récemment chez le cheval
(Lepage et al., 2001). Le métabo-
lisme osseux peut étre évalué indirec-
tement par I’ évolution des concentra-
tions 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 cir-
culation durant la formation ou la
résorption osseuse. Le dosage des
marqueurs biochimiques osseux
constitue une méthode simple, rapide
et non-invasive d'investiguer le méta-
bolisme osseux. Les marqueurs bio-
chimiques du remaniement osseux
reflétent le métabolisme osseux qui
se modifie rapidement et ils sont uti-
|és pour prédire I’ efficacité des traite-
ments antirésorbants a court terme
(Taylor et al., 1994). A plus long
terme, I’ 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 mar-
queurs la nomenclature internationale
la plus récente (Delmas et al., 2000).
Chez le cheval, pour évauer la syn-
thése osseuse, on peut doser I'isoen-
zyme osseuse de la phosphatase alca-
line (Jackson et 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 détermi-
nant dans la régulation de la forma-
tion osseuse mais €lle ne semble pas
intervenir lors de la résorption (Ducy
et al., 1996). Elle est incorporée dans
lamatrice durant saformation et libé-
rée de la matrice dans le courant san-
guin lors de la résorption osseuse.
Ainsi la concentration sérique en OC
reflete I activité globale du remanie-
ment osseux. Les marqueurs de la

résorption osseuse sont essentielle-
ment représentés par les produits de
la dégradation du collagéne de typel,
les molécules de pontage et les télo-
peptides associés. Le CTX-MMP
(Carboxy-terminal cross-linked telo-
peptide of type | collagen generated
by matrix metalloproteases), molé-
cule de pontage pyridinoline liée a
deux fragments télopeptidiques
Carboxy-terminaux d’une chaine de
collagene |, appelé anciennement |-
CTP (Price et al., 1995) et le CTX-
(Carboxy-terminal cross-linking telo-
peptide of type | collagen), octapep-
tide de I’ extrémité C-terminale d’ une
chaine de collagene I, impliqué dans
la liaison avec une molécule de pon-
tage (Kellerhouse et al., 2000), ont
€été utilisés comme marqueurs de la
résorption osseuse chez le cheval.

Le but de cette étude est de détermi-
ner, chez le cheval, la tolérance du
tiludronate et son effet a 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 minérali-
sation (Bonjour et al.,1995).

MATERIEL ET METHODES

Le protocole expérimental de cette
étude a été accepté par le comité
d'éthique de I'Ecole Nationale
Vétérinaire de Lyon.

Animaux

Cing chevaux sains adultes &gés de 6
a 11 ans hongres ou femelles de race
Trotteur Francais ont été sélection-
nés. Seuls les chevaux cliniquement
sains, ne présentant aucune évidence
biochimique d’atteinte hépatique
(mesure sérique de la gamma-gluta-
myltransférase et de |’ aspartate ami-
notransférase par dosage colorimé-
triqgue) ou rénale (mesure de la
créatinine sanguine par dosage colo-
rimétrique), ont été acceptés pour
I’étude. Les animaux n’avaient pas
d’antécédent de pathologie locomo-
trice et N"avaient jamais été traités
avec des bisphosphonates. Pendant
une période d'exclusion de 6
semaines et pendant toute la durée de
I"essal, aucun autre traitement médi-
cal connu & ce jour comme suscep-
tible de modifier le métabolisme
0sseux, n'a été autoriseé tels que les
anti-inflammatoires  stéroidiens



(Lepage et al., 1993) et non stéroi-
diens, ou |'anesthésie générale.
L" hébergement des animaux se faisait
en box de 3x4 m. L'eau était fournie
ad libitum et I'alimentation était
congtituée 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 a 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 prépara
tions injectables (Laboratoire
Aguettant, Lyon, France).

Protocole

Un cathéter intraveineux en polyté-
trafluoroéthyléne (Intraflon 11,
Vygon, France) était mis en place sté-
rilement pour la période du traitement
dans une veine jugulaire de chague
cheval. Le traitement consistait en
une perfusion unique de tiludronate a
la posologie de 1 mg/kg pendant 30
minutes a J1. Le tiludronate était mis
en solution a1’ aide d’ eau pour prépa-
ration injectable. La dose exacte en
mg de tiludronate était injectée stéri-
lement dans une outre de 1 litre de
chlorure de sodium 0,9% (Tuliflex,
L aboratoire Aguettant, Lyon, France),
identifiée pour chaque cheval. La
quantité équivalente de chlorure de
sodium 0,9% était préal ablement reti-
rée de |’outre pour conserver un
volume total de 1 litre.

Les traitements étaient réalisés le
matin entre 915 et 1019 : 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. (alafin delaperfusion), J1+2 h,
J1+6 h, et J1+24 h. Les chevaux
étaient gardés sous surveillance
continue dans un travail de conten-
tion durant les 3 heures suivant le

début de la perfusion. Chague cheval
était ensuite replacé dans son box et
gardé sous surveillance médicale
pendant 48 h.

Chague examen physique consistait
en |’ observation de |’ attitude générale
du cheval, la mesure de la tempéra-
ture rectale, I’examen de |’ appareil
cardio-vasculaire (couleur des
mugqueuses, temps de remplissage
capillaire, pouls facial, pouls digités,
fréquence cardiaque, auscultation
cardiague hilatérale), examen de |’ ap-
pareil respiratoire (fréquence et
rythme), et examen de |’ appareil
digestif (auscultation digestive, appé-
tit, aspect des feces).

Analyses biochimiques

Calcium ionisé, calcium total et des
protéines totales

Des prélévements sanguins ont été
effectués au J1, 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 préle-
vements étaient réalisés par ponction
al’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 biochi-
mie clinique de I'école nationale
vétérinaire de Lyon.

Autres paramétres biochimiques
sanguins

Des mesures de la créatinine san-
guine, de la gamma-glutamyltransfé-
rase sérique et de |’ aspartate amino-
transférase par dosage colorimétrique
ont été réalisées a partir des échan-
tillons de plasma prélevés au J1 avant
traitement et au J1+24 heures aprésle
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 étu-
diés. Les prélévements sanguins ont
été réalisés le matin au J1 avant trai-
tement et au J1+24h. Les échantillons
ont été prélevés dans la veine jugu-
laire du coté opposé au cathéter et
récoltés dans des tubes EDTA/benza-
minidine 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
|"analyse.

L'OC a été dosée dans le plasma a

I"aide de la trousse radioimmunolo-
giqgue RIA (Osteocalcin Radio-
immunoassay Kit, Incstar Co) utili-
sant des anticorps dirigés contre
I’ ostéocal cine bovine et qui a été vali-
dée pour une utilisation chez le che-
val (Patterson et al., 1982). Le dosage
de la bone-ALP a été rédise dans le
plasma par méthode immunoradio-
métrique IRMA al’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 che-
val (Jackson et al., 1996). Le CTX-
MMP sérique a été mesuré dans le
plasma par dosage radioimmunolo-
gique RIA (I-CTP assay, Orion
Diagnostica) développée pour une
utilisation chez I’homme et qui a été
validée chez le cheva (Price et al.,
1995) . Le CTX-| a été dose dans le
sérum par dosage immunoenzyma-
tigue automatisé (B Crosslaps,
Elecsys, Roche Diagnostics) utilisée
pour la détection quantitative d'une
sequence spécifique du collagéne de
type | dansle sérum humain (Garnero
et al., 2001) et chez le cheval
(Kellerhouse et al., 2000).

Analyse statistique

L'analyse statistique a été réalisée
avec un modéle mixte a mesures
répétées pour le suivi de la fréguence
cardiague, de la calcémie et delapro-
téinémie. Si un effet du temps exis-
tait, des tests de Wilcoxon pour
échantillons appariés ont ensuite été
réalisés. Pour les marqueurs biochi-
miques du métabolisme osseux, un
test statistique unilatéral non paramé-
trique de Wilcoxon a été effectué.
L’ analyse a été basée sur un intervalle
de confiance calculé & 95%.

RESULTATS

Tolérance clinique du tiludronate

Aucune réaction tissulaire locale n'a
été observée au cours de I’ administra-
tion intraveineuse du tiludronate dans
|es cathéters intraveineux.

Quelques signes cliniques | égers sont
apparus durant les deux premiéres
heures suivant la perfusion chez deux
chevaux (101 et 102). Une heure
trente aprés le début de la perfusion,
un léger inconfort, associé a une aug-
mentation de la fréquence cardiaque
(x7 battements par minute (bpm) en
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Tableau | : Evolution de la concentration plasmaticque en OC
(ng/mL) et en bone-ALP (ug/L) 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, *&ge estimé en fonction de I'examen dentaire.

Tableau |1 : Evolution de la concentration plasmatique en CTX-
MMP (ug/L) et en CTX-I (ng/mL) avant traitement au J1 et +24h
apres administration intraveineuse de tiludronate 1 mg/kg dans
1L de chlorure de sodium en 30 min. pour les 5 individus
étudiés, * &ge estimé en fonction de I'examen dentaire.

ocC bone-ALP CTX-MMP CTX-MMP
Numéro  Age* Avant + 24h Avant + 24h Numéro  Age* Avant + 24h Avant + 24h
101 11 74 4,2 39,6 57,1 101 11 5,4 4,8 0,083 0,039
102 11 6,6 6,8 447 40,1 102 11 5,8 6,7 0,085 0,001
103 11 34 41 40,5 36,4 103 11 5,4 7,7 0,062 0,011
104 6 55 BI5) 45,0 53,2 104 6 9,5 8,3 0,280 0,114
105 6 89 6,9 39,8 45,8 105 6 9,0 7,1 0,241 0,076
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Figure 1: Evolution dela fréquence cardiaque moyenne (FC) (moyennet écart-type,
n=5) en battements par minute (bpm), avant (J-1 et J1) et apreés administration intra-
veineuse de tiludronate 1 mg/kg dans 1 L de chlorure de sodium en 30 min. (fleche
orange)

Figure 2: Evolution des concentrations plasmatiques moyennes (moyennex écart-
type, n=5) du calciumionisé 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. (fleche orange).

* p = 0.031 indique une différence significative entre la concentration du calciumtotal

moyenne) a été observé. Ces signes
|égers (cheval grattant le sol et se cal-
mant 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 manifes-
tations.

Une augmentation similaire de la fré-
guence cardiaque a été notée chez les
5 chevaux. L’'évolution de la fré-
guence cardiague moyenne (moyenne
+écart-type) est représentée en figure
1 comparant les valeurs moyennes
avant (J-1 et J1) et aprés administra-
tion intraveineuse de tiludronate. En
moyenne, une |égére augmentation de
la fréquence cardiague a été observée
a+30 min et +2h (figure 1) sans dif-
férence significative dans le temps
entre les échéances (p = 0,125). Le
retour & une valeur de base de la fré-
guence cardiaque est survenu au plus
tard dans les 6 heures.
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a+30 min. par rapport a la valeur de base a J1 avant traitement.

Effets sur la calcémie

Chez tous les chevaux, une diminu-
tion modérée significative de la cal-
cémie (calcium total) a été observée
des la fin de la perfusion a +30 min
(jusqu'a 1,5 mmol/L chez le cheval
102 & +30 min). L'évolution des
concentrations plasmatiques moyen-
nes (moyennetécart-type) du calcium
ionisé et du calcium total est repré-
sentée en figure 2 comparant les
valeurs moyennes avant (J-1 et J1) et
aprés administration intraveineuse de
tiludronate. En moyenne, une dimi-
nution de la calcémie de 2,60 mmol/L
avant traitement a 2,06 mmol/l a +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 che-
va 101.

Le dosage du calcium ionisé n’a pas
démontré de diminution aprés traite-
ment (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 trés |égere diminu-
tion de la concentration du calcium
total et de la concentration en pro-
téines 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 che-
val 104, les différentes concentrations
sont restées stables, avec une tres
Iégére diminution de la concentration
en calcium total et ionisé. Aucune
diminution significative n'a été mise
en évidence aux différentes éché-
ances.

Effets sur lafonction rénale et
hépatique

Chez tousles chevaux, les valeurs des
parametres bhiochimiques des fonc-
tions hépatique (gamma-glutamyl-
transférase sérique et de I’ aspartate
aminotransférase) et rénale (créati-



nine sanguine) sont demeurées dans
lesvaleurs usuelles avant et durant les
24 heures suivant le traitement.

Effets sur les marqueurs
biochimiques du métabolisme
0SSeuUXx

Aucune variation significative des
marqueurs de la formation osseuse,
bone-ALP (p = 0,156) et OC (p =
0,125) n'a été observée 24h apres le
traitement en comparaison aux
valeurs initiales mesurées avant trai-
tement au J1 (Tableau I).

Aucune variation du CTX-MMP (p =
0,5) n’'a été observée 24h apres le
traitement en comparaison aux
valeurs initiales (Tableau II). La
concentration sérique du CTX-| était
plus élevée chez deux chevaux de 6
ans que chez trois chevaux de 11 ans
(Tableau Il et figure 3). Vingt-quatre
heures aprés le traitement, une dimi-
nution significative (p = 0,0313) et
marquée -72,4% de la concentration
serique en CTX-| a été observée chez
les 5 chevaux, passant en moyenne de
0,150 ng/mL a0,048 ng/mL (Tableau
[11). 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 diminu-
tion moyenne de 78% a été notée
(figure 3).

DISCUSSION

Lebut 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 impor-
tantes de certains marqueurs biochi-
miques osseux avec I'ége lors des 4
premiéres années de vie (Lepage et
al., 1990 ; Priceet al., 1995 ; Black et
al., 1999).

Aucune réaction tissulaire locale n'a
été mise en évidence au cours de cette
étude. Les réactions systémiques cli-
niques rapportées peuvent étre consi-
dérées comme bénignes, avec un
|éger inconfort, une augmentation de
la fréquence cardiaque et une hypo-
calcémie transitoires et modérés. Les
augmentations de fréguence car-
diague au J1 avant traitement par rap-
port au J-1 observées peuvent étre
liées aux manipulations dans le tra-
vail de contention et a la mise en

Tableau 1l : Variation des marqueurs biochimiques osseux avant traitement au J1 et
+24h apres 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 mesurées 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 ala valeur de base a J1 avant traitement.

Avant +24h % devariation p
m+ET mz+ET mz+ET
oc 64+207 51+162 -157+2692 0,125
bone-ALP  419+27  465+867 11,4+2274 0,156
CTX-MMP  7+2,05 69+133 27+2621 05
CTX-l  015+0,102 0,048+0,047 -724+1843*  0,0313*
£1
030
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Figure 3: Concentration sérique en CTX-I (ng/mL) avant traitement au J1 et +24h apres administra-
tion intraveineuse de tiludronate 1 mg/kg dans 1 L de chlorure de sodium en 30 min. pour les 5 indivi-

dus étudiés

place du cathéter. Les augmentations
de fréguence cardiague observées
apres traitement n'ont pas €té mises
en relation avec |"hypocal cémie rap-
portée. En effet, I'augmentation de la
fréguence cardiague correspondait a
une diminution du calcium total chez
4 des cinq 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
cardiague 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 concen-
tration sérique du calcium total et
ionisé observées sur les cing chevaux
lors de I’ étude sont supérieures a des
valeurs d' hypocal cémie normalement
associées a des signes cliniques. Chez
le cheval, une hypocal cémie 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, aryth-
mie et des fasciculations musculaires
(Vaberg 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 peu-
vent étre fatales pour le cheval
(Valberg et Hodgson, 1996).

L hypocalcémie observée peut-€tre
liée al’action du produit. En effet, le
tiludronate entraine une forte inhibi-
tion de la résorption osseuse, blo-
quant ainsi transitoirement laréserve
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 forma-
tion 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 rap-
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porté une diminution significative du
calcium sérique (Audran et al., 1989)
et chez I’homme, les bisphosphonates
sont indiqués dans le traitement de
I"hypercalcémie maligne (Fleish,
1991). Chez le rat, leur administra-
tion est associée a une augmentation
de I’ absorption intestinale de calcium
(Amman et al., 1993). Chez
I"homme, il est recommandé de main-
tenir 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 cal-
cium ionisé, ce qui pourrait étrelié a
la libération du calcium lié aux pro-
téines plasmatiques du fait du fort
lien entre le tiludronate et les pro-
téines plasmatiques (Sansom et al.,
1995). In vitro, le produit se lie de
facon rapide et importante aux pro-
téines plasmatiques (90%) principale-
ment a I’albumine (Sansom et al.,
1995). Un processus semblable pour-
rait exister chez le cheval.

Laformation d’ une phase solide entre
le tiludronate et lesions divalents tels
que le calcium pourrait également
expliquer I"hypocalcémie observée.
En effet, la toxicité aigué liée a |’ ad-
ministration de bisphosphonates est
essentiellement due alaformation de
complexes ou d’ agrégats avec le cal-
cium ou les ions divalents pouvant
induire une hypocalcémie et une
insuffisance rénale (Fleisch, 1997).
Chez I"homme, latoxicité est variable
et dépend de la vitesse de perfusion,
qui doit étre trés contrélée 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 desions divalents
comme la solution de Lactate de
Ringer sont a éviter (Fleisch, 1997).

Tous les prélevements des marqueurs
du métabolisme osseux ont été réali-
sés 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 misen 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
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deuxieme temps, par une diminution
du remaniement osseux général par le
phénomene de couplage entre résorp-
tion et formation osseuse, expliquant
|"absence de diminution de la forma-
tion a court terme (Ammann et al.,
1993). Il 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 modéles expérimentaux ani-
maux 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 minéralisa-
tion et en préservant la résistance
mécanique de I'os (Bonjour et
al.,1995).

En ce qui concerne, les marqueurs de
la résorption osseuse nous n’avons
pas observé de variations significa-
tives du CTX-MMP. En médecine
humaine, I' utilisation du CTX-MMP
comme marqueur de la résorption
osseuse est d'ailleurs controversée.
En effet, chez lafemme il a été mon-
tré que ce marqueur est peu sensible a
|’augmentation du remodelage
0Sseux survenant apres la ménopause
et qu'il ne diminue pas apres traite-
ment par des bisphosphonates, suggé-
rant que CTX-MMP ne soit pas un
marqueur spécifique de la résorption
osseuse (Garnero et al., 1994 ;
Blumsohn et al., 1995). Donc I'ab-
sence de variation observée chez le
cheval dans cette étude apres admi-
nistration du bisphosphonate tiludro-
nate, n’est pas un signe d’absence
d’effet antirésorbant de ce médica-
ment. 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 I’ avons utilisé.

Le CTX-Il est un marqueur de la
résorption osseuse récemment utilisé
chez le cheval (Kellerhouse et al.,
2000). Le dosage du CTX-l permet
de quantifier dans le sérum des frag-
ments du collagene de type | conte-
nant un octapeptide spécifique des C-
télopeptides impliqués dans le
pontage intermoléculaire des fibres
de collagéne (Christau et al., 1998 ;
Rosenquist et al., 1998). Les molé-
cules 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 notam-
ment pour suivre |’ efficacité des trai-
tements antirésorbants comme les
bisphosphonates (Garnero et Delmas,
1998). Les variations physiologiques
de ces marqueurs chez le cheval ne
sont pas connues, Mais on constate
dans notre étude des valeurs initiales
plus élevées chez les chevaux adultes
plus jeunes suggérant un métabo-
lisme osseux plus actif. Les concen-
trations sériques en CTX-l sont les
plus augmentées ala ménopause chez
la femme comparée aux autres mar-
queurs (Déoxypyridinoline DPD) et
identifient le plus grand nombre de
femmes chez qui le métabolisme
osseux est anormalement augmenté
dans les premiers stades de la méno-
pause (Fink et al., 2000). Chez le che-
val, notre étude démontre son intérét
dans le suivi des traitements au tilu-
dronate, avec une diminution mar-
quée et précoce des concentrations
sériques 24 heures aprés |’ administra-
tion de tiludronate par voie intravei-
neuse. Toutefois, des études complé-
mentaires sont nécessaires pour
mieux définir |’ utilisation de ce mar-
queur chez le cheval.

Cette étude met en évidence I'inno-
cuité 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 tiludro-
nate a une posol ogie élevée serait par-
ticuliérement indiqué en situation cli-
nique chez le cheval car si le produit
devait s avérer efficace dansle traite-
ment de certaines affections, ce mode
d’ administration éviterait des injec-
tions intraveineuses quotidiennes
pendant plusieurs jours. D’ autre part
le tiludronate entraine une diminution
précoce et marquée des concentra-
tions 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 néces-
saires pour évaluer les effets béné-
fiques du tiludronate sur le métabo-
lisme osseux et son intérét dans le
traitement des affections locomo-
trices impliquant des |ésions ostéoly-
tiques chez le cheval.



Title: Tiludronate in horses: tole-
rance 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 intrave-
nously during 30 min. Complete
physical examination was per-
formed, 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 measu-

ring biochemical bone formation
markers, osteocalcin and bone
alkaline phosphatase and bone
resorption markers, CTX-MMP
(Carboxy-terminal cross-linked
telopeptide of type | collagen
generated by matrix metallopro-
teases) and CTX-I (Carboxy-ter-
minal cross-linking telopeptide
of type | collagen).

A slight non-significant increase
in heart rate without dysrhythmia
was noted at +30 min. and at
+2h. A transient slight hypocal-
caemia 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-l levels
markedly decreased by an ave-
rage 72.4% (p=0.0313 vs. base-
line).

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 antiresorp-
tive effect.
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Bernard Limbourg a disparu brutale-
ment le 8 avril 2001 fauché par une
moto alors qu'il s’adonnait a son
sport favori, la randonnée a vélo.
Bernard débuta sa carriere comme
meédecin vétérinaire praticien en 1975
aMariembourg. Désireux d’ améliorer
le diagnostic des maladies bovines et
attiré par un approfondissement de la
recherche des étiologies de ces mala-
dies, il décidad' entrer ala Fédération
de lutte contre les maladies du bétail,
dénommeée la Namuroise, en 1984.
Depuislors, il sest attaché a dévelop-
per un service de qualité pour les éle-
veurs et les médecins vétérinaires.
Ses nombreux stagiaires ont eu I'oc-

BERNARD LIMBOURG

casion d'apprécier, au travers de ses
conseils, sa rigueur et sa grande dis-
ponibilité. Le projet de construction
du nouveau laboratoire a Biron
(Ciney) fut I’occasion pour lui de
mettre au point un systeme d’ autopsie
faisant appel aux techniques les plus
modernes.

Son souci d'accroitre ses connais-
sances|lemenaasuivrelescoursdela
licence en médecine vétérinaire expé-
rimentale et il en obtint le dipléme en
1992, apres la défense d’un mémoire
intitulé: «Le diagnostic sérologique
de la rhinotrachéite infectieuse
bovine par la méthode ELISA : déter-
mination du seuil de positivité et
mesure des critéres de qualité des
trousses de diagnostic». Dans I’ inter-
valle, il contribua a la mise sur pied
de I’ Association d'épidémiologie et
de santé animale (AESA) dont il fut
administrateur dés le début, en 1991.
Devenu trésorier de cette association
en 1999, il fut lacheville ouvriere des
groupes de travail sur la diarrhée
virale bovine et la rhinotrachéite
infectieuse bovine. Son activité dans
les associations scientifiques et pro-

IN MEMORIAM

fessionnelles s’ étendait aussi a la
Société royale namuroise de méde-
cine vétérinaire (SRNMV) dont les
membres ont toujours apprécié son
investissement dans I’ organisation de
leurs réunions.

[l fut ala base de nombreux projets :
€tude sur les entérotoxémies du veau,
étude sur les maladies respiratoires
bovines, lutte contre ladiarrhée virale
bovine, Iutte contre la paratubercu-
lose, recherches sur |es agents respon-
sables des réactions faussement posi-
tives en brucellose, étude étiologique
des avortements dans |’ espéce
bovine, pour n’en citer que quelques-
uns.

La profession garde le souvenir d’un
confrére intégre, osant exprimer son
opinion, méme s elle était difficile a
défendre, dont la carriére fut tout
entiére consacrée a |I’amélioration du
diagnostic et des méthodes de Iutte
contre les maladies majeures du
bétail.

Yves Botton, Marc Lomba et
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