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Résumeé

Les implants contenant 1’agoniste de la GnRH desloréline (Suprelorin®4,7mg, Virbac,
Carros, France) ont un mode d’action en deux temps permettant I’activation et I’inhibition de
la fonction de reproduction chez la chienne. Chacun de ces mécanismes a des applications
cliniques, depuis I’induction des chaleurs jusqu’a la stérilisation chimique. D’un point de vue
scientifique cependant les données chez la chiennes se limitent principalement a des animaux
d’expérimentation (Trigg et al. 2001) : leur utilisation potentielle est ainsi tres peu détaillée.
173 chiennes (dont 24 beagles d’expérimentation) ont ainsi été inclues dans 6 différents
protocoles pour documenter leur utilisation.

Quand I’implant est utilisé pour I’induction des chaleurs, il était administré durant I’ancestrus
et retiré juste aprés 1’ovulation (déterminée quand la progestéronémie est de 6 ng/mL). Les 64
chiennes ayant participé a ces différents protocoles ont toutes présenté un cestrus induit. Pour
32 d’entre elles, celui est survenu 4,3+1,4 jours [2 & 7 jours aprés] suite a I’administration de
I’implant. Des cycles anovulatoires ont été rapportés chez 14 de ces 64 chiennes, mais aucun
facteur permettant de différencier ces chiennes de celles qui ovulent n’a pu étre identifié.
Quand I’implant était administré en ancestrus précoce, 2 chiennes sur 22 (9,1%) ont conduit
une gestation a terme, alors que quand le traitement avait lieu en ancestrus tardif, cela a été le
cas pour 16 chiennes sur 23 (69,6%). La taille moyenne de ces portées était de 6,7+3,5 chiots.
Une insuffisance lutéale a été suspectée dans 5 cas: 2 de ces chiennes n’étaient pas gestantes
au moment du diagnostic de gestation, une a mis bas prématurément a 58 jours post-
ovulation, le propriétaire refusant de supplémenter sa chienne. Les deux chiennes restantes

ont été supplémentées avec de la progestérone par voie orale et ont mis bas naturellement.

Ces implants ont également été utilisés chez 109 chiennes en vue d’obtenir une stérilisation
chimique. La réponse clinique au traitement était principalement dépendante du stade du cycle
auquel celui-ci était administré. Les mémes caractéristiques que celles vues lors de 1’induction
de I’cestrus ont été retrouvées lorsque 1I’implant était utilisé en ancestrus. Des chaleurs induites
sont également survenues chez 3 chiennes sur 15 implantées en dicestrus. Quand cela était
observé, I’implant était retiré, des niveaux ¢levés de progestérone et d’cestrogénes au méme
moment pouvant favoriser le développement de pyomeétre. Chez une de ces chiennes, 1’cestrus
induit est survenu alors que la progestéronémie était supérieure a 60ng/mL, ce qui était bien
supérieur au palier proposé par Trigg et al (2001), qui n’avaient pas observé de chaleurs

induites quand la progestéronémie était supérieure a 5ng/mL. Chez 12 chiennes, 1’cestrus



induit a entrainé ainsi des effets secondaires qui ont conduit a I’arrét du traitement : 3
chiennes en dicestrus, 7 chiennes ayant présenté des chaleurs persistantes qui ont duré plus de
30 jours et 2 chiennes qui ont présenté une lactation persistante. Par conséquent, les chiennes
implantées devraient étre controlées 30 jours aprés la pose de I’implant pour s’assurer que les
chaleurs induites sont bien terminées et, si non, un examen échographique du tractus génital

est recommandé pour Vérifier la présence ou non de kystes ovariens.

Il apparait nécessaire de développer des alternatives pour éviter cette induction des chaleurs.
Nous avons essayé plusieurs stratégies : I’utilisation de I’inhibiteur de I’aromatase anastrozole
n’a pas été concluante (3 chiennes sur 3 ont présenté des chaleurs induites). Il en va de méme
lorsque 1’anti-cestrogéne clomiféne a été utilisé (5 chiennes sur 8 ont présenté des chaleurs
induites). De meilleurs résultats ont été obtenus avec un progestagéne, 1’0satérone : 11
chiennes sur 16 n’ont pas présenté d’cestrus induit. Quelque soit le protocole utilisé
cependant, nous n’avons jamais été capables de prévenir complétement 1’entrée en chaleurs.
Les meilleurs résultats ont été obtenus lorsque des individus prépuberes étaient implanteés :

aucun des 24 animaux participant a ce protocole n’a présenté d’cestrus induit.

La fréquence a laquelle ces implants doivent étre utilisés reste encore a detailler pour
maintenir 1’effet stérilisant. Néanmoins, 1’administration d’un seul implant a conduit a un
effet contraceptif de moins de 180 jours chez 5 chiennes, entre 180 et 365 jours chez 15

chiennes et plus de 365 jours chez 19 chiennes.



Abstract

The mode of action of desloréline implants (Suprelorin®4,7mg, Virbac, Carros, France)
allows activation and inhibition of the estrous cycle, with both clinical applications (from
estrus induction to chemical sterilization). From a scientific background however, data
concerning these different uses were mainly restricted to experimental bitches (Trigg et al.
2001) and yet no clear guidelines concerning the use of this product in females has been
edicted. 173 bitches (including 24 experimental beagles) were includes in 6 different
experiments to assess the use of these implants from the two perspectives.

When used for estrus induction, the implant was administered during ancestrus and removed
just after occurrence of ovulation (defined as progesterone level >5-6 ng/mL). All 64 bitches
included in these experiments expressed an induced oestrus. For 32 of them, it occurred
4.3+1.4 days [2 to 7 days after] following implant administration. Anovulatory cycles were
reported in 14 of these 64 bitches, but no statistical difference could be enlightened to
discriminate the ones that ovulated and the ones that did not. When the implant was
administered in early anoestrus, 2 out of 22 (9.1%) bitches carried their pregnancy to term
while, when implanted in late anoestrus, this concerned 16 out of 23 (69.6%) bitches. Mean
litter size obtained was 6.7%3.5 puppies. Luteal failure was suspected in 5 cases: 2 bitches
were not pregnant at the time of pregnancy diagnosis and one gave birth 58 days post-
ovulation as the owner refused supplementation. The two remaining bitches were

supplemented with oral progresterone and gave birth normally.

These implants were also used in 109 bitches in the purpose of chemical sterilization. The
clinical response was depending of the stage of the cycle. The same features than for oestrus
induction were obtained when administering the treatment in anoestrus. Oestrus induction
also concerned 3 out of 15 bitches implanted in diestrus. When this was observed, implants
were removed, as concomitant high levels of progesterone and estrogens may favored
occurrence of uterine disorders. In one of these diestrous bitches, oestrus was induced with
progesterone levels >60 ng/mL, which was different from the threshold proposed by Trigg et
al (2001), who did not experience oestrus induction when bitches were above 5 ng/mL. In 15
bitches, the induced oestrus lead to side effects that required to stop the treatment: 3 bitches in
diestrus, 7 bitches presenting persistent heats which lasts more than 30 days and 5 bitches

presenting persistent lactation. Therefore, implanted bitches should be controlled after 30 days



to ensure that heats are over and if not, ultrasound examination of the genital tract is advised

to rule out the presence of ovarian cysts.

Development of medical protocols to avoid the induced oestrus may change this. We tried
different strategies to prevent the occurrence of this phenomenon. The use of the aromatase
inhibitor anastrozole and the anti-estrogen clomifen did not give satisfying results (3/3
induced oestrus with anastrozole, 5/8 induced oestrus with clomifen). Better results were
obtained with the progestagen osaterone acetate: 11 out of 16 bitches did not express induced
oestrus, but the phenomenon was not completely prevented. The best results were obtained
when implanting prepubertal bitches: none of the 24 animals exhibited oestrus after implant

administration.

Further data are still required to determine at which frequency the treatment should be
administered in order to maintain its effect. However, with one implant administration,
bitches, the contraceptive effect lasted less than 180 days in 5 bitches, between 180 and 365
days in 15 bitches and more than 365 days in 19 bitches.



Contexte

Ce travail de thése a été initié en septembre 2008, soit il y a maintenant un peu plus de trois
ans. Lorsque nous 1’avons débuté, les agonistes de la GnRH (Gonadotrophin Releasing
Hormone), neurohormone sécrétée par I’hypothalamus et considérée comme véritable « pace-
maker » de la fonction de reproduction, n’étaient que rarement utilisés en pratique vétérinaire
et en particulier les applications dans I’espece canine €taient restreintes. Chez les carnivores
domestiques, leur principale utilisation — quoique somme toute peu répandue - s’inscrivait de
facon quasi-exclusive dans le cadre du diagnostic, via la réalisation de « tests de stimulation »

(visant a déterminer, aprés une stimulation hypophysaire, la réponse hormonale gonadique).

Pourtant, dans le domaine de la reproduction clinique, ces molécules pouvaient se révéler
intéressantes. En effet, leur effet agoniste stimule dans un premier temps la sécrétion
hypophysaire de gonadotrophines, « activant » donc le fonctionnement gonadique, alors que
dans un second temps, leur administration sur le long terme entraine un arrét de ces mémes
sécrétions hypophysaires, conduisant alors a une véritable stérilisation chimique (Trigg et al.
2001). De cette dualité d’action pouvait découler foule d’applications médicales, en

particulier pour le contrdle de la reproduction aussi bien male que femelle.

Des le début des années 80 sont parues dans 1’espéce canine plusieurs études qui ont mis en
exergue ce fabuleux potentiel (Vickery et al. 1982, Vickery et al. 1984, Vickery et al. 1985).
Mais la plupart d’entre elles utilisaient en fait le chien comme modé¢le animal de maladies
humaines, notamment vis-a-vis des pathologies prostatiques. Si des données intéressantes
avaient ainsi été produites, les retombées de celles-ci en médecine vétérinaire courante
s’avéraient plutét limitées du fait de l'usage de formes injectables a courte durée de vie.
L’induction des chaleurs chez la chienne était obtenue a 1’aide de pompes a infusion délivrant
un pulse de GnRH toutes les 90 minutes par voie intraveineuse (Vanderlip et al. 1987, Cain et
al. 1989): leur emploi était ainsi fortement limité par les formes galéniques disponibles.

L’usage des agonistes de la GnRH semblait alors restreint au domaine expérimental.

Pourtant, ’avéenement de nouvelles formes galéniques allait ouvrir de nouvelles perspectives.
Des implants sous-cutanés, permettant la délivrance quotidienne de ces molécules, ont été
développés pour une utilisation chez les mammiféres. Chez le chien, les premiéres études sont
parues ainsi au début des années 2000 et concernaient la stérilisation chimique chez le chien

male (Trigg et al. 2001, Junaidi et al. 2003). C’est sous cette indication qu’ont été



commercialisées, en médecine vétérinaire, ces formes galéniques. En France, la mise sur le
marché d’un implant d’agoniste de la GnRH a eu lieu en 2009 (Suprelorin®4.7mg, Virbac,

Carros, France).

Et si I'utilisation chez le chien male avait fait 1’objet de nombreuses publications, 1’utilisation
d’implants d’agoniste de la GnRH avait été bien moins documentée chez la femelle. Ces
données se limitaient principalement a des chiennes d’expérimentation (essentiellement des
animaux de race Beagle) (Kutzler et al. 2002, Volkmann et al. 2006a, Volkmann et al.
2006b).0r I’espéce canine est celle qui dans le régne animal présente la plus grande variabilité
staturale : un Chihuahua pese 1.5kg (taille au garrot entre 16 et 22cm) alors que des Mastiff
atteindront plus de plus de 100kg a 1’age adulte (plus de 70cm au garrot) L’efficacité des
implants pourrait donc varier en fonction de la race. L’objectif de notre travail était donc
d’évaluer I’intérét d’un agoniste de la GnRH a libération controlée (sous forme d’implants)
dans le contrdle de I’activité ovarienne de la chienne. Nos études ont porté sur deux grandes
indications : I’induction des chaleurs et ses conséquences sur la fertilité (via 1’effet agoniste
initial), et I’effet contraceptif (via la désensibilisation hypophysaire secondaire). De notre
travail découlent également a ce jour deux articles scientifiques (Fontaine et al. 2011,
Fontaine et al. 2009b) ainsi que trois autres articles de vulgarisation visant a faire connaitre
aux véterinaires les possibilités et les alternatives qui s’offrent a eux via I’utilisation de ces

implants(Fontaine 2009, 2010, 2011).

Ce travail, mené au sein de I’Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort, pose les jalons d’une

utilisation raisonnée de ces molécules en pratique vétérinaire courante.
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GnRH et controle endocrinien de la fertilite
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1. Introduction
L’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique consiste en un enchevétrement de tissus nerveux et

endocriniens interconnectés : ¢’est via ce systéme hautement intégré qu’est aujourd’hui
régulée la fertilité. Son organisation a été conservée au cours de 1’évolution puisque les
mémes bases se retrouvent aussi bien chez les oiseaux, reptiles, poissons et mammiferes. Les
cellules gonadotrophes de 1’antéhypophyse occupent un réle central au sein de ce systéme,
représentant « les intermédiaires » indispensables entre le signal transmis par 1’hypothalamus
via la neurohormone GnRH (Gonadotrophin Releasing Hormone) et la production des
hormones stéroides sexuelles par les gonades. Une des caractéristiques de ces cellules est
qu’elles expriment sur leur membrane externe des récepteurs a la GnRH : la transduction du
signal issu de la liaison de la GnRH sur ces récepteurs extramembranaires induit une cascade
de réactions intracellulaires, régulant ainsi la réponse physiologique a la stimulation
hypothalamique. Cette stimulation influence la sécrétion des gonadotrophines hypophysaires
LH (Luteinizing Hormone) et FSH (Follicle Stimulating Hormone), qui influenceront par la
suite a leur tour la synthése des stéroides sexuels gonadiques. Aussi, d’un point de vue aussi
bien fonctionnel qu’anatomique, le récepteur a la GnRH et les systémes de transduction
intracellulaire du signal qui lui sont associés constituent 1’interface fondamentale entre les

composantes neurologiques et endocrines de ce systeme neuroendocrinien.

Les différentes réponses intracellulaires qui peuvent étre obtenues constituent les bases
biochimiques par lesquelles les cellules délivrent une réponse biologique spécifique et
appropriée a une grande variabilité de signaux extra et intracellulaires. La compréhension et la
possibilité de contrdler ces différentes voies de signalisation représentent aujourd’hui des
intéréts majeurs, aussi bien d’un point de vue scientifique que thérapeutique. De nombreux
travaux se sont donc penchés durant ces 20 derniéres années sur la compréhension du
mécanisme d’action de la GnRH, générant un nombre important de données sur la nature des
évenements qui se déroulent dans la cellule gonadotrope ainsi que sur leur cinétique. Pour
bien comprendre ces mécanismes moléculaires, il est important de comprendre les fonctions
intracellulaires activées in vivo par la GnRH et comment celles-ci influencent par la suite la
fertilité. Nous allons donc ici nous attarder a décrire le systeme hypothalamo-hypophyso-
gonadique chez les mammiferes, en mettant en exergue les mecanismes intracellulaires
induits par la GnRH et comment ils modifient I’expression des genes au sein de la cellule

gonadotrope dans un cadre physiologique.
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2. L’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique

2.1 Organisation fonctionnelle de I’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique chez les
mammiferes.
Classiquement, ce systéme est généralement présenté sous forme linéaire comme une

organisation de tissus endocriniens dediés a la régulation et au soutien de la fonction de
reproduction (voir Figure 1).

Cet axe est ainsi constitué d’une population de neurones hypothalamiques qui sécrétent le
décapeptide GnRH, des cellules gonadotropes de 1’antéhypophyse et des gonades.
L’activation de ce systéme endocrinien commence par la sécrétion pulsatile de 1a GnRH par
I’hypothalamus. La GnRH est délivrée aux cellules de I’antéhypophyse via le systéme porte
hypothalamo-hypophysaire. La GnRH se lie ensuite aux récepteurs situés sur la membrane
externe des cellules gonadotropes, modulant ainsi la sécrétion des gonadotrophines FSH et
LH. Ces gonadotrophines sont des hormones dimériques, constituées d’une sous unité 3
specifique couplée a une sous-unité oo commune aux deux hormones. L’expression des genes
codant pour les sous-unités  de la FSH et de la LH, ainsi que la sous-unité o et le récepteur a
la GnRH, representent un élément essentiel de la réponse des cellules gonadotrophes a la

stimulation par la GnRH.

Chez le male, la LH stimule la production de testostérone et de I’ Androgen Binding Protein
respectivement par les cellules de Leydig et de Sertoli. Chez la femelle, la LH stimule la
production d’androgenes par les cellules de la théque entourant le follicule ovarien en
développement. Durant la partie terminale de la folliculogénese, la LH stimule également la
synthese de progestérone par les cellules de la granulosa des follicules pré-ovulatoires. La
FSH quant a elle se lie aux récepteurs situés a la surface des cellules de la granulosa et stimule
I’expression des aromatases, enzymes qui convertissent les androgénes produits par les
cellules de la theque en cestradiol. Chez le male, la FSH se lie aux récepteurs situés sur la
surface des cellules de Sertoli et fonctionne de concert avec la testostérone pour permettre la

prolifération des spermatogonies ainsi que le développement des cellules germinales.
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Figure 1 : Organisation générale de I’axe hypothalamo-hypopyso-gonadique chez les
mammiféres et représentation schématique des différents systemes régulant la sécrétion de
GnRH et le rétrocontréle des hormones gonadiques au niveau de [’hypothalamus et de

["hypophyse. CRH, Corticotropin-releasing hormone; FSH, follicle-stimulating hormone;

GABA, acide y-aminobutyrique; GALP, galanin-like peptide; LH, luteinizing hormone; NPY,

neuropeptide Y (source Internet).
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2.3 Sécrétion hypothalamique de la GnRH
La synthése de la GnRH par I’hypothalamus est un phénoméne pulsatile, et cette pulsatilité est

I’élément clé influengant la sécrétion des gonadotrophines hypophysaires. Cette importance a
d’ailleurs ét¢ démontrée en 1978 dans des expériences sur des singes Rhésus sur lesquels une
ablation chirurgicale de la population hypothalamique de neurones a GnRH avait
volontairement été pratiquée. Une administration continue de GnRH exogéene a ces animaux
avait alors conduit & une diminution de la production de gonadotrophines et a un
hypogonadisme, alors qu’une administration pulsatile toutes les heures avait restauré la
fonction gonadique et la cyclicité. Ce sont ces propriétés qui sont notamment exploitées en

thérapeutique lors de I’utilisation d’agonistes de la GnRH (Bliss et al. 2010).

Amplitude et fréquence des pulses de la GnRH sont regulés de facon précise et chez la
femelle, varient de fagon importante au cours du cycle sexuel. 1l a été montré que des pulses
rapides de GnRH stimulaient la synthese de la sous-unité a et LH-p, alors qu’une pulsatilité
plus faible favorisait la production de FSH-pB (voir Figure 2). Des différences dans la
fréquence des pulses affectent ainsi directement la cinétique de production des
gonadotrophines, une fréquence plus importante étant liee a une sécrétion sélective de LH
alors qu’une fréquence plus tonique et consistante favorise la sécrétion de FSH. La réponse
des cellules gonadotropes aux changements de la pulsatilité de la sécrétion de GnRH est un

parameétre critique pour générer le pic préovulatoire de LH chez la femelle.

Au contraire chez le male, il semble que cette régulation joue un réle moindre dans le contréle
de la fonction de reproduction. Cette différence semble s’établir trés tot durant

I’embryogénése chez les mammiféres, conséquence d’une exposition aux androgenes (Bliss et
al. 2010).

2.4 Rétrocontroles régulant le fonctionnement de I’axe hypothalamo-hypophyso-
gonadique

L’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique est sujet a la fois & des rétrocontrdles positifs et
négatifs, et ce a plusieurs niveaux. On pense aujourd’hui qu’il existe une structure centrale,
qui se situerait dans le noyau suprachiasmatique de I’hypothalamus, dont I’activité est capable
de contréler le rythme de sécrétion de la GnRH. Il est cependant intéressant de noter que
certaines études faites sur des neurones hypothalamiques cultivés in vitro suggerent que les
neurones seraient capables de réguler par eux-mémes leur activité sécrétoire (Bliss et al.
2010).
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Fig 2 : La transcription de la sous-unité f§ des gonadotrophines est influencée par la
fréquence des pulses de GnRH a travers le recrutement d’histones acetyl-transferase (HATS)
et par !’induction ou la modification de différents facteurs de transcription (Ciccone etKaiser
2009).

Dans certains cas, les neurones a la GnRH semblent méme capables de réguler leur sécrétion
par eux-mémes, sans qu’un contact intercellulaire direct ne soit nécessaire. Ils présentent en
effet a leur surface des récepteurs a la GnRH, couplés a différentes protéines G : de faibles
doses de GNRH peuvent ainsi exercer un rétrocontréle positif autocrine et paracrine sur la
sécrétion de GnRH en elle-méme, par une activation des récepteurs a la GnRH et une
augmentation des niveaux intracellulaires en AMPc (voir Figures 3). Ce rétrocontréle positif
est renforcé dans un premier temps par I’augmentation de la sécrétion de GnRH, conduisant a
une augmentation des niveaux intracellulaires en calcium. Quand la concentration en GnRH
atteint cependant un palier suffisamment élevé, des voies de signalisation inhibitrice sont alors
activées conduisant a la un rétrocontréle négatif et une suppression de cette activité sécrétoire
(Bliss et al. 2010).

16



VGCC o o 08 Kisspﬁi)tin GgoRH
T 114 S T M - M_i |°°80
T ST IR | IR MMUH]‘EW\”;‘H:l‘wh’,
}“m?\mfl::“ﬂwv‘:’:‘w":(ﬁ“| f00 00000000 ‘i\\‘[fﬂf\[;ﬁ‘Uvﬁ‘w(ﬁ\‘fth\fﬂ“ii;

@ @ 88°
T i
T

CNG @

Fig 3: Homo et hetero-oligomerisation des récepteurs couplés a une protein G dans le
neurone a GnRH (Kramanovic et al. 2009).

L’expression des ARNm codant pour le kisspeptine et le GPR54 dans les neurones a GnRH de
["hypothalamus et I’hétéro-oligomerisation du récepteur a la GnRH (GnRH-R) et de GP54
indique que les deux récepteurs sont impliqués dans la régulation de la fonction du neurone a
GnRH (AC=Adenylate Cyclase/PLC=Phospho Lipase C/GIRK=G Protein Coupled Receptor
Kinase/VGCC=Voltage Gatted Calcium Channel/CNG=Calcium Channel).

Il est donc admis que la pulsatilité des neurones a la GnRH représente une caractéristique
cellulaire inhérente. Cependant, comment sont contrdlées in vivo les oscillations rencontrées
dans la sécrétion de GnRH est quelque chose qu’il reste encore a éclaircir. L’activité de ces
neurones est en fait modulée par une multitude d’autres facteurs, incluant la photopériode, le
stress, le statut métabolique et nutritionnel ainsi qu’un nombre vari¢ de neuromédiateurs. Le

systéme nerveux central intégre ainsi constamment une vaste variété d’informations

environnementales et physiologiques, et les traduit en une réponse coordonnée qui influence
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la sécrétion de GnRH par I’hypothalamus (voir Figure 4).

Figure 4: Régulation des neurones a la GnRH dans la région préoptique du cerveau
(Ciechanowska et al. 2010)

ARC : noyau arqué ; CRH : neurones corticotropes ; DA : neurones dopaminergiques ; ER :
récepteurs a [’oestradiol ; GABA : neurones a acide yaminobutyrique ; 5-HT : neurones a
sérotonine ; NA : neurones a noradrénaline ; NA/NPY : neurones a noradrénaline et
neuropeptide Y ; NPY : neurones a neuropeptide Y de I’hypothalamus ventromédial ; 8-END :
B-endorphine ; POA : région préoptique ; PVN : noyau périventriculaire ; VM : noyau
ventromédial

Le rdle des kisspeptines, neurohormones identifiées en 2003, semble étre un élément

important modulant la pulsatilité de la sécrétion de la GnRH (voir Figure 5).
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Fig 5 : Les kisspeptines stimulent le systeme neuroendocrinien de la function de reproduction,
et les stéroides sexuels régulent de facon différentielle son fonctionnement. Les kisspeptines
sécrétés par les neurones du noyau antéroventral préventriculaire (AVPV) et du noyau arqué
stimulent la sécrétion de GnRH. La sécrétion des gonadotrophines hypophysaires qui en
résulte régule par la suite [’activité des neurones KISS (Dungan et al. 2006).

La sécrétion d’hormones stéroides joue aussi un réle important dans les rétrocontroles
impliqués dans le fonctionnement de cette structure (voir Figure 6). Chez le méle, la
testostérone exerce un rétrocontrdle négatif primaire sur la sécrétion de GnRH par
I’hypothalamus. Cependant, des analyses immunohistochimiques chez le bélier suggere que,
au moins dans cette espece, les neurones a GnRH n’expriment pas de récepteurs aux
androgeénes. Aussi les effets de la testostérone semblent-ils étre médiés par une population de
neurones situés en amont, qui incluent vraisemblablement les neurones a kisspeptine (Bliss et

al. 2010).

Chez la femelle, le rétrocontrdle initié par les stéroides gonadiques est beaucoup plus
complexe et varie en fonction des espéces et du stade du cycle. Des études chez le rat
indiquent que les cestrogeénes sont capables d’inhiber I’expression de la GnRH dans
I’hypothalamus, et que cet effet est plus prononcé durant la phase folliculaire. Cet effet
inhibiteur direct sur le neurone 8 GnRH est médié par I’isoforme B du récepteur aux
cestrogenes (ERPB). Au contraire, durant la période préovulatoire, les cestrogenes, et ce aussi

bien sur I’hypophyse que sur I’hypothalamus, conduisent a un rétrocontréle positif, et la
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comprehension de ce mécanisme a conduit a conduit a etablir le modéle de secrétion
périodique de la GnRH, qui se décompose en trois phases : activation, transmission puis pic
préovulatoire. On sait aujourd’hui que la phase d’activation implique un effet positif indirect
des cestrogenes sur la production hypothalamique, médié par ERa exprimé par les neurones a
kisspeptine. L augmentation des sécrétions en cestrogenes durant le milieu a la fin de la phase
folliculaire conduit a une augmentation de la synthese de kisspeptines dans ces neurones. Une
stimulation directe des neurones a la GnRH par les Kisspeptines a travers le récepteur KISS
1R (phase de transmission) va ensuite conduire en retour a une augmentation rapide et
significative de la sécrétion de GnRH (phase de pic), dont le point culminant sera le
relarguage massif en période préovulatoire de LH par I’hypophyse, ce qui conduira alors a

I’ovulation.

HighE, LowE,

Fig 6. Expression des récepteurs aux cestrogenes (ER) dans les neurones a GnRH de
["hypothalamus et signalisation cellulaire suite a leur activation (Kramanovic et al. 2009).
AC=Adenylate Cyclase/PLC=Phospho Lipase C/GIRK=G Protein Coupled Receptor
Kinase/VGCC=Voltage Gatted Calcium Channel/CNG=Calcium Channel

En plus du role des cestrogenes, la progestérone semble elle aussi exercer un réle complexe en
termes de régulation de 1I’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique. Le rétrocontréle négatif de
la progestérone sur la synthése hypothalamique de GnRH durant la phase lutéale est
aujourd’hui bien établi et joue un role important en limitant les effets potentiels des

cestrogénes sécrétés pendant la phase lutéale. Ce rétrocontrole négatif peut cependant
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s’exercer soit durant la phase d’activation, soit durant la phase de transmission du cycle de
sécrétion de la GnRH, et les neurones a kisspeptine apparaissent la encore comme la
principale cible du mode d’action de la progestérone dans ce contexte. Des résultats récents
semblent également indiqués que la progestérone exerce un rétrocontrdle négatif a travers
I’activation rapide d’un récepteur membranaire a la progestérone, impliquant des événements
de signalisation au niveau de la membrane plasmique des neurones a GnRH comme possibles
éléments régulateurs de la phase de pic. La progestérone peut cependant également avoir un
effet positif. Des études avaient démontré chez le rat I’'importance de I’activation des
récepteurs a la progestérone pour obtenir le pic préovulatoire de GnRH, et chez le mouton, il a
¢té montré que 1’administration de progestérone exogene préparait la réponse
hypothalamique, conduisant a des concentrations préovulatoires plus élevées en GnRH chez

des animaux ainsi traites (Bliss et al. 2010).

Des travaux récents ont souligné le réle que pourraient jouer les astrocytes, fonctionnant
comme une source hypothalamique de progestérone qui faciliterait I’occurrence du pic de
GnRH. La synthese de progestérone par les astrocytes est elle-méme positivement influencee
par les cestrogeénes. Cette régulation implique une activation rapide de récepteurs ERa
membranaires. Le récepteur a la progestérone lui-méme peut étre activé par les cestrogénes
dans certaines cellules hypothalamiques, et ainsi exercer un effet positif sur la sécrétion de
GnRH de facon ligand-dépendante.

En plus des stéroides gonadiques, les hormones peptidiques inhibine, activine et follistatine
jouent un réle important dans les rétrocontréles régulant le fonctionnement de la cellule
gonadotrope, aussi bien au niveau gonadique que de fagon paracrine (voir Figure 7).
L’inhibine est une glycoprotéine dimérique consistant en une sous-unité o commune et une
sous-unité B spécifique. Deux sous-unités B (désignées comme BA et BB) sont identifiées et
du coup, il existe deux types d’inhibines, dimeéres afA et affB. Les activines sont quant a elles
des hormones constituées de dimeres de sous-unités B de I’inhibine, il y a donc 3 types
d’activines BABA, BBBB et BABB, désignées sous le terme activine A, B et AB. La follistatine
est une protéine indépendante modulant la bioactivité des diméres d’activine. Inhibines,
activines et follistatines ont été a I’origine isolées et purifiées a partir de tissus gonadiques.
Cependant, on sait aujourd’hui qu’ils se retrouvent a tous les niveaux de 1’axe hypothalamo-
hypophyso-gonadique, aussi bien que dans d’autres tissus comme le foie ou le cerveau. Les
sous-unités a et BB de I’inhibine/activine ainsi que la follistatine sont exprimés dans

I’hypophyse, et alors que I’activine B et la follistatine sont impliquées dans des mécanismes
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de régulation paracrine de la fonction gonadotrope, les gonades semblent constituer la source

prédominante d’inhibine bioactive.

Les inhibines et activines font partie de la famille des TGFp, et se lient au récepteur de type Il
a I’activine, un récepteur transmembranaire avec une activité sérine-thréonine kinase. La
liaison de I’activine aux récepteurs de type II conduit au recrutement de récepteurs de type I et
a I’activation d’un complexe récepteur-ligand hétérodimérique. A I’inverse, la liaison de
I’inhibine aux récepteurs de type II préviendra aussi bien I’interaction du récepteur de type 11
avec I’activine ainsi que la dimérisation du récepteur. L’inhibine fonctionne ainsi comme un
inhibiteur compétitif de 1’activine. La follistatine se lie a I’activine dans le compartiment

extracellulaire et neutralise son activité en empéchant 1’interaction avec le récepteur.

Le systéme inhibine-activine-follistatine permet dans un premier temps de moduler la
production de FSH par les cellules gonadotropes. Cependant cette modulation se produit a
plusieurs niveaux. Certains travaux suggerent actuellement que 1’activine A et la follistatine
pourrait agir de fagon autocrine ou paracrine au niveau hypothalamique et réguler ainsi la
sécrétion de GnRH. Les cellules gonadotropes quant a elles portent le récepteur a I’activine, et
celle-ci peut potentiellement stimuler I’expression de FSH dans ces cellules en conjonction

avec la GnRH.
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Fig 7: Régulation différentielle de la synthese de LH et FSH dans les cellules gonadotrophes
hypophysaires (Thackray et al. 2010) :

Le matin du pro-oestrus, la signalisation de [’activine est réduite due aux concentrations
élevees d’inhibiteurs comme la follistatine (FS) et l'inhibine (1). La signalisation de la GnRH
est aussi mise sous silence, d’ou des concentrations faibles d’ARNm codant pour LH- et
FSH- f (2). Dans [’apres-midi du pro-oestrus, les pulses de GnRH et leur amplitude
augmentent de fagon importante juste avant l’ovulation, conduisant a une augmentation de la
transcription des ARNm codant pour LH-$ et FSH- 3 (3). Les oestrogénes pourraient jouer un
role direct en induisant [’expression du gene pour LH-f (4). Pendant [’oestrus, les niveaux
d’activine biodisponible augmentent a cause d’une réduction des niveaux de follistatine et
d’inhibine, conduisant a une augmentation de la concentration des ARNm codant pour FSH-f8
(5). Dans le méme temps, il y a une baisse de la pulsatilité de la GnRH, qui favorise la
transcription de FSH-p, directement et indirectement via la réduction de l'induction de la
follistatine (6). De plus, ’action de la progestérone conduit a une induction de FSH-f mais a
une suppression de [’expression de LH-p (7). Finalement, une action synergique entre les
voies de signalisation de [’activine et de la GnRH ou de la progestérone augmentent l’action
positive de ces hormones sur la transcription de FSH-£ (8), participant ainsi a la régulation
du second pic de FSH.

3. Bases moléculaires a la réponse de la cellule gonadotrophe a la GnRH

3.1 Aspects structurels et fonctionnels du récepteur a la GnRH
Le récepteur a la GnRH (voir Figure 8) fait partie de la superfamille des récepteurs a 7
domaines transmembranaires (GPCR). Trois formes ont été identifiées chez les vertébrés et

désignées comme type I, 1l et I11. Trois formes correspondantes de GnRH ont également été
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identifiées. Le récepteur de type | est la forme prédominante retrouvée dans les cellules
gonadotropes, et chez certains vertébrés comme 1’espece humaine, est aussi retrouvé dans des
tissus extra-hypophysaires (glande mammaire, gonades, prostate, utérus). Le ligand naturel
pour ce récepteur de type I est la GnRH de type I, méme s’il a été¢ montré que les GnRH de

type Il et 111 peuvent aussi activer le récepteur de type I.

\ -
zo? 0 \{ Récepteur
00000004000006000 NH, GnRH

mammifere

Fig 8 : Récepteur GnRH des mammiféres vs récepteur GnRH 11 (Counis, cours de M2).

A la différence du récepteur GnRH Il comme rencontré chez le poulet, le récepteur a la GnRH
des mammiferes ne possede pas la partie C-terminale intracellulaire, ce qui en fait un

membre a part de la superfamille des GPCR.

Le récepteur de type | & la GnRH a été cloné pour la premiére fois en 1992, et des expériences
réalisées plus tard dans 1’espece humaine et chez le rat, le mouton, le porc et le cheval ont
démontré que ce récepteur était hautement conserve dans le regne animal, avec plus de 80%
d’homologie chez les différentes espéces mammiferes. Ce récepteur est ainsi constitué de 327
(328 dans d’autres espéces dont 1’étre humain) acides aminés et présente 7 domaines

transmembranaires et une extrémité N-terminale extracellulaire représentant 35 acides aminés
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et comprenant deux sites de glycosylation. L absence de domaine intracytoplasmique fait du
récepteur de type | a la GhnRH un membre unique de la famille des GPCR. La queue C-
terminale de ces récepteurs est en effet un site important de phosphorylation, phénoméne
typicalement médié par une protéine G couplé a une kinase. La phosphorylation de cette
queue C-terminale est en fait le support de la désensibilisation du récepteur et de son
internalisation. Ceci n’est cependant pas le cas lorsque 1’on consideére le récepteur de type | a

la GnRH, du fait de I’absence de ce domaine C-terminal intracytoplasmique.

3.2 Transduction du signal induit par la GnRH dans la cellule gonadotrope
Comme pour les autres GPCR, la fixation de la GnRH a son récepteur va entrainer un

changement de conformation de celui-ci, qui conduit a une dissociation et une activation
d’une protéine G hétérotrimérique, qui, dans la cellule gonadotrope, implique généralement la

sous-unité Gogz1.

Calcium Extracellulaire

(]
CaCa
ca G

sttt

T

Calcium Intracellulaire lié a IP3

Fig 9: Signalisation intracellulaire suite a I’activation des récepteurs a la GnRH dans la
cellule hypophysaire gonadotrope (Bliss et al. 2010).

Dans la cellule gonadotrope, la fixation de GTP sur Gag1 va conduite a I’activation de la
phospholipase PLCP et 1’élaboration de seconds messagers, phosphatidulinositol-triphosphate
(IP3) et diacylglycerol (DAG). La formation d’IP3 conduit & une augmentation de la

concentration intracellulaire en calcium, résultant de la libération de stocks de calcium
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intracellulaires. DAG conduit a I’activation de la protéine kinase C (PKC) et contribue a
soutenir I’augmentation du calcium intracellulaire, par I’activation de canaux calciques
voltage dépendant. Ces évenements sont les pré-requis pour I’activation de la voie des MAPK
( Mitogen Activated Protein Kinase) ainsi qu’en particulier la voie des ERK (Extracellular
signal-regulated kinase). L’organisation de base de ces voies de signalisation est similaire,
consistant en fait en un systéeme de transfert de transfert de phosphore sur plusieurs niveaux :
I’activation commence par la phosphorylation d’une MAP kinase-kinase kinase (MAPKKK),
qui phosphoryle et active a son tour une MAP kinase-kinase intermédiaire (MAPKK), qui &
son tour active la MAP kinase terminale (MAPK). Les MAP kinases activées phosphorylent
un grand nombre de substrats a travers la cellule, incluant des éléments de la machinerie
transcriptionnelle, des composants de la chromatine, des structures du cytosquelette et autres

enzymes intracellulaires.

4. Conclusion
Durant les deux derniéres décennies, de nombreux détails expliquant le comportement du

récepteur a la GnRH et I’action de la GnRH sur les cellules gonadotrophes hypophysaires ont
éte identifiés. Le récepteur a la GnRH est bien un membre unique de la famille des GPCR et

joue un réle central dans la régulation du fonctionnement de cette cellules.

Alors que la voie de signalisation des ERK est clairement un élément central des mécanismes
de régulation de la réponse a la GnRH, cette cascade de signalisation refléte seulement une
petite portion du réseau global de signalisation impliquée par un pulse de GnRH. Ces
mécanismes restent encore a approfondir pour pouvoir fournir des éléments visant a offrir des

solutions pharmacologiques et thérapeutiques pour inhiber ou stimuler la fertilité.
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1. Introduction

Synthétisée principalement dans certains neurones situés au niveau de 1’aire pré-optique de
I’hypothalamus (Counis et al. 2001), la GnRH (Gonadotrophin Releasing Hormone) est
I’hormone clé de la fonction de reproduction chez les mammiferes. Ce décapeptide, a la
structure hautement conservée chez les vertébrés, est sécrété de facon pulsatile dans le
systéme porte hypothalamo-hypophysaire et va alors étre véhiculé jusqu’a I’hypophyse ou il
entrainera la libération dans la circulation systémique des gonadotrophines FSH (Follicle
Stimulating Hormone) et LH (Luteinizing Hormone) (Counis et al. 2001). Celles-ci agiront
alors au niveau gonadique sur la production des stéroides sexuels (principalement testostérone
chez le male, cestradiol et progestérone chez la femelle). Cette sécrétion pulsatile de GnRH
agissant comme un véritable chef d’orchestre, I’usage de molécules analogues (agonistes ou
antagonistes) permet d’intervenir sur la fonction de reproduction chez le male et chez la

femelle.

Plus de 2000 de ces composés ont été développés au cours des 30 derniéres années (Padula
2005). Leur usage s’est généralisé en médecine humaine mais également en médecine
veterinaire (essentiellement chez les animaux de rente cependant). L utilisation de formes
antagonistes en médecine vétérinaire se révéle compliquée : une administration quotidienne
de doses importantes (chaque injection coltant en moyenne environ 50 euros) est requise, et
ces composes tres hydrophobes peuvent de plus entrainer la formation de nodules au site
d’injection voire méme dans certains cas des réactions allergiques. Elle est donc de ce fait
peu documentée chez le chien et le chat (Gobello 2007). A I’inverse, les formes agonistes ont

été largement développées.
Leur mode d’action peut se décomposer en deux temps (voir Figure 1) :

- L’agoniste va dans un premier temps stimuler la sécrétion des gonadotrophines
hypophysaires et par la méme occasion, celle des hormones stéroides sexuelles ;

- Puis I’administration continue sur plusieurs jours va entrainer une desensibilisation de
I’hypophyse, qui conduira a la suppression de FSH et de LH et une mise sous silence
de I’axe hypophyso-gonadique. Cette désensibilisation est en fait due a une activation
différentielle de certains génes en fonction de la fréquence des pulses de GnRH. Les
gonadotrophines hypophysaires résultent en fait de 1’association non covalente d’une

sous-unité o commune et d’une sous-unité LHB- et FSHp- spécifique. Ces 3 sous-
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unités sont encodées par le méme gene(Counis 1999). Lorsque la fréquence des
pulses de GnRH est faible, la transcription de FSHf- est favorisée, alors qu’une haute
fréquence favorise la transcription de LHf- et de la sous-unité o (Dalkin et al. 1989,
Burger et al. 2002). En revanche, la sécrétion prolongée de GhRH comme obtenue
lors de I’administration prolongée de formes agonistes de la molécule, entraine une
diminution du nombre d’ARN messagers codant pour FSHf- et LHf- suite a un arrét
de transcription associé a une dégradation des transcrits. En paralléle, les niveaux
d’ARNm codant pour la sous-unité a restent constants ou augmentent méme

légerement (Lalloz et al. 1988, Rodin et al. 1988, Lerrant et al. 1995).

Ces deux effets sont largement documentés et utilisés aujourd’hui chez ’homme en
gynécologie et en andrologie, dans les protocoles de procréation médicalement assistée (Tay
2002), dans un cadre thérapeutique lors d’affections liées aux hormones sexuelles comme le
cancer de la prostate (Kuo et al. 2008), la puberté précoce (Yanovski et al. 2003),
I’endométriose (Atltintas et al. 2008) ou pour protéger la fonction de reproduction notamment
lors de chimiothérapie (Blumenfeld 2007). Chez les carnivores domestiques, la premiere
étude mentionnant 1’utilisation d’agonistes de la GnRH remonte a 1982 (Vickery et al. 1982)
et ces molécules présentent, dans un contexte clinique, de nombreux intéréts, utilisant aussi

bien leur effet stimulant que leur effet stérilisateur.

Apres s’étre attardés sur les spécificités de ces molécules et de leur utilisation, nous nous
intéresserons a leurs effets sur la fertilité, puis a leur utilisation dans un but thérapeutique chez

le chien et chez le chat.
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Figure 1 : Mode d’action en deux temps des agonistes de la GnRH sur la fonction de

reproduction.

2. Les agonistes GhnRH
2.1 Structure-fonction
Séquencée en 1971 (Schally et al. 1971), la GnRH est un décapeptide dont la structure est
hautement conservée chez les vertébrés. Les formes agonistes différent généralement de la
molécule endogéne par substitution de un a trois acides aminés. Des D-isomeéres sont utilisés
car ceux-ci offrent une protection accrue face aux peptidases du cerveau et de I’hypophyse :
une des principales substitutions porte ainsi sur la glycine en position 6, site préférentiel pour
la protéolyse de I’hormone. Les dérivés ainsi synthétisés ont une demi-vie supérieure a la

molécule endogéne, qui est de I’ordre de 3 minutes (Counis et al. 2001, Padula 2005).

Ces modifications vont également stabiliser la structure tertiaire de la molécule et ainsi

augmenter son pouvoir d’action. Les agonistes sont ainsi 15 a 200 fois plus puissants (=ils
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entrainent la production de 15 a 200 fois plus de LH et FSH lorsqu’ils sont utilisés) que la

molécule endogéne (voir tableau 2).

Nom de I’agoniste de la Pouvoir de libération par Spécialité
GnRH rapport a la molécule
endogéne
Histréline 200 Vantas®
Nafaréline 200 Synarel®
Lutréline 180 Non commercialisé
Desloréline 150 Suprelorin®4,7mg

Suprelorin®9.4mg

Azaglynafaréline 50 a 100 Gonazon®
Buséréline 15230 Receptal®
Leuprolide 15 Eligard®

Tableau 2 : Puissance des différents agonistes de la GnRH par rapport a la molécule
endogene(Gobello 2007).

2.2 Mode d’action

2.2.1 Sur ’axe hypophyso-gonadique

Comme indiqué dans I’introduction, les agonistes de la GnRH agissent en deux temps. Dans
un premier temps, ils entrainent une sécretion importante de LH et de FSH dans la circulation
systémique s’accompagnant d’une augmentation des concentrations des hormones stéroides
sexuelles. Chez le chien, leur administration entraine généralement une augmentation rapide
de la synthése de LH dans les 20 minutes qui suivent avec un pic aux alentours de 40 minutes
(Junaidi et al. 2007). Si I’agoniste est administré quotidiennement, I’effet stimulant perdure 2
a 4 jours (Vickery et al. 1984, Junaidi et al. 2007). Une étude utilisant de la buséréline sur des
chiens males montre qu’alors la testostéronémie augmente en moyenne de 76,7% suite au
traitement (Hoffmann 2005). Chez la femelle, I’effet agoniste est le méme. Si I’agoniste

GnRH est administré de fagcon quotidienne, les taux de FSH et de LH s’effondrent apres 4
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jours. Ceci est lié a une désensibilisation de ’hypophyse liée a I’administration continue de
I’agoniste. Apres 9 jours de traitement avec de la desloréline, les concentrations plasmatiques
de FSH et de LH sont basales (Junaidi et al. 2007). L’administration continue d’agonistes de
GnRH met ainsi au repos les sécrétions hypophysaires, et de fait, la fonction de reproduction.
Ce mécanisme entraine une véritable stérilisation chimique des individus en moyenne en 15
jours (Hoffmann 2005, Trigg etYeates 2008). Il est intéressant de noter qu’au niveau
hormonal, la situation est radicalement différente de ce qui se passe aprés une stérilisation
chirurgicale. L’utilisation d’un agoniste GnRH entraine en effet un arrét de la sécrétion des
gonadotrophines alors que lors de stérilisation chirurgicale, I’exérese des testicules ou des
ovaires entraine une augmentation de la sécrétion de ces gonadotrophines, suite a la

disparition du rétrocontrdle gonadique sur I’hypophyse (Fontbonne et al. 2007a).

L’intérét majeur de ces molécules réside dans le caractére transitoire de leur effet. Ainsi, la
mise sous silence de la fonction de reproduction, qu’elle ait lieu chez le male ou la femelle,
n’est que temporaire et reprend apres 1’arrét des effets du traitement (Tremblay etBelanger
1984, Trigg etYeates 2008), procurant ainsi une stérilisation temporaire et entierement

réversible.

2.2.2 Action directe via des récepteurs extra-hypophysaires
Des récepteurs a la GnRH ont de plus été découverts ailleurs que dans I’hypophyse,

notamment au niveau des appareils génitaux femelle (mamelles, ovaires, oviductes,
endometre, prostate) (Cheung etWong 2008) mais également au niveau de la vessie (Bahk et
al. 2008, Coit et al. 2008), des vaisseaux sanguins, de la peau (Welle et al. 2006) ou de
I’intestin (Ho et al. 1996). Il est possible que les agonistes de la GnRH aient ainsi une action
directe sur ces organes, méme si celle-ci n’est pas clairement élucidée. Ceci est d’ailleurs
fortement suspecté chez le chien, notamment a travers leurs effets sur la fonction urinaire
(Reichler et al. 2006) ou sur les tumeurs mammaires (Pagnini et al. 2002), sur lesquels nous

reviendrons plus loin.

2.3 Mode d’administration
Les agonistes GNRH sont tous des décapeptides et de fait présentent une biodisponibilité par

voie orale quasi-nulle, proche de 0,1% suite a leur destruction par les sucs gastriques (Padula
2005). Leur utilisation clinique en routine nécessite donc des voies d’administration

parentérales.
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Les premieres études menées utilisaient principalement des solutions injectables par voie
intraveineuse ou sous-cutanée, mais ces présentations avaient une faible durée de vie et
I’administration quotidienne du produit était nécessaire pour obtenir un effet clinique
(Vickery et al. 1982, Vickery et al. 1985, Tremblay and Belanger 1984, Tremblay et al. 1984,
Dubé et al. 1987), rendant du coup ces présentations inutilisables en dehors d’un contexte de

recherche.

Pour pouvoir utiliser les propriétés de ces molécules dans un cadre clinique, des formes a
longue durée d’action ont été développées. Les injections dépdt (leuprolide (Inaba et al.
1998), desloréline (Kutzler 2005)) avaient une durée d’action moyenne d’un mois, certes
suffisante pour profiter de I’effet stimulant des agonistes, mais nécessitant néanmoins des
administrations régulieres lorsque le but fixé €tait d’obtenir une stérilisation complete de

I’individu.

Plusieurs présentations ont été développées pour permettre une libération prolongée de
I’agoniste de la GnRH mais deux principales sont particulierement utilisées : injectables a
effet retard (Inaba et al. 1998) et implants permettant de délivrer 1’agoniste de la GnRH a un
taux constant pendant des durées allant de 3 & 12 mois (Lacoste et al. 1989c, Trigg et al. 2001,
Hoffmann 2005, Rubion et al. 2006). Dans notre travail de recherche, la spécialité utilisée
était du Suprelorin®4,7mg (Virbac, Carros, France), implant cylindrique de 2,3mm de

diameétre et 12mm de long contenant de la desloréline (sous la forme d’acétate de desloréline).

De part leur similarité structurale et une vitesse de dégradation équivalente, les propriétés
pharmacocinétiques de la desloréline sont considérées comme proches de celles de 1’agoniste
de la GnRH buséréline. Il est important de noter que ces parameétres sont difficiles a établir car
ces molécules présentent une faible concentration sanguine et une vitesse de dégradation
rapide lors de leur passage dans la circulation systémique. Bien que plus stables que la GnRH
elle-méme, ces formes agonistes sont rapidement absorbées apres administration parentérale
et eliminées principalement par voie hépatique sous forme de fragments peptidiques et

aminoacides (Lahlou et al. 2000).

La demi-vie de la buséreline est environ de 72-80 minutes apres administration. Une clairance
plasmatique de 34,3 £ 5,48 ml/min/kg est rapportée chez le rat suite a une administration
intraveineuse d’une dose de 100pg/kg. L excrétion de la molécule se fait principalement par

voie urinaire. Chez des femmes souffrant d’endométriose et recevant de la buséréline, le
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pourcentage de la dose initiale retrouvée dans les urines 24h aprés administration était de
16,7%, 12,6% et 0,17% respectivement apres injections intraveineuses, sous-cutanées et

intranasales (Brogden et al. 1990).

Une technique de radio-immunologie (RIA=RadiolmmunoAssay) a été mise au point pour
déterminer la concentration plasmatique en desloréline chez les chiens ayant été traités avec la
molécule. Le seuil minimal de détection de cette technique est de 40pg/mL, et cela a permis
d’obtenir des indications sur I’absorption et la distribution de la molécule lors de son

administration sous forme d’implant et ce jusqu’a 2,5 mois aprés son administration.

Dans une premiere étude, 10 chiens ont été implantés avec des implants contenant 5mg de
1,25I-desloréline. 2 groupes de 5 chiens étaient considérés, chaque groupe recevant des
implants issus du méme lot de production. Les profils ADME (Absorption-Distribution-
Métabolisme-Excrétion) de desloréline chez ces animaux montraient cependant d’importantes
différences durant les 40 jours suivant la pose de I’implant, certainement le reflet de
I’incapacité actuelle de déterminer correctement la concentration plasmatique en desloréline
avec la technique RIA existante. La concentration sanguine en desloréline atteint ainsi un pic
vers 7-35 jours apres la pose de I’implant. La deslorélinémie passe en dessous de la limite de
quantification (40pg/mL) approximativement 50-70 jours apres la pose de I’implant (Trigg
etYeates 2008).

La libération de la desloréline sous forme d’implant a également été étudiée chez la souris.
Des souris males agées de 8-12 semaines recevaient un implant et étaient par la suite pesées
et euthanasiées a différents moments. Quatre semaines apres la pose, 31,4% de la desloréline
avait été libérée, avec un taux de libération moyen de 52,7 pg/jour. Ce taux diminue durant les

22-26 semaines qui suivent pour se situer en moyenne a 14,9 pg/jour (1999).

Cette vitesse de libération semble plus étre liée aux propriétés physico-chimiques de I’'implant
qu’a I’environnement dans lequel il est placé, ce que des études in vitro ont confirmé
(Koushik et al. 2003, Koushik et al. 2004). Les différences entre especes semblent donc étre

négligeables si tant est que 1’implant est positionné dans une zone vascularisée.
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2.4 Importance de la dose administrée et de la durée
Mesurer 1’efficacité clinique d’un agoniste GnRH nécessite de prendre en compte la dose

administrée et la durée d’administration, ces deux parameétres pouvant faire varier la réponse

au traitement.

Inaba et al (1996) ont ainsi observé qu’une injection de leuprolide dépot a la posologie de
Img/kg était nécessaire pour obtenir une stérilisation chimique chez le chien, alors qu’a la
posologie de 0,1 mg/kg, I’agoniste GnRH n’entrainait aucun effet chez le chien méale. De la
méme facon, Vickery et al (1985) ont montré qu’avec une dose de 0,5ug/kg/jour de
nafaréline, I’effet stérilisant mettait 44 jours pour se mettre en place alors qu’avec
2ug/kg/jour, il ne suffisait plus que de 20 jours. Cet effet dose dépendant a également été
constaté chez la chienne ou des doses inférieures a 0,6pg/kg/jour de lutréline n’était ainsi pas

suffisantes pour induire 1’cestrus (Concannon et al. 2006).

Le plus souvent, plus le traitement sera long plus le temps de récupération pour 1’animal sera
long également. Vickery et al (1984) ont montré que les chiens traités quotidiennement
pendant 13 jours avec de la [6-D-(2-naphthyl)alanine]-LHRH (D-Nal(2)6-LHRH) mettaient 42

jours pour récupérer alors que ceux traités 42 jours mettaient au moins 10 semaines.

3. Utilisation des agonistes de la GnRH dans le contrdle de la fertilité
Dans cette partie, nous présenterons les données bibliographiques ayant trait tout d’abord a
I’utilisation de ces implants dans le cadre de la stérilisation chimique (que ce soit pour des
individus adultes ou prépubéres) —indication premiere de ces composés- puis celles

concernant I’induction des chaleurs, li¢e a I’effet stimulant de départ.

3.1 Administration prolongée en vue d’une stérilisation chimique des individus
La stérilisation des individus est un motif de consultation majeure en clientéle vétérinaire en

France : 21,6% des males et 42,4% des femelles sont en effet stérilisées (enquéte FACCO-
SOFRES 2010). La stérilisation chirurgicale, conduisant a I’exérese des gonades, est
aujourd’hui la solution vers laquelle se tourne la majorité des praticiens. Cependant, de
nouvelles alternatives médicales ont été développées. Si I’utilisation de progestagénes a
longue durée d’action ne fait aujourd’hui plus recette - notamment a cause de leurs effets
secondaires marqués chez la femelle (tumeurs mammaires, infections utérines)-, deux

alternatives sont aujourd’hui envisageables :
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- Iimmunocontraception via des vaccins anti-GnRH : cependant les différences dans la
réponse vaccinale n’en font aujourd’hui pas une technique fiable (Singh 1985,
Gonzalez et al. 1989);

- lutilisation d’agonistes de la GnRH : celle-ci semble aujourd’hui étre une solution
plus @ méme de satisfaire les cliniciens et est aujourd’hui bien documentée, au moins

chez les males.

Les agonistes GNRH ont été étudiés essentiellement chez le chien. Il est intéressant de voir
que quel que soit I’agoniste utilis¢, la réponse au traitement est relativement la méme chez les
individus.

3.1.1 Chez le chien male adulte

De nombreuses études ont été menées sur la stérilisation chimique chez le male par

I’utilisation d’agonistes de la GnRH, la premiére étude remontant a 1984 (Vickery et al.
1984).

3.1.1.1 Parametres cliniques
Toutes les etudes utilisant des agonistes de la GnRH décrivent une diminution du volume et

parallelement de la consistance des testicules. En général, le volume testiculaire est diminué
par 2 a 5 fois dans les 4 a 5 semaines qui suivent I’initiation du traitement, quel que soit
I’agoniste de la GnRH utilisé (Tremblay etBelanger 1984, Vickery et al. 1984, Vickery et al.
1985, Trigg et al. 2001).Vickery et al (1985) notent avec I’utilisation de nafaréline a la
posologie de 2pg/kg/jour que le volume testiculaire moyen des chiens passe de 18cm® avant
implantation & 6cm® 5 semaines aprés le début du traitement. L utilisation d’implants de
desloréline de 4,7mg entraine globalement les mémes effets, le volume testiculaire étant
divisé par trois par rapport au volume initial environ 5 semaines apres la pose de I’implant

(Trigg et al. 2001).

Dans le méme temps, ces études décrivent une perte de consistance des testicules qui
deviennent beaucoup plus mous qu’initialement. Hoffmann (Hoffmann 2005), qui utilisait un
implant de buséréline emprunté a la médecine humaine, note que cette diminution de la

consistance s’observe a partir de 50 jours apres I’initiation du traitement.

Romagnoli et al (2005) notent également une baisse de 1’agressivité chez les males traités,

mais ces donneées sont basees sur des observations cliniques et restent difficiles a objectiver.
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3.1.1.2 Paramétres hormonaux
Quel que soit I’agoniste utilisé, 1a aussi les données sont assez similaires. Si I’effet stimulant

d’origine entraine une augmentation des concentrations sériques en FSH et LH dés 20 minutes
apres le début du traitement avec un pic 40 minutes apres (Junaidi et al. 2007), ces valeurs
reviennent a la normale dans les 5h qui suivent et s’effondrent en moyenne 2 a 9 jours aprés
(Vickery et al. 1984, Hoffmann 2005, Junaidi et al. 2007). Il en va de méme pour la
testostéronémie. En utilisant de la [D-Trp6, des-Gly-NH10(2)]LHRH ethylamide, Lacoste et
al (Lacoste et al. 1989c) ont montré que suite a I’initiation du traitement, la testostéronémie
augmentait de 1,6£0,2 a 3,5+0,6 ng/mL pendant 5 a 7 jours, puis rejoignait des valeurs
basales (0,050,008 ng/mL) apres trois semaines de traitement. L’utilisation de leuprolide
dépot (Inaba et al. 1996) donne des résultats plut6t proches : les concentrations sériques de
LH et de testostérone tombent en dessous des valeurs basales apres 2 semaines. Les données
concernant les implants de desloréline sont assez similaires : aprés I’implantation, la
testostéronémie devient basale chez 80% des chiens aprées 17 jours de traitement (Trigg
etYeates 2008). La réponse est cependant trés variable d’un individu a 1’autre : dans cette
méme étude, un chien a vu sa testostéronémie devenir basale 32 jours apres le début du

traitement.

3.1.1.3 Parametres de fertilité
Dés la premiére étude faite par Vickery et al(Vickery et al. 1984), il avait été montré qu’un

traitement par un agoniste de la GnRH entrainait une diminution dramatique du nombre de
spermatozoides dans 1’éjaculat. Aprés quatre a six semaines de traitement en moyenne, les
animaux deviennent azoospermiques (Tremblay et al. 1984, Vickery et al. 1984, Junaidi et al.
2007).

Le passage a I’état azoospermique se fait cependant progressivement avec une augmentation
de la teratozoospermie. Hoffmann (2005) observa ainsi que 30 jours apres la pose d’implants
de buséréline, le pourcentage de formes anormales dans 1’¢jaculat augmentait de fagon
dramatique, passant de 16,5+5% a 71,5+22,8%. Trigg et al (2006) rapportent que suite a la
pose d’un implant de desloréline, le pourcentage de formes anormales dans la semence
augmente de plus de 10 fois, passant en moyenne de 7 a 70% en 35 jours. Des anomalies de

flagelle étaient principalement retrouvées.

Méme chimiquement stérilisés, les animaux implantés peuvent cependant présenter un

comportement de monte sur des femelles en chaleurs. Romagnoli (2006) rapporte des cas
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cliniques ou des chiens implantés ont sailli plusieurs fois des femelles sans pour autant

engendrer de portées par la suite.

3.1.1.4 Paramétres histologiques
Certaines études se sont penchees sur les modifications histologiques occasionnées au niveau

testiculaire par I’administration chronique d’agoniste de la GnRH. Les chiens présentent
généralement au bout de cing semaines des tubes séminiferes atrophiques et
aspermatogéniques, la spermatogeneése étant bloquée au stade spermatogonie (Vickery et al.
1985, Dubé et al. 1987, Hoffmann 2005).

Dubé et al (1987) ont également observé en microscopie électronique une altération des
cellules de Sertoli (augmentation du nombre de phagosomes et de gouttelettes lipidiques) et
de Leydig (atrophie marquée). A la fin du traitement cependant, les modifications avaient

disparu, démontrant bien le caractére réversible de ce traitement.

3.1.1.5 Durée d’action
Comme nous 1’avons signalé plus tot, la durée d’action effective des agonistes GnRH sur la

mise au repos de la fonction de reproduction semble étre fonction de la dose administrée et de
la durée du traitement. Inaba et al (1996) ont observé apres une injection de leuprolide a 1
mg/kg un retour complet de la spermatogenése 20 semaines aprées. Les implants de 6,6 mg de
buséréline utilisés par Hoffmann ont montré une inhibition de I’axe hypophyso-gonadique
pendant 233+28,2 jours (Hoffmann 2005). Romagnoli et al (Romagnoli et al. 2005) ont
montré qu’en utilisant des implants de 4,7 mg de desloréline, la testostéronémie restait basale

pendant prés de 180 jours.

Un effet dose peut étre suspecté. Si en moyenne les implants de 4,7 mg de desloréline
inhibent la sécrétion de testostérone pendant au moins 180 jours chez le chien, la
testostéronémie des individus de moins de 10 kg restait basale en moyenne un peu plus de 400
jours, alors que chez les chiens entre 10 et 25 kg, elle le restait environ 300 jours (Trigg et al.
2006).

De plus, la réponse est extrémement variable d’un individu a I’autre. Trigg et al (2006) ont
ainsi observé avec des implants de 4,7 mg de desloréline un individu chez qui la
testostéronémie est remontée avant 180 jours, alors que pour certains il a fallu attendre plus de
550 jours. La durée de ’effet sur la testostéronémie s’étale entre 180 et 550 jours.

Paradoxalement ces valeurs sont plus dispersées pour les chiens de moins de 10 kg. Pour les
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chiens de plus de 25 kg, la suppression de la testostéronémie n’a jamais été effective plus de
400 jours.

Le retour a la fertilité de ces individus n’a été jusqu’alors déterminé que par réalisation d’un
spermogramme. Aucune étude n’a évalué la fertilité¢ de ces males traités en saillie ou en
insémination. Des observations cliniques ont été faites par Romagnoli (Romagnoli 2006), qui
laissent présumer que ces animaux sont capables de reproduire suite a la récupération post-
traitement (pouvant aller de 180 a 400 jours aprés la pose de 1I’implant), mais ceci reste a

objectiver.

3.1.2 Chez le chat méle adulte
Si les indications semblent importantes, notamment pour les chats de race (les individus non

castrés sont en effet générateurs de nuisances au sein de ces élevages - agressions envers les
autres males, marquage urinaire - ce qui pousse souvent leurs propriétaires a les stériliser),
I’utilisation d’agonistes de la GnRH est aujourd’hui trés peu documentée chez le chat male.
Romagnoli (2006) rapporte que chez un chat méle traité avec un implant de 4,7 mg de
desloréline, le diameétre scrotal de I’animal avait diminué de fagon spectaculaire 5 mois apres,
que la concentration en testostérone était basale et que les spicules péniennes, dont la présence
est liée a celle de la testostérone, avaient disparues. L’animal ne présentait ¢galement plus de
libido. Cependant, il ne disposait d’aucune donnée sur sa fertilité, via une analyse de la

semence notamment.

Le caractere réversible de la stérilisation par les agonistes de la GnRH chez le chat semble
cependant ne pas faire de doute suite aux études menées sur les félidés sauvages, notamment
guépards et lions, avec implants de desloréline (Bertschinger et al. 2001, Bertschinger et al.
2002, Bertschinger et al. 2006, Munson 2006). Dans ces espéces, le traitement entraine un
arrét total de la spermatogenése apres 6 semaines en moyenne et cette action est effective
pendant 6 & 12 mois avec un implant de 5 mg, voire jusqu’a deux ans avec un implant de 10

mg.

Chez le chat, des données récentes montrent que suite a I’administration d’un implant de
desloréline de 4.7mg, les animaux seraient stérilisés pendant 4 a 18 mois (Goericke-Pesch,
comm. pers.). On retrouve dans cette espéce la variabilité interindividuelle observée chez le

chien.
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3.1.3 Chez la chienne adulte
Contrairement au male, trés peu d’études sont disponibles chez la femelle. Toutes néanmoins

donnent des informations assez similaires.

3.1.3.1 Parameétres hormonaux
L’effet du traitement prolongé entraine, comme chez le male une chute des taux sanguins en

gonadotrophines FSH et LH. Entre 35 et 40 jours apres ’initiation du traitement sur des
chiennes en ancestrus, une chute de la sécrétion de progestérone est observée par rapport a un
dicestrus normal, celle-ci pouvant tomber en dessous de 0,5 ng/mL (McRae et al. 1985,
Volkmann et al. 2006a). Cette insuffisance lutéale induite ne permet pas de maintenir bien
évidemment une gestation. Wright et al. (2001) ont ainsi observé 1’avortement de deux

chiennes 40 jours apres la pose d’un implant de desloréline en ancestrus.

3.1.3.2 Durée d’action
Les mémes remarques concernant la relation dose-durée de traitement faites pour le male

pourraient étre notées ici. Chez la chienne cependant, trés peu de données sont disponibles sur

I’influence du poids des individus, la majorité des études ayant été faites sur des beagles.

Dans I’étude de Mc Rae et al (1985), les chiennes n’ont pas présenté de périodes de chaleurs
apres 1’cestrus induit par la pose de I’implant pendant les 18 mois de durée du traitement. A la
fin de ce traitement, les chaleurs sont revenues entre 3 et 18 semaines aprés 1’arrét de la
nafaréline, démontrant bien 1a encore le caractére réversible et I’importante variabilité

interindividuelle.

Le stade du cycle auquel le traitement est initié semble avoir une influence. Dans 1’étude de
Trigg et al (2001), suite a la pose de I’'implant de 6 mg de desloréline, les chaleurs revenaient
en moyenne 13,9+1,9mois apres sur les chiennes implantées en ancestrus, 14,643,5 mois sur
les chiennes implantées en dicestrus, 20,4+3,4 mois sur les chiennes implantées pendant la
gestation. Avec un implant de 12mg, I’cestrus était repoussé a 15,5+1,7 mois apres quand
I’implantation était faite en dicestrus, 19,6+2,5 mois aprés quand les chiennes étaient

implantées gestantes.

3.1.3.3 Retour a la fertilité
Une seule étude a Vérifié le retour a la fertilité des chiennes apres traitement prolongé

d’agonistes de la GnRH. Trigg et al (2001) ont remis 9 chiennes traitées a la reproduction au
premier cestrus qui a Suivi la pose de I’implant. Six chiennes ont été gestantes. La mise a la

reproduction n’avait cependant pas fait ’objet de suivi de chaleur et de détermination du
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moment optimum de mise a la reproduction, si bien que ces résultats sous-estiment peut-étre

la fertilité post-traitement.

3.1.4 Chez la chatte adulte
Si chez le chat male aucune donnée n’est disponible, chez la chatte trois études ont été

réalisées, deux d’entre elles utilisant des implants de desloréline (Munson et al. 2001,

Toydemir et al. 2008) et une utilisant un implant de nafaréline (Prohaczik et al. 2008).

3.1.4.1 Durée d’action
Munson et al (2001) ont observé que les chattes ayant recu un implant de 6 mg de

desloréline ne présentaient pas d’augmentation de la concentration d’cestradiol dans les fécés
pendant 8 a 14 mois apreés leur pose. Un animal a présenté cependant un pic d’cestradiol 4
mois apres, ce qui montre que les variations interindividuelles sont, comme chez la chienne,
tres importantes. Toydemir et al (2008) rapportent une augmentation de la concentration
d’cestradiol dans les féces 16,5 mois apres la pose d’un implant de desloréline de 9,4 mg. Une
chatte dans cette étude a présenté également une augmentation de 1’oestradiolémie 3,5 mois
apres la pose de I’implant. Cette étude a duré 18 mois au bout desquels tous les animaux ont
été stérilisés, et a la fin de cette période aucun animal n’avait présenté de signes de chaleurs

(Toydemir et al. 2008).

Lors d’utilisation d’implants de 20mg de nafaréline, les chattes n’ont pas présenté d’élévation
de la progestérone pendant 2,5 ans. Cette étude a dure trois ans et a la fin de celle-ci, aucune

chatte n’avait présenté de comportement de chaleurs (Prohaczik et al. 2008).

3.1.4.2 Parametres de fertilité
Dans I’étude de Toydemir et al, les deux chattes qui ont présenté un comportement d’cestrus

suite a la pose de I’implant ont été saillies plusieurs fois mais ont été diagnostiquées non
gestantes par échographie un mois apres (Toydemir et al. 2008). Aucun dosage de
progestéronémie n’avait cependant été réalisé ce qui ne permet pas de dire si elles avaient
ovulé ou non. Néanmoins, il est possible que la période lutéale consécutive a un cestrus induit
soit plus courte que celle d’un cestrus spontané Ceci n’a a notre connaissance jamais été

étudie.

Aucun des animaux des trois études n’a par la suite été remis a la reproduction, si bien

qu’aucune donnée ne permet de décrire le retour a la fertilité de ces individus.
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3.1.4.3 Paramétres histologiques
A la fin de leur étude, Toydemir et al (2008) ont stérilisé tous les animaux. Les ovaires des

chattes traitées ne présentaient aucune structure folliculaire ni corps jaune, contrairement aux
individus de leur groupe témoin. Ces ovaires étaient également atrophiés par rapport au
groupe contréle (Toydemir et al. 2008). 11 serait néanmoins intéressant d’avoir des
informations plus détaillées concernant le type de follicules (primordiaux, primaires,
secondaires) rencontrés dans ces ovaires. La suite logique d’une telle étude serait d’étudier les

ovaires pour savoir au bout de combien de temps la réversibilité du traitement est observée.

En résumé, trois aspects essentiels ressortent de 1’utilisation des agonistes de la GnRH dans le

cadre de la stérilisation chimique des individus :

- I’arrét des secrétions hormonales et la mise en place effective de la stérilisation s’effectue
progressivement et n’est réellement effective que 4-5 semaines apres que I’implant ait été

administré.

- quelle que soit ’espéce on note une trés grande variabilité interindividuelle et aucun
paramétre ne semble permettre a I’avance de mieux estimer combien de temps I’animal sera

effectivement stérilisé.

- Peffet stérilisant est en général réversible et les données accumulées semblent montrer un
retour a la situation d’origine. Cependant si la reprise de la spermatogenese chez le méle et le
retour des chaleurs chez la femelle sont observés, peu d’éléments concernant la fertilité réelle

de ces individus sont aujourd’hui disponible.

3.2 Retarder la puberté: utilisation sur des individus prépubeéres
Les études de retard de puberté ont éte essentiellement réalisées sur des individus femelles,

une seule étude a notre connaissance incluant des individus males. Toutes ces études ont été

réalisées chez le chien, aucune étude n’est disponible chez le chat.

3.2.1 Chez le male.
Seuls Lacoste et al. (1989b) ont étudi¢ I’administration chronique d’agonistes de la GnRH

([D-Trp6, des-Gly-NH2(10)]GnRH ethylamide injecté quotidiennement par voie sous-

cutanée) sur des chiens males prépuberes pendant 23 mois (Lacoste et al. 1989b). Pendant le
traitement, les concentrations en stéroides sexuels étaient basales. Quatorze mois apres la fin
du traitement, les testicules présentaient le méme aspect que celui d’un chien adulte avec une
spermatogenése normale. Deux males de 1’étude (sur les 23 inclus au départ) ont été mis a la

reproduction par la suite, engendrant deux portées.
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3.2.2 Chez la femelle.
Trois études ont porté sur le retardement de la puberté chez la chienne. L’age auquel 1’animal

est traité semble €tre un parametre déterminant sur I’apparition d’un cestrus induit. Rubion et
al (2006) ont implanté 20 chiennes de 4,88+0,32 mois avec des implants de nafaréline et n’ont
noté aucun cestrus induit. Trigg et al (2001) ont fait la méme constatation pour les chiennes
agées de 4 mois, mais la pose d’un implant de desloréline a partir de 7 mois entrainait
systématiquement un cestrus dans les un & deux mois qui suivaient I’implantation. De méme
Inaba et al (1998) ont injecté du leuprolide dépdt a 6 chiennes prépubéres dgées d’un an et 5

d’entre elles ont présenté un cestrus induit.

Mc Rae et al (1985) ont traité 20 chiennes avec des pompes osmotiques délivrant de la
nafaréline pendant 18 mois. Aucune chienne n’a eu ses premiéres chaleurs durant le
traitement, celles-ci survenant entre 3,5 et 4 mois aprés son arrét. L implant de nafaréline de
Rubion et al (2006) était également retiré au bout d’un an, et les chiennes ont alors présenté
leurs premiéres chaleurs en moyenne 8,5 mois apres, avec des extrémes allant de 1,2 a 14,3

mois.

En ce qui concerne la fertilité de ces individus, les données divergent quelque peu. Trigg et al
(2001) ont fait reproduire les chiennes de leur étude sur le premier cestrus apres le traitement,
mais aucune n’a été gestante. Ces résultats sont cependant a prendre avec précaution car
aucun suivi de chaleur n’avait été réalisé. Mc Rae et al (1985) ont fait reproduire deux
chiennes sur le premier cestrus apres le traitement et elles ont toutes été gestantes. La fertilité

de ces individus stérilisés précocement reste donc a confirmer.

Néanmoins, les données histologiques fournies par Mc Rae et al semblent confirmer la totale
réversibilité du traitement. En effet, si chez les chiennes prépuberes en cours de traitement ils
ne retrouvaient que de nombreux follicules primordiaux, quelques follicules primaires et
aucun follicule secondaire, quatorze mois apres la fin du traitement, des follicules secondaires

étaient présents (McRae et al. 1985).

Howe et al (2004) ont observé que les chiens stérilisés trés tot avant 24 semaines d’age
avaient tendance a étre Iégerement plus grands que leurs congénéres stérilisés aprés ce délai,
et qu’ils seraient plus sensibles aux fractures épiphysaires —méme si ceci n’a pas été confirmé
par des études épidémiologiques a plus grande échelle (Olson et al. 2011)-. L’utilisation sur
les individus prépubéres d’agonistes de la GnRH n’a pas mis en évidence de signes

équivalents. Ni la taille ni le poids des individus n’étaient affectés (Rubion et al. 2006). 1l est
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cependant intéressant de noter que chez I’homme, les agonistes de la GnRH sont souvent
utilises lors de puberté précoce chez les enfants. Ceux-ci sont souvent de petite taille et ce
traitement est utilisé justement pour leur permettre de retrouver une taille

« normale »(Feuillan et al. 2001). Et s’il permet effectivement aux enfants atteints de grandir
plus, ce traitement est également associé a une déminéralisation plus marquée des os, qui
n’est pas sans rappeler ce qui est observé chez le chien. Il serait cependant nécessaire

d’¢étoffer davantage ces études pour avoir une meilleure idée de ce qui se passe chez le chien.

3.3 Profiter de ’effet stimulant des agonistes

3.3.1 Induction des chaleurs chez la chienne
L’utilisation de I’effet stimulant des agonistes GnRH pour induire des chaleurs présente un

réel intérét chez la chienne, avec trois principales indications pouvant étre dégagees :

- Traitement d’animaux présentant un ancestrus primaire ou secondaire
- Raccourcissement de 1’intervalle entre les chaleurs sur une chienne

- Synchronisation des femelles notamment a des visées de transfert embryonnaire

L’induction des chaleurs par les agonistes de la GnRH n’a été explorée que chez la chienne, et
aucun travaux n’a été réalisé chez la chatte. Néanmoins, chez les félidés sauvages, des
chaleurs ont été induites a 1’aide d’implants de desloréline, notamment sur des guépardes et

des lionnes (Fontbonne et al. 2007Db).

3.3.1.1 Temps entre I’initiation du traitement et I’induction de I’cestrus.
Le stade du cycle est un paramétre majeur concernant 1’induction de I’cestrus : s’il est effectif

sur la majorité des chiennes en ancestrus, une progestéronémie supérieure a Sng/mL au

moment du traitement semble inhiber le phénomene (Trigg et al. 2001).

Il semble néanmoins que pour un protocole donné, la durée entre 1’initiation du traitement et
le début des chaleurs est assez constante. Avec des pompes a infusion délivrant toutes les 90
minutes 140ng/kg de GnRH pendant 11 a 12 jours, Cain et al (1989) ont obtenu des chaleurs
5,6+0,53 jours sur toutes les chiennes. Inaba et al (1998), en utilisant une injection de
leuprolide dép6t a 1mg/kg, ont obtenu des chaleurs sur les 12 chiennes de leur étude, celles-ci
apparaissant en moyenne 10,3+0,9 jours aprés le traitement. Concannon et al (2006) en
utilisant de la lutréline ont induit des chaleurs dans 89% des chiennes traitées 4,8+0,2 jours
apres le début du traitement. Toutes les chiennes de 1’équipe de Kutzler, qui utilisait un

implant de desloréline, ont eté en chaleurs au plus 6 jours apres le debut du traitement
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(Kutzler et al. 2002), les chaleurs apparaissant en général dans les 3 a 5 jours qui suivaient la
pose de I’implant (Kutzler 2005, Volkmann et al. 2006a).

L’utilisation de préparations injectables pourrait se révéler plus pratique d’utilisation.
Néanmoins, 1’effet dose-durée devrait alors bien étre maitrisé car si Inaba et al ont obtenu 14
chiennes sur 18 gestantes avec une injection de leuprolide a la dose de 1mg/kg (Inaba et al.
1998), Kutzler a obtenu des résultats controversés avec une préparation injectable de
desloréline. Si 3 gestations sur 3 Lakeland terrier avaient pu étre obtenues suite a I’injection
en intramusculaire de 1,5mg de desloréline , les 9 chiennes beagles traitées de la méme facon
dans une étude complémentaire ne sont méme pas rentrées en chaleurs (Kutzler 2005, Kutzler
et al. 2006).

3.3.1.2 Ovulation
La plupart des chiennent traitées ont ovulé sur I’cestrus induit, mais 1a encore les résultats

différent suivant les protocoles. Si Concannon et son équipe n’ont obtenu que 18 ovulations
sur les 24 chiennes traitées dans son protocole avec de la lutréline (Concannon 1989) et 59%
d’ovulations seulement (Concannon et al. 2006), les autres études sont plus encourageantes.
Avec la desloréline toutes les chiennes beagles de Kutzler ont ovulé (Kutzler et al. 2002). 7
chiennes ont ovulé entre 11 et 15 jours apres la pose de I’implant, 4 aux alentours de 11 jours.
Volkmann et al (2006a), egalement avec des implants de desloréline ont obtenu des résultats
similaires : I’intervalle entre la pose de I’implant et le pic de LH était de 9 a 17 jours, ce qui
signifie que 1’ovulation se produisait entre 11 et 19 jours apres la pose. Inaba et al (Inaba et al.
1998) et Cain et al (1989) n’ont pas déterminé pas le moment de I’ovulation et ont juste mis
les chiennes a la reproduction. Néanmoins, les taux de gestation obtenus (14/18 pour Inaba et
al, 7/8 pour Cain et al) dans ces deux études confirmaient la capacité des chiennes a ovuler.

3.3.1.3 Fonction lutéale
L’administration prolongée d’agonistes de la GnRH entraine une insuffisance lutéale liée a

une insuffisance gonadotrope. La gestation ne peut alors étre conduite jusqu’a son terme, la

phase lutéale prenant fin entre 30 et 40 jours apres ’initiation du traitement.

Pour éviter ce phénomeéne, Kutzler et al (2002) ont propose d’enlever 1I’implant de desloréline
de 2,1mg utilisé dans leur étude apres la montée de la progestéronémie. En référence a ce qui

était pratiqué chez les juments, les implants étaient posés au niveau de la muqueuse vulvaire

(Kutzler et al. 2002) : I’'implant ne migrant alors pas, il était alors facile a localiser et a

enlever. Cing chiennes ainsi traitées ont été gestantes, sur les 8 individus que comptait 1’étude.
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Néanmoins, une des chiennes a perdu sa portée entre 30 et 37 jours post-ovulation. Par la
suite, Volkmann et al (2006¢) ont observe que les individus absorbaient la majorité de
I’agoniste contenu dans I’implant de desloréline de 2,1 mg dans les 10 jours qui suivaient sa
pose. Son retrait ne présentait donc que peu d’intérét. Les chiennes ainsi induites voyaient
leur progestéronémie diminuer de fagon significative 35 jours aprés, ce qui pourrait expliquer
que la phase lutéale de ces chiennes induites ne soit pas propice au maintien de la gestation. Si
la supplémentation par de I’hCG (human Chorionic Gonadotropin) s’est révélée décevante,
les traitements classiquement utilisés lors d’insuffisance lutéale chez la chienne seraient

envisageables, mais nul n’en fait mention dans un tel contexte.

3.3.1.4 Facteurs de variation de fertilité
Trois paramétres majeurs semblent influer sur les résultats de fertilité. Si I’effet dose-durée

semble bien réel, la molécule utilisée semble également influer sur les résultats de fertilité. En
effet, les études de Concannon avec la lutréline donnent des résultats médiocres : 9 chiennes
gestantes sur 24 induites (Concannon 1989), 44% de gestation (Concannon et al. 2006). A
I’inverse, le leuprolide a 1mg/kg donne de meilleurs résultats : 14 gestations sur 18 chiennes
traitées (Inaba et al. 1998)). Il en va de méme pour les implants de 2,1 mg de desloréline :5
chiennes gestantes sur 8 traitées (Kutzler et al. 2002), 9 gestations sur 13 individus
(Volkmann et al. 2006a). Le stade du cycle auquel se déroule 1’induction jouerait également
un role prépondérant. Avec du leuprolide, Inaba et al (1998) ont obtenu 6/6 gestations sur des
chiennes induites & 150 jours post-partum, alors qu’une induction a 120 jours post-partum

n’entrainait de gestation que dans 3 cas sur 6.

VVolkmann et al (2006a) ont essayé de déclencher des cestrus fertiles sur des chiennes en
dicestrus en provoquant une lutéolyse a I’aide de prostaglandines puis en utilisant des implants
de desloreéline de 2,1mg : s’ils ont réussi a induire des chaleurs sur toutes les chiennes, 4 sur
10 seulement ont ovulé et une seule a démarré une gestation : I’embryon a cependant résorbé

avant le terme.

Ces données confirment chez la chienne la nécessité, apres un dicestrus, d’une période de
régénération de I’endométre pour que la nidation et le maintien de la gestation puissent se
faire. Si certaines études nous indiquent que I’endométrium a complétement involué 135 jours
apres la fin de la phase lutéale (Anderson etSimpson 1973), ces données nécessiteraient d’étre
confirmées. Il apparait tout de méme que 150 jours apres la fin de la phase lutéale, I’induction

des chaleurs donne de meilleurs résultats en termes de fertilité.
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3.3.2 Induction des chaleurs chez la chatte

3.3.2.1 Paramétres cliniques
Les données cliniques recueillies sont trés sommaires, notamment concernant I’apparition

d’un cestrus induit. Seuls Toydemir et al (Toydemir et al. 2008) rapportent que suite a la pose
d’implants de 9,4mg de desloréline, deux chattes ont manifesté un comportement d’cestrus.
Aucune donnée n’est cependant fournie sur le délai entre la pose de I’implant et la survenue
de cet cestrus, ni sur sa durée. Le frottis vaginal, examen complémentaire de routine pour
objectiver les chaleurs chez la chatte, n’a jamais été utilisé. Un examen comme 1’échographie
ovarienne, qui permet de suivre la croissance folliculaire, pourrait apporter des éléments
intéressants. De plus aucune donnée n’est disponible sur I’influence du stade du cycle, alors

que celui-ci joue un role déterminant chez la chienne.

3.3.2.2 Parametres hormonaux
Seule la réponse hormonale a la pose de I’implant a été étudiée, principalement par le dosage

d’cestrogénes fécaux chez les animaux traités (Munson et al. 2001, Toydemir et al. 2008).
Apres le démarrage du traitement avec des agonistes de la GnRH, une augmentation de la
sécrétion de 1’cestradiol dans les féces était notée pendant la semaine qui suivait. Cette
réponse pourrait étre assimilable a un cestrus induit, mais nécessiterait une corrélation avec
des données cliniques. L’oestradiolémie devient basale 30 jours apres I’initiation du

traitement.

Prohaczik et al (Prohaczik et al. 2008) ont proposé une approche différente. Les chattes
étaient placées aves des males vasectomisees. Ainsi si elles entraient en chaleurs, elles
pouvaient étre saillies et I’ovulation détectée par dosage de progestérone, ceci confirmant
alors I’cestrus induit et la capacité d’ovulation. La aussi la corrélation avec des critéres
purement clinique mangque cruellement, car de nombreux caracteres comportementaux (males
qui ne veulent pas saillir, femelles qui ne se laissent pas faire) peuvent compromettre les
données. Ainsi deux chattes sur les six traitées ont présenté une élévation de la
progestéronémie suite a la pose, mais il n’est pas impossible que I’cestrus induit les ait toutes

concernées.

4. Utilisation des agonistes GnRH dans un cadre thérapeutique
Comme chez I’homme (Surrey 2010, Maheshwari et al. 2011), I’administration prolongée des

agonistes de la GnRH peut s’inscrire chez le chien et le chat dans un cadre thérapeutique.

Trois modes d’action sont envisageables:
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- Par la stérilisation chimique qu’ils entrainent : ainsi, pour toute affection nécessitant
une sterilisation, les agonistes de la GnRH peuvent se présenter comme alternative a
une intervention chirurgicale, notamment lorsque les animaux sont trop débilités ou
trop agés pour subir une opération chirurgicale ;

- Par ’insuffisance gonadotrope qu’ils instaurent dans 1’organisme ;

- Par un effet direct des agonistes via les récepteurs extra-cérébraux de la GnRH : chez
I’homme de nombreuses tumeurs hormono-dépendantes (notamment des tumeurs de
I’appareil génital) portent des récepteurs a la GnRH et il a ét¢ montré que ces
agonistes interféraient avec les mécanismes de prolifération tumorale via une action

autocrine et paracrine (Limonta et al. 2001).

Néanmoins, dans le cas de certaines affections hormono-dépendantes, 1’effet stimulant de
départ peut s’avérer préjudiciable en entrainant une aggravation des symptomes. Dans un but
thérapeutique, il apparait donc important de maitriser ce phénoméne. Aucun protocole n’est
aujourd’hui clairement défini mais plusieurs études se sont penchées sur le phénomene aussi

bien chez le male que chez la femelle et donnent des pistes intéressantes a explorer.

4.1 Utilisation dans un cadre comportemental.

4.1.1 Dans ’espéce canine

La stérilisation a longtemps été présentée comme un traitement pour certains comportements
génants. Marquage urinaire, fugue et agressivité sont effectivement des traits générateurs de
nuisance pour les propriétaires et leur relation avec les hormones sexuelles, notamment la
testostérone, est clairement établie. Ces traits se rencontrent préférentiellement chez les
individus males (88% des cas d’agression envers I’homme sont dUs a des méles(Line etVoith

1986)) et motivent le plus souvent la demande de stérilisation.

Néanmoins, s’il semble que la stérilisation diminue le comportement de marquage urinaire et
de fugue, 1’effet sur I’agressivité est bien moins marqué. Chez le chien male, une amélioration
n’est per¢ue que dans 30% des cas (Hart etHart 1997). Chez les femelles, stériliser des
individus déja agressifs avant 12 mois semble méme renforcer ce caractére(O'Farrell etPeachy
1990, Blackshaw 1991).

Hormis les références aux effets dépresseurs sur la libido des chiens méles (Trigg et al. 2001,
de Gier etWinke 2010), aucune étude ne s’est attachée aux modifications comportementales
consécutives a un traitement par des agonistes de la GnRH. Leur utilisation dans ce contexte

pourrait faire 1’objet d’études.
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4.1.2 Dans ’espéce féline
Chez les chats, les mémes indications que chez le chien pourraient étre envisagees,

notamment en ce qui concerne le marquage urinaire trés important chez certains chats males
non castrés. La aussi des ¢tudes complémentaires sont nécessaires pour juger de 'utilité de

traitements a base d’agonistes de la GnRH dans cette indication.

4.2 Utilisation dans le traitement d’affections liées aux hormones sexuelles

4.2.1 Affections prostatiques
Chez I’homme, les agonistes de la GnRH ont d’abord été utilisés pour traiter les cancers de la

prostate, le premier cas ayant ainsi été traité en 1979 (Labrie et al. 2006).

Chez le chien, les affections prostatiques sont tres fréquentes mais peu sont liées a des
processus tumoraux. Prés de 80% des chiens agés présentent une hyperplasie bénigne de la
prostate, qui peut dégénérer en prostatite (Krawiec etHeflin 1992, Smith 2008). Un des grands
principes du traitement de ces affections est d’obtenir une réduction de la taille de 1’organe.
Celle-ci est généralement obtenue suite a la chute des concentrations sériques en testostérone

qui survient notamment apres une castration.

Un traitement au long cours a base d’agonistes de la GnRH entraine une réduction de 40 a
60% du volume prostatique. Celle-ci est obtenue en 4 a 6 semaines (Vickery et al. 1982, Dubé
et al. 1984, Ponglowhapan et al. 2002, Romagnoli 2006) et ce quel que soit 1’agoniste utilisé.
A la fin du traitement (soit a la fin de la durée d’efficacité de I’implant) la prostate retrouve sa

taille normale environ 48 semaines apres (Ponglowhapan et al. 2002, Romagnoli 2007).

4.2.2 Tumeurs mammaires
Les tumeurs mammaires sont le second type de tumeurs les plus fréquentes chez la chienne

apres les tumeurs cutanées : elles représentent en effet en moyenne 27,1% des tumeurs
affectant ces animaux (Cohen et al. 1974, Bastianello 1983, Brodey et al. 1983). Si la
stérilisation avant les premiéres chaleurs reste aujourd’hui la meilleure des préventions, les
données quant a son utilité au moment de la découverte des tumeurs sont contradictoires.
Sorenmo et al (2000) ont observé que les chiennes stérilisees dans les deux ans avant
I’apparition de tumeurs mammaires avaient une durée de vie significativement plus longue
(médiane de survie de 755 jours apres I’exérése des tumeurs) que les chiennes stérilisées
depuis plus de deux ans (301 jours) ou non stérilisées (286 jours) : la stérilisation des animaux
atteints de tumeur mammaire pourrait donc augmenter la durée de vie des animaux de fagon

significative. Si ces résultats sont en contradiction avec d’autres études qui montrent que la
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stérilisation n’a aucun effet sur I’espérance de vie des animaux (Perez Alenza et al. 2000,
Philibert et al. 2003), il est intéressant de noter que des données similaires sont néanmoins
disponibles chez la femme (Spicer etPike 2000) et que I’utilisation d’agonistes de la GnRH

s’inscrit dans ce cadre.

En pratique, la réalisation simultanée des deux opérations peut s’avérer une procédure lourde.
L’utilisation d’agonistes de la GnRH pourrait donc chez la chienne se présenter comme une

alternative intéressante.

De plus, Lombardini et al (1999) ont montré que I’utilisation de goséréline, a 60mg/kg toutes
les 3 semaines entrainait une diminution de la taille des tumeurs mammaires chez les 9
chiennes traitées de cette étude 3 mois apres le début du traitement. La méme équipe s’est
penchée sur les effets de la goséréline sur des cellules tumorales mammaires de chienne
cultivées in vitro (Pagnini et al. 2002) et a montré que 1’agoniste pouvait en plus inhiber les
effets mitogéniques d’un facteur de croissance, I’EGF (Epithelial Growth Factor) qui favorise
la croissance des tumeurs mammaires. L’effet sur les tumeurs serait peut-étre lié & une action
directe de I’agoniste sur les cellules tumorales et non a I’effet stérilisant. Chez ’homme des
observations similaires ont eté faites (Limonta et al. 2001). D’autres travaux restent donc
nécessaires pour bien définir I’utilisation qui pourrait étre faite des agonistes de la GnRH dans

cette indication.

4.2.3 Ptbse vaginale
Les ptoses vaginales chez la chienne sont des affections liées aux cestrogénes. Sontas et al

(Sontas et al. 2007) rapportent 1’utilisation de gonadoréline pour traiter une ptose vaginale sur
un Tosa Inu. Administré avec de ’acétate de mégestrol pour contrecarrer 1’effet stimulant,
apres 15 jours de traitement la chienne présentait une régression importante de la masse qui
faisait initialement 6 cm de diamétre. Celle-ci ne faisait du coup plus protrusion a I’extérieur
du vagin. Cette indication potentiellement intéressante nécessiterait néanmoins d’étre

approfondie.

4.3 Utilisation dans le traitement d’affections liées a la stérilisation chirurgicale

4.3.1 Incontinence urinaire
L’incontinence urinaire chez la chienne est une complication pouvant survenir suite a la

stérilisation et pouvant affecter jusqu’a 20% des individus, suite & une diminution de la

compétence du sphincter urétral (Reichler et al. 2005). Il est avéré aujourd’hui que cette
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prédisposition n’est pas liée au déficit en cestrogénes s’installant suite a la stérilisation. En

effet ;

- Les chiennes traitées aux progestagenes présentent une atrophie ovarienne marquée et
une cestradiolémie basale, mais pas de plus grands risques d’incontinence ;

- Les taux d’cestrogenes circulants chez la chienne stérilisée et chez la chienne en
ancestrus sont sensiblement les mémes ;

- Seulement 61 a 65% des chiennes incontinentes répondent a un traitement a base
d’cestradiol (Reichler et al. 2003);

L’hypothese avancée aujourd’hui est que cette incompétence sphinctérienne serait liée, suite a
I’exérese des gonades, a I’augmentation des taux sériques des gonadotrophines LH et FSH
consécutive a la perte du rétrocontréle gonadique sur I’hypophyse. Des récepteurs a ces deux
gonadotrophines ont été¢ mis en évidence dans la vessie et I’urétre des chiens et des chiennes,
suggeérant un réle dans le métabolisme veésical (Ponglowhapan et al. 2007). Néanmoins, leur
mode d’action reste mal connu aujourd’hui. Un effet direct semble peu probable, Reichler et
al (2005) ayant montré que les taux de LH et de FSH étaient significativement plus bas chez
la chienne stérilisée incontinente que chez la chienne stérilisée continente. Un effet indirect
via une diminution du nombre de leurs récepteurs au niveau vésical et urétral est aujourd’hui
envisagé. LH et FSH participent en effet au métabolisme de la dégradation du collagene au
niveau vésical et cette diminution du nombre de leurs récepteurs s’accompagnerait d’une
augmentation du collagene dans la vessie, ce qui diminuerait sa capacité a se contracter
(Ponglowhapan et al. 2008). En suivant cette hypothése quant au mécanisme d’action, la mise
au repos de la sécrétion hypophysaire par I’utilisation d’agonistes de la GnRH se présentait
comme une solution logique. Ainsi, leuprolide (Reichler et al. 2006), triptoréline, buséréline
et desloréline (Reichler et al. 2003) ont été utilisés pour traiter I’incontinence urinaire chez la
chienne. Avec le leuprolide (11 chiennes traitées), 71% des chiennes traitées présentaient une
amélioration clinique, 50% de ces chiens demeurant continentes pendant plusieurs mois, ’'une
d’elles le restant méme pendant un an (Reichler et al. 2006). Dans une deuxieme étude, 12/13
chiennes ont présenté une amélioration ou une restauration de la continence pendant 1,5 mois
a 5 ans (Reichler et al. 2003).

Des études récentes font cependant penser aujourd’hui que les agonistes de la GnRH
pourraient avoir une action directe sur la fonction vésicale. Reichler et al (2006a) ont observe

que suite a un traitement a base de leuprolide, aucune modification n’était notée sur la
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pression de fermeture urétrale, alors qu’une action sur la fonction vésicale était observée (le
volume vésical moyen sur ces chiennes avait augmenté de 109 a 172mL). Aucune relation
n’ayant pu étre obtenue entre les concentrations sériques en gonadotrophines et les parametres
urodynamiques, il est probable que 1’agoniste de la GnRH exerce un effet direct sur la

fonction vésicale.

I1 est important cependant de noter que les résultats obtenus avec les traitements a base d’a-
agonistes comme la phénylpropanolamine, utilisés en premiére intention chez la chienne
aujourd’hui, sont bien meilleurs que ceux obtenus avec les agonistes de la GNnRH seuls :
91,8% des chiennes répondent au traitement (Reichler et al. 2006). Les agonistes de la GhRH
doivent plut6t se présenter comme une alternative pour les chiennes présentant des contre-
indications a ce traitement (agressivité, probleme cardiaque ou difficulté¢ d’administration du
traitement, les implants existant aujourd’hui assurant une bonne observance). Sur certains cas
répondant mal aux alpha-agonistes, 1’association avec des agonistes de la GnRH peut
permettre de restaurer la continence. Reichler et al (2003) ont ainsi observé que si 7/12
chiennes ont présenté une amélioration de la continence suite a I’utilisation d’agonistes de la
GnRH, I'utilisation conjointe avec un alpha-agoniste restaurait la continence chez toutes les

chiennes.

4.3.2 Puppy coat syndrom
L’augmentation des concentrations plasmatiques en gonadotrophines consécutive a la

stérilisation chirurgicale entraine une modification du ratio phase anagene- phase télogene des
follicules pileux. 20% des chiens développent alors des modifications du pelage, connues sous

le nom de « puppy coat syndrom ».

L’utilisation d’agonistes de la GnRH entraine une amélioration de la qualité du pelage dans
79% des cas traités. Si celle-ci était associée avec une augmentation de la phase catagéne du
poil, sans modification du ratio anagéne-telogene, le mécanisme pathophysiologique

entrainant ce changement de pelage n’a en revanche pu étre élucidé (Reichler et al. 2008).
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5. Effets secondaires suite a I’administration prolongée d’agonistes de la
GnRH.

5.1 Prévenir Deffet stimulant de départ

5.1.1 Chez le male
Chez le chien male, 1’utilisation concomitante d’agonistes de la GnRH et d’antiandrogénes

comme le flutamide (Lacoste et al. 1988a) ou d’inhibiteurs de la stéroidogené¢se comme le
kétoconazole et I’aminoglutethimide (Lacoste et al. 1988b, Lacoste et al. 1989a) a été étudiée.
Lacoste et al ont observé que les chiens recevant dans le méme temps du flutamide
présentaient les mémes variations hormonales que les chiens traités uniquement avec des
agonistes de la GnRH : cette molécule, qui ne modifiait donc pas I’effet de 1’agoniste, pouvait
donc étre une solution pour prévenir les conséquences de 1’effet stimulant primaire (Lacoste et
al. 1988a). De méme, I’administration concomittante de kétoconazole ou
d’aminoglutethimide inhibe le pic de testostéronémie (Lacoste et al. 1988b, Lacoste et al.
1989a). Apres 3 semaines de traitement, 1’utilisation conjointe de ces molécules augmente les
effets inhibiteurs observés en phase chronique (Lacoste et al. 1988b). Ces études,
quoiqu’anciennes, nécessiteraient d’étre approfondies et pourraient servir de point de départ a

I’¢élaboration de protocoles visant a inhiber cet effet stimulant primaire.

5.1.2 Chez la femelle
L’effet stimulant des agonistes de la GnRH est, comme nous I’avons déja vu, plus marqué

chez la femelle, se traduisant par une entrée en chaleurs. Trigg et al (2001) ayant constaté que
les chiennes traitées avec des implants de desloréline et ayant une progestéronémie supérieure
a 5 ng/mL ne présentaient pas d’cestrus induit, I’utilisation de progestagenes semblait toute
indiquée. Les résultats obtenus sont néanmoins controversés. Si Wright et al n’ont obtenu
aucun cestrus induit en utilisant de I’acétate de mégestrol a 2mg/kg pendant 3 semaines suite a
la pose d’un implant de desloréline (Wright et al. 2001), Corrada et al ont avec un protocole
identique eu 3/8 chiennes présentant un cestrus entre 26 et 51 jours apres la pose de I’implant
(Corrada et al. 2006) : le traitement aux progestagenes ne faisait que décaler la survenue de
I’cestrus induit. En commencant le traitement 4 jours avant la pose de I’implant, la méme
équipe a observé quand méme 10% d’cestrus induits (Corrada et al. 2006). Sung et al (2006)
ont tenté la méme expérience en débutant le traitement aux progestagenes 7 jours avant
I’administration de 1’agoniste mais 4 chiennes sur 5 traitées sont entrées en chaleurs. La durée

entre la pose de I’implant et I’entrée en chaleurs était de 8,4+1,7 jours avec des extrémes de 3
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a 19 jours. Dans cette étude, le traitement avec des progestagénes diminuait certes la réponse
hypophysaire chez les chiennes implantées (les chiennes ainsi traitées présentant des
concentrations en LH significativement plus basses que les chiennes non traitées) mais une
augmentation de la réponse ovarienne a la stimulation a la desloréline (les chiennes traitées

présentant une oestradiolémie significativement plus haute).

Aujourd’hui donc aucun protocole ne semble satisfaisant pour inhiber I’apparition de I’ cestrus
induit, ce qui constitue un frein a I’utilisation de ces molécules pour la stérilisation chez la
femelle d’une part et son utilisation dans un cadre thérapeutique d’autre part. Néanmoins
plusieurs pistes restent envisager. En se basant sur les observations de Trigg et al (2001),
I’utilisation de progestérone naturelle pourrait étre envisagée soit par voie injectable, soit par
voie orale en utilisant de la progestérone micronisée. De méme, 1’utilisation d’inhibiteurs de
la stéroidogenése, comme décrite chez le méale, pourrait étre envisagée sur les chiennes, et ces
produits, aujourd’hui plus faciles d’utilisation et présentant peu d’effets secondaires,

pourraient s’avérer une piste intéressante a explorer.

5.2 Autres effets secondaires
Si certaines réactions locales au site d’injection ont pu étre notées chez ’homme, notamment

avec de la leuproreline (apparition de granulomes), aucun effet de ce style n’a été référencé
chez les carnivores domestiques (Yasukawa et al. 2005). Trigg et al (2001) ont étudié la
réaction locale au site d’injection de leur implant de desloréline et celui-ci s’est avéré

totalement biocompatible.

Les principales études réalisées chez le chien et le chat montrent que les modifications
entrainées au niveau gonadigue chez le male et chez la femelle sont a priori complétement
réversibles suite a 1’arrét du traitement : aucun effet secondaire n’a été noté, mais les données
sur la fertilité de ces individus sont peu nombreuses et restent a approfondir. Chez la femme,
I’utilisation de ces molécules dans des protocoles de procréation médicalement assistée
semble étre relativement sire : peu d’hyperstimulations ovariennes notées, pas d’effets sur les

ovocytes, les embryons et les enfants qui y ont été exposes (Tarlatzis etBili 2004).

Mayerhofer et al (1989) avaient cependant montré que des injections quotidiennes pendant 3
mois avec des agoniste de la GNRH étaient associées avec 1’apparition d’anomalies au niveau
de la microvascularisation testiculaire (trous de 30 a 500 nm au niveau de I’endothélium et
épaississement de la lame basale de certains vaisseaux sanguins). Or 4 mois apres 1’arrét du

traitement, 1’épaississement persistait dans 56,4% des capillaires et 34,4% des veinules
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testiculaires. Aucune répercussion clinique n’avait cependant été notée sur les chiens dans

cette étude.

Chez I’homme, de nombreux effets secondaires, liés principalement a la déprivation en
hormones stéroides qu’entrainent ces traitements, sont bien documentées. L utilisation
d’agonistes de la GnRH est ainsi associée au développement d’affections cardiaques
(maladies coronariennes et infarctus du myocarde notamment) (Efstathiou et al. 2008,
Shahani et al. 2008), de prise de poids et d’augmentation de la masse graisseuse (Smith 2004),
de troubles métaboliques (hyperlipidémie, insulinorésistance, athérosclérose (Shahani et al.
2008)) , d’atrophie musculaire (Williams et al. 2005), d’ ostéoporose augmentant le risque de
fractures (Brufsky 2006, Smith 2006), de baisse de forme (Basaria et al. 2002) et méme de
dépressions (Warnock et al. 1998).

6. Conclusion
Peu de données sont disponibles sur les effets secondaires potentiels de ces molécules en

médecine vétérinaire, mais il y a fort a penser qu’ils doivent étre proches de ce qui se
rencontre chez ’homme. Il nous semble important de connaitre ces données et de les prendre
en compte avant de proposer ce type de traitement, notamment dans un cadre thérapeutique.
De nombreuses applications sont encore a creuser chez le chien (notamment dans le domaine
de la cancérologie), tout comme I’intérét de leur utilisation dans 1’espéce féline, mais ces

molécules présentent des possibilités énormes qui ne demandent qu’a étre étudiées.
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Résumé: Dans cette premiére partie de notre travail, nous nous sommes attaches a étudier
I’utilisation de la desloréline en vue d’induire des chaleurs fertiles chez la chienne. 32
femelles adultes en ancestrus, appartenant a des races variées, ont été recrutées et réparties en
deux groupes : dans le premier (G1), les chiennes se trouvaient entre 80 et 160 jours apres
leurs dernieres chaleurs (n=8), alors que dans le second, elles se situaient 200 a 590 jours
aprés celles-ci (n=24). Pour chacune d’entre elles, un implant de desloréline
(Suprelorin®4,7mg, Virbac, France) a été inséré par voie sous-cutanée en zone ombilicale, et
ovulation, fertilité et taille des portées éventuellement obtenues ont par la suite été étudiées.
Tous les animaux ont présenté des signes de chaleurs 4,3+1,4 jours apres la pose de I’implant
[2 a 7 jours]. Dans le groupe G1, 62,5% des chiennes ont ovulé, contre 83,3% dans le groupe
G2. Une chienne a refusé la saillie : comme aucune insémination n’a pu alors étre réalisée, cet
animal n’a pas été pris en compte dans le calcul du taux de fertilité. Dans le groupe G1, seules
2/8 chiennes ont été diagnostiquées gestantes 21 jours post-ovulation. Cette proportion se
portait a 78,3% des animaux pour le groupe G2. En moyenne, des portées de 6,7+3,5 chiots [1
a 14] ont été obtenues. Une insuffisance lutéale a été suspectée chez 5 chiennes. Si deux
d’entre elles n’étaient pas gestantes, une sur les trois restantes a cependant mis bas
prématurément a 58 jours post-ovulation. Nos résultats ont ainsi mis en évidence I’intérét de
’utilisation d’implants d’agonistes de la GnRH pour I’induction des chaleurs chez la chienne
adulte en ancestrus. Un suivi de phase lutéale est cependant fortement recommandé, certains

animaux pouvant voir leur phase lutéale perturbée.
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1. Introduction
L’induction de chaleurs fertiles chez la chienne est un sujet qui a suscité I’intérét de plusieurs

équipes de recherche a travers le monde au cours de ces trente derniéres années (Thun et al.
1977, Wright 1980, Shille et al. 1984, Kutzler 2005, de Gier J 2008).

Aujourd’hui, les principaux protocoles utilisés en pratique courante se basent sur 1’utilisation
d’agonistes dopaminergiques comme la bromocryptine (Kooistra et al. 1999, Zéldag L 2001,
Beijerink et al. 2003) ou la cabergoline (Verstegen et al. 1999, Rota et al. 2003, Spattini et al.
2007) : TD’initiation d’un tel traitement entraine I’entrée en chaleurs de plus de 80% des
animaux ainsi traités, associé a des résultats satisfaisants en termes de fertilité. Zoldag et al
(2001) ont ainsi obtenu 83% (40/48 individus) de chiennes gestantes apres traitement a la
bromocryptine, les portées avoisinant 4,8+1,6 chiots. Rota et al (2003) ont obtenu des
résultats similaires avec de la cabergoline : 10/12 chiennes (83%) sont entrées en chaleurs et
toutes ont été gestantes par la suite (10/10 chiennes) avec en moyenne 5,2+0,5 chiots. Seul
inconvénient, ces agonistes dopaminergiques nécessitent une administration quotidienne
pouvant aller de 4 a 30 jours selon le stade du cycle auquel le traitement est initié (début,

milieu ou fin d’ancestrus) (Verstegen et al. 1999).

Dans cette indication chez les animaux de rente et la jument, une autre alternative consiste en
I’utilisation d’agonistes de la GnRH (Noakes et al. 2009), ceux-ci induisant ’entrée en
chaleurs suite a la stimulation hypophysaire — augmentation des concentrations sériques des
gonadotrophines FSH et LH - consécutive a leur administration (McRae et al. 1985, Trigg et
al. 2001, Johnson et al. 2002, Padula etMacMillan 2005). Mais I’existence de formes
injectables a courte durée de vie, nécessitant une administration quotidienne en vue d’obtenir
I’effet escompté, a longtemps représenté un frein conséquent a leur utilisation chez la chienne
(McRae et al. 1985). Le développement d’implants biocompatibles permettant une délivrance
prolongée de ces produits a cependant changé la donne et a été utilisé avec succes chez la
jument (Johnson et al. 2002), la vache (Padula etMacMillan 2005) et la chienne (Trigg et al.
2001, Trigg etYeates 2008).

Dans I’espece canine, les premiers résultats rapportés par Kutzler et al (2005) et Volkmann et
al (2006a) semblaient prometteurs. Tous les animaux traités avaient présenté des chaleurs et
ovulé suite a un traitement a base d’implants de 1’agoniste de la GnRH desloréline (Kutzler
2005, Volkmann et al. 2006a). Les chaleurs étaient détectées 3 a 5 jours apres la pose de

I’implant, et les résultats de fertilit¢ obtenus s’avéraient plutdt intéressants (5/8 -62%-
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chiennes pour Kutzler et al, 9/13 -69%- pour Volkmann et al). Récemment également, une
autre étude a pointé du doigt I’intérét de 1’utilisation de ces implants pour I’induction de

I’cestrus chez la chienne de race Beagle (Walter et al. 2011).

Cependant et comme nous le soulignons dans notre premiere partie, ces résultats ont été
principalement obtenus sur des chiennes Beagles en ancestrus appartenant a des colonies
expérimentales, et peu de données ont été publiées concernant 1’utilisation de la desloréline a

cet effet dans d’autres races canines (Lanna et al. 2010).

Notre but était donc d’évaluer I’utilisation de ces implants contenant de la désloréline dans le
cadre de I’induction des chaleurs sur des chiennes adultes de races diverses et d’évaluer les

résultats de fertilité dans ces conditions.

2. Matériels et méthodes

2.1 Animaux
32 chiennes (3,2£1,4 ans, de 1 a 6 ans, 17 races différentes, aucun antécédent médical) ont

participé a cette étude. Trois de ces animaux avaient des antécédents d’infertilité.

Bichon frisé (n=1) ; Carlin (n=1) ; Cavalier King

Charles (n=5)

Beagle (n=4) ; Bouledogue francais (n=2) ; Mini

Bull Terrier (n=1) ; Cocker anglais (n=2)

American Staffordshire Terrier (n=1); Berger
Allemand (n=7) ; Berger de Brie (n=1) ; Boxer
(n=1) ; Bull Dog (n=1) ; Dobermann (n=2) ; Bull
Terrier (n=3) ; Dogue Argentin (n=1) ; Pointer

(n=1) ; Rottweiller (n=1).

Tableau 1: Caractéristiques des chiennes ayant participé a l’étude
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Comme défini dans la Tableau 1, ces animaux ont été répartis selon leur taille : 7 chiennes
(21,9%) ont été considérées de petite taille, 9 (28,1%) comme de taille moyenne et 16 (50%)

comme chiennes de grande taille.

Deux groupes ont été considérés : les chiennes dont le début des derniéres chaleurs remontait
a 80 a 160 jours avant leur entrée dans le protocole (G1, n=8) et celles présentées en ancestrus

tardif 200 & 590 jours apres le début de leurs dernieres chaleurs (G2, n=24).

2.2 Critéres d’inclusion
Avant qu’un animal n’intégre le protocole, celui-ci était systématiquement soumis aux

examens complémentaires suivants : une cytologie vaginale, une mesure quantitative de la
progestéronémie sanguine et une échographie de I’appareil génital (Fontbonne et al. 2008) .

Les critéres d’inclusion sont listés dans le Tableau 2.

Pas de signe d’imprégnation cestrogénique

Pas de signe d’inflammation

<1 ng/mL

Pas de structures anechogenes/hypoechogenes

>3mm dans deux ovaires

Aucune anomalie utérine

Tableau 2 : Criteres d’inclusion dans le protocole.

2.3 Traitement
Un implant contenant 4,7mg de desloréline (Suprelorin®, Virbac, Carros, France (Trigg et al.

2001) a ensuite été administré aux chiennes du protocole par voie sous-cutanée en région
ombilicale (voir Figure 3). Aucune tranquillisation ni sédation n’était réalisée pour la pose de
I’implant. La chienne était placee en décubitus dorsal, sa contention étant assurée par deux
aides. La zone ombilicale était ensuite rasée, nettoyée et désinfectée a 1’aide d’une solution de
polyvidone iodée, puis I’implant était mis en place. Le jour de la pose de I’implant a été

considéré comme JO.
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Figure 3: Pose de 'implant d’agoniste de la GnRH en région ombilicale

2.4 Détermination du moment de ’ovulation
Une fois la chienne rentrée en chaleurs, un suivi de sa phase folliculaire a été mis en place

pour détecter le moment de 1’ovulation a 1’aide de mesures quantitatives de la
progestéronémie sanguine (Elecsys®2010, Roche Diagnostics —concernant la description de
la technique de dosage, voir Reynaud et al, 2005) et de réalisation d’échographies ovariennes.
Le jour de I’ovulation a ét¢ déterminé comme le jour ou la progestéronémie a atteint 5-6
ng/mL associé a des signes échographiques d’ovulation (collapsus des follicules ovariens,
présence de liquide dans la région périovarienne) (Fontbonne et al. 2008). La durée (en jours)
entre le moment d’implantation de I’animal et celui de son ovulation a été par la suite

déterminée.

2.5 Retrait de I’implant
Le jour de I’ovulation, ’implant a été retiré chirurgicalement (voir Figure 4). Une sédation a

I’aide de médétomidine (Domitor®, Pfizer, Santé Animale, Paris, France, 5ug/kg 1V) et de
butorphanol (Torbugesic®, Fort Dodge Santé Animale, Tours, France 50ug/kg V) était
réalisée avant qu’une petite incision a 1’aide d’une lame de scalpel ne soit réalisée au-dessus
de la zone ou se situait I’implant pour retirer celui-ci. La plaie résultante cicatrisait par
seconde intention. Celui-ci était quoiqu’il arrive retiré si, 21 jours aprés sa pose, aucune

ovulation n’était survenue.
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Figure 4 : Retrait de 'implant au moment de I’ovulation.

2.6 Mise a la reproduction
Les chiennes ont ensuite été mises a la reproduction, et en fonction de ce que désiraient les

propriétaires, des saillies naturelles ou des inséminations artificielles en semence fraiche ont
été reéalisées (pour le descriptif de la technique d’insémination, voir Fontbonne et al, 2007b).
Lors d’une insémination artificielle, la qualité de la semence utilisée était toujours évaluée :
seule une semence de bonne qualité (mobilité>70%, numération>200 millions de
spermatozoides, formes anormales <30%) était utilisée (Fontbonne et al. 2007a) Deux mises a
la reproduction ont été recommandées pour toutes les chiennes, entre 1 et 3 jours apres
I’ovulation (Fontbonne et al. 2007a).

2.7 Suivi de la phase lutéale
Les chiennes ont été suivies une fois par semaine durant leur phase lutéale, suivi qui consistait

a chaque visite en une évaluation de la progestéronémie et une échographie de ’appareil
génital. Si la progestéronémie descendait en dessous de 10 ng/mL avant 50 jours post-
ovulation, les chiennes étaient alors suspectes d’insuffisance lutéale : une supplémentation a
base de progestérone micronisée (Utrogestan®, Besins International, France 10mg/kg, 3 fois

par jour jusqu’a 58 jours post-ovulation) était alors instaurée (Fontbonne et al. 2007a).

2.8 Résultats de fertilité
Un diagnostic de gestation par échographie a été réalisé 21 jours post-ovulation, permettant

ainsi de déterminer la fertilité (pourcentage de chiennes gestantes par rapport au nombre de
chiennes mises a la reproduction) suite a ’application du protocole. Le pourcentage de
chiennes ayant mis bas, la taille des portées et le taux de mortalité néonatale post-partum (au

moment de la mise-bas, aprés une semaine et aprés deux semaines) ont également été relevés.
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Par la suite, ces données ont été comparées aux résultats obtenus dans la population générale

consultant dans notre centre (Esparel 2010).

g
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Chaleurs Phase lutéale

—>Chiennes en anoestrus

_ Induction des chaleurs?
Comm./ P4/ Ecouvillon

. Ovulation?
vaginal/Echo .
‘ Gestation?
Insuffisance lutéale?

?
Av‘onement ‘ <
Taille de la portée?

Figure 5 : Résumé du protocole de l’étude

Abreéviations : Comm.=commemoratifs/P4=mesure quantitative de la
progestéronémie/Echo=échographie/DG= diagnostic de gestation

2.9 Analyse statistique

Les données sont retranscrites en moyennes et écart-type (SEM). Une analyse statistique
multivariée a été réalisée a I’aide du logiciel R Version 2.15.1 (www.r-project.org).Une valeur

de p<0,05 a été considéré comme significative.

3. Résultats

3.1 Induction des chaleurs
Toutes les chiennes (32/32) ont présenté des signes de chaleurs, 4,3+1,4 jours apres la pose de

I’implant [2 a 7 jours].

3.2 Ovulation

Une ovulation a été observée chez 25/32 chiennes (78,1%), 11,8+ 2,1 jours aprés la pose de
I’implant [8 & 16 jours]. L’avénement d’un cycle anovulatoire n’est apparu nullement corrélé

a I’age ou la taille des animaux (p>0,05).

Les données concernant G1 et G2 ainsi que leur comparaison avec les données de notre

service clinique sont présentées dans la Figure 6.
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25* 69.6 (n=23)* 73.5
12.5* 65.2* -
1 portée de 5 chiots 6.7 6.2

Figure 6 : Comparatif des résultats de G1, G2 et de notre centre (Esparel 2010) (* comparaison
entre G1 et G2, p<0.05)

3.3 Gestation
Une chienne bichon frisé intégrée a I’étude n’a pas pu étre saillie et comme aucune

insémination artificielle n’a pu également étre réalisée sur cette chienne, elle n’a pas été prise

en compte dans la suite de 1’étude.

Suite aux chaleurs induites par la desloréline, dix-huit chiennes (18/31, soit 58,1%) ont été
constatées gestantes. Ce pourcentage était cependant significativement différent entre G1 et
G2 (voir Figure 6).

Parmi les chiennes ayant ovulé, 88,2% d’entre elles (15/17) ont été gestantes quand
I’ovulation survenait avant 14 jours post-implantation, contre 3/7 apres cette date (voir Figure
7).

3.4 Insuffisance lutéale

5 chiennes ont été suspectées d’insuffisance lutéale (voir Figure 8) mais ni leur age, ni leur
taille ni le moment du cycle ou le traitement par I’agoniste a été administré n’a permis de les

démarquer des autres (p>0,05).

Trois chiennes suspectes d’insuffisance lutéale étaient gestantes au moment du diagnostic par
échographie. Deux d’entre elles ont été supplémentées avec de la progestérone micronisée et
ont mis bas normalement. Une chienne ne 1’a pas été et a mis bas prématurément au 5geme jour
de gestation : aucun autre motif d’avortement particulier n’a pu étre déterminé, les chiots

étaient mort-nés et avaient un aspect prématuré.
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Figure 7:Relation entre ['intervalle pose de I’'implant-ovulation et la fertilité (n=31).

3.5 Mise-bas/ Taille des portées
Les résultats concernant la mise-bas et la taille des portées sont présentés dans la Figure 7.

Une césarienne a été réalisée sur 4 chiennes, une pour un syndrome du chiot unique
(Fontbonne et al, 2007b) et 3 a la demande des propriétaires (2 d’entre elles étaient des
brachycéphales — 1 Bulldog et 1 Bouledogue Frangais- et une avait des antécédents de
dystocie).

3.6 Mortalité néonatale
14/94 chiots étaient mort-nés (14,9%), and seulement 2/88 (2,2%) sont morts avant 15 jours

post-partum. Quatre des mort-nés venaient d’une portée de Dogue argentin comportant 14
chiots, ces chiots étaient les quatre derniers a €tre expulsés. Huit d’entre eux provenaient de la
portée de la chienne Cocker suspecte d’insuffisance lutéale et qui a mis bas prématurément a
58 jours de gestation. Les deux autres étaient des chiots Bull-terrier et durant la césarienne,
ces animaux ont été sortis de 1’utérus mort-nés. Ceux-ci apparaissaient sous-développés en

comparaison aux autres individus de la portée.
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CN1= Berger de Brie, 6 ans CN4= Pointer, 3 ans
CN2= Cavalier King Charles, 2 ans * Chienne sous traitement a base de progestérone micronisée

Ces deux chiennes présentaient toutes les deux une
progestéronémie inférieure & 10ng/mL au moment du
diagnostic de gestation (3 semaines aprés 'ovulation).
Les chiennes n’étant pas gestante, le suivi a éteé arréte.
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Fovulation. Une supplémentation a base de progestérone
micronisée a été mise en place et les chiennes ont
maintenues leurs gestation jusqu’a terme.

CN5

~.—P4

K i\-
5
7 15 21 28 35 42 49 56
lJours post-ovulation

Taux de progestérone [ng/mL)
-
=1

Chienne ayant mis bas prématurément
CN5= Cocker,6 ans

Cette chienne a présenté une progestéronémie inférieure &
10ng/ml 7 semaines aprés 'ovulation. Le propriétaire n’a
pas souhaité supplémenter 'animal, la chienne a mis-bas
prématurément a 58 jours post-ovulation.

Fig 8 : Taux sanguin de progestérone pendant la phase lutéale chez les chiennes suspectes

d’insuffisance lutéale (la ligne rouge symbolise la limite a partir de laquelle une insuffisance lutéale
est suspectée).
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4. Discussion
Dans cette étude, les implants de desloréline se sont révélé une solution efficace en vue

d’induire des chaleurs fertiles sur des chiennes adultes traitées. L.’induction des chaleurs a en
effet été obtenue sur toutes les chiennes en ancestrus et a conduit a des taux d’ovulation et de
gestation comparables a ceux décrits dans les études utilisant des agonistes dopaminergiques
(Zoldag L 2001, Rota et al. 2003).

L’administration des implants en région ombilicale plutot que dans la muqueuse vestibulaire
(Kutzler 2005) s’est avérée intéressante a plus d’un titre. D’un point de vue technique, nous
avons trouvé cette localisation plus facile et plus rapide pour I’administration du traitement,
du fait qu’aucune sédation ne s’avérait nécessaire. De plus, leur retrait est plus facile que
dans la muqueuse vestibulaire (Kutzler et al. 2002, Kutzler 2005). D’ailleurs, Kutzler et al
(2009) ont récemment comparé deux sites d’implantation, en sous-cutané entre les épaules (ce
qui pourrait étre similaire a notre site d’implantation) et dans la muqueuse vestibulaire
(Kutzler et al. 2009): aucune différence entre les durée nécessaires pour I’obtention du pro-
cestrus, du pic de LH, du premier frottis de dicestrus et également en terme de nombre de
corps jaunes, de nombres de feetus et de taux de gestation, n’a été mis en évidence, suggérant
que ces deux sites sont équivalents. Nous n’avons jamais expérimenté la pose au niveau de la
face interne de la cuisse comme décrite par Walter et al (2011), mais le taux de fertilité obtenu
dans leur étude différant peu du notre (63,6% de chiennes gestantes pour 11 chiennes contre
58,3% dans notre étude pour 31 chiennes) nous laisse supposer que cette alternative pourrait

elle aussi étre équivalente.

Nous avons décidé de retirer I’implant au moment de I’ovulation, a la différence de 1’équipe
de Kutzler qui le retirait au moment du pic de LH (Kutzler et al. 2002, Kutzler 2005). Dans
ces ¢tudes précédentes, cette décision avait été prise de peur que ne s’installe juste avant
I’ovulation une suppression des sécrétions hypophysaires — et donc une insuffisance
gonadotrope pouvant conduire soit a un défaut d’ovulation soit a une insuffisance lutéale par
la suite - suite a une exposition prolongée a la desloréline. Chez les chiens males ce
phénomeéne survient généralement entre 12 et 18 jours apres la pose de I’implant, les taux de
testostérone et de LH atteignant alors des valeurs basales (Trigg et al. 2006, Trigg etYeates
2008). A ce jour cependant, aucune donnée similaire n’a été rapportée chez la femelle, mais
comme chez le male, nous suspectons qu’une grande variabilité puisse €tre retrouvée. Mais
cette suppression des secrétions hypophysaires, si elle survient, pourrait cependant ne pas

affecter directement le processus d’ovulation et le maintien des corps jaunes par la suite.
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Comme dans les études de Volkmann et al (2006a) et Kutzler et al (2009), le pourcentage de
chiennes ayant ovulé était élevé dans notre étude (78,1% des chiennes), alors que I’implant
était pourtant retiré beaucoup plus tard : le retrait de I’implant uniquement au moment de
I’ovulation ne semble donc pas affecter ce processus. De plus, certaines chiennes
maintiennent leur gestation sans que I’implant ne soit retiré¢ (5/8 chiennes dans I’étude de
Kutzler et al (2009)) , démontrant par la méme occasion que cette suppression n’est peut-étre
pas suffisamment puissante pour induire des insuffisances lutéales chez toutes les chiennes.
Bien que, au moins dans certains cas, le retrait de I’implant ne semble pas impératif, nous
avons décidé de le retirer au moment de 1’ovulation car nous avons observeé, lors d’essais
préliminaires, que certaines chiennes présentaient des cycles anovulatoires quand 1’implant
était retiré au moment du pic de LH, peut-étre suite a une stimulation trop courte de 1’axe

hypothalamo-hypophysaire.

Dans notre étude, ces résultats de fertilité étaient proches de ceux rapportés dans la littérature
lors de I’utilisation d’agonistes dopaminergiques. Verstegen et al (1999) rapportent 64% de
chiennes gestantes aprés induction des chaleurs a la cabergoline contre 58,1% dans notre
é¢tude. Avec les implants d’agonistes de la GnRH cependant, la durée entre la pose de
I’implant et I’entrée en chaleurs était plus courte. Toutes les chiennes implantées en ancestrus
étaient en chaleurs entre 2 et 7 jours post-implantation, en moyenne environ 4 jours apres,
quelle que soit leur race, leur age ou leur taille. Nos données sont dans cette optique en accord
avec celles rapportées par Kutzler et al (2005, 2009) et Volkmann et al (2006a), qui ont
observé des chaleurs dans les 3 a 5 jours aprés I’implantation avec un agonistes de la GnRH
sur des beagles expérimentaux. Avec de la cabergoline, Verstegen et al (1999) ont rapporté
une induction des chaleurs 20+2 jours apres le début du traitement en ancestrus précoce, 14+3
jours en milieu d’ancestrus et 6+1 jours en ancestrus tardif. Les implants de desloréline
apparaissent donc clairement comme une alternative plus rapide pour induire des chaleurs

chez la chienne.

Nous avons également rapporté 7 cycles anovulatoires, comme décrit chez certaines chiennes
Beagles traitées a la desloréline (Volkmann et al. 2006a) et avec d’autres GnRH agonistes
(Concannon 1989, Concannon et al. 2006). Méme si ces cycles anovulatoires semblent
survenir plus fréquemment chez des animaux implantés en ancestrus précoce (notre groupe
G1), aucune évidence statistique n’a pu étre démontrée. Quatre des chiennes qui n’ont pas
ovulé ont également été implantées en ancestrus tardif. Il est possible que des chaleurs

silencieuses soient survenues sur ces chiennes quelques mois avant le traitement a base de
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desloréline. Ces animaux auraient alors été implantés en ancestrus précoce plutdt que tardif.
La faible réponse hypophysaire a toute stimulation par la GnRH a ce stade du cycle, comme
démontré par Van Haaften et al (1994) pourrait expliquer pourquoi la plupart de ces chiennes
n’ont pas ovulé (Van Haaften et al. 1994). Cependant certaines chiennes implantées en
ancestrus précoce ont quand méme ovulé. Deux d’entre elles ont méme été gestantes et une a
conduit sa gestation a terme en donnant naissance a 5 chiots. Par conséquent, les facteurs
expliquant une absence d’ovulation chez les chiennes traitées a la desloréline ne sont pas
clairs. Une sensibilité individuelle est donc fortement suspectée, des résultats rapportés chez
la jument montrant de plus que certains individus répondront bien a ce type de stimulation
hormonale alors que ce ne sera pas le cas chez d’autres (Samper 2008). Un contexte hormonal
particulier (taux €levés d’cestrogénes ou de prolactine (Rosato etGarofalo 2002 , George et al.

2008)) pourrait expliquer ce phénomene, mais ces hypothéses restent encore a étudier.

De facon intéressante et comme rapporté dans les études précédentes sur des beagles
expérimentaux (Kutzler 2005, Volkmann et al. 2006a, Walter et al. 2011), le temps entre
I’implantation et 1’ovulation semble plutoét constant. En effet dans notre étude 1’ovulation
survient en moyenne 11 jours aprés 1’implantation (8 a 16 jours), alors que lors de chaleurs
naturelles, ce moment reste toujours trés variable pouvant aller de 5 a 30 jours aprés le début
des chaleurs (Arthur et al. 1996). Comme certaines chiennes ovulent dés 8 jours apres
I’initiation du traitement, le suivi de chaleurs devrait étre débuté 6 jours apres le début du
traitement. Sur cette durée, une différence significative entre les chiennes gestantes et non
gestantes a été notée. Quand I’ovulation survenait avant 14 jours post-implantation, 15/17
chiennes étaient gestantes. Bien que I’implant soit retiré 21 jours aprés son insertion si aucune
ovulation n’avait eu lieu (comme décrit dans notre protocole), nous pensons que ceux-Ci
devraient étre retirés au maximum 15 jours aprés leur pose car il est peu probable qu’une

ovulation survienne apres.

L’administration prolongée d’agonistes de la GnRH pourrait induire une insuffisance lutéale
secondaire a la suppression des sécrétions hypophysaires, la LH étant un des principaux
agents lutéotrophes chez la chienne (de Gier et al. 2006). Cependant, aucune donnée sur cet
aspect n’a été rapportée chez la chienne. Chez le male, cette suppression survient
généralement entre 12 a 18 jours apres I’implantation (Trigg et al. 2001). Nous suspectons
qu’une insuffisance lutéale soit survenue chez 5 chiennes. Une d’entre elle ne recevant pas de
supplémentation en progestérone a mis bas prématurément, alors que deux autres ont pu

conduire leur gestation a terme grace a ce traitement. Les corps jaunes étant réfractaires a
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toute modification de la concentration sanguine en LH jusqu’a 35 jours de gestation
(Fontbonne et al. 2007a), un contréle de cette progestéronémie devrait étre realisé avant cette
date, au moment du diagnostic précoce de gestation et avant 30 jours de gestation. Si cette
progestéronémie sanguine est inférieure a 10 ng/mL, une supplémentation devrait étre
proposée. Si ce n’était pas le cas, des prélevements sanguins devraient étre réalisés chaque

semaine ou toutes les deux semaines pour instaurer une supplémentation si nécessaire.

Des portées de taille importante ont principalement été obtenues dans notre étude, la taille
moyenne avoisinant les 7 chiots. Seules trois chiennes ont eu un seul chiot, toutes les autres
ayant au moins 5 chiots. Parmi celles-ci se trouvaient deux Cavalier King Charles appartenant
au méme élevage. Le maéle utilisé ne voulant pas saillir, une insémination artificielle a été
réalisée, mais I’animal présentait une faible libido lors du prélévement et sa semence était
apparemment tres peu concentrée (aucune évaluation précise de celle-ci n’a cependant été
réalisée). La troisieme chienne était une femelle Rottweiller, saillie par un male de 11 ans. La
semence de celui-ci n’a pas pu étre analysée et sa qualité peut étre remise en question. Il nous
semble donc important que le facteur male soit completement maitrisé (analyse détaillée de la
semence avant utilisation en saillie ou insémination) pour optimiser les résultats de fertilité

lorsqu’un traitement aux agonistes de la GnRH est utilisé.

L’importance de la taille des portées chez la plupart des chiennes par rapport a ce que nous
rencontrons dans notre activité quotidienne (Esparel 2010) pourrait étre liée a un plus fort

recrutement folliculaire en réponse a la stimulation hypophysaire par I’agoniste de la GnRH.

14 morts nés ont été rapportés, dont 8 provenant de la chienne Cocker suspecte d’insuffisance
lutéale et n’ayant pas été supplémentée en progestérone. 86/88 des chiots restants ont survécu
aprés 15 jours de vie. Par conséquent, ce traitement a base de desloréline ne semble pas avoir

d’influence sur la survie des chiots.

5. Conclusion
Les implants de desloréline induisent des chaleurs fertiles chez les chiennes adultes en

ancestrus, quelle que soit la race de celles-ci. Il est préconiseé de les utiliser en ancestrus tardif,
période du cycle ou les meilleurs résultats en termes de fertilité sont obtenus, associés a un
suivi de chaleurs pour déterminer de fagon précise le moment de I’ovulation. Une anovulation
peut survenir dans certains cas. Nous recommandons donc de retirer I’implant 15 jours apres

son administration si aucune ovulation n’a été obtenue. Les facteurs responsables de cette
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anovulation ainsi que les stratégies visant a les contourner restent encore a étudier. La phase

lutéale doit étre contrélée, des insuffisances lutéales pouvant survenir chez certaines chiennes.

Lors de la réalisation de cette étude, nous nous sommes cependant rendu compte que certaines
chiennes présentaient des profils de sécrétion de progestérone tres différents de ceux que nous
rencontrions sur les chiennes en chaleurs naturelles. Cet aspect est détaillé dans la partie

suivante de notre travail.
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Profils de sécrétion de la progesterone
durant le suivi de chiennes induites en
chaleurs par des implants de desloréline

Travail associé:

Publication:

Blood progesterone profiles during timing of ovulation in estrus-induced bitches treated
with deslorelin implants, E. Fontaine, F. Mir, F. Vannier, A Gerardin, M. Albouy, A.
Fontbonne. En preparation.
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Résume: Les protocoles utilisés pour 1’induction des chaleurs chez les mammiféres peuvent
conduire a des modifications de I’environnement hormonal durant la phase folliculaire

induite, d’ou des profils hormonaux anormaux pré et post-ovulatoires (insuffisances lutéales

).

Ceci n’a cependant pas ¢€té rapporté chez les chiennes recevant des agonistes de la GnRH dans

cette indication. Notre but était donc de comparer les profils de sécrétion pré-ovulatoires de
progestérone des chiennes induites en chaleurs suite a I’administration de desloréline a celui
de chiennes présentant des chaleurs naturelles. Les chaleurs ont été induites sur 18 chiennes
par un implant de desloréline (Suprelorin®4,7mg, Virbac, Carros, France) (G1). Le taux de
progestérone sanguin a été dosé pendant les chaleurs qui ont suivi et les profils ont été
compares a ceux de 433 chiennes a chaleurs spontanées suivies dans notre centre clinique
(CERCA/ Centre d’Etudes en Reproduction des Carnivores). L’intervalle entre le jour
supposé du pic de LH et I’ovulation déterminé par dosage de progestérone était
significativement plus long dans G1 que dans G2 (p<0,05). Des profils inhabituels de
sécrétion de progestérone ont été retrouvés chez 6/18 chiennes (33,3%) dans G1 et 16/431
chiennes (3,7%) dans G2 (p<0 ,05). Ces profils certes anormaux ne semblaient pas pour

autant interférer avec les résultats de fertilité.
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1. Introduction
Parmi les mammiferes, les chiennes font figure d’exception pour tout ce qui a trait a leur

physiologie de la reproduction. En effet, a la différence des autres espéces de mammiféres
chez lesquelles la sécrétion de progestérone survient apres la mise en place des corps jaunes
(Noakes et al. 2009), dans I’espéce canine, les cellules de la granulosa des follicules ovariens
produisent cette hormone a des taux détectables par les dosages de routine avant I’ovulation
(Concannon et al. 1977, Concannon et al. 1989). Aussi, méme si le dosage de LH reste
considéré comme la technique de référence pour déterminer de fagon précise le moment de
I’ovulation, les aspects pratiques de la mesure de la progestéronémie sanguine en font
aujourd’hui le test le plus fréquemment utilisé en médecine vétéerinaire dans cette indication
(Goodman 2001).

Le suivi de chaleurs tente de déterminer I’avénement de deux phénomenes : le pic pré-
ovulatoire de LH et I’ovulation en elle-méme. Méme si la relation entre les taux de
progestérone et le pic de LH est toujours incertaine chez la chienne, il a été montré que
I’augmentation initiale de la progestéronémie sanguine observée durant I’cestrus survient
généralement juste avant ou juste aprés 1’augmentation du taux de LH (de Gier et al. 2006).
Quand celui-ci survient, les valeurs de la progestérone ont été déterminées a 1,6+0,2 ng/mL
(Concannon et al. 1977), 2,95+1,2 ng/mL (Guérin et al. 1997), 1,21+0,92 ng/mL (Concannon
et al. 2001), ou 2,2+0,18 ng/mL (Kutzler et al. 2003). D’aprés England et Concannon (2002) ,
la valeur de 2,0 ng/mL peut étre considérée comme correspondant au jour du pic de LH, ou
aux 24 heures suivantes. Apres ce pic, I’ovulation est supposée se produire 2 a 3 jours plus
tard (Phemister et al. 1973, England etYeager 1993) et cet événement est accompagné de
taux de progestérone sanguine variant de 4 a 10 ng/mL (Wright 1991). Indépendamment de
leur taille, la plupart des chiennes ovulent a 5-6 ng/mL de progestérone (Marseloo et al.
2004).

Méme si ces reperes semblent s’appliquer a la plupart des chiennes, certains profils
inhabituels peuvent étre rencontres durant un suivi de chaleurs (Meyers-Wallen 2007).

Ceux-ci peuvent étre divises en trois groupes distincts :

- Anovulation : le taux de progestérone commence a augmenter puis n’atteint pas les
valeurs d’ovulation et retombe a des valeurs basales.
- Montée lente : I’intervalle entre le jour estimé du pic de LH et I’ovulation est supérieur

ou égal a 3 jours (Grellet et al. 2007)
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- Variations anormales : les valeurs de la progestéronémie augmentent, puis diminuent

avant d’augmenter a nouveau pour atteindre les valeurs d’ovulation

Aucune donnée quantitative concernant la fréquence de ces phénoménes n’est disponible dans

la littérature ni pour des chaleurs spontanées, ni suite a des chaleurs induites.

Les protocoles pour induire les chaleurs chez les bovins et équidés sont décrits comme
pouvant conduire a des modifications de 1’environnement hormonal durant les phases
folliculaires qui suivent (Noakes et al. 2009). Des modifications dans les profils de sécrétion
de progestérone n’ont pas ét¢ décrites lors d’induction par des agonistes dopaminergiques
comme la cabergoline, qui est actuellement le traitement de choix lors d’induction de chaleurs
chez la chienne (Verstegen et al. 1999). Aucune donnée de ce type n’est également rapportée
dans les études ou les agonistes de la GnRH ont été utilisés (Kutzler 2005, Volkmann et al.
2006a).

Notre but était donc de comparer les profils de la progestéronémie sanguine des chiennes ou

I’cestrus avait été induit a celui de chienne qui présentaient un cestrus naturel.

2. Matériels et méthodes
2.1 Animaux et traitement
18 chiennes en ancestrus (G1) ont été induites en chaleurs a I’aide d’un implant de desloréline
(Suprelorin®4.7mg, Virbac, Carros, France) comme decrit dans le chapitre précédent
(chiennes en ancestrus, implant posé en sous-cutané en région ombilicale) Les 433 chiennes
de G2 (données recueillies sur les chiennes suivies de janvier 2005 a décembre 2008) étaient

présentées pour un suivi sur des chaleurs naturelles et ont été utilisées comme groupe témoin.

2.2 Suivi des chaleurs
Cing a six jours apres le début des chaleurs (visualisées par I’apparition de pertes vulvaires

sanguines), des dosages quantitatifs de la progestéronémie sanguine (P4) ont été réalisés par
chimiluminescence (Elecsys®2010, Roche Diagnostics, - voir Reynaud et al, 2009 pour le
descriptif de la technique-). Au moins 3 prises de sang sur tube hépariné étaient réalisées
chez chaque chienne au cours du suivi, permettant d’estimer le début d’augmentation de la
progestéronémie (considéré quand P4=2 ng/mL) et le jour d’ovulation (considéré quand P4~6
ng/mL). Chez les chiennes ayant recu un traitement a base de desloréline, I’ovulation était de

plus confirmée par échographie ovarienne (Fontbonne et al. 2008).
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2.3 Analyse des profils de la progestéronémie sanguine
Les durées entre le jour supposé du pic de LH et le jour de I’ovulation ont été calculées pour

toutes les chiennes et les valeurs moyennes évaluées pour chaque groupe.
Trois groupes ont été considérés :

- Profil normal, ou I’intervalle entre le jour supposé du pic de LH et I’ovulation est
d’environ 2 jours.

- Montée « lente », ou cet intervalle est supérieur ou égal a3 jours.

- Variations inhabituelles, ou ces variations durant le suivi de chaleurs semblent

aberrantes.

2.4 Analyse statistique
Les données ont été retranscrites en moyennes et écart-type. Une analyse statistique

multivariée a été réalisée a I’aide du logiciel R Version 2.15.1 (www.r-project.org). Une

différence significative était considérée quand p<0,05.

3. Reésultats
Les profils anormaux (montée lente et variations inhabituelles) de progestérone ont éte

retrouvés chez 6/18 (33,3%) chiennes induites et chez 16/431 (3,7%) des femelles a chaleurs
spontanées. Les 6 profils anormaux de progestérone retrouvés dans G1 sont représentés ci-

dessous (Figure 1).

Les données concernant 1’intervalle entre le pic de LH supposé et I’ovulation et les
proportions des différents types de profils de progestéronémie inhabituels (« montée lente » et
« variations inhabituelles ») sont données pour G1 et G2 dans le Tableau 2. L’intervalle entre
le jour supposé du pic de LH et ’ovulation était significativement plus long dans G1 que dans
G2 (p<0,05). Les profils anormaux de la progestéronémie sanguine étaient également plus
fréguemment rencontrés sur les chiennes traitées avec de la desloréline (p<0,05) en

comparaison au groupe temoin.
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CN4
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P4 (ng/mL)

Jours
La chienne CN4 présente un profil qualifié de « montée lente »,
avec une progestéronémie stagnant avant d’atteindre la
valeur d’ovulation.

CN 10
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P4 (ng/mL)

=

——CN10

= Valeurs attendues

o N B & B

7 E] 11 12 Jours

La chienne CN10 présente une montée « lente » : aprés avoir atteint
2,25ng/ml, la chienne mettra 3 jours pour ovuler.

CN12

-

—m—cCN12

—e— Valeurs anendues

P4 (ng/ml)

8
&
a L/‘/
2
B 10 13

Jours

La chienne CN12 présente une « montée lente » en progestérone,
passant de 2,46ng/ml & des valeurs compatibles avec Fovulation en 5
jours.

CN 16

—m—CN16

—e— valeurs amendues

P4 (ng/mL)

11 13 15 lours

La chienne CN16 présente une « montée lente », alors qu’elle était G
3,55ng/ml, Fovulation ne sera constatée par échographie que 5 jours
plus tard.

—#—Valaurs amenduss

P4 (ng/mL)

P4 (ng/mL)

CN9

—_—CND

== yaleurs amendues

v a 1 Jours

La chienne CN9 présente une variation inhabituelle de la
progestéronémie, aprés étre montée ¢ 4,93ng/ml, elle est
redescendue & 2,99ng/ml avant de remonter en deux jours &
7,36ng/mlL, valeur compatible avec 'ovulation.

CN5
14
1z
10
|
6 —m—CNS
a =4 | valeurs anendues
2
o
2 & 7 9 10

Jours

La chienne CN5 présente une variation inhabituelle de la
progestéronémie, cette chienne étant monté & 3,82ng/ml avant
de revenir & une valeur de 2,3ng/ml puis remonter ¢ 5,6ng/ml,
valeur compatible avec l'ovulation.

Figure 1: Profils anormaux de progestérone (jours/début des chaleurs) chez les chiennes
traitées avec des implants de desloréline (tracé rouge). Le tracé bleu représente les valeurs
qui auraient été attendues lors d'une évolution habituelle. La ligne rouge symbolise le taux

moyen observé a [’ovulation.
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Gl G2

Intervalle pic de LH supposé 2,7¥1,1* 2,3+0,6 *

et ovulation (jours)

Profil habituel (%) 66,7 * (n=12) 96,3 (n=415) *
Montée “lente” (%) 22,2 * (n=4) 2.3 (n=10)*
Variations inhabituelles (%) 11,1 * (n=2) 1.4 (n=6)*

Tableau 2: Parameétres étudiés dans les suivis de chaleurs de G1 et G2 (* p<0.05).

4. Discussion
L’utilisation d’implants de desloréline pour I’induction des chaleurs conduit donc plus

souvent a des profils de sécrétion de progestérone inhabituels en phase folliculaire que lors de
chaleurs naturelles : une proportion non négligeable des animaux ainsi traités peut donc
présenter des différences avec les profils de sécrétion classiquement décrits dans la littérature
(Linde-Forsberg et al. 2008). Certains auteurs ont montré une variation diurne des sécrétions
de progestérone chez la chienne (Linde-Forsberg et al. 2008) : ce schéma de sécrétion aurait
pu jouer un rdle dans les résultats obtenus ici, les prises de sang ayant été réalisees a différents
moments de la journée dans notre étude. Cependant les variations observées ici 1’ont été en
période pré- ou péri-ovulatoire, a contrario des études précédemment citées ou celles-ci sont
rapportées au moment de 1’optimum de fertilité (Marseloo et al. 2004) ou durant le dioestrus
(Concannon et al. 1989) : le protocole utilisé semble donc directement impliqué. Le réle des
variations de la sécrétion des gonadotrophines suite a la stimulation hypophysaire par la
desloréline pourrait jouer un role important dans 1’apparition de ces profils anormaux, mais a
ce jour chez la chienne aucune donnée a ce sujet n’est rapportée. Ces profils restent donc a

étudier.

Il a également pu étre confirmeé gréace a la conjonction des dosages de progestérone et de
I’échographie ovarienne que les chiennes traitées par des implants de desloréline ovulaient a
des valeurs similaires que celles soumises a des chaleurs naturelles, et donc assez proche des
6ng/mL décrit par Marseloo et al (2004). Ainsi, méme si des profils de sécrétion inhabituels
sont retrouvés lors d’induction a la desloréline, le taux au moment de 1’ovulation reste le
méme. Si la réalisation d’échographies ovariennes durant le suivi des chaleurs de ces chiennes

peut toujours apporter des détails intéressants comme décrit par Fontbonne (2008), cet
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examen n’en est pas pour autant impératif. Le suivi sur la base unique du dosage de

progestérone lors d’induction est donc possible.

Il serait utile de se demander a quel point ces modifications hormonales sont susceptibles
d’affecter la fertilité des chiennes. Cependant I’impact semble minime car les résultats de
fertilité que nous avons obtenus lors de 1’utilisation de ce type de protocole sont bons (cf.
chapitre précédent du manuscrit sur I’induction des chaleurs a 1’aide d’implants de
desloréline). De plus, sur les 6 chiennes qui ont présenté ces profils hormonaux inhabituels,

seule une d’entre elles est n’a pas été gestante apres mise a la reproduction.

5. Conclusion
Les profils de sécrétion de progestérone en période pré- et périovulatoire chez les chiennes

traitées a la desloréline semblent différer de facon significative des résultats obtenus sur des
chiennes ayant des cycles naturels. Cependant, ces modifications ne semblent pas affecter la
fertilité. Pour une meilleure compréhension des mécanismes mis en cause, les profils de
secrétions en gonadotrophines lors de chaleurs induites restent a étudier. Le protocole
d’induction des chaleurs utilisé dans notre travail donnant des résultats satisfaisants
essentiellement lorsque les chiennes étaient traitées en ancestrus tardif, nous nous sommes
intéressés dans la suite de notre travail a définir un protocole visant a obtenir des chaleurs

fertiles lors d’induction en ancestrus précoce.
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Raccourcissement de ’intervalle inter-
cestrus chez la chienne un ’aide d’un
protocole combinant I’anti-progesterone
aglépristone et I’agoniste de la GnRH
desloreéline.

Travail associé:

Publication:

Shortening the interoestrus interval in the bitch using combination of aglepristone and
desloréline implants. E. Fontaine, F. Mir, A Gerardin, M. Albouy, A. Fontbonne. En
préparation.
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Résumé: Le cycle mono-cestrien de la chienne n’alloue dans cette espéce que des périodes
restreintes de mise a la reproduction par année. Aussi induire des chaleurs fertiles au début de
la période d’ancestrus pourrait permettre de nouvelles stratégies de mise a la reproduction. En
combinant les effets de 1’anti-progestérone aglépristone et de I’agoniste de la GnRH
desloréline, notre but était donc de proposer un protocole capable 1) de réduire de fagon
significative I’intervalle intercestrus et 2) de permettre la mise a la reproduction dans le méme
temps. 15 chiennes en milieu de dicestrus ont participé a cette étude et ont été réparties dans
deux groupes. Le jour d’inclusion était considéré comme JO. Dans le premier groupe (G1,
n=7), les animaux recevaient de I’aglépristone (Alizine®, Virbac, Carros, France), a raison
de 10mg/kg deux fois a 24h d’intervalle puis une fois par semaine jusqu’a ce que le niveau de
progestérone plasmatique descende en dessous de 2 ng/mL. A J60, un implant de desloréline
(Suprelorin®4,7mg, Virbac, France) était administré par voie sous-cutanée dans la région
ombilicale. Dans le second groupe (G2, n=8), les animaux ne recevaient pas d’aglépristone et
seul ’agoniste de la GnRH était implanté a J60. Les implants étaient retirés le jour de
I’ovulation. Des chaleurs ont ainsi ét¢ induites chez toutes les chiennes mais 1’ovulation n’a
été détectée que chez 50% des chiennes du groupe G1 et 62,5% dans le groupe G2. Aucune
gestation n’a été observée parmi les chiennes de G1. Une seule chienne de G2 a donné
naissance a une portée de 5 chiots. Le temps entre I’implantation et I’entrée en chaleurs, le
taux d’ovulation, I’intervalle implantation-ovulation et les taux de fertilité n’étaient pas
significativement différents d’un groupe a ’autre. Le protocole combinant aglépristone et
desloréline n’améliore donc pas de fagon significative les résultats. Si le raccourcissement de
I’intercestrus s’est donc révélé effectif, d’autres alternatives doivent étre trouvées concernant

la fertilité.
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1. Introduction
Le cycle monocestrien retrouvé dans 1’espéce canine n’autorise que peu de possibilités de

mise a la reproduction : en effet, la plupart des chiennes ne présentent que deux périodes de
chaleurs par an (Olson et al. 1984, Jochle 1987). La situation peut méme étre pire dans
certaines races dites primitives comme le Basenji ou les hybrides de loups chez lesquelles une
seule période de chaleurs annuelle a lieu(Christiansen 1984, Fontbonne et al. 2007a),
nécessitant de la sorte une gestion optimale de la mise a la reproduction pour que celle-ci
puisse conduire a une gestation. Sur ces bases physiologiques, le raccourcissement de
I’intervalle intercestrus pourrait se révéler d’un grand intérét, aussi bien d’un point de vue
zootechnigue en permettant un calendrier de mise a la reproduction beaucoup plus flexible,
ainsi que dans une optique de recherche fondamentale car il pourrait &tre requis dans des
protocoles nécessitant le transfert d’embryons comme chez la jument et la vache (Squires et
al. 1999, Galli etLazzari 2008) ou nécessitant la récolte fréquente d’ovocytes canins (van
Wagtendonk-de Leeuw 2006, Galli et al. 2007).

La mise en place d’un tel protocole nécessite de se confronter a deux aspects spécifiques de la
physiologie canine. La premiére concerne le maintien du corps jaune pendant une durée de
deux mois suite a I’ovulation (Concannon et al. 1989), que la chienne soit gestante ou non. La
sécrétion de progestérone qui en résulte agit en effet comme un inhibiteur du fonctionnement
ovarien. Le second probléme est li¢ a la durée d’involution utérine apres cette période
d’imprégnation progestéronique. Ainsi, la surface de I’endométre canin subira
systématiquement une desquamation suivie d’une régénération qui sera compléte au moins
120 jours aprés le début des dernieres chaleurs (Al-Bassam et al. 1981, Orfanou et al. 2009),
soit environ 50 jours apres la fin de ’imprégnation en progestérone. Une gestation peut ainsi
difficilement se développer si cette condition n’est pas remplie (Wanke et al. 2006).
Aujourd’hui, I’approche la plus intéressante semble résider dans ’utilisation d’agonistes
dopaminergiques comme la cabergoline durant la deuxiéme moiti¢ du dicestrus (n=5)
(Jeukenne etVerstegen 1997) ou en ancestrus précoce (n=5) (Verstegen et al. 1999). Dans ces
deux études, des chaleurs ont été induites chez 80% des chiennes ainsi traitées entre 20 et 30
jours aprés I’initiation du traitement. Toutes ces chiennes ont été mises a la reproduction, mais
aucune de celles traitées en dicestrus n’a été gestante (peut-étre lié a une involution utérine
incompléte selon les auteurs), alors que 4 sur les 5 traitées en ancestrus précoce 1’ont été et ont

mis bas normalement 4.5 + 0.6 chiots.
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Volkmann et al (2006b) ont proposé une autre approche, combinant 1’utilisation de
prostaglandines F2a pour induire dans un premier temps une lutéolyse et 3-5 jours apres, une
administration d’un implant sous-cutané de desloréline pour induire les chaleurs, technique
qui avait déja été eprouvée pour induire des chaleurs fertiles chez la chienne(Kutzler 2005).
Cependant, méme si parmi les 15 chiennes ainsi traitées toutes sont rentrées en chaleurs,
seulement 8 sur les15 ont ovulé et 2 sur les15 ont finalement été gestantes. Une seule d’entre
elles a conduit sa gestation a terme. Les auteurs pensaient que la aussi, ceci pouvait étre dd a

une involution incompléte de 1’endometre.

Il existe des éléments semblant indiquer que 1’utilisation de 1’antagoniste des récepteurs a la
progestérone aglépristone permette de raccourcir de fagon efficace I’intervalle inter-cestrus.
Ainsi, toutes les études concernant son utilisation dans la cadre de 1’avortement de
convenance (Fieni et al. 2001, Galac et al. 2004) ou dans le traitement médical de maladies
liées a I’'imprégnation de progestérone comme le pyomeétre ou I’hyperplasie glandulokystique
de I'utérus (Fontaine et al. 2009a) mettent en évidence une diminution significative de
I’intervalle interoestrus jusqu’a 3 mois. Cet intercestrus raccourci est par la suite suivi de taux
de gestations tout a fait acceptables, méme sur des chiennes ayant souffert de maladies

comme un pyomeétre (Trasch et al. 2003, Jurka et al. 2008, Fontaine et al. 2009a).

Nous avons émis I’hypothese que I’involution utérine dans 1’espéce canine pourrait étre liée a
la durée de I’imprégnation de progestérone faisant suite a 1’ovulation et que la suppression de
celle-ci pourrait accelérer ce processus. Sur les bases de notre expérience en termes
d’induction des chaleurs avec les implants de desloréline (Fontaine etFontbonne 2010), nous
avons élaboré un protocole combinant aglépristone et desloréline pour raccourcir I’intervalle

intercestrus et évaluer les taux de fertilité obtenus.

2. Matériel et méthodes

2.1 Animaux
15 chiennes (3,7 = 1,3 ans, 5 races différentes —voir Tableau 1) ont participé a cette étude. 9

chiennes beagles appartenaient a notre chenil expérimental alors que les autres femelles
appartenaient a des propriétaires. Elles étaient toutes dans leur premier mois de dicestrus, qui
avait été déterminé sur la base des commémoratifs recueillis et des taux sanguins de

progestéronémie. Le jour d’inclusion était considéré comme JO.
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Beagles (n=4) ; Beagles (n=5) ;
Dobermann (n=2)* ; Dobermann (n=1) ;
Berger Australien (n=1). Bulldog (n=1);

Boxer (n=1)

Tableau 1: Races des chiennes ayant participé a cette étude (* les deux chiennes Dobermann
de G1 avaient été mises a la reproduction aux chaleurs précédentes et n’avaient pas été

gestantes).

2.2 Traitement
Les chiennes étaient réparties en deux groupes. Dans le premier groupe (G1, n=7), les

animaux recevaient de 1’aglépristone (Alizine®, Virbac, Carros, France) a la posologie de
10mg/kg par voie sous-cutanée deux fois a 24h d’intervalle, puis une fois par semaine jusqu’a
ce que la progestéronémie sanguine chute en dessous de 2ng/mL. A J60, un implant de
desloréline (Suprelorin®4,7mg, Virbac) était inséré en sous-cutané en région post-ombilicale
(cf chapitre précédent). Les chiennes étaient ensuite suivies pour constater si elles rentraient
ou non en chaleurs, et si celles-ci survenaient, un suivi de chaleurs était réalisé a I’aide de
mesures quantitatives de la progestéronémie sanguine (Elecsys® 2010, Roche Diagnostics) et
d’échographies ovariennes. Comme décrit précédemment dans la partie sur 1’induction des
chaleurs, les implants étaient retirés chirurgicalement le jour de 1’ovulation ou si celle-Ci ne
survenait pas, 3 semaines aprés implantation. Dans le 2eme groupe (G2, n=8), les animaux ne
recevaient pas d’aglépristone mais étaient directement implantés avec 1’agoniste de la GnRH
aJ60 (aprés avoir contrélé que leur taux de progestérone était inférieur a 2ng/mL). Le
protocole est résumé dans la Figure 2.

84



Aglépristone 10mg/kg SC

1x/semaine jusqu’a P4<2ng/mL

Desloréline
2L m°'150d“t'1"18t°95"“5 Induction chaleurs?
€ Ovulation?
" Fertilité?

Aglépristone
10mg/kg SC
Figure 2 : Protocole utilisé (n=7).

L’intervalle de temps laiss€ pour I’involution utérine (période comprise entre le début des
injections d’aglépristone et la pose de I’implant) a ét¢ déterminé pour les chiennes du groupe

Gl

Les intervalles entre la pose de I’implant et I’entrée en chaleurs et entre la pose de I’implant

et I’ovulation ainsi que les taux d’ovulation ont été¢ déterminés pour les deux groupes.

Des inséminations artificielles par voie intra-utérine étaient ensuite réalisées 1 et 3 jours post-
ovulation avec de la semence fraiche (Fontbonne et al. 2007a). Les males utilisés étaient
connus comme fertiles et la qualité de la semence utilisée était toujours vérifiee avant la
réalisation de 1’insémination. Si un doute sur cette semence était présent, un autre male était

utilisé.

Une échographie réalisée 21 jours apres 1’ovulation permettait de réaliser le diagnostic de
gestation. Si les chiennes étaient gestantes, un suivi de la phase lutéale était mis en place,
consistant en une évaluation de la progestéronémie sanguine et une échographie génitale une
fois par semaine. En cas de suspicion d’insuffisance lutéale (taux de progestérone < 10
ng/mL), les chiennes étaient supplémentées avec de la progestérone micronisée (comme décrit

précédemment dans la partie sur I’induction des chaleurs).

2.3 Analyse statistique
Les données sont retranscrites en moyennes et écart-type. Une analyse statistique multivariée

a été réalisée a I’aide du logiciel R Version 2.15.1 (www.r-project.org).Une valeur de p<0,05

était considérée comme significative.
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3. Résultats
Les résultats sont présentés dans le Tableau 3.

Les chiennes de G1 ont recu des injections d’aglépristone entre 3 et 5 semaines apreés avoir été

inclues dans I’étude (en moyenne pendant 3,86 + 0,6 semaines).

Une chienne Berger Australien de G1 a été observée en chaleurs a J46 aprés le début du
traitement, et donc avant 1I’administration de I’implant de desloréline. Cette chienne a ovulé, a

¢té inséminée mais n’a pas été gestante par la suite.

Suite aux injections d’aglépristone, les chiennes du groupe G1 ont eu en moyenne 62,3 + 18,4

jours qui leur ont été laissé pour que leur utérus involue.

Concernant I’intervalle implantation-entrée en chaleurs et implantation-ovulation ainsi que les
taux d’ovulation et de fertilité, aucune différence statistique significative n’a pu étre mise en

évidence entre les deux groupes.

Seule une chienne Boxer du groupe G2 a mis bas 5 chiots en bonne santé, toutes les autres
chiennes détectées gestantes a 1’échographie, aussi bien dans le groupe G1 que G2, ont
présenté par la suite des résorptions embryonnaires et n’ont pu maintenir leur gestation a
terme. Parmi ces chiennes gestantes, aucune n’a été suspectée d’insuffisance lutéale, qui

aurait pu expliquer un arrét de la gestation.

4. Discussion
L’induction des chaleurs a donc été obtenue chez toutes les chiennes de 1I’étude, montrant que

méme en ancestrus précoce, I'utilisation d’implants d’agonistes de la GnRH est efficace pour
induire une sécrétion conséquente d’cestrogénes par les ovaires canins et une activité
folliculaire. Malheureusement, les résultats de fertilitté obtenus se sont révélés peu
satisfaisants : seulement 4 gestations (2 dans chaque groupe) ont été détectées et une gestation
seulement est arrivée a son terme dans G2. Ces résultats sont inférieurs aux 69,6% de
gestation que nous avons obtenus avec ces implants d’agonistes de la GnRH en ancestrus

tardif (Fontaine etFontbonne 2010).

Le fort taux d’anovulation rapporté ici (qui était aussi rapporté par Volkmann et al, 2006a ou
7 chiennes sur 15 n’avaient pas ovulé) est considéré comme principal responsable de ces
mauvais résultats, du fait que seules 3/6 chiennes dans G1 et 5/8 dans G2 ont ovulé sur le

cycle induit.
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Aglépristone puis desloréline Desloréline seule
G1*
G2
Effectifs 7 8
Intervalle implantation- 49+1.8 3.8+1.2
entrée en chaleurs (jours)

Taux d’ovulation (%) 50% (3/6) 62.5 % (5/8)
Intervalle implantation- 11+36 122 £1.6

ovulation (jours)
Taux de gestation (%) 33.3% (2/6) 25% (2/8)

Taux demise-bas 0% 12,5% (1/8)

(%)

Tableau 3 : Résultats obtenus dans les deux groupes de I’étude * Une chienne Berger
Australien incluse dans ce groupe étant entrée en chaleurs avant [’administration de

I'implant de desloréline, elle n’a pas été considérée dans la suite de ’analyse des donnees.

Les concentrations en gonadotrophines FSH et LH n’ont pu étre évaluées durant cette étude.
Une hypothese avancée pour expliquer ce défaut d’ovulation serait liée aux modifications
affectant la survenue du pic de LH — qui est essentiel pour la rupture des follicules
(Concannon et al. 1989). Cela pourrait étre 1ié au fait que I’hypophyse se montre plus
réfractaire a la stimulation par les agonistes de la GnRH durant 1’ancestrus précoce, en
comparaison aux autres stages de 1’ancestrus (Van Haaften et al. 1994).

Des taux ¢élevés d’cestrogénes sont aussi décrits comme cause d’anovulation chez les
mammifeéres (Beck et al. 2005, Casper etMitwally 2006). Méme si nous n’avons pas observé
de signes de chaleurs plus marqués sur les chiennes traitées a la desloréline, on peut se
demander si ce cas de figure ne pourrait étre envisagé ici, des environnements hormonaux
anormaux étant généralement décrits chez les mammiféres ayant des cycles induits
médicalement (Noakes et al. 2009). La aussi malheureusement les taux d’cestrogeénes n’ont pu
étre évalués et restent a explorer pour appuyer cette hypothese.

Une autre hypothese nous semble cependant plus probable. En effet chez la plupart des

mammiferes il a ét¢ montré que 1’occurrence du pic de LH est liée a un rétrocontrdle positif
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des cestrogénes au niveau hypophysaire (Noakes et al. 2009). Cependant, ce rétrocontrdle
positif ne peut étre obtenu chez la chienne que durant une fenétre bien spécifique qui débute
généralement en ancestrus tardif (Klein et al. 2003) soit juste avant 1’ovulation. En dehors de
cette période, les cestrogénes sont a 1’origine d’un rétrocontréle négatif sur I’hypophyse, qui
ne semble pas étre en relation avec leurs concentrations. A notre sens les recherches futures
devraient donc se concentrer sur des stratégies permettant d’obtenir cette modification de
sensibilité, indispensable pour augmenter les taux d’ovulation. Notre hypothése s’appuie de
plus sur le fait que, par la suite, nous avons réussi a obtenir des ovulations sur des chiennes
implantées en ancestrus précoce 14 et 18 jours apres la pose de I’implant (soit une durée plus
longue que ce que nous avions généralement obtenu lorsque nous avions étudié 1’induction
des chaleurs avec la desloréline) en administrant a ces animaux du citrate de clomiféne,
molécule a activité anti-cestrogénique et utilisé a cet effet chez la femme (données non
publiées). Des travaux complémentaires sont encore necessaires.

Si I’on considere seulement les chiennes qui ont ovulé, les taux de fertilité obtenus restent
faibles. La plupart des chiennes gestantes ont présenté par la suite des résorptions
embryonnaires, et aucune d’entre elles n’était liée a une insuffisance lutéale. Nous pensons
que, comme décrit par d’autres auteurs (Jeukenne etVerstegen 1997, Volkmann et al. 2006a),
une involution utérine insuffisante en est la cause. Contrairement a notre hypothese de départ,
I’utilisation d’aglépristone dans notre protocole n’a permis aucune amélioration en termes de
fertilité, malgré un temps apparemment suffisant laissé a 1’utérus pour involuer (en moyenne
62 jours dans notre étude contre 50 dans des conditions physiologiques): il ne semble donc
pas qu’en mimant ainsi une chute précoce du taux de progestérone, une accélération de
I’involution utérine et de la restauration de I’endomeétre puisse étre obtenue chez la chienne,
phénomeéne qui reste cependant indispensable au démarrage et au maintien d’une la gestation.
Les raisons pour lesquelles la chienne Berger Australien est rentrée en chaleurs avant
I’administration de I’implant restent inexpliquées mais des cas similaires ont déja été
rapportés auparavant (Galac et al. 2004, Fontaine et al. 2009a). En effet, comme mentionné
dans notre introduction, le raccourcissement de I’intercestrus a déja été obtenu en utilisant de
I’aglépristone durant le dicestrus, sans que cela semble impacter la fertilité (Fontaine et al.
2009a). Une des hypothéses proposée comme explication est que 1’aglépristone puisse
contribuer au recrutement folliculaire en stimulant la production de FSH par I’hypophyse,
comme cela a été montré précédemment pour un autre antagoniste des récepteurs de la
progestérone, la mifépristone (Spitz et al. 1989). Malheureusement, [ utilisation

d’aglépristone seule ne permet pas de prédire précisément quand la chienne rentrera en
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chaleurs. De plus, il ne semble pas que ce traitement accélére I’involution utérine, comme le
suggere le cas de notre Berger Australien restée non gestante, et le fait que la plupart des
chiennes gestantes suite a ce type de traitement sont celles qui présentent un intercestrus d’au
moins 3 mois, respectant ainsi le temps nécessaire pour une involution utérine complete.

Ainsi a ce jour, aucune solution n’existe pour raccourcir 1’inter-cestrus canin tout en y
associant des resultats de fertilité corrects. Les meilleurs résultats sont obtenus avec les
agonistes dopaminergiques, au moins en ancestrus précoce. La compréhension des
mécanismes hormonaux qui régissent I’involution utérine chez la chienne est toujours requise

pour définir de nouvelles stratégies.

5. Conclusion
L’utilisation combinée d’aglépristone et d’implants de desloréline n’a pas permis d’obtenir de

facon efficace une réduction de I’intercestrus avec une fertilité correcte Les résultats sont
similaires & ce qui peut étre obtenu en utilisant des implants de desloréline seuls en ancestrus
précoce. Si le raccourcissement de I’inter-cestrus est réalisable, d’autres alternatives doivent

étre trouvées afin d’améliorer les résultats de fertilité.
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Résumé : L’utilisation d’implants de desloréline (Suprelorin®4,7mg, Virbac) est peu
documentée dans I’indication stérilisation chimique chez la chienne adulte. Notre but était
donc d’étudier leur intérét sur des chiennes de taille/race différente, de fagon a définir les
grandes lignes de leur utilisation en pratique courante. De mars 2009 a juillet 2010, 57
chiennes adultes (3,4+3 ans ; 26 races différentes ; taille : <10kg — n=13 -, 10-20kg — n=16 -,
>20kg - n=28 -) ont éte recrutees. 29 chiennes étaient en ancestrus, 15 en dicestrus et 13 en
procestrus/cestrus. Un implant de desloréline (Suprelorin®4,7mg, Virbac, Carros, France) leur
était administré par voie sous-cutané en région post-ombilicale et les chiennes étaient ensuite
contrdlées 15, 30, 90, 140 et 200 jours apres. A chaque visite un frottis vaginal, un dosage de
progestérone sanguine et une échographie génitale (ovaires et utérus) étaient pratiqués.
L’entrée en chaleurs suite a la pose de I’implant, les effets secondaires rencontrés et la durée
d’efficacité étaient par la suite étudiés. 28/29 chiennes implantées en ancestrus ont présenté
un cestrus induit, conduisant a une ovulation dans 50% des cas. En dicestrus, 3/15 chiennes
sont entrées également en chaleurs. Sur une de ces chiennes, I’implant a été retiré et les
chaleurs se sont arrétées dans la semaine qui a suivi ; les deux autres ont été stérilisées
chirurgicalement. Chez les 13 chiennes implantées en procestrus/cestrus, 2 d’entre elles
seulement n’ont pas ovulé. Des effets secondaires directement imputables au traitement ont
été relevés chez 13 chiennes (chaleurs persistantes/kystes ovariens, n=8 ; lactation
persistante, n=2 ; abattement/perte de poids, n=2 ; réaction allergique, n=1). Ces effets
secondaires étaient toujours visualisés dans le mois qui suivait I’administration de 1’implant et
consécutifs a un cestrus induit. Dans 6 cas, le retrait de I’implant a entrainé une resolution
dans les 15 jours. Les autres chiennes ont quant a elles été stérilisées chirurgicalement. A la
fin de notre travail, 29 chiennes étaient revenues en chaleurs naturelles suite a la pose de
I’implant, en moyenne 10,2+5,1 mois apres [2,1 a 23,3 mois]. Dans cette étude, 1’age, la taille
et le stade du cycle des animaux n’ont pas influencé la durée d’action. Les implants de
desloréline permettent donc de stériliser efficacement les femelles de races variées, tout en
offrant une grande innocuité. Cette alternative est intéressante a proposer quand la stérilisation

chirurgicale ne peut étre envisagée.
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1. Introduction
La stérilisation chez la chienne est une des procédures les plus couramment pratiquées en

médecine vétérinaire en France, son but premier étant la contraception. A cause de
I’importance croissante de problémes de surpopulation canine dans de nombreux pays, cette
attitude est parfois renforcée par la mise en place de programmes de stérilisation par les
autorités locales ou par certaines associations humanitaires. Le message diffusé aux
propriétaires est que toute chienne qui n’est pas destinée a étre mise a la reproduction devrait
étre stérilisée. Du point de vue de la santé animale, cette attitude est a privilégier, les
bénéfices de la stérilisation sur I’occurrence de maladies génitales telles les tumeurs
mammaires et les affections utérines ayant été prouvés depuis plusieurs décennies (Reichler
2010).

Méme si les attitudes différent d’un pays a 1’autre (Sontas et al. 2009), I’intervention
chirurgicale reste I’option de choix pour la plupart des vétérinaires de par le monde, les
techniques d’ovariectomie ou d’ovario-hysterectomie conduisant a une suppression
permanente de la fertilité. Cependant et méme si ces procédures font aujourd’hui partie d’une
certaine routine, elles sont toujours porteuses de certains inconvénients. La nécessité de
réaliser une anesthésie générale fait toujours peur a bon nombre de clients et ce méme si de
nombreuses avancées ont été faites en ce domaine. De plus, certains animaux se révelent ne
pas étre de bons candidats a ce type de procédure, comme ceux souffrant d’affections
cardiaques avancées ou autre défaillance organique. De plus, le caractére routinier qu’a pris
cette intervention fait parfois oublier que le risque chirurgical, méme s’il est faible, n’est pas
nul : des hémorragies incontrolées peuvent toujours survenir, surtout chez des chiens de
grande taille ou le pédicule ovarien peut parfois s’avérer difficile a ligaturer (Fontbonne et al.
2007a). Dans certains cas également, des considérations médicales peuvent amener a peser le
rapport bénéfices/risques de la chirurgie. Par exemple, I’incontinence urinaire, qui est un effet
secondaire connu de la stérilisation, peut concerner jusqu’a 2/3 des chiennes dans la race
Boxer (Reichler et al. 2005) . De ce point de vue, les réels bénéfices offerts par 1’option

chirurgicale peuvent étre remis en question.

De nos jours, un autre aspect doit étre pris en compte : les mentalités des propriétaires
évoluent. Quand 10 ans auparavant, les clients ne recherchaient qu’une fagon de se

« debarrasser » de 1’expression des chaleurs, aujourd’hui ils se posent de plus en plus de
questions quant au caractere invasif de cette opération, et méme s’ils sont convaincus des

bénéfices, ils sont aujourd’hui demandeurs de nouvelles alternatives. Chez les chiennes
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destinées a I’¢élevage, les propriétaires sont également demandeurs de solutions permettant de

suspendre transitoirement les capacités de reproduction.

Des alternatives chimiques qui pourraient remplir ces attentes existent aujourd’hui mais sont
aussi porteuses d’inconvénients qui ne les rendent pas attractives. L’ immunocontraception,
par exemple, est toujours porteuse de grandes attentes (Fayrer-Hosken et al. 2000), mais les
vaccins qui ont été développés n’étaient pas suffisamment consistants, leur efficacité étant
hautement variable et complétement imprévisible (Kutzler etWood 2006). Les progestagenes
sont sans doute aujourd’hui la solution la plus efficace, des molécules comme 1’acétate de
medroxyprogesterone (Withers etWhitney 1967, Bryan 1973), I’acétate de mégestrol (Burke
etReynolds 1975) ou plus récemment la proligestone (van Os et al. 1981, Parez etSutton
1993) ayant prouvé leur efficacité pour suspendre la fonction de reproduction pendant
plusieurs mois (Fontbonne et al. 2007a). Cependant, leur utilisation est également associée a
de nombreux effets secondaires, liés a I’imprégnation hormonale prolongée, comme
hyperplasie glandulokystique de I’utérus, pyomeétre ou tumeurs mammaires (Sokolowski
etZimbelman 1974, Frank et al. 1979, Concannon et al. 1980). Les progestagenes, méme en
traitement ponctuel, ne sont donc pas recommandes pour suspendre la fertilité de fagon

transitoire (van Os et al. 1981).

Comme présenté dans la premiere partie de ce manuscrit, une alternative intéressante pourrait
se trouver dans ’utilisation des agonistes de la GnRH. En effet, ces molécules agissent
directement au niveau hypophysaire avec un mécanisme d’action en deux temps. Tout
d’abord, leur effet agoniste stimulera la sécrétion hypophysaire de gonadotrophines FSH
(Follicle Stimulating Hormone) et LH (Luteinizing Hormone). Ensuite leur administration
prolongée entrainera un arrét de cette sécrétion, entrainant ainsi une compléte stérilisation

chimique (Trigg et al. 2001, Fontaine etFontbonne 2011).

Cependant, leur utilisation en pratique vétérinaire a longtemps été limitée, liée au fait que
seules des formes injectables a courte durée d’action étaient disponibles sur le marché. De
nouvelles possibilités se présentent avec le développement de formes a délivrance prolongée
relarguant des agonistes de la GnRH comme 1’azagly-nafaréline ou la desloréline durant 6 a
12 mois. Certains de ces implants sont aujourd’hui commercialisés pour la stérilisation
chimique réversible chez le chien male, ou son efficacité a d’ores et déja été prouvée (Trigg

etYeates 2008).
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Peu de données sont disponibles cependant concernant son utilisation chez la femelle. Les
¢tudes chez la chienne ont montré que les effets de 1’agoniste de la GnRH étaient
principalement liés au stade du cycle auquel le traitement était administré, et par conséquent a
I’environnement hormonal auquel la chienne est soumise. En effet, quel que soit I’agoniste
utilisé, les chiennes adultes en ancestrus répondent a 1’effet stimulant de départ par une entrée
en chaleurs (McRae et al. 1985, Trigg et al. 2001, Fontaine etFontbonne 2010), alors que
pendant le dicestrus, quand la progestéronémie était supérieure a Sng/mL (Trigg et al. 2001),

ce phénomene n’était pas observé (Trigg etYeates 2008, Romagnoli et al. 2009).

Dans I’¢tude de Mc Rae et al (1985), aucune période de chaleurs n’avait été observée durant
les 18 mois de traitement aprés induction des chaleurs par un implant. Les chiennes sont
revenues en chaleur 3 a 18 semaines apres I’arrét de ce traitement de nafaréline, démontrant
alors clairement sa nature réversible. Le stade du cycle auquel le traitement est démarré
semble également avoir un impact sur le moment de survenue des chaleurs suivantes. Dans
I’étude de Trigg et al (2001), aprés administration d’un implant de 3 mg de desloréline, les
chiennes revenaient en chaleurs en moyenne 13,9+1,9 mois apres quand elles étaient
implantés en ancestrus, 14,6+3,5 mois apres quand elles étaient implantées en dicestrus, et
20,443,4 mois plus tard quand elles étaient implantées en gestation. Quand un implant de
12mg était utilisé, 1’ cestrus était repoussé a 15,5+1,7 mois apres quand les chiennes étaient
implantées en dicestrus et 19,6+2,5 mois quand les chiennes étaient implantées gestantes.
Apres disparition du blocage hypophysaire 1i¢ aux agonistes de la GnRH et retour en chaleurs,
la fertilité de ces chiennes a 1a aussi été¢ démontrée (Trigg et al, 2001; 2008), menant a de

grandes attentes quant a son utilisation dans I’activité clinique quotidienne.

Cependant, I’espéce canine est caractérisée par de grandes variations morphologiques au sein
des différentes races qui la composent, et I’on peut se demander a juste de titre si des résultats
rapportés sur des Beagles d’expérimentation de 10kg peuvent aussi s’appliquer au Chihuahua

de 1,5kg ou au Mastiff de 100kg.

Par conséquent, notre but était d’utiliser ces agonistes de la GnRH pour obtenir une
stérilisation chimique chez les chiennes et de juger de leur efficacité et de leur durée d’action

sur un échantillon composé de chiennes de différentes races.
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2. Matériels et méthodes

2.1 Animaux
Notre étude s’est déroulée de Février 2009 a Juin 2011, et pendant cette période, 57 chiennes
adultes (3,4 + 3 ans, de 1 a 16 ans d’age) ont été recrutées au travers les consultations de
Pathologie de la Reproduction de I’Ecole Vétérinaire d’ Alfort (Paris, France). La dernicre
chienne a été recrutée en Juillet 2010. Toutes ces chiennes étaient en bonne santé et avaient au

moins présenté une période de chaleurs.

Ces chiennes ont été classées en fonction de leur taille et considérées comme petites (SMALL
<10 kg, 13/57 animaux), moyennes (MEDIUM 10 a 20 kg, 16/57 animaux) ou grandes
(LARGE >20kg, 28/57 animaux) (voir Figure 1).

Fig 1 . Répartition des chiennes de [’étude en fonction de leur taille (%)

2.2 Critéres d’inclusion et définition du stade du cycle.
Avant I’administration du traitement, toutes les chiennes recrutées subissaient un examen

clinique de I’appareil génital, un frottis vaginal, un dosage de la progestéronémie (Elecsys®

2010, Roche Diagnostics, Meylan, France), et une échographie du tractus génital interne.

Sur la base de ces commémoratifs et de ces données cliniques, le stade du cycle dans lequel la
chienne se situait était ainsi défini, comme décrit dans le Tableau 2. Les chiennes présentant
des anomalies génitales (kyste ovarien, hyperplasie glandulokystique de I’utérus, tumeurs

mammaires) n’étaient pas inclues.

95



Parmi les 57 chiennes, 29 étaient en ancestrus, 15 en dicestrus et 13 étaient en pro/cestrus (voir

Figure 3).

Stade du cycle Nombre de

chiennes

Ancestrus Tardif 12
(P4< 1ng/mL) (> 160 jours apreés les dernieres chaleurs)
Début-Milieu 17

(< 160 jours apreés les dernieres chaleurs)

Dicestrus (P4 > 10ng/mL, cytologie vaginale évoquant un dicestrus 15

Pro-cestrus/(Estrus 13

- Avant ovulation: P4<2ng/mL, cytologie vaginale évoquant un pro- 9
cestrus/cestrus

-Apres ovulation: P4 > 6ng/mL, cytologie vaginale évoquant un cestrus

Tableau 2: Détermination du stade du cycle des chiennes participant a [’étude

2.3 Administration de 'implant d’agoniste de la GnRH et suivi
Les chiennes recevaient un implant contenant de la desloréline (Suprelorin® 4.7mg, Virbac,

Carros, France) par voie sous-cutanée au niveau ombilical comme précédemment décrit dans
les autres parties du manuscrit. Les chiennes étaient par la suite vues 15, 30, 90, 140 et 210
jours apres 1’administration de I’implant (voir Figure 4). A chaque fois qu’elles étaient vues
en consultation, un frottis vaginal, une prise de sang pour évaluation de la progestéronémie et
une échographie de 1’appareil génital interne étaient réalisés. Le protocole utilisé est résumé

dans la Figure 4.

Apres le dernier contrdle (J210), 3 chiennes ont été réimplantées avec le méme type
d’implant. Pour toutes les autres, un contact téléphonique régulier était mis en place et dés que

les chiennes présentaient des signes évidents de chaleurs (hypertrophie vulvaire, pertes
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vulvaires sanguines), I’animal était examiné pour bien confirmer qu’il s’agissait bien de

chaleurs naturelles.

Pro/oestrus
23%

Figure 3: Répartition des chiennes selon leur stade du cycle lors du recrutement

5 chiennes ont été mises a la reproduction par la suite sur ces chaleurs apparues spontanément

pour évaluer leur fertilité. Toutes les autres ont été stérilisées chirurgicalement.

Le taux d’ovulation de ces chiennes a été estimé indirectement lors d’cestrus induit :
I’ovulation a été considérée comme effective si la progestéronémie s’élevait au-dessus de 6

ng/mL de progestérone.

Pour les chiennes qui ont été réimplantées par la suite, I’occurrence d’un cestrus induit a

¢galement été réévaluée suite a I’administration du nouveau traitement.

2.4 Effets secondaires
Les effets secondaires rencontrés ont tous été relevés et chaque chienne chez laquelle un tel

effet a été rapporté par ses propriétaires a été soumise a une exploration médicale pour
confirmer ou non le lien entre cette expression clinique décrite par le propriétaire et le

traitement qui avait été administré.

Quand les effets secondaires semblaient étre directement reliés a la desloréline, I’implant était

immédiatement retiré et/ou une stérilisation chirurgicale était alors réalisée.
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Figure 4 : Protocole utilisé dans [’étude stérilisation chimique a [’aide de desloréline.

Abbréviations : Comm. =commémoratifs/P4=progestéronémie/Echo= échographie/J...=jour

apres la pose de 'implant

2.5 Durée d’efficacité
2.5.1 Chiennes n’ayant re¢u qu’un seul implant
La durée d’efficacité du traitement a €té définie comme I’intervalle entre I’administration de
I’implant et I’avénement d’un nouvel épisode de chaleurs naturelles. Celui-ci a été calculé en

mois.

Notre travail sur cette étude ayant pris fin en juin 2011, un certain nombre d’animaux n’ayant
pas encore déclaré de chaleurs naturelles n’ont pu €tre inclus dans ce calcul. Aussi afin de se
faire une meilleure idée de la durée pendant laquelle la stérilisation a 1’aide de desloréline
pouvait se maintenir, tous les animaux ont été répartis en fonction de la période pendant

laquelle ils n’ont pas exprimé de chaleurs : <180 jours, 180 & 365 jours et > 365 jours.

Les variations de cette durée liées a 1’age, la taille de 1’animal et le stade du cycle au cours

duquel eut lieu I’implantation ont également été¢ étudiées.

2.5.2 Chiennes ayant rec¢u plusieurs implants (n=3)
Ces chiennes ont été considérées séparément. Si des chaleurs naturelles étaient obtenues

durant I’étude, I’intervalle entre I’administration de 1’implant et ce jour était défini comme la

durée d’efficacité.
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2.6 Analyse statistique

Les données sont retranscrites en moyennes et écart-type. Une analyse statistique multivariée
a été réalisée a I’aide du logiciel R Version 2.15.1 (www.r-project.org). Une valeur de p<0,05

était considéré comme significative.

3. Reésultats

3.1 Induction des chaleurs
Les résultats concernant I’induction des chaleurs suite a la pose de I’implant en fonction du

stade du cycle auquel les chiennes étaient traitées sont présentés dans la Figure 5.

100

60 -

%

g Chaleurs induites
(2) .

M Ovulation
40

20

_ K

Anoestrus Diestrus Pro/oestrus

Figure 5 : Entrée en chaleurs et ovulation en fonction du stade du cycle auquel I'implant était

administré.

(1) Il n’a pas été possible de déterminer s’il y avait une activité folliculaire et une
ovulation sur les chiennes entrées en chaleurs apres avoir été implantées en dicestrus
aucune structure folliculaire n’a été observée a l’échographie, la progestéronémie est
restée élevée comme pour une chienne en dicestrus et lorsque celles-ci ont été
stérilisées aucun follicule n’a été cependant macroscopiquement visible a la surface

des ovaires.
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(2) Aucune chaleur induite n’a évidemment été notée sur les chiennes implantées en

pro/oestrus, ces chiennes étant déja en chaleurs .

28 sur 29 chiennes implantées en ancestrus ont présenté un cestrus induit dans les 15 jours qui
ont suivi I’administration de 1’implant, et ceci a également été le cas pour 3 chiennes
implantées sur les 15 en dicestrus. Toutes ces chiennes en dicestrus présentaient des taux de
progestérone supérieurs a 20 ng/mL et 1’une d’entre elle était méme au-deld de 60 ng/mL (les
progestéronémies de ces chiennes étaient respectivement de 22, 34ng/mL, 25,1ng/mL et
>60ng/mL). Pour une de ces chiennes, I’implant a immédiatement été retiré et la chienne

stérilisée chirurgicalement.

Des cycles anovulatoires ont été rapportés chez 14/28 chiennes implantées en ancestrus qui
avaient présenté un cestrus induit. Parmi celles-ci, 10/14 étaient considérées comme étant en
début-milieu d’ancestrus. L’age et la taille des chiennes ne semblaient pas influencer ce

parameétre (p>0.05).

De tels cycles anovulatoires ont €té rapportés sur 2/9 chiennes implantées en pro/cestrus avant

I’ovulation.

Aucune des trois chiennes réimplantées n’a présenté d’cestrus induit apres la seconde
administration de I’implant. Une chienne a été réimplantée deux fois et n’a jamais présenté

d’cestrus induit quand le troisiéme traitement lui a été administré.

3.2 Effets secondaires
Des effets secondaires ont été rapportés par les propriétaires chez 23/57 chiennes (40,3%)

aprés le traitement. Tous sont apparus dans le premier mois suivant 1’administration de
I’implant. Tous les effets secondaires sont présentés dans la Figure 6. Hormis 1’abattement et
la perte de poids rapportes a J30, tous les autres effets secondaires étaient présents au controle
aJis.

Les effets secondaires n’ont cependant été imputés a I’implant que dans 13/23 cas qui sont
détaillés ci-dessous dans la Figure 7. L’age, la taille de I’animal et le stade du cycle auquel les
animaux €taient implantés n’influaient nullement sur la fréquence et la probabilité

d’apparition d’effets secondaires.
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Effets secondaires rapportés Incidence (%)

Chaleurs persistantes/Kystes
ovariens
5 8,8

Modifications du

comportement

Vomissement 3 5,2

Polyuropolydipsie

Réaction allergique

Tableau 6: Effets secondaires rapportés dans le mois suivant [’administration de 'implant

chez 57 chiennes

Figure 7: Effets secondaires potentiellement liés au traitement a base de desloréline (n=13

chiennes)
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3.2.1 Chaleurs persistantes/ Kystes ovariens
On parle de chaleurs persistantes quand 1’cestrus induit dure plus d’un mois sans qu’une

ovulation ne survienne. Ce phénoméne a été observé chez 7 chiennes (les détails sont
présentés dans le Tableau 8). Chez deux chiennes seulement, ces chaleurs persistantes ont été
associées a la présence de kystes ovariens qui ont été confirmés par échographie ovarienne.
Ces deux animaux ont été stérilisés chirurgicalement. Les 5 chiennes restantes ne présentaient
aucune structure ovarienne kystique a 1’échographie. 3 d’entre elles ont également été
stérilisées chirurgicalement. Sur les deux individus restant, I’implant seul a d’abord été

enlevé, et I’cestrus induit s’est arrété de lui-méme dans la semaine qui a suivi.

Age (années) Taille (n=7) Stade du cycle (n=7)
[2-13]
<10kg 2 Ancestrus 3
6,1+3,9 10-20kg 1 Dicestrus 2
>20kg 5 (Estrus 2
(avant ovulation)

Tableau 8: Détails concernant les chiennes présentant des chaleurs persistantes apres

administration de l'implant de desloréline.

3.2.2 Lactation persistante
5 chiennes ont présentées des lactations (voir Tableau 6) mais seules 2 chiennes ont présenté

une lactation persistante. Une lactation persistante a été définie comme une sécrétion de lait
qui n’a pu étre stoppé malgré 15 jours de traitement avec 1’antiprolactinique cabergoline
(Galastop®, CEVA-Santé Animal, Libourne, France). Ces chiennes ont été implantées en

toute fin de dicestrus alors qu’elles étaient encore en lactation.

Ces deux chiennes présentaient de plus un cestrus induit quand les signes de lactation ont été
détectés. Aucune d’entre elles n’avait ovulé quand I’inefficacité du traitement a la cabergoline
a été notifiée. Pour ces deux animaux, I’implant a été retiré et I’expression des chaleurs a
cessé dans la semaine qui a suivi. Une semaine plus tard, un traitement de cabergoline a a
nouveau été mis en place et cette fois-ci été couronné de succes. Ces chiennes ont par la suite

été stérilisées chirurgicalement.
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3.2.3 Abattement et perte de poids
2 chiennes de grande taille (5 ans chacune) ont présenté un abattement, une perte de poids et

une baisse d’appétit suite au traitement. Une d’entre elles avait ét¢ implantée en chaleurs
aprés ovulation et la seconde avait été implantée en ancestrus précoce et présenté un cestrus

induit qui avait conduit a une ovulation.

Ces chiennes ont été référées au service de Médecine Interne et comme aucune affection
particuliére n’avait pu étre mise en évidence, la décision de retirer I’implant a été prise. Une
amélioration a été notée un mois apres le retrait chez chaque animal, et une stérilisation

chirurgicale a ensuite été réalisée.

3.2.4 Réaction allergique
Une chienne Jack Russell qui avait éte réimplantée 6 mois apres I’administration du premier

implant a présenté une réaction allergique qui a été diagnostiquée quelques jours apres
I’injection du second implant. L’implant a été retiré et s’en est suivie une amélioration des

signes cliniques. La chienne a par la suite été stérilisée chirurgicalement.

3.3 Durée d’efficacité pour les chiennes ayant recu un seul implant (n=54)
A la fin de notre travail, le suivi était complétement terminé pour 44/54 chiennes: 29 d’entre

elles ont ainsi eu un suivi complet et ont présenté des chaleurs naturelles, 12 ont vu le suivi
stoppé a cause d’un effet secondaire et 10 n’étaient toujours pas revenues en chaleurs. 1
chienne, un Cavalier King Charles, est morte 6 mois apres 1’administration de I’implant
durant une anesthésie générale. Cette chienne n’avait jusqu’a lors pas présenté de chaleurs
naturelles. 1 chienne croisée a eu un accident de voiture au tout début du protocole et a été
retirée de 1’étude. 1 autre chienne a été retirée de 1’étude car son propriétaire a décidé aprés

administration de I’implant qu’il ne voulait plus faire partie du protocole.
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Figure 9 :Etat d’avancement du protocole a la fin de notre travail.

3.3.1 Chiennes ayant recu un seul implant.
29 des 54 chiennes n’ayant recu qu’un seul implant ont présenté des chaleurs naturelles avant

la fin de notre période de travail. La durée moyenne d’efficacité du traitement de stérilisation
chimique était pour ces chiennes de 10,2+5,1 mois, allant de 2,1 a 23,3 mois, mais 10 autres

chiennes n’étaient toujours pas revenues en chaleurs soit plus de 365 jours apres.

La répartition des chiennes en fonction de la durée pendant laquelle des chaleurs naturelles

n’ont pas été observées est représentée dans la Figure 10.

5 chiennes (12,8%) ont présenté des chaleurs naturelles avant 180 jours aprés I’administration
de I’'implant (allant de 63 a 146 jours). Trois d’entre elles avaient été implantées en cestrus
aprés I’ovulation et ont été vues en chaleurs 70, 77 et 99 jours apres 1’administration de
I’implant. 15 (38,5%) ont présenté des chaleurs naturelles entre 180 et 365 jours (allant de 183
a 364 jours) et 19 (48,7%) ont présenté celles-ci plus de 365 jours aprés la pose de I’implant.
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Figure 10 : Durée pendant laquelle aucune période de chaleurs naturelle n’a été constatée
chez les chiennes traitées a la desloréline (n=39).

Les durées pendant lesquelles les animaux ont pu étre considérés comme stérilisés
chimiquement en fonction des parametres taille de I’animal et stade du cycle au moment de la

pose de I’'implant sont présentés dans les Figures 11 et 12.

Concernant la durée d’absence d’expression de chaleurs, aucune différence significative n’a
¢été mise en évidence concernant les effets que pourraient jouer 1’age, de la taille de ’animal et

le stade du cycle dans lequel il a été mis sous traitement.
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Figure 11: Durée pendant lesquelles ['absence de chaleurs a été constatée en fonction de la
taille de I’animal (SMALL=<10kg ; MEDIUM=10-20kg ; LARGE=>20kg).
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Figure 12: Durée pendant lesquelles [’absence de chaleurs a été constatée en fonction du

stade du cycle ou I’animal a été implanté.

3.3.2 Retour a la fertilité
Parmi les 5 chiennes remises a la reproduction lors de leur retour en chaleurs, 3 chiennes ont

été gestantes et ont eu respectivement 2, 6 et 10 chiots. Les deux autres chiennes ont bien

ovulé mais n’ont pas été gestantes.

3.4 Chiennes ayant recu plusieurs implants (n=3)
1 chienne est revenue en chaleurs 556 jours apres la pose du premier implant (2 implants

avaient été regus au total a 6 mois d’intervalle). Cette chienne n’a pas été remise a la

reproduction.

1 chienne n’était toujours pas revenue en chaleurs a la fin de notre période d’observation,
aucune chaleur n’ayant été observée pendant 799 jours (3 implants regus au total & 6 mois

d’intervalle).

4. Discussion
A notre connaissance, ce travail est le premier a étudier 1’utilisation d’implants de desloréline

pour obtenir une stérilisation chimique sur un large échantillon de chiennes de différentes
races/taille, les données disponibles se limitant essentiellement a des chiennes Beagles
d’expérimentation (Trigg etYeates 2008) ou a des petits groupes d’animaux (Romagnoli et al.
2009).

4.1 Induction des chaleurs et ovulation
Un cestrus induit est survenu chez 28 des29 chiennes implantées en ancestrus, quel que soit le

stade de celui-ci (début, milieu ou fin). Ce pourcentage est similaire a ce que nous avons
obtenu dans les précédentes études réalisées avec ces implants pour induire des chaleurs
fertiles (cf. chapitres précédents de ce manuscrit). Cet cestrus induit ne conduit cependant pas
systématiquement a une ovulation, en particulier quand les chiennes sont implantées en début
ou milieu d’ancestrus (10 chiennes sur 14 soit 71,4% implantées a ce stade n’ont pas ovulé
durant les chaleurs induites), ce qui est identique a ce qui a été observé dans les autres études
que nous avons réalisées (voir chapitres précédents de ce manuscrit). L’explication de ce
phénomene réside sans doute dans la moins grande réceptivité de I’hypophyse aux
stimulations par des agonistes de la GnRH a ce stade du cycle, comme cela a été
précédemment démontré dans 1’espéce canine (Van Haften et al, 1994). De plus, la réponse de

I’hypophyse a la stimulation par les cestrogenes a ce stade du cycle est elle aussi modifiée. En
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effet, durant les chaleurs, les cestrogénes agissent par un rétrocontrdle positif sur I’hypophyse
qui permet ’avénement du pic de LH, ¢lément indispensable a 1’ovulation. Or celui-Ci ne
semble survenir uniquement que chez les chiennes a partir de la fin de I’ancestrus pendant
une fenétre bien précise variable suivant les individus. Avant ce stade, les cestrogénes ont en
fait un rétrocontrdle négatif sur I’hypophyse, et par conséquent bloquent le pic de LH et donc
I’ovulation (Noakes et al. 2009). Nous n’avons trouvé aucune explication au fait qu’une des
chiennes traitée en ancestrus n’ait pas présenté d’cestrus induit suite a la pose de I’'implant. La
perte de I’implant a été suspectée mais celui-ci était toujours bien palpable en région
ombilicale. Cette chienne est de plus revenue en chaleurs 146 jours apres la pose de I’implant.

Il n’est pas a exclure que I’implant n’ait tout simplement pas été actif.

Le dicestrus a été présenté comme le stade du cycle le plus intéressant pour initier ce type de
traitement lorsqu’une stérilisation chimique est souhaitée, I’'imprégnation de I’organisme par
la progestérone lors de ce stade pouvant inhiber le fonctionnement ovarien et donc inhiber
I’induction des chaleurs(Trigg etYeates 2008). Un seuil de 5 ng/mL de progestérone avait
méme été presenté comme la valeur au-dessus de laquelle aucune induction de chaleurs ne
pouvait survenir (Trigg etYeates 2008). Cependant, nous avons obtenu un déclenchement de
chaleurs sur trois chiennes implantées en dicestrus, et toutes présentaient un taux de
progestérone plasmatique dépassant 20 ng/mL, I’une étant méme supérieure a 60 ng/mL de
progestérone. Méme si peu d’animaux semblent concernés, ce phénomene peut s’ avérer
hautement problématique car il entraine la sécrétion d’cestrogénes dans un environnement
fortement imprégné en progestérone, environnement qui est connu pour étre favorable au
développement de pyométres (Fontbonne et al. 2007a). Si de tels cas d’induction d’cestrus
chez des chiennes implantées en dicestrus venaient a se présenter, le retrait de I’implant serait

donc de suite a envisager.

Des cycles anovulatoires ont été obtenus chez 2 chiennes implantées en cestrus quand la
progestérone était inférieure a 2ng/mL. Cela pourrait étre lié au fait que les chiennes étaient a
ce moment tres ¢loignées de I’ovulation et que 1’effet stérilisant de I’implant ait pu se mettre
en place avant que 1’ovulation ne se produise. Cependant, cela ne semble pas étre la régle, 7
des 9 chiennes traitées a ce stade ayant ovulé par la suite méme si implantées avant
I’ovulation. Dans la majorité des cas, il ne semble donc pas qu’implanter une chienne pendant
les chaleurs modifie le déroulement du cycle en cours. Nous ne nous sommes pas ici attachés
a détailler les modifications qui pourraient survenir pendant le cycle lutéal. Néanmoins,

comme nous I’avons rapporté nos précédents chapitres, une chute précoce de la

108



progestéronémie peut étre observée chez certaines de ces chiennes, liée a I’arrét de sécrétions
des gonadotrophines. Il existe néanmoins une grande variabilité individuelle, et aucun

paramétre ne permet a 1’heure actuelle de faire de quelconques prédictions a cet égard.

4.2 Effets secondaires
Les effets secondaires rapportés ne semblent liés a I’implant que dans 13 cas. Dans 9 cas sur

13, ces effets secondaires étaient liés aux chaleurs induites a la suite de la pose de I’implant
(chaleurs persistantes et lactation persistante liées aux chaleurs induites). Par conséquent, les
chaleurs induites sont directement la cause de la majorité de ces effets secondaires, que celles-
ci surviennent suite a une implantation en ancestrus ou en dicestrus comme expliqué plus haut.
La mise en place de stratégies pour enrayer ce phénoméne est donc d’un intérét capital pour
pouvoir justifier de 1’utilisation de 1’effet stérilisant des agonistes de la GnRH. Un point trés
intéressant est que le retrait de I’implant s’est toujours sold¢ par un arrét des signes dans la
semaine qui a suivi. De plus, tous les effets secondaires rapportés ont été observés dans le
mois qui a suivi I’implantation. Un contréle de 1’animal dans le mois qui suit la pose de
I’implant semble donc s’ imposer pour vérifier si oui ou non des effets secondaires se sont

développes.

Des affections utérines (pyometre principalement) ont été rapportées dans d’autres études
concernant ’utilisation de ces implants chez la chienne (Palm etReichler 2010, Arlt et al.
2011). Or ici, cette affection n’a jamais été observée. Nous pensons que cela est lié aux
contréles réalisés avant le recrutement des individus, les chiennes présentant des anomalies
utérines a I’échographie étant systématiquement exclues. Un contrdle de 1’appareil génital

interne par échographie serait donc a pratiquer avant d’implanter les chiennes.

Abattement et pertes de poids ont été rapportés chez deux animaux, sans que ces symptomes
n’aient pu étre reliés a aucune autre affection. L’état général des animaux s’étant amélioré
suite au retrait de I’implant, le réle de 1’agoniste de la GnRH a été avancé. De plus, ce type
d’effets secondaires a été rapporté dans 1’espéce humaine lors de traitement avec des
agonistes de la GnRH pendant une longue durée. Méme si cet effet semble concerner peu

d’individus, il semble indispensable de le connaitre.

La réaction allergique décrite suite a la pose du deuxiéme implant est difficile a comprendre,
la GnRH étant un décapeptide de petite taille et donc stimulant peu le systéme immunitaire -
c’est d’ailleurs une des raisons pour laquelle I’immunostérilisation contre la GnRH est

difficile a obtenir. La chienne n’est pas rentrée en chaleurs suite a la pose de ce second
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implant, aucune signe clinique ni aucun signe d’imprégnation cestrogénique sur les frottis
vaginaux n’ayant ¢té détectée. Méme s’il semble bon de le garder en mémoire, cet effet n’a
concerné qu’un animal sur notre population de 57 (et un seul animal sur les 173 impliqués

dans I’ensemble des études que nous avons menées).

4.3 Durée de la stérilisation chimique.
Comme pour les chiens males, une trés grande variabilité a été retrouvée concernant la durée

d’efficacité a la suite de I’utilisation d’un seul implant, celle-ci pouvant aller de 63 & 699
jours. L’implant dosé a 4,7mg de desloréline est cependant supposé agir au moins 6 mois, or 5
chiennes sont rentrées en chaleurs avant cette période. Méme si aucune différence statistique
n’a pu étre démontrée (sans doute a cause du faible nombre d’individus considérés ici),
implanter les chiennes en cestrus aprés I’ovulation pourrait favoriser ce type de retour en
chaleurs précoce. Cependant, aucun facteur favorisant une durée d’action plus longue n’a pu
étre mis en évidence et il semble que I’implantation puisse s’envisager a n’importe quel stade

du cycle.

5. Conclusion
Les implants de desloréline se présentent donc comme une alternative intéressante a la

stérilisation chirurgicale. Les principaux effets secondaires rencontrés sont liés a I’cestrus
induit et surviennent généeralement dans le mois qui suit la pose. Traiter les chiennes en
dicestrus reste actuellement la meilleure option pour limiter ce risque d’induction de chaleurs.
Aussi le développement de stratégies visant a prévenir ce phénomene sont-elles
indispensables pour démocratiser son utilisation. Néanmaoins celle-ci peut d’ores et déja
s’envisager en prévoyant un contrdle dans le mois qui suit la pose de I’implant pour s’assurer
qu’aucune anomalie ne se soit développée sur I’animal ainsi traité. L arrét rapide des
symptomes apres retrait de I’implant permet de plus d’envisager sereinement 1’utilisation de

ce produit dans ce cadre précis.

Nous ne disposons pas d’assez de données concernant la fréquence a laquelle ces implants
doivent étre ré-administrés. Romagnoli et al (2009) suggérent de réimplanter les animaux tous
les 4,5-5 mois mais des études complémentaires sur une plus longue durée restent nécessaires

pour donner des réponses concretes.

Quand ils sont utilisés en vue d’obtenir une stérilisation chimique, le principal inconvénient
de ces implants réside dans 1’apparition d’un cestrus induit. C’est pourquoi dans la suite de

notre travail nous nous sommes attachés a rechercher des solutions pour prévenir celui-ci.
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Résumé : Comme nous I’avons vu dans le chapitre précédent, les implants de desloréline se
présentent comme une alternative intéressante a la stérilisation chirurgicale. Néanmoins, les
principaux effets secondaires rencontrés sont liés a I’entrée en chaleurs qu’ils peuvent induire.
Aussi le développement de stratégies visant a prévenir celle-ci sont-elles indispensables pour
faciliter son utilisation. Notre étude a donc eu ici pour but d’évaluer I’efficacité de ces 3
molécules & mode d’action différents : un inhibiteur de I’aromatase, (anastrozole) , un anti-
cestrogene (clomiféne) et un progestagene (osatérone) pour atteindre cet effet. 27 chiennes en
ancestrus ont donc été traitées a I’aide d’un implant de desloréline (Suprelorin®4,7 mg,
Virbac, Carros, France) comme défini dans les précédents chapitres de notre manuscrit. Elles
recevaient dans le méme temps 1) G1 (n=3) :anastrozole 0,1mg/kg per os pendant 15 jours (
Arimidex®, Astrazeneca, Rueil-Malmaison , France), 2) G2 (n=8) : clomiféne 5mg/kg per 0s
pendant 15 jours (Clomid®, Sanofi-Aventis, Paris, France) ou 3) G3 : n=16 osatérone
0,5mg/kg pendant 2 jours ( Ypozane®, Virbac, France). Dans G1, seule 1/3 chienne n’a pas
présenté de signes de chaleurs et toutes ont ovulé. Dans G2, aucun saignement vulvaire n’a
été observé chez 6/8 chiennes, alors que sur les 2 autres il est apparu 7 et 8 jours apres la pose
de I’implant. Cependant 5/8 de ces chiennes ont ovulé entre 16 et 18 jours apres la pose de
I’implant. Dans G3, 11/16 chiennes n’ont présenté ni signes de chaleurs ni ovulation. Dans
ces trois groupes, aucun effet secondaire n’a de plus été rapporté suite au traitement a base de
desloréline. Méme si aucun traitement fiable pour prévenir systématiquement I’entrée en
chaleurs suite a I’utilisation d’un implant de desloréline n’a pu étre mis en place, I’utilisation
de I’osatérone se présente aujourd’hui comme une des meilleures alternatives qu’il

conviendrait en pratique d’utiliser.
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1. Introduction
Sur les 78 chiennes traitées en ancestrus par des implants de desloréline dans les précédents

chapitres de ce manuscrit, 77 sont entrées en chaleurs. L’utilisation de ces implants a visée
contraceptive se heurte donc a deux problémes : il est tout d’abord difficile de proposer en
pratique ce type de stérilisation chimique quand la premiere motivation des clients pour ce
type d’acte n’est pas le controle de la fertilité¢, mais 1’inhibition des manifestations des
chaleurs (pertes de sang notamment). De plus, les principaux effets secondaires retrouvés lors
de I'utilisation de ces implants en vue d’obtenir une stérilisation chimique sont liés a cet
cestrus induit : cestrus persistants li€s ou non a des kystes ovariens et lactations persistantes
réfractaires aux traitements classiques ont ainsi été mises en évidence dans notre précédente
étude (voir partie précédente du manuscrit). D’autres équipes ont également mis en évidence
le développement d’affections utérines notamment des pyométres (Palm etReichler 2010).
Aussi le développement de stratégies pour prévenir I’apparition de ces chaleurs induites est-

elle indispensable pour développer cette alternative.

Trigg et al (2001) ayant constaté que les chiennes traitées avec des implants de desloréline et
ayant une progestéronémie supérieure a 5 ng/mL ne présentaient pas d’cestrus induit,
I’utilisation de progestagénes semblait toute indiquée. Les résultats obtenus sont néanmoins
controversés. Si Wright et al (2001) n’ont obtenu aucun cestrus induit en utilisant de I’acétate
de mégestrol a 2mg/kg pendant 3 semaines suite a la pose d’un implant de desloréline,
Corrada et al (2006) ont avec un protocole identique eu trois chiennes présentant un cestrus
entre 26 et 51 jours aprés la pose de I’implant : le traitement aux progestagénes ne faisait que
décaler I’cestrus induit. En commengant le traitement 4 jours avant la pose de I’implant, la
méme équipe a quand méme observé 10% d’cestrus induit (Corrada et al. 2006). Sung et al
(2006) ont tenté la méme expérience en débutant le traitement 7 jours avant la pose de
I’implant mais 4 chiennes sur 5 traitées sont entrées en chaleurs. La durée entre la pose de
I’implant et ’entrée en chaleurs était de 8,4+1,7 jours avec des extrémes de 3 a 19 jours. Dans
cette étude, le traitement avec des progestagénes diminuait certes la réponse hypophysaire
chez les chiennes implantées (les chiennes ainsi traitées présentant des concentrations en LH
significativement plus basses que les chiennes non traitées) mais augmentait également la
réponse ovarienne a la stimulation a la desloréline (les chiennes traitées présentant une

oestradiolémie significativement plus haute).

Aujourd’hui donc, aucun protocole ne semble satisfaisant pour inhiber 1’apparition de 1’ cestrus

induit, ce qui constitue un frein a I’utilisation de ces molécules pour la stérilisation chez la
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femelle d’une part et son utilisation dans un cadre thérapeutique d’autre part. Néanmoins
plusieurs pistes restent envisager. Les signes de chaleurs étant essentiellement liés aux
cestrogenes, la réduction voire I’inhibition de leurs effets pourrait s’envisager. L’utilisation
dans ce cadre d’anti-cestrogénes comme le clomiféne ou d’inhibiteurs de leur enzyme de
conversion 1I’aromatase comme 1’anastrozole, utilisés en médecine humaine dans le traitement
des cancers du sein hormono-dépendants, pourrait s’envisager. Cette alternative n’a par
ailleurs jamais été étudiée. L utilisation de progestagenes de derniére génération est
¢galement une solution qu’il faut considérer. Ces produits, aujourd’hui plus faciles
d’utilisation et présentant peu d’effets secondaires (Mieda et al. 1994), pourraient s’avérer une

piste intéressante a explorer.

Dans le but de prévenir cet cestrus induit, nous avons donc décidé d’investiguer trois

différentes stratégies :

- T’utilisation de I’inhibiteur de 1’aromatase anastrozole (Exp1)

- L’utilisation del’anti-cestrogéne clomiféne (Expl)

I’utilisation d’un progestagene, 1’acétate d’osatérone (Exp2).

2. Materiels et méthodes

2.1 Expérience 1
11 chiennes de race Beagle ont pris part a cet essai. Toutes se situaient en ancestrus, celui-Ci
étant défini sur la base des derniéres chaleurs et de la progestéronémie (P4 < 1ng/mL). Toutes
les chiennes ont recu un implant de desloréline (Suprelorin®4,7mg, Virbac, Carros, France)
au niveau de I’ombilic comme décrit dans les parties précédentes de ce manuscrit. Un
traitement a été débuté le méme jour : 1) G1 (n=3) : anastrozole, inhibiteur de 1’aromatase, a
la posologie de 0,1 mg/kg (Arimidex®, Astrazeneca, France) 2) G2 (n=8) : acétate de
clomifene, anti-cestrogéne, a la posologie de 5mg/kg ( Clomid®, Sanofi-Aventis, France).
Chaque traitement était délivré par voie orale pendant 15 jours. Les chiennes étaient suivies
durant le traitement et revues 30 jours apres la pose de I’implant. Frottis vaginaux,
endoscopies vaginales et dosages quantitatifs de progestérone ainsi qu’échographies
ovariennes étaient réalisées pour détecter d’éventuels signes de chaleurs et, en cas d’cestrus

induit, si une ovulation survenait.
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2.2 Expérience 2
16 chiennes ont pris part a cette essai, 5 Beagles d’expérimentation et 11 chiennes de clients

(2,4+2,2 ans, 6 races différentes, 2 croisées). Ce groupe était désigné comme G3.

Le protocole utilisé était ici exactement similaire a celui utilisé dans Exp1, le traitement
administré aux chiennes étant cependant remplacé par I’administration d’acétate d’osatérone
(Ypozane®, Virbac). Cette molécule était administrée per os, a la posologie de 0,5mg/kg
pendant 2 jours (durée de traitement nécessaire pour obtenir une efficacité d’environ 15 jours

de la molécule).

Les beagles étaient suivies tous les jours pendant 15 jours puis une fois par mois jusqu’a
détection des chaleurs. Les chiennes de clients n’étaient revues que 3 semaines apres la pose
de I'implant et administration du traitement. Les clients étaient questionnés sur I’entrée en
chaleurs de leur animal et un dosage de la progestéronémie était alors realisé pour voir si une

ovulation avait eu lieu.

&
£
o
&
(»)
- - >
Chaleurs
->Chiennes en anoestrus
Comm./ P4/ Ecouvillon Induction des chaleurs?
vaginal/Echo Ovulation?

‘ Anastrozole (n=3, 0.1mg/kg pdt 15 jours)
Citrate de clomifene (n=8, 5mg/kg pdt 15 jours)
Acétate d’osatérone (n=16, 0.5mg/kg pdt 2 jours)

Figure 1 : Protocole utilisé pour prévenir ’apparition de [’ cestrus induit.

2.3 Données analysées
Pour tous ces protocoles, ont été par la suite definis :

- Le pourcentage de chiennes entrant en chaleurs.
- Les effets secondaires rencontrés.
- Quand cela a été possible, la durée pendant laquelle les chiennes n’ont pas présenté de

chaleurs.
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3. Reésultats

3.1 Expérience 1

Dans G1 (n=3), 1 chienne n’a présenté¢ aucun signe de chaleurs, alors que les deux autres ont
présenté des pertes vulvaires sanguines ainsi qu’une kératinisation de I’épithélium vaginal 5 et
6 jours apres la pose de I’implant.

Dans G2 (n=8), I’absence de pertes vulvaires sanguines suite a la pose de I'implant a été
constaté chez 6/8 chiennes, alors que chez les 2 restantes, elles ont été constatées 7 et 8 jours
aprés la pose de I’implant. Une kératinisation de 1’épithélium vaginal a été observée chez
toutes les chiennes de ce groupe, mais I’aspect endoscopique caractéristique de chiennes en
pro-cestrus/cestrus n’a été observé que chez les deux chiennes ayant présenté des pertes
vaginales. L’ovulation a été détectée chez 5/8 chiennes de ce groupe, entre 16 et 18 jours
apres la pose de I’implant. Aucun effet secondaire n’a été rapporté sur aucune des chiennes

ayant pris part a ce protocole.

3.2 Expérience 2
Le détail des résultats est donné dans la Figure 2. 13chiennes sur 16 (soit 81,25%) n’ont pas

présenté de signes de chaleurs. 2 de ces 13 chiennes ont cependant eu des chaleurs
silencieuses, ce qui a été confirmé par le fait qu’elles avaient ovulé. Parmi les 3 chiennes
restantes qui ont présenté des signes extérieurs de chaleurs, une seule a ovulé. Le protocole
utilisé ici pour prévenir I’entrée en chaleurs et 1’ovulation a ainsi été efficace chez 11/16

chiennes, soit dans 68,75% des cas.

Signes de chaleurs et
ovulation 6%

Chaleurs silencieuses
12%

Nisignes de
chaleurs ni
ovulation

69%

Chaleurs mais cycle
anovulatoire
13%
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Figure 2 : Résultats obtenus suite a l'utilisation d’osatérone sur les chiennes recevant un
implant de desloréline (n=16).

A la fin de la période de suivi, seules 3 chiennes étaient revenues en chaleurs 145, 283 et 332
jours apres la pose de I’implant. La durée d’absence d’expression des chaleurs était située
entre 180 et 365 jours pour 9/16 chiennes (soit 56,25%) et >365 jours pour 6/16 chiennes
(soit 37,5%)

Aucun effet secondaire n’a été rapporté sur les animaux durant ce protocole.

4. Discussion
L’inhibiteur de I’aromatase anastrozole n’a pas permis d’empécher 1’cestrus induit suite a la

pose d’un implant d’agoniste de la GnRH (voir chapitres précédents de ce manuscrit) alors
que 'utilisation de I’acétate de clomiféne, molécule a activité anti-cestrogéne, n’a donné des
résultats que chez 3/8 chiennes. Avec ce dernier, méme si un effet anti-cestrogénique a été
observé chez la plupart des chiennes, un effet partiellement cestrogénique a été détecté au
niveau vaginal, ce qui est similaire a certaines études précédemment réalisées sur le sujet
(Gobello 2006). De plus, le blocage ovarien induit par cette molécule disparaissait dés 1’arrét
du traitement, conduisant alors a une ovulation. Par conséquent, ces molécules ne peuvent étre
considérées comme des solutions thérapeutiques valables pour empécher I’induction de

I’cestrus chez la chienne en ancestrus.

Alors que les 3 chiennes de G1 traitées avec 1’anastrozole et 5 chiennes sur 8 de G2 traitées au
clomiféne ont présenté des chaleurs, de bien meilleurs résultats ont été obtenus lors de
I’utilisation de 1’acétate d’osatérone (5 chiennes sur 16 uniquement étant entre en chaleurs).
Notre choix s’était porté sur cette molécule car celle-ci était proche de la chlormadinone, un
progestagéne connu pour avoir des effets moindres au niveau utérin et donc moins susceptible
d’engendrer des troubles comme pyométre ou hyperplasie glandulokystique (Curran etAJ
2004). La posologie de cette molécule avait été adaptée sur la base de données pharmaco-
cinétiques (fournies par laboratoire commercialisant la molécule) pour obtenir une durée
d’efficacité d’environ 15 jours dans I’organisme. Cette durée de 15 jours avait été décidée
empiriqguement car chez le chien male, elle correspond en moyenne a la durée pendant
laquelle I’hypophyse doit étre exposée a la desloréline pour obtenir 1’arrét de sa sécrétion en
gonadotrophines FSH et LH (Trigg et al. 2001). Comme nous ’avons précisé¢ dans les parties

précédentes cependant, cette donnée n’est pas connue chez la chienne et reste a déterminer, ce
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qui permettra peut-étre de mieux appréhender les protocoles a mettre en place pour prévenir

I’ cestrus induit.

Il nous semble néanmoins qu’a ce jour I’utilisation de progestagénes demeure la meilleure
facon de bloquer le fonctionnement ovarien et a ce titre, ce type de protocole est a
recommander lorsqu’il convient de rechercher une stérilisation chimique temporaire a 1’aide
d’agonistes de la GnRH sur une chienne adulte en ancestrus. Néanmoins, il est important de
noter que malgré tout, des chaleurs ainsi qu’une ovulation peuvent survenir (31,25% des
chiennes dans notre étude) et qu’a ce titre, il semble important de contrdler 1’animal dans le

mois qui suit la pose de I’implant pour s’assurer qu’aucun effet secondaire ne se développe.

Il est également intéressant de noter que contrairement a ce que nous avons obtenu dans
I’étude précédente ou nous administrions I’implant seul a des femelles adultes, lorsqu’un
traitement concomitant a été appliqué pour bloque ’entrée en chaleurs, aucun effet secondaire

nécessitant notamment le retrait de I’implant n’a été rapporté.

5. Conclusion
Il n’existe donc a ce jour aucun protocole fiable a 100% pour prévenir I’apparition de chaleurs

induites sur des chiennes adultes traitées a la desloréline en ancestrus. Si les inhibiteurs de
I’aromatase et les anti-cestrogenes ne présentent visiblement aucun intérét dans cette optique,
I’utilisation des progestagenes de derni¢re génération comme 1’osatérone se justifie
lorsqu’une solution fiable pour enrayer le phénomene est recherchée. Certes, cette alternative
ne prévient pas tous les cas, mais reste aujourd’hui la meilleure solution que tout vétérinaire

peut appliquer.

118



Utilisation d’implants d’agonistes de la
GnRH sur des chiennes prépuberes

Travail associé:

Publication:

Use of GNRH agonist implants in prepubertal bitches . E. Fontaine, F. Mir, F. Vannier, A.
Fontbonne En preparation
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Résumé : L’ utilisation des agonistes de la GnRH en termes de stérilisation chimique chez la
chienne se heurte aux problémes liés a I’cestrus induit —et relaté dans les précédents chapitres.
Aucune alternative fiable a 100% n’existe aujourd’hui chez la chienne adulte. Pourtant, une
autre solution pouvant étre envisagée consiste a implanter des individus prépuberes, chez
lesquels en effet la stimulation de 1’axe hypothalamo-hypophysaire par I’agoniste de la GnRH
ne conduit pas a une induction des chaleurs, du fait de I’immaturité du systéme reproducteur.
24 chiennes (4,2+0,6 mois, 2,8 a 5,3 mois) ont donc été recrutées et divisées en deux

groupes : G1 (n=13), ou les animaux recevaient un implant contenant 4,7mg de desloréline
(Suprelorin®4,7mg. Virbac, Carros, France), et G2 (n=11) ou un implant de 9,4mg leur était
administré (Suprelorin®9,4mg, Virbac, Carros, France). Aucune de ces chiennes n’a déclaré
de chaleurs suite a la pose de I’implant. A la fin de notre période de travail, seules 2 chiennes
de G1 étaient revenues en chaleurs, 426 et 513 jours aprés I’administration du traitement.
Chez 85% de ces individus, aucun épisode de chaleurs n’avait été observé pendant plus d’un
an. Les chiennes de G2 ayant toutes été implantées entre 11 et 200 jours avant la fin de notre
travail, les données n’étaient pas encore suffisamment exhaustives pour étre analysées.
Néanmoins aucune chienne des deux groupes n’a présenté le moindre effet secondaire suite au
traitement. L’ immaturité physiologique du systéme reproducteur des individus prépuberes
permet donc d’obtenir une stérilisation chimique efficace et durable a 1’aide des agonistes de
la GnRH, sans pour autant étre confronté aux effets secondaires potentiels retrouvés chez les

individus adultes.
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1. Introduction
Nous avons souligné dans la partie précédente I’importance de prévenir I’entrée en chaleurs

des chiennes lorsqu’un traitement a base d’agonistes de la GnRH est utilisé dans le cadre de la
stérilisation chimique. Comme nous 1’avons expliqué dans la partie précédente, aucune

alternative fiable a 100% n’est aujourd’hui disponible chez la chienne adulte.

Une autre alternative consiste a implanter des individus prépuberes, chez lesquels en effet la
stimulation de I’axe hypothalamo-hypophysaire par I’agoniste de la GnRH ne conduit pas a

une induction des chaleurs, du fait de I’'immaturité du systéme reproducteur (Noakes et al,
2009).

L’age auquel I’animal est traité semble étre un parameétre déterminant sur 1’apparition d’un
cestrus induit. Rubion et al (2006) ont traité des chiennes de 4,88+0,32 mois avec des implants
d’azagly-nafaréline et n’ont noté aucun cestrus induit. Trigg et al (2001) ont fait la méme
constatation pour les chiennes agées de 4 mois, mais la pose d’un implant de desloréline a
partir de 7 mois entrainait systématiquement un cestrus dans les un a deux mois qui suivaient
I’implantation. De méme Inaba et al (1998) ont injecté du leuprolide dépdt en excipient
huileux a 6 chiennes prépubéres adgées de un an et 5 d’entre elles ont présenté un cestrus

induit.

Néanmoins les études a ce sujet ne comportaient que des chiennes d’expérimentation et
comme mentionné dans nos précédentes études, il est alors difficile d’extrapoler a tous les
membres de I’espéce canine qui est marquée par cette trés grande variabilité anatomique et
morphologique. Nous avons donc tenté de vérifier si I’utilisation de ces agonistes de la GnRH
pouvait, dans le cadre de la stérilisation chimique, se Vérifier et s’utiliser sur des individus

femelles qui n’avaient pas encore atteint leur puberté.

2. Materiels et méthodes
Seules des chiennes impubéres de moins de 6 mois ont été recrutées au travers du service de

Vaccinations de I’Ecole Vétérinaire d’ Alfort pour participer a cette étude. 24 chiennes

(4,2+0,6 mois, 2,8 a 5,3 mois) ont été réparties en deux groupes :

- G1 (n=13), dans lequel les individus ont tous recu un implant de desloréline de 4,7mg
(Suprelorin®4,7mg, Virbac, France), qui délivre I’agoniste de la GnRH pendant une

durée d’environ 6 mois ;
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- G2 (n=11), dans lequel individus ont re¢u un implant de 9,4mg (Suprelorin®9,4mg,
Virbac, France), pour lequel I’agoniste est délivré a la méme vitesse mais pendant

environ 12 mois.

Toutes les chiennes ont été implantées par voie sous-cutanée en région post-ombilicale,
comme présenté dans les chapitres précédents. Un contact téléphonique régulier était établi

avec les clients et les chiennes étaient revues des I’expression de leurs premieres chaleurs.

3. Résultats
Aucune chienne n’est entrée en chaleurs dans les trois semaines qui ont suivi la pose de

I’implant, et ce quel que soit I’'implant utilisé.

Aucun de ces animaux n’est revenu en chaleurs avant 6 mois apres la pose de I’'implant. Sur
les chiennes implantées avec des implants de 4,7mg, seules deux chiennes étaient revenues en
chaleurs au moment de I’arrét de notre travail, 426 et 513 jours aprés la pose de I’implant.

Aucun examen n’a été fait pour s’assurer que ces chiennes avaient ou non ovulé.

Concernant les chiennes ayant recu des implants de 9,4mg, 1a aussi aucun animal n’est revenu
en chaleurs sur notre période d’étude. Cependant, ces chiennes avaient toutes été implantées
entre 11 et 200 jours avant que notre travail ne s’arréte, aussi est-il nécessaire d’attendre

encore au moins un an pour pouvoir tirer des données fiables de cette partie de 1’étude.
Aucun effet secondaire n’a été rapporté sur aucune des chiennes participant a cette étude.

4. Discussion
La meilleure solution a ce jour pour éviter I’entrée en chaleurs suite a la pose d’un implant

d’agoniste de la GnRH semble donc bien étre d’implanter des chiennes prépubéres. Dans ce
cas précis et quelle que soit la race de 1’animal, nous n’avons en effet jamais obtenu d’entrée

en chaleurs.

Différentes questions pourraient néanmoins se poser sur 1’utilisation de ce protocole sur des
individus d’un si jeune age. En ce qui concerne leur fertilité, nous n’avons pu I’évaluer ici. Il
serait intéressant de s’y attarder car les données de la littérature divergent quelque peu. Trigg
et al (2001) ont fait reproduire les chiennes de leur étude sur le premier cestrus apres le
traitement, mais aucune n’a été gestante. Ces résultats sont cependant a prendre avec
précaution car aucun suivi de chaleur n’avait été réalisé (Trigg et al. 2001). Mc Rae et al

(1985) ont fait reproduire deux chiennes sur le premier cestrus apres le traitement et elles ont
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toutes été gestantes (McRae et al. 1985). La fertilité de ces individus stérilisés précocement

reste donc a confirmer.

Néanmoins, les données histologiques fournies par Mc Rae et al semblent confirmer la totale
réversibilité du traitement. En effet, si chez les chiennes prépuberes en cours de traitement ils
ne retrouvaient que de nombreux follicules primordiaux, quelques follicules primaires et
aucun follicule secondaire, quatorze mois apres la fin du traitement, des follicules

secondaires étaient présents (McRae et al. 1985).

Howe et al (2004) ont observe que les chiens stérilisés tres tot avant 24 semaines d’age
avaient tendance a étre Iégerement plus grands que leurs congénéres stérilises apres ce délai,
et qu’ils seraient plus sensibles aux fractures épiphysaires. L’utilisation sur les individus
prépubéres d’agonistes de la GnRH n’a pas mis en évidence de signes equivalents. Ni la taille
ni le poids des individus n’étaient affectés (Rubion et al. 2006). Il est cependant intéressant de
noter que chez I’homme, les agonistes de la GnRH sont souvent utilisés lors de puberté
précoce chez les enfants. Ceux-ci sont souvent de petite taille et ce traitement est utilisé
justement pour leur permettre d’atteindre une taille normale. Et s’il permet effectivement aux
enfants atteints de grandir plus, ce traitement est egalement associé a une démineralisation
plus marquée des os (Feuillan et al. 2001), qui n’est pas sans rappeler ce qui est évoqué sur le
chien (Howe et al. 2004). Les études ayant été réalisées portant sur peu d’individus, il serait

nécessaire de les étoffer davantage.

5. Conclusion
L’immaturité physiologique du systéme reproducteur des individus prépubéres permet

d’obtenir une stérilisation chimique efficace a 1’aide des agonistes de la GnRH sans pour
autant étre confronté aux effets secondaires potentiels retrouves chez les individus adultes et
surtout sans obtenir d’cestrus induit, qui reste aujourd’hui la principale limite a I’utilisation de
ces molécules. Certains points restent a éclaircir mais les premiers résultats présentés ici sont
encourageants, d’autant plus que la durée d’efficacité d’un seul implant semble beaucoup plus

longue que ce que 1’on retrouve lorsque le méme usage est reporté sur un individu adulte.
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Discussion générale- Perspectives
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1. Objectifs du travail
Alors que jusqu’a présent, I'utilisation d’implants délivrant de fagon prolongée des agonistes

de la GnRH avait été peu documentée chez la chienne, les différentes études que nous avons
menées nous ont permis d’obtenir des données sur 173 animaux (dont 24 beagles

d’expérimentation).

Ces molécules offrent des possibilités thérapeutiques intéressantes, aussi bien en reproduction
assistée qu’en termes de contraception. Notre travail a eu pour but de détailler ces deux
aspects, tout d’abord en travaillant sur I’induction de chaleurs fertiles a I’aide de ces implants
de desloréline puis d’étudier comment ils pourraient &tre utilisés pour proposer une

stérilisation chimique.

2. Induction de chaleurs fertiles chez la chienne
La maitrise du moment de mise a la reproduction est un élément essentiel en reproduction

assistée chez la chienne. En effet, la principale cause d’infertilité¢ dans cette espéce reste la
mauvaise détermination du moment de I’ovulation (Fontbonne et al. 2007a). Alors que les
protocoles d’induction de chaleurs sont couramment utilisés chez les animaux de rente
(Noakes et al, 2009) ceux-ci sont principalement réservés chez la chienne aux individus
présentant des retards de chaleurs conséquents (durée de 1’intercestrus supérieure de 2 mois

par rapport a sa valeur normale) (Fontbonne et al. 2007a).

En utilisant ces implants sur des chiennes en ancestrus, nous avons réussi a obtenir 100%
d’entrée en chaleurs. Le principal probléme rencontré sur ces chaleurs induites était lié¢ au fait
que 21,9% de ces chiennes présentaient des chaleurs anovulatoires et que méme s’il semblait
y avoir une tendance a retrouver ce phénomene préférentiellement lors d’induction en
ancestrus précoce (37,5% des chiennes présentaient des chaleurs anovulatoires quand traitées
a ce stade contre 16,7% quand traitées en ancestrus tardif), aucun critére ne permet
aujourd’hui d’anticiper a I’avance comment les chiennes se comporteront en termes
d’ovulation. Si aucune ovulation n’est survenue aprés 15 jours, nos données nous conduisent a
penser que la chienne ne portera vraisemblablement pas et que I’implant doit étre retiré car il
n’y a plus aucun bénéfice a espérer. Méme si nous avons eu quelques cas ou 1’utilisation de
clomiféne, un anti-cestrogeéne utilise en médecine humaine lors de troubles de 1’ovulation,
nous a permis d’obtenir des ovulations apres 15 jours, ces chiennes n’ont pas été gestantes par
la suite. Un suivi hormonal complet durant cette phase d’induction (en particulier s’ intéressant
aux profils sanguins des gonadotrophines) pourrait permettre de mieux comprendre le

phénomeéne et de mieux cerner les stratégies thérapeutiques a adopter. Ces dosages n’ont pu
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étre effectués au cours de notre travail de thése mais les différents prélévements réalisés ont
tous été conserves et leur réalisation reste d’actualité pour continuer le travail déja effectué et

compléter les données.

La fertilité ultérieure sur ces individus ainsi traités reste également a étudier. Des observations
faites notamment chez la jument laissent en effet penser que celle-ci pourrait chez certains

individus étre affectée (B. Siliart, comm. pers.).

La durée entre la pose de I’implant et le moment de I’ovulation s’est révélé tres reproductible,
les chiennes ovulant 11,8 & 2,1 jours aprés I’administration du traitement et ce quel que soit
I’animal considéré. Aucun critére (en particulier la taille) ne semble influencer cet intervalle
dans notre étude. Il est intéressant de noter que le résultat a été le méme quelle que soit la
taille de I’animal traité. Il est possible que la dose de desloréline délivrée par I’implant soit
bien supérieure a la dose efficace nécessaire pour obtenir 1’induction des chaleurs et pourrait
ainsi jouer un réle dans les différents résultats observés. Il serait intéressant dans le futur de
s’attarder a déterminer cette dose efficace et voir si alors, celle-ci peut influer sur les
parametres de fertilité. Ce traitement permet cependant déja d’envisager une véritable
synchronisation intéressante a plus d’un titre dans I’espece canine. En effet, un tel protocole
est un pré-requis a la mise en place de procédures de transfert embryonnaire chez la chienne.
L’utilisation de ce genre de techniques a des fins de recherche ou pour des chiennes a haute
valeur génétique et souffrant d’infertilité d’origine utérine (Fontaine et al. 2009b) est quelque
chose qui s’en trouverait facilité, la synchronisation entre le récipient et le receveur étant un
élément clé de ces protocoles (Noakes et al, 2009). Le développement de techniques non-
invasives notamment par le biais de I’endoscopie génitale chez la chienne (Fontaine et al.
2010) pourrait définitivement permettre la mise en place de cette biotechnologie de la
reproduction dans I’espéce canine. Ce protocole est également quelque chose qui peut
s’envisager dans toute démarche d’infertilité chez la chienne. La premicre recommandation
faite est généralement de mettre en place un suivi de chaleurs pour déterminer le moment de
I’ovulation de fagon précise (Fontbonne et al. 2007a). La maitrise du cycle offerte par ces
protocoles permet de faciliter la détermination du moment de la mise a la reproduction et
méme de tenter de planifier les évenements : I’optimal de fertilité chez la chienne se situant
environ 48h apres I’ovulation (Reynaud et al, 2009), il est tout a fait envisageable de planifier
une saillie ou une insémination en prenant en compte que suite a la pose de I’implant,
I’ovulation surviendra environ 12 jours aprés. Nous avons expérimenté cette approche sur

quelques chiennes suite a notre étude avec des résultats encourageants : a chaque fois nous
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avons été capable de prédire la fenétre de mise a la reproduction. Cet aspect n’est pas retrouvé
lorsque des dopamine agonistes comme la cabergoline sont utilisés pour 1’induction des

chaleurs dans 1’espece canine (Verstegen et al. 1999).

On peut méme imaginer voir plus loin : chez la chienne la durée de gestation est d’environ 63
+ 1 jours post-ovulation (Mir et al. 2011). Connaitre le moment de la mise-bas est un
paramétre crucial pour limiter le risque de mortalité néonatale (Fontaine et al. 2007, Levy et
al. 2009) . En maitrisant le moment de I’ovulation chez la chienne, il devient possible, de

méme, planifier a I’avance le moment optimal en termes de mise-bas.

3. Stérilisation chez la chienne
42,4% des chiennes sont stérilisées en France, ce qui en fait un des motifs les plus fréquents

de consultation vétérinaire. L utilisation des implants d’agonistes de la GnRH se présente
donc comme une véritable alternative non-invasive a la solution chirurgicale qui reste

aujourd’hui privilégiée.

Le principal frein aujourd’hui chez la chienne est lie aux chaleurs induites qui peuvent
survenir suite a la pose de cet implant : les effets secondaires que nous avons rencontré
(chaleurs persistantes, lactations persistantes) peuvent lui étre directement imputé. En effet
109 chiennes ont présenté des chaleurs induites suite au traitement par des ces implants dans
nos études. 97,2% d’entre elles (106/109 individus) étaient en ancestrus au moment de la pose
de I’'implant. 3 chiennes étaient en dicestrus : méme si ce stade semble donc mieux convenir
pour administrer aux chiennes ce traitement, il est important de garder a I’esprit
qu’occasionnellement, des chaleurs induites peuvent néanmoins survenir a ce stade du cycle
(3 chiennes sur 15 dans nos études). Nous nous sommes attachés a prévenir cet cestrus induit
a I’aide de différentes alternatives médicales. L’acétate d’osatérone s’est présenté comme la
meilleure solution médicale pour lutter contre ce probléme mais néanmoins, 5 chiennes sur
16 ont quand méme présenté un cestrus induit. La meilleure option reste aujourd’hui de traiter
les chiennes alors qu’elles sont encore pré-pubéres (aucune chaleur induite sur les 24
individus traités dans notre étude) mais les effets sur la croissance de 1’animal restent a

évaluer.

Les données que nous avons collectées nous permettent cependant d’utiliser aujourd’hui le
potentiel de ces agonistes de la GnRH dans leur aspect contraception. En effet certains
individus présentés pour stérilisation présentent parfois des contre-indications

cardiaques/rénales a toute intervention chirurgicale. Apres avoir défini le stade du cycle
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auquel I’animal se trouve il devient alors possible de proposer la meilleure solution en termes
de stérilisation (implant seul si la chienne est en dicestrus ou implant couple a de 1’0satérone si

la chienne est en ancestrus).

De la méme facon la stérilisation est parfois recommandée a titre thérapeutique : dans
certaines affections comme 1’épilepsie, le réle que peuvent jouer les hormones sexuelles n’est
pas clair en médecine des animaux de compagnie alors qu’il est évoqué chez I’homme
(Herzog et al. 2011). Il en est de méme pour certaines affections dermatologiques comme
1I’alopécie X (Lloyd etCerundolo 2001) et méme certains comportements derangeants pour le
propriétaire (agressivité notamment).Si celle-ci est parfois conseillée, elle peut parfois
aggraver le probléme existant. L utilisation des implants d’agonistes de la GnRH se révéle
extrémement intéressante car dans ce cadre elle peut étre utilisée comme un véritable test
diagnostique. Si une amélioration nette est notée suite a leur utilisation, la stérilisation

définitive pourra par la suite étre envisagée.

Il reste nécessaire de déterminer quelle fréquence de réadministration devrait étre adoptée
pour maintenir I’effet sur le long terme. Les implants de 9,4mg désormais commercialisés
permettront certainement une duree d’efficacité prolongée, qui pourrait se révéler
particulierement intéressante dans les zones ou les populations d’animaux errants sont
importantes et représentent un risque pour I’homme. En effet un des parametres clés pour
gérer les problémes liés a ces animaux errants repose sur la possibilité de les stériliser pour
éviter leur multiplication incontrolee. Les campagnes de stérilisation chirurgicale, quand elles
sont organisées, ne permettent cependant pas de toucher tous les animaux concernés.
L’utilisation de ces implants pourrait &tre une solution intéressante car ils sont beaucoup plus
rapides a administrer et permettrait de toucher une plus grande population. La majorité de ces
animaux ont une durée de vie moyenne de trois ans et si les implants de desloréline
permettent d’obtenir une stérilisation pendant une durée équivalente, leur utilisation dans ce

cadre serait complétement justifiée.

4. Autres perspectives
Nous avons essentiellement travaillé sur 1’espéce canine mais les mémes questions et les

mémes possibilités pourraient étre étudiées dans 1I’espéce féline, ou les mémes thématiques

sont rencontrées, que ce soit en reproduction assistée ou en termes de contraception.

Les effets anti-mitotiques associés aux GnRH-agonistes pourraient également s’avérer

intéressants en cancérologie vétérinaire, un domaine qui reste pour I’instant a explorer.

128



129



Conclusion

130



En ce qui concerne I’induction des chaleurs chez la chienne, les implants de desloréline se
positionnent aujourd’hui comme une alternative séduisante : les résultats de fertilité obtenus
différent en effet peu de ceux obtenus avec des agonistes dopaminergiques, qui jusqu’a la
¢taient considérés comme la meilleure solution. Certains points nécessitent encore d’étre
¢claircis, notamment les problemes li€s aux cycles anovulatoires. A ce sujet, ’utilisation
d’anti-estrogenes (comme en procréation médicalement assistée chez la femme) pourrait
s’avérer utile, mais reste encore a étudier. Il semble néanmoins que la réduction de I’intervalle
intercestrus chez la chienne a I’aide de ces implants ne puisse encore étre envisagée. En effet,
aucun protocole ne permet a ce jour de réduire le temps nécessaire a I’involution utérine chez
la chienne. Lorsque ces implants sont donc utilisés en ancestrus précoce dans le but de réduire
I’intervalle entre chaleurs, I’involution n’est souvent pas compléte et méme si des chaleurs
ovulantes sont obtenues, la plupart des chiennes s’averent incapables de maintenir leur
gestation. Tant qu’aucune solution n’aura été trouvée, le raccourcissement de 1’intervalle

inter-cestrus chez la chienne ne pourra étre sereinement envisageé.

Ces implants se présentent aujourd’hui comme une alternative a considérer lorsqu’une
stérilisation chimique chez la chienne est souhaitée. Le principal inconvénient rencontré
aujourd’hui est li¢ au fait que chez les chiennes implantées en ancestrus, quasiment toutes
auront des chaleurs induites. Et la majorité des effets secondaires rencontrés y sont liés.
Aucun protocole ne permet aujourd’hui de completement empécher ce phénomene chez la
chienne adulte, méme si I’utilisation de progestagénes comme 1’osatérone permettent de
diminuer le nombre d’entrées en chaleur de fagon significative. En ce sens, la pose de
I’implant sur des chiennes prépubéres semble étre une solution d’avenir, car chez ces
individus, aucune entrée en chaleurs n’a été rapportée. Néanmoins, les parameétres liés a la

croissance et a la fertilité de ces chiennes restent a étudier.

Ces implants de desloréline ouvrent donc de nouvelles possibilités dans la gestion de la
reproduction des carnivores domestiques. De nombreux points restent encore a élucider, et nul

doute que de nombreuses découvertes sont encore a venir a leur sujet.

Nos travaux se sont uniquement penchés sur I’utilisation d’agonistes de la GnRH mais il est
également intéressant de noter que la fréquence des pulses de GnRH est elle-méme en partie
controlée par les kisspeptines. L’utilisation de ces composés dans 1’espéce canine pourrait
également dans le futur, proposer de nouvelles solutions dans le cadre du contrdle de la
fertilité.
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