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INTRODUCTION

L’insuffisance lutéale se définit comme une incapacité du corps jaune a produire une
quantité suffisante de progestérone nécessaire au maintien de la gestation, secondaire a
un défaut de son développement ou a un arrét de son fonctionnement.

Cette affection, d’abord décrite chez la femme comme une cause d’avortements précoces,
est une cause hormonale d’arrét de la gestation chez la chienne.

Son diagnostic se fonde sur des criteres de suspicion clinique et les stratégies
thérapeutiques reposent sur 1’administration d’une complémentation hormonale en
progestérone, avec un suivi régulier de 1’animal.

Récemment, des études suggérent qu’il existerait un lien entre cette chute observée de la
progestéronémie sérique et une chute de la thyroxine totale, hormone produite par la
thyroide et fixée aux protéines responsables de leur transport plasmatique (Thurdczy et
al., 2017).

La thyroide, dont le role est majeur dans le déroulement normal de la gestation, a aussi
une implication majeure dans la fertilit¢é chez I’étre humain. En effet, les femmes
hypothyroidiennes ont moins de chance de tomber enceinte.

Chez la femme, la grossesse peut étre révélatrice d’une hypothyroidie gestationnelle qui
se manifeste par un avortement ou une prématurité.

A la lumiere des connaissances apportées par la médecine humaine, les recherches
actuelles en médecine vétérinaire tendent a définir le réle que pourrait avoir un
dysfonctionnement de la thyroide dans I’infertilité, et plus précisément dans les
avortements chez la chienne.

Afin d’étudier ’existence supposée entre 1’insuffisance lutéale et une hypothyroidie dite
gestationnelle, nous décomposerons notre travail en deux axes de recherche.

La premiere partie est une étude bibliographique de la fonction reproductrice chez la
chienne, puis de cette entité qu’est I’insuffisance lutéale.

Ainsi, nous aborderons dans un premier temps la physiologie de la reproduction et de la
gestation chez la chienne. Puis nous ferons le bilan des connaissances actuelles
concernant 1’insuffisance lutéale chez la chienne.

Enfin, nous expliquerons le réle de la thyroide dans les conditions physiologies, les
différents types hypothyroidies et leurs causes chez le chien et enfin son implication dans
la fonction reproductrice et son lien suspecté avec I’insuffisance lutéale.

Les données issues de la médecine humaine viendront compléter notre travail.

La seconde partie de notre travail consiste en 1’étude rétrospective de 27 cas de chiennes
insuffisantes lutéales présentées au CERREC entre 2009 et 2018. L’objectif de cette
étude est le dosage de la T4 totale, de la T4 libre et de la TSH durant la gestation chez
ces chiennes afin d’évaluer la fonction thyroidienne pendant la gestation chez ces
animaux ayant présenté une chute de la progestérone sérique et ayant fait 1’objet d’une
complémentation.
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Premiere partie :
Etude bibliographique
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Premiere Partie : Etude Bibliographique

DEROULEMENT ET SUIVI DE LA REPRODUCTION ET DE LA GESTATION CHEZ
LA CHIENNE

A. REPRODUCTION DANS L’ESPECE CANINE : DONNEES GENERALES

1 Cycles sexuels chez la chienne

1.1 LA PUBERTE
Les mécanismes endocriniens mis en jeux sont d’abord I’activation de 1’axe gonadotrope qui
était quiescent jusqu’alors.
La sécrétion pulsatile de GnRH (Gonadotrophin Releasing Hormone) par 1’hypothalamus et
les gonadotrophines LH (Luteinizing Hormone) et FSH (Follicule Stimulating Hormone) par
I’hypophyse, restent peu étudiés chez le chien. De nombreux facteurs environnementaux
(rythme circadien, alimentation) et I’activité de neuropeptides stimulateurs des neurones a
GnRH (glutamate, kisspeptines, neurokinine D), entrainent I’augmentation de la sécrétion de
GnRH et ainsi une réactivation de 1’axe gonadotrope (Saint-Dizier 2014).
La chienne est qualifiée de pubére lorsque celle-ci devient sexuellement mature et apte a
reproduire, c’est-a-dire qu’elle présente son premier pro-cestrus. L’age de la puberté varie
autour de 6 a 20 mois et est étroitement lié a la race de I’animal. En effet, les petites races
peuvent présenter leurs premicres chaleurs a ’age de 4 mois, tandis qu’il faut parfois attendre
I’age de 2 ans pour les races géantes. La principale modification physique visible est
I’augmentation de la taille des organes génitaux (Concannon, 2010; Root Kustritz, 2012).

1.2 LES CYCLES SEXUELS
Les chiennes sont des espéces non-saisonniéres (excepté le Basenji dont 1’cestrus a lieu en
automne) monocycliques, et ovulant spontanément.
Le cycle cestral de la chienne est classiquement divisé en 4 phases :
- Le pro-estrus est défini comme le premier signe de fertilité visible chez la chienne.
Souvent remarqué par le propriétaire, celui-ci se manifeste par une augmentation de la
taille de la vulve et des pertes séro-hémorragiques (Jeffcoate and Lindsay, 1989).
- L’cestrus est défini par le comportement d’acceptation du méle. Cette période est aussi
qualifiée de « chaleurs ».
- Le meteestrus ou dicestrus démarre a ’arrét de ’acceptation du male avec la fin des
chaleurs.
- L’ancestrus correspond a la période pendant laquelle aucun signe de fertilité n’est
détectable chez la chienne.
L’intervalle inter-cestrus, est I’intervalle entre le début du premier pro-cestrus et celui du
pro-cestrus suivant. Cet intervalle varie selon les chiennes (en particulier selon la race), et
chez les individus eux-mémes. La moyenne se situe autour de 6 a 7 mois, avec une période
pouvant aller de 5 a 12 mois. Les bergers allemands par exemples ont un intervalle inter-
cestrus court durant environ 150 jours.
L’inter-cestrus peut aussi dépendre de facteurs environnementaux : en effet, des chiennes en
ancestrus placées avec des chiennes en cestrus peuvent déclencher un pro-cestrus en quelques
semaines. De plus, des chiennes residant au méme endroit ont souvent des cycles
synchronisés.
L’intervalle inter-cestrus ne varie pas significativement, que la chienne soit gestante ou non
(Linde Forsberg and Wallén, 2008; Root Kustritz, 2012; Sokolowski et al., 1977)
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1.3 LA GESTATION
La gestation chez la chienne dure 65 +/- 1 jours et sa phase lutéale dure 64 jours.
En I’absence de gestation, la phase lutéale sera égale voir I1égérement plus longue d’environ 5
jours que la phase lutéale de la gestation (55 a 75 jours) (Concannon, 2009).
Les tailles normales de portées varie entre 2 et 16 petits, avec une moyenne variant selon la
race autour de 5 a 8, plus ou moins corrélé a la taille de la race (Verstegen-Onclin and
Verstegen, 2008a).

2 Endocrinologie des cycles aeStraux

La différence entre le cycle d’une chienne gestante et le cycle d’une chienne non gestante
semble mince. En effet, dans les deux cas, la phase lutéale, période pendant laquelle le corps
jaune persiste, dure environ deux mois.

Nous allons dans cette partie étudier 1’endocrinologie des différentes phases du cycle sexuel
de la chienne, puis nous aborderons ensuite les spécificités de la chienne gestante (Concannon
et al., 1989; Verstegen-Onclin and Verstegen, 2008a).

2.1 PENDANT L’ ANESTRUS

a. Définition
L’ancestrus chez la chienne implique I’absence de quelconque activité ovarienne. La durée
moyenne de I’ancestrus est de 18 a 20 semaines apres que la progestérone soit passée en
dessous d’un seuil de 3 nmol/L. Ceci est particulierement important pour I’involution de
I’endometre qui sera compléte apres 120 a 130 jours (Okkens and Kooistra, 2006).

b. Endocrinologie de I’ancestrus
Les mécanismes impliqués dans la détermination de la durée de I’ancestrus chez la chienne et
le retour en chaleur sont encore mal connus.
Il existe une forte suspicion de I’implication de substances dopaminergiques dans 1’initiation
de la folliculogenése (Concannon, 2010; Okkens and Kooistra, 2006).
Pendant I’ancestrus, la fonction ovarienne est quiescente et les différentes hormones
impliquées sont situées dans des valeurs basses.
- Aiinsi, la progestérone reste en dessous de 1ng/mL (soit 4 nmol/mL) avec un nadir autour de
400 pg/ml (soit 1500 pmol/L) a 30-40 jours avant le pro-cestrus.
- L’cestradiol presente des valeurs variables mais généralement en dessous de 5 a 10 pg/ml
(soit 15 a 35 pmol/ml) (Concannon, 2010; Olson et al., 1982).
- Concernant I’implication de I’axe hypothalamo-hypophysaire, la LH basale est basse (<1-2
ng/ml) et présente des pics sporadiques, de taille variable (entre 3 et 30 ng/ml) a des
intervalles de 7 a 18h ou plus.
- La FSH est haute (50-400ng/ml, avec une moyenne a 140 ng/mL), avec des pulses
sporadiques faiblement au-dessus de la valeur de base, et qui coincident avec les pics de LH
lorsqu’ils sont détectables (Kooistra et al., 1999).
Ces deux hormones sont sécrétées par les méme cellules hypohysaires et jouent dont un rdle
majeur dans D’induction de la folliculogenése et de I’ovulation. Ces hormones sont
majoritairement régulées par la Gonadotropine-relasing hormone (GnRH). Si pendant toutes
les phases de I’ancestrus, la LH ne semble pas varier significativement, la FSH semble
présenter des pics et une aire sous la courbe qui augmentent de fagcon progressive et mettant
en évidence son role majeur dans la sortie de I’ancestrus (Kooistra et al., 1999; Onclin et al.,
2001).
La sensibilité de I’hypophyse a la GnRH et indirectement 1’ovulation des chiennes pendant
I’ancestrus précoce et en fin d’ancestrus a été investiguée en injectant des doses graduelles de
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GnRH (0, 0.01, 0.1, 1, 10 and 100 pg/kg). En réponse, les concentrations de LH et d’cestradiol
circulantes étaient significativement dose-dépendantes a la GnRH et plus importantes a la fin
de I’ancestrus.

De plus, les profils d’induction a la GnRH étaient corrélés aux profils de LH et d’cestradiol, ce
qui indique une augmentation de la sensibilité de I’hypophyse a la GnRH et une réponse des
ovaires aux gonadotrophines pendant la fin de ’ancestrus (van Haaften et al., 1994).

Ces études ont aussi permis d’émettre I’hypothése que 1’augmentation de la concentration de
FSH circulante dépassait la valeur seuil de la plupart des follicules antraux sensibles a la FSH
de I’ovaire, ceci amenant au déclenchement du développement de ces follicules pendant
I’ancestrus. Le principal effet de la FSH serait alors 1’acquisition de récepteurs a la LH par les
cellules de la granulosa (ce mécanisme n’est pas encore connu). Apres cette étape, la LH
remplacerait progressivement la FSH pour la maturation des follicules (Monniaux et al.,
1997).

Enfin, une autre piste intéressante expliquant la fin de I’ancestrus peut étre citée.
En effet, quelques études on permit de montrer que lorsque des chiennes sont traitées avec des
agonistes de la dopamine (cabergoline / bromocriptine), la durée de 1’ancestrus est réduite,
probablement du fait de I’inhibition de la sécrétion de prolactine.

Les substances dopaminergiques auraient un effet direct sur la régulation de GnRH et donc de
la stimulation de la sécrétion basale de FSH, permettant d’initier la folliculogenése.

Les agonistes de la dopamine seraient responsables de I’induction de I’ cestrus chez la chienne,
tandis que chez d’autres espéces, les agonistes de la dopamine seraient responsable de
I’inhibition des gonadotrophines pendant I’ancestrus et les antagonistes de la dopamine
pourraient induire 1’activité reproductive (Okkens and Kooistra, 2006; Onclin and Verstegen,
1997a).

2.2 LE PRO-ESTRUS

a. Définition

Comme évoqué plus tét, le pro-cestrus chez la chienne se caractérise par des modifications
externes visibles (turgescence de la wvulve, pertes sanguines, léchage) en réponse a
I’imprégnation par les cestrogénes. Le pro-cestrus dure entre 5 a 20 jours et 9 jours en
moyenne et correspond a la phase de croissance des follicules ovariens.

Les modifications sont également comportementales : les femelles deviennent de moins en
moins agressives envers le male. Le pro-cestrus se termine lorsque la femelle montre des
signes d’acceptation du male (environ une demi-journée a 3 jours apres le pic de LH).

b. Le pré-preestrus

L’ancestrus se termine avec une phase de « pré-pro-cestrus » qui Se caractérise par une
augmentation de la fréquence des pulses de LH, causée par une augmentation des pulses de
GnRH.

L’ancestrus se termine avec une phase de « pré-pro-cestrus » qui se caractérise par une
augmentation de la fréquence des pulses de LH, causée par une augmentation des pulses de
GnRH.

La fréquence des pulses de LH augmente. Pendant I’ancestrus, ils avaient lieu toutes les 6 a 8h
et passent a un pulse toutes les 60 & 120 min pendant une période de 6 a 10 jours avec des
valeurs de LH supérieures a 3 ng/mL, et ce dans les 1 a 3 semaines qui précedent
I’observation effective du pro-cestrus (Concannon, 2010, 1989; Concannon et al., 1997; Tani
et al., 1996).

Comme expliqué dans la partie concernant I’ancestrus, chez le chien, I’augmentation conjointe
a la LH des pics de FSH de facon continue et lente semble étre le support de vagues
folliculaires pendant lesquelles de petits follicules antraux grandissent et parmi lesquels
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certains follicules plus dominants peuvent devenir des follicules pro-cestraux en réponse a
I’augmentation des pulses de LH (Verstegen et al., 1997).

Durant le pro-cestrus le niveau de base de LH devient progressivement plus bas et les pulses
de LH peu ou pas détectables, du fait du rétrocontrole négatif des cestrogénes. L’cestradiol,
secreteé par les follicules, augmente progressivement durant le pro-cestrus, passant de 5 a 10
pg/ml pour atteindre la valeur pic de 40-120 pg/ml qui a lieu généralement 1 & 3 jours avant le
pic de LH.
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Figure 1 : Diminution des pulses de LH et FSH juste avant le pic de LH (Concannon, 2009)

Durant le milieu et la fin du pro-cestrus, les valeurs de LH et de FSH atteignent un niveau
proche du nadir (LH > 1ng/mL et FSH < 50 ng.mL), et les follicules deviennent
potentiellement autonomes ou semi-autonomes (action autocrine de 1’cestradiol sur les
follicules eux-mémes), et ne peuvent plus que s’atrésier ou ovuler (diminution légere de
I’cestradiol a ce moment).

La progestérone, qui reflete quelques foyers de lutéinisation pré-ovulatoire chez la chienne
augmente de facon légére pendant toute la durée du procestrus, et progresse de environ 1,5
nmol/L pour atteindre 3 a 4 nmol/L avant le pic de LH (Concannon, 2010; Tani et al., 1999).

D’un point de vue endocrinologique, le pro-cestrus se termine au moment du pic de LH, étape
clef du cycle.

c. LepicdelH
Contrairement aux autres espeéces, le pic pré-ovulatoire de LH est relativement long (1 a 5

jours) et chez le chien, I’ovulation n’a lieu que 2 a 3 jours approximativement apres le pic de
LH pre-ovulatoire.

Le pic de LH peut étre défini comme la premiére augmentation détectable supérieure a 200%
aux valeurs moyennes préalablement mesurées et supérieures a 50% aux valeurs des
précédents pics observés.

Le pic de LH dure environ 24 a 72h et peut atteindre 3 a 40 ng/mL et 13 ng/mL en moyenne
avec une grande variabilité selon les cycles (de Gier et al., 2006; Onclin et al., 2001; Wildt et
al., 1979).

La fin du pro-cestrus est marquée par le pic d’cestradiol, environ 12 a 24h avant le pic de LH
qui permet I’ovulation. Aprés ce pic, 1’cestradiol décline rapidement tandis que le taux de
progestérone augmente.
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Figure 2 : Augmentation de la progestérone conjointe au pic de LH (Concannon, 2009)

Chez la chienne, le pic de LH pré-ovulatoire est associé a une augmentation de la
concentration plasmatique en progestérone, aurait ainsi un rble important dans le
déclenchement du pic de LH (Concannon et al.,, 1997). Apres le pic plasmatique de
progestérone autour du début du pic de LH, la progestérone plasmatique resterait au méme
niveau pendant 3 a 4 jours. Apres cette période de plateau, la progestérone augmente a
nouveau de fagcon importante, probablement du fait de la lutéinisation des cellules du corps

jaune (de Gier et al., 2006).
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Figure 3: Diminution de I'eestradiol et augmentation de la progestérone autour du pic de LH, d’aprés
(Concannon, 2009)

Concannon considere que le pic de LH serait provoqué par la diminution du ratio
cestradiol/progestérone (Concannon, 2009), tandis que pour d’autres auteurs, (Wildt et al.,
1979) (de Gier et al., 2006) la diminition de 1’cestradiol pré-ovulatoire serait le facteur
déclenchant du pic de LH, agissant comme feedback positif sur la sécrétion de GnRH.
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2.3 L ESTRUS

a. Définition
La durée de I’cestrus est de 5 a 15 jours. Cette phase correspond a la lutéinisation des
follicules.
Anatomiquement, I’cestrus se manifeste par un plissement de la muqueuse vaginale dés le jour
suivant le pic de LH et qui atteint son maximum 4 a 5 jours apres le pic de LH, en réponse a
la diminution brutale du ration cestrogéne / progestérone. Sur ces cycles, I’utilisation d’une
insémination artificielle (IA) au moment approprié mene a une gestation (Concannon, 2010;
Jeffcoate and Lindsay, 1989).

b. Contrdle hormonal de I’ovulation
L’ovulation a licu 24 a 96 heures apres le pic de LH.
Les cellules lutéales sécrétent de la progestérone qui dépasse un taux de 15 nmol/L lorsque la
chienne a ovulé. (Concannon, 2009; Jeffcoate and Lindsay, 1989).

c. Maturation de I’oocyte et période fertile
Les oocytes primaires bloqués en prophase | de méiose sont libérés 48 a 60 heures apres le
pic de LH, et subissent une maturation qui dure entre 96 & 108 heures dans I’oviducte pour
atteindre la métaphase Il et étre fécondables.
Les oocytes secondaires sont viables pour 24 a 48 heures soit pendant les jours 5 a 6 post pic
de LH chez la plupart des chiennes (ou 72 a 96 heures (J7-8) / 120-144 (J9-10)).
La période fertile pour une insémination unique est maximale entre le jour O (pic de LH),
jusqu’au jour 5 et diminue rapidement apres les 3 prochains jours en partie du fait de la
fermeture du col aprés sept a huit jours.
Le sperme du chien survit 7 jours dans 1’utérus. Ainsi une saillie ayant lieu 5 jours avant
I’ovulation peut étre fertile (en comptant les 48h de maturation).
Les super-fécondations ne sont pas rares, en effet, 6 a 12 ovocytes sont libérés a chaque cycle
et les ovulations ne sont pas synchronisées. Elles ont lieu sur 24 a 36 heures, et la fécondation
a lieu entre 48 a 83 heures aprés 1’ovulation, ce qui implique que plusieurs males peuvent
féconder une méme chienne (Chastant-Maillard et al., 2007; Reynaud et al., 2006; Verstegen-
Onclin and Verstegen, 2008a).
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2.4 LE DIESTRUS OU MET@ESTRUS
Le métcestrus est normalement défini comme la fin de I’acceptation du male.
Certaines publications utilisent le terme de dicestrus comme synonyme de méteestrus chez la
chienne, en lien avec I’utilisation de ce terme pour désigner la phase d’état du corps jaune. En
effet, le terme métcestrus est utilisé chez d’autres espéces (comme les vaches ou rongeurs par
exemple) pour désigner une courte période de développement du corps jaune apres
I’ovulation. Mais chez le chien, la croissance du corps jaune a lieu surtout pendant I’cestrus et
non pendant le dicestrus, et la période de d’cestrus n’est pas directement précédée par le
dicestrus mais par une période d’ancestrus (Concannon, 2010).
La progestérone décline progressivement 60 a 70 jours aprées le pic de LH chez les animaux
gestants et non gestants.
Cependant, chez les chiennes gestantes, le corps jaune produit plus de progestérone, mais
celle-ci est plus rapidement métabolisée et utilisée par le placenta, ce qui implique que les
concentrations plasmatiques en progestérone sont similaires chez les chiennes gestantes ou
non. La différence entre les deux statuts peut étre fait en étudiant les métabolites fécaux
(Gudermuth et al., 1998; Verstegen-Onclin and Verstegen, 2008a). La progestérone est a son
maximum pendant les 20 premiers jours de dicecestrus et décline progressivement jusqu’a
atteindre des valeurs correspondant a I’ancestrus.

Syntheése

1 1
1 1
1 1
1 1
. Dans cette partie ont été abordés les grands principes qui décrivent les cycles chez la
. chienne et leur controle endocrinien. Lorsque ’ancestrus, qui correspond au repos de 1
i 1’appareil reproducteur se termine, I’axe hypothalamo-hypophysaire exerce une activité
. stimulatrice de la folliculogenése. La sécrétion pulsatile de GnRH stimule celle de FSH et |
. de LH. La FSH semble permettre I’acquisition de récepteurs a la LH par les cellules de la |
. granulosa. Ainsi, le pro-cestrus correspond a la phase de croissance des follicules ovariens, |
. ol certains petits follicules antraux grandissent sous I’effet des gonadotrophines et |
. deviennent dominant. Ils sécrétent alors de 1’cestradiol qui exerce un fort rétrocontrdle '
. négatif sur la synthése de LH et de FSH. Lorsque ces follicules deviennent autonomes, on |
, observe une légére diminution de I’cestradiol et une augmentation de la progestérone qui |
. correspond a la pré-lutéinisation des follicules, spécificité propre a la chienne. Le pic de ,
i LH, étape clef du cycle marque alors la fin pro-cestrus et I’ovulation a lieu 24 & 96h apres
i celui-ci. L’cestrus, qui correspond a la formation du corps jaune dure 5 a 15 jours et se |
i traduit par ’acceptation du méle. :
I La fertilité est généralement excellente dans cette espece puisque le sperme peut survivre 7 |
! jours et la durée de maturation nécessaire des ovocytes est de 96 a 108 heures. Ainsi, un |
I accouplement ayant eu lieu 5 jours avant I’ovulation peut donner lieu a une fécondation. !
! Le metcestrus correspond a la phase d’état du corps jaune, sécrétant de la progestérone |
' pendant 60 a 70 jours apres le pic de LH, que la chienne soit gestante ou non. !
| |
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1

Ainsi, la progesterone, produite par les cellules lutéales du corps jaune pendant toute

la gestation a un rdle majeur dans le déroulement normal de celle-ci et nous allons
aborder dans la partie suivante les différents points qui prouvent son importance.
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B. PROGESTERONE ET CORPS JAUNE CHEZ LA CHIENNE GESTANTE

1 La progestérone : une hormone sécrétée par le corps jaune et nécessaire
au maintien de la gestation

1.1 PHYSIOLOGIE DE LA PROGESTERONE

a. Biosynthése de la progestérone

i) Formule chimique

0]
Figure 4 : Formule chimique de la Progestérone

La formule brute de la progestérone est C27Hs60.

Les molécules de cholestérol sont composées de 3 cycles de carbones (A, B, C) a 6 carbones
et d’un cycle a 5 carbones (D), prolongé par une chaine de 8 carbones.

Les progestines dérivent du cholestérol et comporte 21 carbones, dont les 4 cycles du noyau
prégnane. La progestérone posséde une double liaison en C4-C5. Le groupement -OH en C3
et le groupement méthyl -CH3 en C20 du cholestérol sont remplacés par des fonctions cétone
=0. Ainsi, la progestérone est notée 4-pregnene-3-20-dione (Figure 4).

ii) Lieu de synthése de la progestérone
La progestérone, ainsi que I’cestradiol et la testostérone sont étroitement reliés et sont
synthétisés par les cellules de I’ovaire, des testicules, du feetus et la glande surrénale par les
voies de la stéroidogenese sexuelle (Figure 6).
Les sources de cholestérol sont le cholestérol issu de la synthése réalisée par la plupart des
cellules somatique de I’organisme, les stocks intracellulaires de cholestérol, et les
lipoprotéines sanguines.
Les gonades peuvent convertir I’acétyl-CoA en cholestérol via la lipogenese, mais de
nombreuses études ont permis de montrer que pour les ovaires, la source de cholestérol
principale était les lipoprotéines circulantes.
Les cellules de la théque interne du follicule et le corps jaune possédent de nombreux
capillaires, permettant 1’accés aux lipoprotéines, tandis que les cellules de la granulosa sont
isolées par une membrane. C’est seulement apres une lutéinisation de la granulosa que les
cellules peuvent avoir acces au cholestérol via les lipoprotéines.
Les cellules de la theque peuvent assurer la conversion du cholestérol en progestérone et en
testostérone, et les cellules de la granulosa importent les androgénes thécaux pour sythétister
les cestrogénes.
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iii) Contrdle de la synthése de progestérone
Les cellules de la theque possédent un récepteur a la LH qui stimule la conversion du
cholestérol en prégnénolone. Les cellules de la granulosa possedent un récepteur de la FSH
qui joue un rdle essentiel dans 1’activité aromatase. La FSH induit le récepteur de la LH dans
la granulosa dans le follicule pré-ovulatoire. La LH stimule la sécrétion de progestérone qui
devient importante aprés la transformation des cellules de la granulosa en cellules lutéales
(Cupps, 1991; Thibault and Levasseur, 2001).

iv) Formation de la progestérone

CELL MEMBRANE

. o LIPID GRANULES
CHOLESTEROL MITOCHONDRIA SMOOTH
ESTER ENDOPLASMIC
J r RETICULUM
PLASMA CHOLESTEROL PREGNENOLONE PREGNENOLONE \
P s TEROL CHOLESTEROL 0> > >
U@ NUCLEUS
200-CH-P -&; PROGESTERONE
ACETATE =q1-- 0
&OTHER
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A. LIPOPROTEIN RECEPTORS F. CHOLESTEROL SIDE-CHAIN CLEAVERAGE ENZYMES
8. 3-HYDROXY-3-METYLGLUTARYL COENZYME A (PHOSPHOLIPID MEMBRANE ENVIROMENT AND ENZYME LEVELS)
REDUGTASE (HMG-CoA REDUCTASE) @. 30 -HYDROXYSTEROID DEHYDROGENASE (3 -HSD)
C. AGYL-COENZYME A: GHOLESTROL ACYL TRANSFERASE H. 20a-HYDROXYSTEROID DEHYDROGENASE (204-HSD)
D. CHOLESTEROL ESTERASE |. AROMATASES

E. CHOLESTEROL TRANSPORT TO THE MITOCHONDRIA

Figure 5 : Enzymes clefs et biosyntheses des stéroides dans les ovaires (d'aprés Hsuech 1989)

Le cholestérol et ses intermédiaires restent fixes a la membrane phospholipidique (complexe
cholestérol- P450) de la mitochondrie (Figure 5) et subit des modifications enzymatiques,
jusqu’a ce que la prégnénolone soit formée (Cupps, 1991).

En premier lieu, le cytochrone P450 SCC (side-chain cleavage), en coupant la chaine latérale,
convertit le cholestérol en prégnénolone (Figure 6). Le cholestérol accede au P-450scc a la
face interne de la membrane mitochondriale.

La prégnenolone est ensuite transportée depuis la mitochondrie par vésicules cytoplasmiques,
vers le réticulum endoplasmique ou elle sera transformée en progestérone par un complexe
enzymatique microsomal. La réaction est irréversible et nécessite un NAD+ comme accepteur
d’¢électron.

La progestérone est alors sécrétée par les cellules lutéales ou utilisée pour former des
cestrogenes.

Dans le corps jaune, la progestérone peut étre catabolisée en 20 o ou 20 B-OH progestérone
par la HSD 20 0/20 3 OH steroid deshydrogenase.
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Figure 6 : La stéroidogenese, du cholestérol aux stéroides sexuelles, d’aprés (Thibault and Levasseur,
2001)
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b. Transport et stockage
La progestérone est majoritairement liée aux protéines telles que I’albumine et a une protéine
de transport spécifique, la Cortisol Binding Globuline (CBG).
Cependant la forme active est la forme libre (Thibault and Levasseur, 2001).

c. Mode d’action cellulaire de la progestérone
La progestérone, lipophile, atteint ses récepteurs intra-cellulaires en diffusant simplement.
L’affinité de la progestérone pour son récepteur est tres élevée (1 a 10nM), la capacité de
fixation est limitée (1073 a 1075 sites par cellules), et le ligand est tres spécifique.
Le récepteur a la progestérone appartient a la famille des facteurs de transcription, comme
ceux responsables de la transduction du signal des hormones thyroidiennes par exemple.
La fixation de I’hormone sur le site de reconnaissance permet un changement de conformation
du récepteur, résultant en 1’activation d’un effecteur qui induit une réponse hormonale.
Ce changement de conformation du récepteur permet une dimérisation et une interaction avec
le récepteur dimérique spécifique situé sur I’ADN, a I’intérieur du génome de la cellule. Dans
la cellule, la liaison de I’hormone au récepteur entraine une cascade d’activation-
transformation permettant ’accés a 1’accepteur nucléaire et la synthése d’un ARNm (Acide
ribonucléique messager) spécifique (Thibault and Levasseur, 2001).

d. Action sur les organes cibles
Afin de pouvoir agir sur les tissus cibles, ceux-ci doivent d’abord étre exposés aux cestrogenes
pour permettre 1’expression des récepteurs de la progestérone.
La principale action de la progestérone est de préparer le tractus génital a la gestation et de
permettre un apport nutritif adéquat au foetus.

1) Action sur I’hypothalamus et le cerveau en général
De nombreuses études ont permis de montrer que 1’hypothalamus était un site majeur d’action
de la progestérone pour induire des comportements d’acceptation et de recherche du male
chez les souris.
La région la plus sensible a la progestérone chez les rats, le hamster et le cochon guinéen
semble étre le noyau ventro-médial.
Chez le rat, I’application de progestérone directement sur le noyau ventro-médial de femelles
ayant déja été exposées a des cestrogénes permet 1’expression de comportements comme la
lordose et la recherche du male.
Le cerveau moyen semble aussi étre une zone particulierement importante de la modulation
de la lordose chez le hamster.
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i) Action sur ’utérus
Dans I'utérus, la progestérone induit la différenciation de I’endométre : 1’activité mitotique de
I’endométre est diminuée et les glandes utérines se développent et stockent du glycogene dans
ses vacuoles.
L’endométre devient un « endometre sécrétoire » sous influence de la progestérone avec une
augmentation de I’enroulement des glandes utérines et de la vascularisation du stroma par les
artéres spiralées utérines.
Plus tard dans la phase sécrétoire, les cellules du stroma adjacentes aux artéres spiralées
deviennent des cellules déciduales qui s’élargissent et accumulent des lipides et du glycogéne.
En cas de gestation, I’exposition continue des cellules du stroma a la progestérone induit une
transformation compléte du stroma en un ensemble de cellules déciduales qui stockent du
glycogene et des lipides et qui disparaitront rapidement en cas de non maintien du corps
jaune.
La progestérone agit sur le myométre en diminuant sa contractilité et sa sensibilité a
I’ocytocine, dont 1’action pourrait mener a 1’expulsion du feetus.
Ainsi, avant la parturition, la diminution de progestérone permet une augmentation de la
contractilité¢ de I’utérus.

iii) Action sur ’oviducte
La progestérone agit sur I’oviducte en régulant les contractions et permet le respect du délai
nécessaire au transport de ’embryon dans 1’utérus, indispensable a sa préparation a la
nidation.

iv) Action sur la glande mammaire
La progestérone agit avec les cestrogénes pour stimuler le développement alvéolaire et la
capacite des glandes mammaires a produire du lait (Skinner, 2018).
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e. Catabolisme de la progestérone

En général, les stéroides sont transformés en catabolites plus hydrophiles, ce qui les rend
inactives. Le catabolisme de ces molécules est réalisé par le foie (mais aussi d’autres tissus,
comme les reins, les poumons et les intestins), et ¢’est un moyen rapide de contréle de
I’activité hormonale.

Les réactions du catabolisme sont la plupart du temps des réductions, suivies par une
conjugaison avec un sulfate ou un acide glucidique, qui transformera la molécule en molécule
hydrophile.
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Figure 7 : Catabolisme de la progestérone d'aprés Henricks et Mayer (1977)

La réduction du groupement cétone en C20 permet d’obtenir 6 isomeres de pregnanediol,
forme excrétée, dont la plus importante est la 53-pregnane-3a,20a-diol (Figure 7). Chez les
vaches, et la jument, la voie d’excrétion majeure de la progestérone sont les féces, chez
I’homme, ce sont les urines.

Chez le chien, la mesure des métabolites fécaux de la progestérone a été utilisé afin de mettre
en évidence une différence de la quantité de progestérone synthétisée par le corps jaune entre
les chiennes gestantes et non gestantes (Gudermuth et al., 1998).

Synthese

La progestérone est une hormone stéroide issue de la transformation du cholestérol qui est
capturé par les cellules de la theque interne et du corps jaune via les lipoprotéines circulantes.
La conversion du cholestérol en progestérone dans les ovaires est stimulée par la LH dont les
récepteurs apparaissent en plus grand nombre dans les follicules pré-ovulatoires sous le contréle
de la FSH. La progestérone est ensuite sécrétée et son action sur son récepteur nucléaire induit
une préparation de I'utérus a la nidation, inhibe les contractions utérines, stimule le
développement des glandes mammaires et participe aux comportements d’acceptation du male.



1.2 LA PROGESTERONE PENDANT LA GESTATION

a. Role de la progestérone
La progestérone permet la différenciation de I’endometre, et des glandes endométriales,
I’attachement du placenta. La progestérone supprime les contractions de ['utérus en
empéchant 1’activité des cestrogénes, qui diminuent pendant la phase d’cestrus mais ré-
augmentent 10 a 15 jours apres le pic de LH (ceci pourrait avoir un réle dans la stimulation de
la synthése de progestérone par le corps jaune.)
Chez le chien, les ovaires sont indispensables au maintien de la gestation et a la synthese de
progestérone. Une ovariectomie entraine un avortement, quel que soit le stade de la gestation
(\Verstegen-Onclin and Verstegen, 2008a).

b. Taux de progestérone pendant la gestation

Le taux nécessaire au maintien de la gestation est de 2ng/mL (soit 6,4 nmol/mL). Il n’y a pas
de valeur maximum, et souvent la progestérone atteint un plateau autour de 15 a 90 ng/mL
(soit 47 a 290 nmol/L) entre le jour 20 et 30 apres le pic de LH et décline ensuite de fagon
progressive (en marche d’escalier) jusqu’a la fin de la gestation.

De faible taux de progestérone peuvent étre objectivés entre le jour 30 et 35 car le
métabolisme est fortement augmenté et que les besoins de I'utérus sont importants. La
progestérone décline ensuite lentement, et la mise bas a lieu suite a une chute rapide de la
progestérone qui passe de 4 a 10 ng/mL a moins de 2 ng/mL en 12 a 24 heures du fait de la
lyse du corps jaune (Concannon and Hansel, 1977).
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Figure 8: Moyenne de la progestérone plasmatique définie d'apres 10 études portant sur 109 chiennes
(Sontas et al., 2012)

Une méta-analyse réalisée en 2012 (Sontas et al., 2012), s’appuyant sur les travaux réalisés
par de nombreux auteurs (Chakraborty, 1987; Concannon et al., 1975; Gunzel-Apel et al.,
2006; Luz et al., 2006; Onclin and Verstegen, 1997b; Steinetz et al., 1989) a permis de
constater une grande variabilité des progestéronémies mesurées lors des semaines 7, 8, 9
suivant le pic de LH (Figure 8). Cette variabilité ne serait pas uniquement liée aux différents
protocoles expérimentaux mais aussi a la grande hétérogénéité de la population canine.

Les prochaines études devront se concentrer a établir des données significatives pour chaque
semaine de gestation et travailler sur la possibilité de variations individuelles causées par la
race ou par un age supérieur a 6,5 ans. La population canine étant composée de centaines de
races différentes, il est peu probable qu’une courbe unique de progestéronémie convienne a
tous les animaux.
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c. Facteurs influencant les mesures de progestérone

i) Variations physiologiques de la progestérone
La progestérone plasmatique varie grandement entre les chiennes mais également d’un cycle a
’autre pour une méme chienne.
Une étude a montré que la progestérone mesurée est plus élevée le matin que 1’aprés-midi
chez les chiennes, et ce d’environ 30%. (Steinetz et al., 1990).

ii) Facteurs pouvant influencer les dosages
La mesure de progestérone peut étre réalisée sur des échantillons plasmatiques ou sériques.
Elle differe si elle est réalisée par Radio Immuno Assay, méethode tres utilisée par les auteurs
pour sa répétabilité et son codt intéressant mais donne des résultats plus élevés que les
méthodes par chimioluminescence (Immulite).
Les tests ELISA quantitatifs existent mais leur utilisation n’est pas recommandée car ils sont
peu précis et les erreurs sont fréquentes (Chapwanya et al., 2008).
La progestérone, fixée a sa protéine plasmatique est une hormone plutdt stable.
Il est recommandé de centrifuger le sang total avec de 1’héparine et de transférer le plasma sur
un tube sec. Ensuite, il est important de réaliser le dosage dans les cing premiéres heures qui
suivent le prélevement. Le tube peut étre congelé a -20°C ou réfrigeré.

3 Le corps jaune : une glande sécrétoire endocrine

La longue phase lutéale qui dure 55 a 75 jours chez les chiennes non gestantes et 64 +/- 1
jours chez les chiennes gestantes correspond a une durée de vie des cellules lutéales
génétiquement programmé qui correspond approximativement a la durée de la gestation.

3.1 FORMATION ET EVOLUTION DU CORPS JAUNE GESTATIF
On parle de lutéinisation pour qualifier la transformation morphologique et fonctionnelle
subie par les cellules de la theque interne et de la granulosa du follicule ovulatoire.
Une particularité de la chienne est la pré-lutéinisation des cellules de la granulosa, quelques
jours avant I’ovulation (Groppetti et al., 2015).
Dans le corps jaune, des cellules de taille différentes ont été décrites chez les autres espéeces.
Les grandes cellules lutéales possédent des caractéristiques propres aux cellules stéroidogenes
et proviennent de la granulosa, tandis que les petites cellules, dépourvues de granules de
sécrétion et possédant de nombreuses gouttelettes lipidiques dans leur cytoplasme proviennent
de la theéque interne. Ceci n’a jamais ¢ét€¢ montré chez la chienne mais I’étude décrite ci-
dessous semble en faire état.
Les cellules issues de la granulosa ne peuvent pas se multiplier, alors que les cellules de la
theque interne conservent cette capacité (Thibault and Levasseur, 2001).
Chez la chienne, les cellules de la granulosa subissent une prélutéinisation quelques jours
avant 1’ovulation.
La lente régression durant 30 a 40 jours et commencant apres le jour 20 a 30 implique une
période de mort cellulaire, de diminution de la taille des cellules, avec peu de phénoménes
d’apoptose, et une implication modérée des PGF (Prostaglandines F) (Concannon, 2009).
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3.2 EVOLUTION HISTOLOGIQUE DU CORPS JAUNE

Une étude réalisée en 2015 (Groppetti et al., 2015) a permis d’observer conjointement
I’évolution histologique de la mise en place du corps jaune en paralléle d’un suivi clinique
s’appuyant sur des dosages de progestérone plasmatique et des observations de cytologies
vaginales.

Juste avant 1’ovulation, les follicules tertiaires de trés grande taille (plus que 4 mm),
représentent plus de la moitié des follicules. On observe des signes de pré lutéinisation de ces
follicules.

La figure 9 représente un petit follicule présentant un
antrum entouré de plusieurs couches de granulosa et
une theque développée (quelques folliculaires
primordiaux sont aussi présents : fleches)

La figure 10 représente un follicule de grande taille,
caractérisé par un grand antrum rempli de liquide
folliculaire

La figure 11 représente 1’ovulation d’un follicule pré-
lutéinisé mature.

Fiure 11 : Ovulation

L’ovulation peut étre confirmée par 1’observation de corps hémorragiques dans les ovaires
(environ 2 a 5 par chiennes), qui apparaissent lorsque la progestérone dépasse 4 ng/mL (12,72
nmol/mL). Le corps hémorragique est formé pendant cestrus périovulatoire et apres
I’ovulation, lorsque les capillaires de la théque envahissent les couches des cellules lutéinisées
de la granulosa et remplissent I’antrum folliculaire.
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La figure 12 représente le détail de la transformation
d’un follicule pré-lutéinisé en corps hémorragique,
caractérisé par I’envahissement de ’antrum par des
capillaires du stroma, qui devient ensuite un corps
jaune (Figure 13).
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Figure 13 : Structure histologique
du corps jaune

Le dicestrus précoce, commence lorsque les corps jaunes sont identifiables. La réplication
cellulaire et la lutéinisation du corps hémorragique évoluant en corps jaune a lieu, comblant
progressivement la lumiére. lls mesurent environ 6 mm et sont au nombre de 4 a 8 par
chiennes. Ils coexistent toujours avec des follicules de taille variable.

Le corps jaune mature acquiere une structure histologique typique d’une glande endocrine
secretant des stéroides, caracterisée par une hypertrophie des cellules et une accumulation de
lipides dans la theque interne et la granulosa. Il est richement vascularisé par les vaisseaux
sanguins provenant de la theque interne.

Les cellules se multiplient de fagon intense et se distinguent en grandes cellules lutéales (26,5
+ 3,8 um de diameétre) et petites cellules lutéales (10,6 a 19,9 um).

Pendant la phase lutéale, les cellules présentaient des vacuoles de grande taille et se chargent
progressivement en lipides.

La régression du corps jaune est histologiqguement décrite par un rétrécissement et une
vacuolisation des cellules lutéales remplies de lipides. Les corps jaunes régressés provenant
des cycles précédents sont encore visibles lors de I’ancestrus (Groppetti et al., 2015).

3.3 MAINTIEN DU CORPS JAUNE : LES HORMONES LUTEOTROPHIQUE
Les seuls facteurs régulant la stéroidogenese par le corps jaune lors de la gestation sont des
hormones d’origine pituitaire. Il n’y a pas de sécrétions hormonales par le feetus ou le
placenta (Olson et al., 1982).
Il est admis que les hormones lutéotrophiques sont la LH et la prolactine.
Le corps jaune canin dépend de la LH et de la prolactine, qui le stimulent jusqu’au jour 15,
puis le maintiennent dans la seconde partie de la gestation (Concannon, 2009).

a. Laprolactine
La prolactine est une hormone hypophysaire sécrétée sous le contr6le de la dopamine et

permet le maintien de la stéroidogenése dans les cellules lutéales (Leong et al., 1983).

Les concentrations sanguines en prolactine augmentent pendant la moitié de la gestation et
restent élevés pendant la gestation et la lactation. Elle n’est cependant pas utilisable pour son
diagnostic car sa variation journaliére et individuelle est trop importante.
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L’utilisation de bromocriptine (inhibiteur de la prolactine) a 0,1 mg/kg IM SID pendant 6
jours a partir du jour 42 provoque une chute permanente de la progestérone qui atteint des
valeurs inférieures a 2ng/mL et provoque un avortement (Okkens et al., 1986; Onclin and
Verstegen, 1997a; Verstegen-Onclin and Verstegen, 2008a).

La diminution de progestérone provoqueée par la bromocriptine suggere que la fonction lutéale
normale des chiens dépend d’un niveau de prolactine normal pendant la phase lutéale.

Pour Concannon and al, la bromocriptine aurait pu impliquer des changements dans la
sécrétion d’hormones autres que la prolactine, comme la sécrétion de LH par exemple.

Une autre étude, utilisant de la carbergoline, inhibiteur de la dopamine, a permis de supprimer
la sécrétion de prolactine, puis la sécrétion de progestérone, ce qui conforte 1’hypothése que la
sécrétion progestérone était affectée par I’inhibition de la prolactine.

Pour montrer que les effets de la cabergoline étaient causés par la suppression de la prolactine
et non par les effets directs de 1’agoniste de la dopamine sur le corps jaune ou les effets
indirect de la LH sur celui-ci, une injection conjointe de LH et de prolactine a été realise, en
plus de la cabergoline. Seule la prolactine était capable de prévenir I’arrét de fonctionnement
induit du corps jaune.

La prolactine serait donc le facteur lutéotrophique majeur (Okkens et al., 1990; Onclin and
Verstegen, 1997a).

Récemment, une augmentation significative du nombre de récepteurs a la prolactine a pu étre
mis en évidence au début de la mise en place du corps jaune, ainsi qu’une décroissance de ce
nombre & la fin de la vie du corps jaune ou lors de la lutéolyse (Kowalewski et al., 2011).

Enfin, la diminution brutale de la progestérone avant la mise-bas peut étre consécutive a une
demande importante en prolactine.

b. RoéledelalH
L’utilisation de LH exogene aprés hypophysectomie chez des chiennes non gestantes permet
une augmentation de la progestérone aprés sa chute brutale induite par 1’hypophysectomie,
lorsque celle-ci était pratiquée entre le jour 35 et 55 (Concannon, 1980).
En effet, d’aprés une seconde étude, jusqu’au jour 20 a 30 aprés formation du corps jaune, le
maintien de celui-ci semble indépendant d’un support gonadotrophique tandis qu’une
hypophysectomie pratiquée pendant la seconde partie du dicestrus implique une lutéolyse
(Okkens et al., 1986).
Une unique injection de sérum anti-LH au jour 42 de gestation implique une diminution de la
progestérone pendant un ou 2 jours avant un retour aux valeurs normales dans les 4 a 8 jours
suivant (Concannon et al., 1987).
Tout comme la prolactine, la LH semble augmentée pendant la gestation et la phase lutéale
(Hoffmann and Schneider, 1993).
L’expression des récepteurs a LH dans le corps jaune a pu étre étudié chez les femelles
gestantes et non gestantes. Leur expression était stimulée aux jours 15 a 25 aprés 1’ovulation
et diminuait ensuite a partir du jour 35 (Kowalewski, 2014).
Le réle de la LH dans le maintien du corps jaune est moins évident et plus controversé
(Verstegen-Onclin and Verstegen, 2008b).
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c. Larelaxine
La relaxine est une hormone peptidique sécrétée par le placenta (par le syncytiotrophoblaste,
dérivant du contact de I’endométre au trophoblaste embryonnaire) chez la chienne, apres la
nidation. Son nom provient du fait qu’elle facilite I’assouplissement du myométre, des
ligaments pelviens et de la symphyse pubienne en préparation de la mise-bas.
Les valeurs de relaxine circulante sont élevées a partir du jour 21-24 apres le pic de LH,
jusqu’a la fin de la gestation. La relaxine n’est détectable a aucun moment chez les chiennes
non gestantes, ce qui en fait la seule hormone spécifique a la gestation chez la chienne.
Chez les femelles gestantes, le pic est a 5 ng/mL et est atteint a la fin de la gestation (40 -50
jour), puis diminue aprés la parturition mais reste détectable encore 30 jours pendant la
lactation. La relaxine est la seule hormone spécifique a la gestation identifiée chez le chien.
L’augmentation de la relaxine est observée de fagon concomitante ou juste avant
I’augmentation de prolactine. Le rdle de la relaxine n’est pas encore clair, mais pourrait jouer
un réle majeur de la sécrétion de progestérone par les cellules lutéales chez les chiennes
gestantes en agissant directement sur le corps jaune ou indirectement en augmentant la
sécréetion de prolactine (Steinetz et al., 1990, 1989; Verstegen-Onclin and Verstegen, 2008b).

d. RO6le autocrine et paracrine de la progestérone et de 1’ cestradiol-17
Un traitement ayant pour objectif de bloquer les récepteurs nucléaires a la progestérone a des
dosages abortifs entraine une régression du corps jaune.
L’observation de récepteurs a la progestérone et a 1’cestradiol dans les cellules du corps jaune
par immunohistochimie et RT-PCR chez la chienne permet de confirmer I’hypothése d’une
action autocrine et paracrine de ces deux hormones (Hoffmann et al., 2004).

e. Les prostaglandines PGE2a

L’expression des COX II, normalement absente des cellules mais induite lors d’une réponse
inflammatoire semble étre étroitement liée au cycle cestral dans les cellules lutéales.

En effet, la détection par immunohistochimie de cet enzyme a été démontrée pendant le
dicestrus et son expression semble coincider avec la formation du corps jaune (et non lors de
la lutéolyse) (Hoffmann et al., 2004).

Des études recentes ont permis de montrer que la protéine STAR (Steroidogenic Acute
Regulatory), était particulicrement exprimée lorsque 1’on traitait avec des prostaglandines E2
des cellules lutéales. Cette protéine est responsable du transport actif du cholestérol dans
mitochondrie et contrdle la derniére étape de formation de la progestérone (formation de
prégnénolone en progestérone). Au milieu de la phase lutéale, 1’expression de cette protéine
diminue. Les PGE2 auraient un effet autocrine lutéotrophique (Kowalewski, 2014).

Ainsi, la phase de mise en place du corps jaune se caractérise par une prolifération cellulaire
intense et une vascularisation importante de la structure, associée a une activation de
I’expression des protéines STAR et 3b-hydroxysteroid-dehydorgenase (3bHSD). Pendant
cette période, le corps jaune n’aurait pas besoin de facteurs gonadotrophiques.

Des prostaglandines sont produites dans le corps jaune et la prostaglandine PGE2 agit comme
facteur lutéotrophique.
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4 Régression du corps jaune et hormones responsables de la lutéolyse

Chez la chienne non gestante, la régression du corps jaune est longue et progressive, tandis
que chez la chienne gestante, la progestérone chute brutalement en dessous de 2 a 3 ng/mL.

A la fin de la gestation, le cortisol endogene augmente et atteint un plateau quelques jours
avant la mise-bas, puis diminue en postpartum. L’administration de corticostéroides peut
induire un avortement.

La mise-bas a lieu lorsque la progestérone descend en dessous de 2 ng/mL, qui fait suite a une
augmentation des prostaglandines PGF2a, sécrétées par 1'utérus et qui apparait en réponse a
une ¢lévation des glucocorticoides sécrétés par le foetus dont I’hypophyse et les corticales
deviennent matures (Concannon et al., 1988; Olsson et al., 2003; Veronesi et al., 2002;
Verstegen-Onclin and Verstegen, 2008b).

L’expression des récepteurs aux prostaglandines augmente entre le jour 5 et 25. La sensibilité
aux PGF2a augmente tandis que la progestérone diminue, en particulier aprés les jours 45-40.

Une récente étude a également montré la présence de récepteurs A a 1’endothéline, une
molécule vasoactive dans 1’endothélium des capillaires du corps jaune chez les chiennes
gestantes et son absence chez les chiennes non gestantes. Leur implication dans la lutéolyse
chez la chienne gestante nécessite encore d’étre étudiée (Kowalewski, 2014).

Synthese

1 1
1 1
1 1
1 1
. Le corps jaune est responsable de la synthése de progestérone durant toute la durée de la
| gestation chez la chienne, et il n’existe pas de relai placentaire. |
| S’il existe une grande variabilité des valeurs de progestérone sérique du fait de I’hétérogénéité
. de la population canine, il est important de retenir que la gestation ne peut pas étre maintenue 1
. en dessous d’un seuil de 2 ng/mL (soit 6,4 nmol / mL). :
\ Le corps jaune est histologiquement organisé comme une glande endocrine réalisant la |
. stéroidogeneése, et présente des cellules hypertrophiées et remplies de lipides dérivant des ;
. cellules de la théque interne et de la granulosa. Une spécificité remarquable de la chienne est |
. la capacité des follicules a subir une pré-lutéinisation, avant I’ovulation effective. :
i Le développement de cette glande est stimulé par la LH et la prolactine. Puis celui-ci est |
| maintenu grace a ces deux facteurs lutéotrophiques. :
i La prolactine est le facteur prédominant, en particulier pendant la seconde partie de la |
| gestation, lorsque le corps jaune devient obligatoirement dépendant des gonadotrophines. '
i Dans la seconde partie du dicestrus, le corps jaune commence a régresser et bien que la LH et |
! la prolactine circulantes soient présentes en plus grande quantité, le nombre de leurs |
! récepteurs diminue, probablement du fait de I’apoptose. '
! La progestérone décline alors jusqu’a passer en dessous du seuil de 2 ng/mL en réponse a une |
! augmentation des prostaglandines PGF2a induite par la sécrétion de corticostéroides par le |
! feetus mature. |
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C. DEROULEMENT ET SUIVI DE LA GESTATION

1 Stades de la gestation d’apres (Holst and Phemister, 1971; Pretzer,
2008a; Verstegen-Onclin and Verstegen, 2008b)

Le développement embryonnaire est divisé en deux étapes. La période embryonnaire, qui
correspond a la multiplication cellulaire de I’ceuf fécondé et a la différenciation des organes,
et la période feetale, qui définit comme une période de développement des organes
différenciés pendant la période embryonnaire et deviennent progressivement matures et
fonctionnels.

1.1 LA PERIODE EMBRYONNAIRE

a. La phase embryonnaire libre
Les ovocytes sont expulsés des follicules vers la bourse et commencent leur maturation extra-
folliculaire.
Tout d’abord, la méiose doit étre achevée. Ensuite, ’oocyte devient viable pour une longue
période (quelques jours), contrairement aux autres espéces dont la survie serait de quelques
heures.
Quelques heures apres I’ovulation, les oocytes se trouvent en grappe dans les trompes
utérines.
A partir de 24 a 48h, les oocytes sont dans la moitié de la trompe restent a un stade immature
pendant 17 a 44h apres ovulation. Ensuite, les oocytes subissent la phase | de méiose a 48h
puis la phase 11 a 48-54h (Reynaud et al., 2006).
Les embryons au stade 2 pronoyaux sont presents pendant 2 a 5 jours, et le stade deux cellules
s’observe 4 a 7 jours plus tard.

Vers le jour 8 a 10 aprés I’ovulation, les cellules des
embryons se multiplient et atteignent le stade morula, dont
le nom fait référence a sa forme de petite mire (Figure
14).

Ensuite, la morula se développe dans la partie distale de
I’oviducte et commencent a atteindre 1’utérus. La morula
se compacte et se polarise.

Les embryons continuent leur division en blastocystes (a

ne pas confondre avec les blastocyte ou blastomére, qui

R — dérivent des premieres divisions embryonnaires) qui
pellucide . X R | . A

2 Blastomére arrivent dans 1’utérus dans le jour 10 a 12 apres le pic de

3 Globule polaire .
Figure 14 : Le stade Morula LH (Chastant-Maillard et al., 2007).

(D’aprés http://www.embryology.ch/francais/iperiodembry/carnegie02.html)

49


http://www.embryology.ch/francais/iperiodembry/carnegie02.html

1 Embryoblaste
2 Zone pellucide

Figure 15 Le développement du blastocyte,
(D’apres http://www.embryology.ch/francais/iperiodembry/carnegie02.html)

Les blastocytes sont constitués de 1’extérieur de celui-ci vers Iintérieur (Figure 15) : de la
zone pellucide, du trophoblaste (masse cellulaire externe qui entoure le blastocyste), de
I’embryoblaste (masse cellulaire interne situ¢ au pole embryonnaire), et du blastocele (cavité
liquidienne centrale issue de la segmentation).

Aprés éclosion du blastocyste, I’embryon est libre et se développe dans le liquide utérin.
Ainsi, toute modification de ce milieu peut entrainer une infertilité.

Pendant cette vie libre, I’embryon absorbe les nutriments a travers sa couche superficielle, le
trophoblaste, qui proviennent des sécrétions des glandes utérines, ou « lait utérin »
(Widdowson, 1969).

b. Fixation a I’endomeétre et développement embryonnaire

1) Implantation de ’embryon

Epithélium de la muqueuse 4 Cytotrophoblaste
utérine 5 Epiblaste
2 Hypoblaste
3 Syncytiotrophoblaste

Figure 16 : Eclosion du blastocyte et envahissement du placenta, d’aprés
http://www.embryology.ch/francais/iperiodembry/carnegie02.html

Autour du jour 18 a 20 apres le pic de LH, le blastocyste s’attache a I’endomeétre, puis le
trophoblaste I’envahit au jour 20 a 22 apres le pic de LH. Le trophoblaste forme alors le
syncytiophroblaste qui permet I’implantation dans la muqueuse utérine de I’embryon.

Chez la chienne, la placentation est dite endothéliochoriale, c’est-a-dire que seul un
endothélium vasculaire est présent du c6té maternel. Le sang utérin est en contact avec le
chorion feetal (enveloppe la plus externe des annexes embryonnaires) a travers 1’endothélium
vasculaire maternel. La forme définitive du placenta endothéliochorial est constitué de
I’endothélium maternel, du trophoblaste, et de I’endothélium feetal (Aralla et al., 2013).
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Des hématomes sont observes le long de la zone qui entoure le feetus, formés de lacs sanguins
maternels ou 1’hémoglobine est transformée en utéroverdine. Ce pigment verdatre est
caracteéristique des carnivores (Barrau et al., 1975).

La placentation est également qualifiée de zonaire puisque le placenta constitue une large
bande lamellaire de 2,5 a 7,5 ¢cm entourant les annexes feetales.

Simultanément au développement de I’embryon a lieu le développement des annexes foetales.

ii) Développement des annexes foetales ou embryonnaires

Chorion
villeux

Cavité allantoidienne

Vésicule vitelline

Figure 17 : Annexes faetales chez le chien (d’aprés vetopsy.fr)

Les annexes feetales sont au nombre de 4 : I’amnios, le placenta, le sac vitellin et I’allantoide.
Elles proviennent de tissus d’origine embryonnaire (amnios, sac vitellin et allantoide) mais
aussi de tissus d’origine feeto-maternels, dérivant du syncytiotrophoblaste (chorion).

Le feetus est immergé dans le liquide amniotique, contenu par le sac amniotique transparent. Il
est en contact avec le sac vitellin qui possede un role nutritif en début de gestation puis
régresse rapidement.

L’amnios est enticrement recouvert par I’allantoide, grande cavité remplie de fluide (cavité
allantoidienne), qui est elle-méme délimitée par le chorion, enveloppe la plus externe et qui
forme un grand sac (Figures 17 et 18).

Le liquide amniotique contient les nutriments nécessaires au développement du feetus, ainsi
que les déchets émis par celui-ci. Les échanges se font via la circulation sanguine maternelle
(Aralla et al., 2013).

Figure 18 . Feetus de cﬁi
al., 2013).
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iii) Développement de I’embryon
La gastrulation correspond a 1’étape pendant laquelle les cellules du blastocyste formant

une couche cellulaire simple, proliféerent pour former les trois feuillets primitifs qui sont
I’ectoderme, le mésoderme et I’endoderme.
L’ectoderme, le feuillet superficiel, se différenciera en épiderme, en tissus neural, 1’appareil
reproducteur dont les glandes mammaires.
Du mésoderme, le feuillet moyen, proviennent 1’appareil urogénital et le systéme cardio-
vasculaire ainsi que les structures musculosquelettiques.
Le tube digestif et le tractus respiratoire dérivent de 1’endoderme, feuillet le plus profond.

L’embryon se développe dans le sens cranio-caudal, avec la fermeture du tube neural,
puis la formation des deux paires d’arcs branchiaux, de I’oreille externe et des membres.
Le cceur commence a battre autour du jour 23 a 24. A ce stade, I’embryon mesure 10 mm de
longueur. 11 y’a peu de différenciation avant le jour 30.

Apres le jour 25, ’embryon, qui mesure 14 mm, présente un sillon inter-mammaire,
une structure vertébrale, et une lamina dentaire.
Au jour 28, il fait 17 mm et I’ossification commence par la mandibule et 1’os maxillaire, ainsi
que I’os frontal.
C’est autour du jour 30 a 32 qu’apparait les paupiéres et 1’oreille externe, les vibrisses, le
globe oculaire et les muscles. C’est aussi a ce moment que I’intestin se développe sous forme
d’une hernie dans le cordon ombilical (hernie ombilicale physiologique). Enfin, vers le 35*M®
jour, se différencient les doigts et le tubercule génital.

Ainsi, dans I’espéce canine, on peut parler de feetus a partir du jour 35 de gestation,
apres que I’organogenése soit compléte (Pretzer, 2008a).

1.2 LE FETUS ET SON DEVELOPPEMENT

a. Développement du foetus
Les paupiéres du feetus fusionnent autour du jour 40 de gestation. La hernie ombilicale
est résorbée. Les griffes apparaissent sur les doigts.
Les poils poussent autour du jour 45 de gestation. Autour du jour 55, les dents commencent a
se calcifier et 1’ossification des derniers os a lieu autour du jour 57 de gestation (os hyoide,
talus, sacrum) (Pretzer, 2008a).

b. Différenciation sexuelle

Un événement majeur du développement feetal est la différenciation du sexe
phénotypique.

En effet, les gonades sont indifférenciées jusqu’au jour 30 de gestation et bien que le sexe
génétique soit déja déterminé, le sexe phénotypique ne I’est pas encore.

Les gonades se différencient en testicules grace au chromosome Y, via le gene SRY (Sex-
Determining Gene) qui permet la production de la protéine TDF (Testis Determining Factor)
vers le jour 36 de gestation, qui synthétiseront I’hormone anti-Mullerienne responsable de la
régression des canaux paramésonéphrotiques.

Les canaux de Mdller et de Wolff, et I’endoblaste du sinus uro-génital donneront les
organes génitaux internes. Pour le méle, les canaux de Wolff se différencieront en épididyme,
canal déférent, vésicule séminale et conduit éjaculateur.

Pour la femelle, ce sont les Canaux de Miuiller qui se deviendront les trompes utérines,
I’utérus, et la partie supérieure du vagin.

L’endoblaste du sinus uro-génital est responsable de la formation de I’urétre mais aussi de la
prostate et des glandes bulbo-urétrales pour 1’un et des de la partie inférieure du vagin ainsi
que des glandes vestibulaires pour 1’autre. Tout comme les voies internes, les structures
externes se développement a partir de structures indifférenciées qui sont le tubercule génital,
les plis uro-génitaux, et les tubercules labio-scrotaux (Pretzer, 2008a).
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Syntheése

! 1
! 1
! 1
: :
' Une particularite majeure de la chienne est le temps plus long passé par les embryons dans !
! Poviducte, du fait que les ovocytes nécessitent une période de maturation avant d’€tre !
1 fecondé. !
' Sans suivi précis de la chienne durant les chaleurs, il est tres difficile de connaitre !
I précisément la date de gestation. Or, chez cette espece, les chiots prématurés survivent !
' rarement du fait du développement tardif des poumons et de I’absence de surfactant, ainsi !
! que les risques d’hypothermie. !
! Ainsi, le suivi de gestation, qui commence par la détermination précise de la date !
! d’ovulation et un suivi échographique rigoureux permet de s’assurer du bon
! développement embryonnaire et foetal et d’améliorer le pronostic de survie de la portée, 1
1 comme il développé dans les parties suivantes. E
1

2 Suivi de gestation : intérét et mise en pratique

2.1 DETERMINER LA DATE D’OVULATION
A cause de la survie longue des spermatozoides dans les voies génitales et du fait de la durée
de la période fertile, il est difficile de dater précisément la mise-bas a partir de la saillie, sans
connaitre le moment de I’ovulation.
Une étude prospective récente, réalisé sur un nombre conséquent de chiennes a permis de
montrer que la gestation durait en moyenne 65 jours +/- 1,9 jours aprés le pic de LH.
Cependant de nombreux facteurs peuvent faire varier la durée de gestation :
- L’age de la mére (+0,11 jour a chaque année prise par chienne),
- La race (cette durée était plus longue d’environ 2 jours chez les Greyhounds),
- Le nombre de chiots (plus il y a de feetus, plus la gestation est courte : pour chaque chiot
supplémentaire, la gestation est réduite de 0,08 jours).
Lorsque le moment de 1’ovulation est considéré comme référence, la durée moyenne de la
gestation est de 63 +/- 2 jours (Hollinshead and Hanlon, 2017).

a. Dosages hormonaux

Un dosage rapproché de la progestérone plasmatique, en s’appuyant sur les cytologies
vaginales afin de s’approcher de fagon précise de la fin du pro-cestrus et de 1’cestrus, permet
de situer de facon précise 1’ovulation, qui se produit 24 a 96 h aprées le pic de LH.

On considere que I’ovulation s’est produite lorsque la progestérone dépasse 15 a 30 nmol/L
(soit 5 a 10 ng/mL) (Verstegen-Onclin and Verstegen, 2008b).

Les dosages de la progestéronémie sont débutés lorsque la chienne présente des signes de
chaleur (pertes vulvaires sero-hémorragiques) et associées aux cytologies vaginales dont nous
développerons les caractéristiques dans le paragraphe qui suit.
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c. Cytologies vaginales

Le frottis vaginal est aisément réalisable en pratique et on peut utiliser la coloration rapide de
May Grinwald Giemsa (MGG) qui permet une bonne visualisation des polynucléaires
neutrophiles (PNN), ou la coloration, Harris Shorr, plus longue mais qui a I’intérét de faciliter
la différenciation des types cellulaires car colorées selon leur type (les kératinocytes ou
cellules superficielles apparaissent en rouge et cellules parabasales en bleu).

Dans le tableau suivant sont présentées les différentes observations que 1’on peut mettre en
évidence en réalisant un frottis vaginal coloré¢ au MGG aux stades du cycle cestral. Ces
observations peuvent étre corrélées aux dosages de la progestérone (Groppetti et al., 2015).
Ces cytologies permettent de savoir si la chienne est en période d’cestrus ou si la période
fertile est terminée, et que I’insémination est inutile malgré des dosages de progestéronémie
indiquant que 1’ovulation a eu lieu (apparition de cellules intermédiaires et parabasales).

Tableau I : Cytologies vaginales, dosage de progestérone et cycle cestral, d’aprés (Groppeti et al, 2015).

Etape du | Observations Définition Progestérone | Description des
cycle microscopiques (P4) cytologies
Pro- 3 Du 1% jour | P4 <2ng/mL | Erythrocytes, cellules
eestrus des pertes parabasales,
sanguines intermédiaires,
. g “a vaginales a kératinocytes.
K - 8 '{.‘, | juste avant le Présence possible de
«» " | picdeLH PNN et bactéries.
Estrus 1 &+, ' Estrus 2<P4<4 Kératinocytes (cellules
& 2 : . | preovulatoire | ng/mL majoritaires pendant
'4\ L5 4| Leestrus I’cestrus).
s 2. commence au Absence de PNN
W ue” L | picdeLH. Diminution du nombre
pye "L & d’érythrocytes.
(Estrus 2 |- “ 7. Estrus 4<P4< 10 | Kératinocytes
3 Ax périovulatoire | ng/mL uniguement et rares
S
o . érythrocytes
»
- b
L
(Estrus 3 (Estrus post- | P4 > 10 Cellules  épithéliales
ovulatoire ng/mL avec ou sans noyaux
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~ - [ -~ ~—

Dicestrus A. alle .~ | Entre le | P4>10 Cellules epithéliales et
précoce « ™ «| premier jour | ng/mL intermédiaires avec de
W T d’une nombreux PNN.
A Y cytologie de = changement brutal
.'-' A, ., dicestrus du nombre de cellules
. u.'; o 4 % | jusquiau 9ieme épithéliales apparition
o *. ,.‘ jour. de petites cellules
bl —- intermédiaires et
cellules parabasales.
Dicestrus . o Jusqu’au P4>10 Population hétérogéne
moyen a ,‘ "‘ . 50ieme jour | ng/mL de cellules épithéliales
tardif * D ‘_‘," apres le début avec PNN
" ‘am, du dicestrus
<
%
s
Ancestru .:d‘ Apreés la lyse | P4 <2ng/mL | Cellules parabasales et
S . du corps petites cellules
jaune. intermédiaires
L]

W

La plupart des chiennes mettent bas 54 a 63 jours apres le premier jour d’observation d’un
frottis de dicestrus (C.A. Johnson, 2008).

Dans le cas de I’observation d’un frottis d’cestrus, mais pour lequel le dosage de
progestéronémie est encore sous les valeurs seuil d’ovulation, il est conseillé de réitérer les
dosages au maximum deux jours apres.

2.2 LE DIAGNOSTIC DE GESTATION

a. Palpation abdominale
La palpation abdominale est la méthode traditionnelle utilisée. La sensibilité est de 87-88%
pour la seconde moitié de la gestation. Les vétérinaires sont plus sujets a réaliser de mauvais
diagnostics avec de faux négatifs (Root Kustritz, 2005).

b. Radiographie abdominale
La radiographie permet d’estimer avec précision le nombre de feetus, dés lors que ceux-Ci sont
ossifiés, autour du jour 41 a 44.
Elle permet aussi la recherche d’anomalies de présentation ou de mortalité feetale.

d. Echographie
Les structures vésicales d’environ 2 mm peuvent étre détectées des le jour 19. Les battements

cardiaques sont détectables autour du jour 23-24. L’estomac et la vessie sont les premiers
organes visibles autour du jour 29 a 33 et 31 a 35 respectivement.

Le squelette peut étre visualisé autour du jour 29 a 33 (Kim and Son, 2007; Pretzer, 2008a).
La fréguence cardiaque du feetus est de 200 a 250 bpm et les mouvements de dorso-flexion de
la téte et d’extension des membres sont visibles des le jour 33 a 39.
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2.3 SURVEILLANCE DU BON DEROULEMENT DE LA GESTATION

a. Facteurs de risques et anamnése
Certaines gestations sont plus risquées que d’autres en termes de prévalence plus élevée de
morbidité ou de mortalité maternelle, foetale, ou néonatale que la population gestante
générale.
Chez I’espéce canine comme chez les humains, certaines caractéristiques pouvant augmenter
ces risques sont identifiables :

e Un age trés jeune ou avancé de la mere (qui augmente la durée de la
gestation et diminue la taille de la portée (Hollinshead and Hanlon, 2017),
probablement en lien avec la dégénérescence de ’endomeétre qui n’est plus
apte a supporter de nombreux embryons, 1’obésité, des antécédents de mise bas
précoce ou de mortalité embryonnaire ;

e La race est également un facteur a prendre en compte, puisque les
brachycéphales auraient 11 fois plus de risques de subir une césarienne, et que
les races de petites tailles sont également plus concernées (Hollinshead and
Hanlon, 2017).

e Certaines maladies preéexistantes chez la mere, comme une infection
asymptomatique du tractus urinaire, une mauvaise condition sanitaire avec une
malnutrition, ou des protocoles de vaccination et de vermifugation mal
conduits peuvent constituer des facteurs de risque.

e Et enfin, en ce qui concerne la gestation elle-méme, 83% des chiennes ayant
une portée de petite taille (1 a 2 chiot) ont eu une césarienne contre 43% des
chiennes avec 3 chiots ou plus (Eilts et al., 2005; Hollinshead and Hanlon,
2017) ;

e Sans omettre des anomalies utérines placentaires, une infection, des anomalies
embryonnaires etc... et certains médicaments aux effets tératogenes ou
feetotoxiques qui peuvent aussi avoir un role.

e Dans le cas d’un diabéte sucré ou d’une infection de 1’utérus, le risque de
mortalité pour la mére est si €élevé qu’un arrét de la gestation doit étre
considerée.

Il est important de connaitre précisement les antécédents des chiennes faisant 1’objet
d’un suivi de gestation. En effet, savoir qu’une chienne a été inséminée artificiellement une
seule fois, a la limite de la période fertile, permet d’anticiper le risque de dystocie a laquelle la
portée de petite taille prédispose 1’animal (Linde Forsberg and Wallén, 2008; Thomassen et
al., 2006).

Il faut également se renseigner sur son alimentation, son historique vaccinal et de
vermifugation, ainsi que son milieu de vie.

En effet, si la chienne vit en communaute, il est indispensable d’avoir connaissance de I’état
de santé de ses congéneres.
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b. Gestion en clinigue de la chienne gestante

Un examen clinique de la femelle gestante et une confirmation de la gestation par
échographie est toujours recommandée. En cas d’absence d’anomalies chez la mére et les
feetus, aucun autre examen n’est systématise, mais le propriétaire doit rester attentif a I’appétit
de la chienne, son activité, sa prise de poids et toute modification de son état général.
Chez les chiennes présentant de nombreux facteurs de risques, comme chez les chiennes
agées par exemple, un bilan sanguin peut étre conseillé, ainsi qu’une analyse urinaire.

Chez la chienne gestante, la numération formule peut montrer la présence de quelques
PNN matures mais une augmentation importante du nombre de PNN segmentés, une
monocytose, une cytotoxicité de la lignée blanche ne sont pas normales (C.A. Johnson, 2008).
Il faut alors rechercher la cause de I’inflammation.
Un écoulement vulvaire doit faire I’objet d’une cytologie et d’une culture bactérienne.
Les concentrations en progestérones doivent étre surveillées (C.A. Johnson, 2008).

c. Viabilité des feetus : détection des problemes

i) Signes cliniques de perte feetale
Autour de J30-35 ; en général les ampoules foetales sont résorbées et il n’y a pas de signes
cliniques, mis a part parfois des pertes vaginales.
Apreés J35, il est courant d’observer des pertes vaginales, et a la fin de la gestation, des feetus
peuvent étre visibles dans les pertes.

ii) Signes échographiques a surveiller

Tableau Il : Age de premiére apparition de certaines observations par échographie transabdominale dans
la premiere moitié de la gestation chez la chienne, d'aprés (England et al., 1990).

Observations Jour de la gestation (a partir du pic de
LH)

Visualisation des vésicules embryonnaires 17

Présence d’une masse embryonnaire 22

Battements cardiaques 23

Formation du placenta 23

Identification du sac vitellin et de la 24

membrane allantoide

Développement zonaire du placenta 26

Indentification de la membrane 26
amniotique

Différenciation du thorax et de I’abdomen 28

La taille de I’allantoide dépasse celle du 28
sac vitellin

Elongation et disparition du sac vitellin 32

Formation du bourgeon des membres 32

Formation du squelette 33

A partir du 22" jour aprés le pic de LH, les conceptus mesurent environ 7 mm de diamétre
et 15 mm de long et peuvent étre échographiés (England, 1998).

Un embryon normal est une structure hyperéchogene homogene, allongée, et devient de plus
en plus indépendant de la paroi utérine en faisant protrusion dans le sac vitellin
hypoéchogene.

Au jour 24 apres le pic de LH, on peut détecter une autre enveloppe contenant des fluides,
c’est I’allantoide qui s’intercale entre le chorion et le sac vitellin.
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Le diametre des conceptus augmente de facon a peu pres linéaire a une vitesse de 1 mm par
jours du jour 17 au jour 30 (apres, la croissance est exponentielle). Ainsi, il est possible de
savoir entre deux mesures si le développement du conceptus est normal ou non.

Si la mort feetale a lieu avant le jour 25, on parle de résorption feetale.

L’incidence des résorptions feetale est de 11 a 28,6% selon les études (Concannon et al., 1975;
England, 1992; England and Russo, 2006).

Il est suspecté que des résorptions précoces sur des portées de grande taille soient un
phénoméne physiologique (England and Russo, 2006).

Lors de résorption précoce, un suivi échographique régulier permet de mettre en évidence un
retard de développement des conceptus, avec un retard de détection des battements
cardiaques, une longueur de I’embryon réduite, une apparition tardive des bourgeons des
membres. Ces observations menent toutes a une résorption qui se traduit par une
augmentation de 1’échogénicité du sac vitellin, arrét des battements cardiaques, des marges
embryonnaires floues, décollement du placenta par rapport a ['utérus et perte de toutes les
structures embryonnaires (y compris les fluides).

Si la mort des feetus apparait aprés le jour 35, un avortement des feetus et de ses annexes se
produit.

Le jour de I’avortement, le feetus apparaitrait plus hyperéchogéne et le volume du liquide
amniotique pourrait diminuer. Les battements cardiaques sont diminués puis cessent.

Lorsque le terme approche, la surveillance de 1’absence de détresse feetale est indispensable,
en s’appuyant sur la mesure de la fréquence cardiaque et I’observation des mouvements des
chiots.

Une fréquence cardiaque inférieure a 150-160 bpm indique un stress feetal en réponse a
une hypoxie. Une fréquence cardiaque inférieure a 130 bpm est de mauvais pronostic pour la
survie des chiots dans les deux heures qui suivent.

Les chiots sont normalement actifs a 1’approche du terme. Les mouvements détectables sont
les mouvements respiratoires, des mouvements des extrémités...

Une reconnaissance précoce d’une dystocie permet de donner toutes les chances aux chiots
nouveau-nés (Barr, 1988; England, 1998; C.A. Johnson, 2008).

iii) Dosages hormonaux
Le dosage de la relaxine, qui est détectable a partir du jour 21 aprés fécondation, peut étre
intéressant car cette hormone diminue rapidement aprés la mort de tous les feetus d’une
portée.
Le dosage de la progestérone, en cas d’insuffisance lutéale, peut étre pratiqué des le
diagnostic de gestation avec des dosages hebdomadaires (Gorlinger et al., 2005; Ginzel-Apel
etal., 2012).

iv) Importance de I’estimation de la date de mise bas et critéres de maturité foetale

Une gestation prolongée et une parturition trop précoce sont deux problémes contribuant
majoritairement a une augmentation de la mortalité et de la morbidité feetale, maternelle et
périnatale.

Une gestation prolongée peut apparaitre chez les chiennes n’attendant qu’un seul petit ou dont
tous les chiots sont morts, car les signaux qui induisent la lutéolyse et la parturition sont trop
faibles. Mais souvent, il est difficile de savoir si cette gestation est vraiment prolongee, car la
moyenne de durée de gestation est de 63 +/- 7 jours si I’on se fie uniquement aux dates
d’accouplement.
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Plusieurs mesures échographiques sont décrites, dont le diametre bipariétal, le diametre
corporel, le diametre le la cavité chorionique interne, mais peu utilisées en pratique car
difficiles a mettre en ceuvre.(England et al., 1990)

Des radiographies permettant d’estimer la date de minéralisation des différentes structures du
squelette feetal peuvent étre une indication pour prédire la date de parturition.(Michel et al.,
2011)

Avant de pratiquer une césarienne, la vérification des signes de maturité chez les feetus est
indispensable. Les reins doivent étre facilement visibles. Le péristaltisme est observable 60 a
61 jours apres ’ovulation (Artusi et al., 2016).

Synthése

La durée de la période fertile, la longue survie des spermatozoides dans les voies
génitales femelles et ’hétérogénéité de la race canine induit de fortes variations en termes de
durée de gestation apparente chez la chienne. En pratique, la référence utilisée est la date de
I’ovulation. La mise-bas est alors a prévoir environ 63 jours +/-2 plus tard.

La survie des chiots prématures sont rares et les dystocies fréquentes chez cette espéece.

Ainsi, un protocole standardisé pour la détermination de la date d’ovulation est a

mettre en place lorsque 1’on souhaite exploiter un cycle cestral, afin d’optimiser les chances de
survie de la portée.
Ce protocole nécessite la réalisation de frottis vaginaux des le début des chaleurs (caractérisé
par les pertes sanguines souvent observables par le propriétaire lui-méme), couplé a des
dosages rapprochés de la progestéronémie sérique ou plasmatique. L’ovulation a eu lieu
lorsque la progestérone dépasse 15 a 30 nmol/L (5-10 ng/mL) et que le frottis est
caractéristique d’un frottis d’cestrus (100% de cellules kératinisées sur un fond propre).

Le diagnostic de gestation est ensuite & pratiquer :

- La méthode la plus sensible reste I’échographie qui permet la visualisation des ampoules
feetales dés le jour 19 post-ovulation. Les radiographies sont également intéressantes car elles
permettent d’observer 1’ossification des feetus autour du jour 41 a 44.

- un dosage de la relaxine peut également étre réalisé a partir du jour 21. Cette hormone,
spécifique de la gestation chez la chienne, déclinera rapidement aprés un avortement mais
reste peu utilisée en pratique.

Le bon déroulement de la gestation chez la chienne implique une sensibilisation du
propriétaire qui doit surveiller les signes d’avortement ou de dystocies mais aussi un
monitoring clinique et échographique précis par le praticien, et la prise en compte des
facteurs de risques individuels (age, race, taille de la portée, antécédents médicaux).

Avant le jour 35, les signes cliniques ne sont pas toujours présents en cas de résorption

feetale, mais dans tous les cas, des pertes vulvaires doivent étre considérées comme un signe
d’appel.
L’échographie des feetus permet d’objectiver I’existence d’une souffrance feetale (une
fréquence cardiaque inférieure a 130 bpm indique un risque de mort feetal dans les deux
heures), mais aussi de surveiller leur bon développement en mesurant leur taille, et en
vérifiant la maturité des feetus si une césarienne est indiquée ou planifiée (apparition du
péristaltisme entre J60 et J61, reins bien visibles ...).

Les dosages de progestérone hebdomadaires sont indiqués en particulier chez les
chiennes ayant présenté des antécédents d’avortement ou de morts nés, car une chute brutale
de la progestérone (en particulier en dessous de 2ng/mL soit 6,5 nmol/) ne permet pas de
maintenir une gestation et peut révéler une insuffisance lutéale.
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II. L’INSUFFISANCE LUTEALE . UNE CAUSE D’AVORTEMENTS PRECOCES CHEZ
LA CHIENNE

A. DONNEES GENERALES SUR L’INFERTILITE ET LES AVORTEMENTS CHEZ LA
CHIENNE

1 Définitions
L’infertilité¢ se définit comme I’incapacité d’un individu & concevoir une progéniture viable.
Les pertes lors de la gestation peuvent incluent toutes les causes d’arrét de la gestation dont la
mort embryonnaire, la résorption feetale, et en général un avortement quel que soit le stade de
la gestation (Grundy et al., 2002; Wilborn and Maxwell, 2012).
Les résorptions feetales apparaissent avant le jour 35 lorsque les embryons ne sont encore
visibles que sous la forme de vésicules embryonnaires par échographie. Elles ne sont en
général accompagnées d’aucuns signes cliniques détectables. Une étude a estimé que le
nombre de vésicules feetales observées ne correspondait qu’a 32% du nombre de produits nés
et pourraient étre physiologique lorsque la portée est trop grande (England, 1992).
Les avortements comptent seulement pour une petite partie de ces pertes durant la gestation,
et se définit comme I’expulsion d’un ou plusieurs feetus ne pouvant survivre en dehors de
I’utérus (qu’ils soient vivants ou morts avant I’expulsion).
Ici, on s’intéressera donc plus précisément aux résorptions feetales et aux avortements chez la
chienne (Verstegen et al., 2008).

2 Conduite a tenir lors d’une résorption feoetale ou d’un avortement

La plupart des chiennes présentées pour infertilit¢ en consultation, sont normalement en
bonne santé et la cause de I’infertilité est en fait un probleme dans la gestion d’élevage. Le
plus souvent, les chiennes sont présentées pour un échec répété des accouplements ou une
absence de cycles. Avant de se lancer dans des examens onéreux, il est indispensable de se
concentrer sur I’historique de I’animal et les attentes du proprietaire. Les propriétaires
consciencieux ont souvent une idée précise du probleme, ce qui apporte une grande aide au
vétérinaire pour I’ interprétation (Wilborn and Maxwell, 2012).

Ici, nous verrons quelle est la démarche diagnostique a entreprendre face a un probléme
d’avortements.

2.1 DETECTER UN ARRET DE LA GESTATION
Comme évoqué dans la partie précédente, les résorptions feetales interviennent précocement,
et sans expulsion du feetus.
On parle en général d’avortement lorsque celui-ci a lieu aprés le jour 35, soit aprés le début de
I’ossification, et que I’animal expulse des fcetus non viables accompagnés de leurs enveloppes
(England, 1998, 1992; Verstegen et al., 2008).
Si les résorptions s’accompagnent rarement de signes cliniques, les avortements peuvent
provoquer une diminution du diamétre abdominal, des vomissements ou de la diarrhée, une
perte d’appétit, un abattement, de la déshydratation, des efforts expulsifs abdominaux, de
I’inconfort. Cependant, dans la plupart des cas, les signes peuvent étre absents ou non
discernables, et la perte des foetus n’est observée que lors d’un rendez-vous de suivi de
gestation (Verstegen et al., 2008). Ceci souligne I’importance d’un suivi échographique
comme developpé en premiére partie.
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2.2 IDENTIFIER LA CAUSE

a. Etiopathogénie des avortements chez le chien

Comme expliqué précédemment, chez le chien, 12 jours environ apres la fécondation, les
embryons sont libres dans ’oviducte (3 a 5 jours) puis dans I'utérus (4 a 6 jours), et leur
développement dépend de leur environnement. Ainsi, en cas d’inflammation, de déséquilibres
hormonaux, d’infection ... ceux-Ci ne pourront pas survivre. Souvent, la perte des embryons a
ce stade n’est pas visible.

Apreés leur implantation dans I’utérus, lors de la phase embryonnaire, la placentation se met en
place. Ainsi, aprés la nidation, I’embryon dépend uniquement des échanges nutritionnels avec
le placenta. Un mauvais ajustement des besoins du corps au statut gestationnel peut
compromettre leur développement. Les facteurs qui diminuent les chances de survie sont les
anomalies congénitales (dont les anomalies chromosomiques), une sous nutrition de la mere
ou un age avancé, des problemes endocriniens, un stress. La cause la plus courante
d’avortement dans I’espéce canine reste les causes infectieuses (Concannon et al., 2001;
Wilmut et al., 1986) (Verstegen et al., 2008).

b. Anamnese

i) Historique général de la chienne
Le recueil de ’anamnése doit prendre 1’état de santé de la chienne et de 1’¢levage, en compte
le milieu de vie, la présence de congéneres.
Le statut vaccinal et les protocoles de vermifugation doivent étre connus.
Les propriétaires doivent informer le vétérinaire sur les traitements que la chienne recoit
(corticoides, hormones sexuelles, traitement de 1’hypothyroidie...), ses antécédents médicaux,
I’existence de maladies concomitantes, ainsi que les résultats des examens de laboratoires
précédents.
Enfin, tout changement dans 1’alimentation doit étre rapporté.

il) Historigue reproducteur de la chienne
L’une des premiéres informations a connaitre, sont les informations sur les dates de chaleurs
afin de calculer les intervalles intercestrus.
L’existence de problemes d’infertilité chez d’autres animaux de 1’élevage doit étre connu.
Il est ensuite important de recueillir les informations concernant les antécédents en matiére de
reproduction de la chienne: nombre de gestations déja menées a terme, nombre
d’avortements et a quel stade de la gestation ils ont eu lieu, taille des portées, existence de
comportements de pseudo-gestation.
Si un suivi de chaleur a eu lieu pour la gestation présente, il est intéressant de connaitre la
date d’ovulation lors du cycle précédent afin de calculer I’intervalle entre 2 cestrus,
questionner le propriétaire sur le comportement de la chienne pendant les chaleurs et les
manifestations physiques  associées, prendre connaissance des résultats des frottis
vaginaux et du dosage progestérone sérique, et enfin la date et type d’insémination.
La méthode et la date du diagnostic de gestation (palpation abdominale, imagerie, dosage de
la relaxine) doivent aussi étre connus.

a. Examen clinique
Un examen clinique général doit toujours étre realisé avant I’examen de 1’appareil
reproducteur. L’examen de D’appareil reproducteur inclut une palpation abdominale de
I’utérus, un toucher vaginal, avec une attention particuliére pour la conformation de la vulve
et I’absence de bride vaginale, une palpation transrectale du vagin et du pelvis.
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b. Examens complémentaires

i) Cytologie vaginale et cultures bactériennes
Lors du suivi de chaleur, le frottis vaginal permet de connaitre le stade du cycle cestral mais
permet aussi d’objectiver la présence d’anomalies. Bien que les vaginites soient rarement
I’unique cause d’un avortement, la présence d’une vaginite associée a d’autres signes
cliniques peut nous aider a identifier le probleme.
Des cultures bactériennes peuvent étre demandées, mais le diagnostic définitif d’une infection
de I'utérus ne peut se baser uniquement sur les cultures réalisées a partir de prélévements
vaginaux.
En effet, on obtiendra la plupart du temps de multiples agents pathogenes. Cependant, la
croissance importante d’un seul micro-organisme peut suggérer la présence d’un agent
étiologique (Bjurstrém, 1993; Bjurstrdom and Linde-Forsberg, 1992).
Les résultats de bactériologie vaginales seront a mettre en lien avec les prélevements réalisés
sur les avortons.
Idéalement, une chienne présentée pour infertilité doit étre suivie dés le pro-cestrus. Le suivi
de chaleur permet d’évaluer le fonctionnement des ovaires et d’étre certain que 1’insémination
ou la saillie a eu lieu au bon moment.

Un bilan biochimique complet est intéressant a réaliser afin d’exclure la possibilité d’une
maladie rénale, hépatique ou tout autre probleme métabolique qui pourrait expliquer un
avortement.

Des sérologies pour Brucella canis, Leptospirosis sp, et pour I’Herpés virus canin peuvent
étre demandées.

L’échographie reste la technique la plus facile & mettre en ceuvre pour afin d’évaluer les
ovaires (recherche de kystes folliculaires) et ’utérus, les résorptions feetales, et ce a tous les
stades de la gestation.

2.3 ETIOLOGIES DES AVORTEMENTS CHEZ LA CHIENNE

a. Les causes infectieuses

i) Les bactéries

Les différentes bactéries pouvant causer des avortements chez la chienne sont synthétisées
dans le tableau 11l figurant ci-aprés. 11 fait mention de I’importance de 1’agent pathogéne, des
sources de contamination, résume sa pathogenie et les signes cliniques associés ainsi que les
méthodes diagnostiques a mettre en ceuvre.

Nous ferons de méme pour les virus et les protozoaires dans les parties qui suivent.
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Tableau 111 : Les différentes bactéries mises en cause dans les avortements chez la chienne : Importance,

source de contamination, pathogénie, signes cliniques associés et méthode diagnostiques recommandées,

d’aprés (Antunes et al., 2016; Bulgin et al., 1984; Burnens et al., 1992; Daniel Givens and Marley, 2008;
Doig et al., 1981; Linde, 1983; Odendaal et al., 1994; Pretzer, 2008b; Wanke, 2004).

Agent
infectieux

Brucella
canis

Risque
zoonotique
pour les
personnes
immunodépri
mées.

Escherichia
coli

Streptococcu
S
B
hémolytiques

Import

ance

(+

+++)
+++

++

+

a

Source de
contaminatio
n

Sécrétions
vaginales et
séminales.
(urines,
féces, lait,
salive,
sécrétions
nasales et
oculaires).

Matieres
fécales,
environnem
ent.

Bactéries
commensale
s de la peau
et des
muqueuses

Pathogeénie
AP = Agent
Pathogéne

Exposition
initiale a I’AP
Dissémination
dans la
circulation
sanguine
Atteinte des
organes cibles
(tractus
urogenital, yeux,
disques
intervertébraux)

Productions
d’endotoxines
provoquant les
avortements

Charge
bactérienne dans
le vagin,
persistant
pendant la
gestation,
contaminant
I’utérus et le
feetus.
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Signes cliniques

v Infertilité

v Pertes
embryonnaires
précoces (J10-
J20) résorptions
foetales.

v' Avortements
tardifs chez la
chienne en bonne
santé (J30 a J57)

v/ Naissances de
chiots faibles
/apparemment
normaux qui
déclarerons la
maladie plus
tardivement.

v Concernant la
mere :

Peut-étre

asymptomatique

avant I’avortement.

Pertes vaginales

hémorragiques

possibles 1 a 6

semaines apres

avortement.

Bactérie la plus
fréquemment isolée
lors de métrites ou de
pyometres.

Un avortement
rapporté dans la
littérature a J41.

Meétrites, pyometres,
placentites,
avortement.

Les Streptocoques f
hémolytiques sont la
cause principale de
mort néonatale.

Diagnostic

- Gold
standard :
Culture et
isolation de la
bactérie.

Sérologie
(peut étre
négative dans
les3a8
semaines
suivant
I’infection)

PCR

Bactériologie

Bactériologie



Salmonelles  ++
Zoonose
grave

Campylobact +
er jejuni

Zoonose

Mycoplasmes ++
et
uréaplasmes

Eau ou
nourriture
contaminée,
autres
malades.

Matieres
fécales de
chiens sains
ou en
diarrhée

Retrouvé
dans les
écouvillons
vulvo-
vaginaux et
prépuciaux
de chiens
sains ou
avec des
problemes
reproducteu
rs
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En général
asymptomatique
Sous sa forme
sévere : diarrhées,
fievre,
abattement,
avortements,
mort.

Morts nés, chiots
faibles.

Pas de
symptomes
généraux
Avortements
tardifs avec pertes
vaginales
profuses
hémorragiques
sans odeur
Reconnu comme
un facteur
d’infertilité et de
maladies
génitales chez
I’Homme et les
bovins.

Chez la chienne,
infertilité, Pertes
embryonnaires
précoces,
septicémies apres
la parturition,
chiots faibles

Cultures
bactériennes
des
enveloppes
embryonnaire
s et feetus

Cultures
bactériennes
a partir des
sécrétions
vaginales ou
placenta sur
milieu
particulier

Bactériologie



ii) Les protozoaires

Tableau IV : Protozoaires pouvant étre impliqués dans les avortements chez la chienne : Importance,
source de contamination, pathogénie, signes cliniques associés et méthode diagnostiques recommandées,

Toxoplasma
gondii

Zoonose.
Prévention

importante !

Neospora
caninum

d’aprés (Chamberlain et al., 1953; Dubey et al., 2007, 1990; Pretzer, 2008b).

Impor
tance
+ a
+++)

+++

+++

Source de
contamination
HD= Hobte
définitif
Infection in
utero

Lait contaminé
Ingestion de
tissus infectés /
nourritures
contaminées
par les oocytes.
(Chat = HD,
chien =r6le de
vecteur
mécanique)

Viande crue
contaminée par
des kystes.
Chien = HD,
émet les
oocytes dans
ses féces.
Transmission
transplacentaire

Pathogénie

Nécrose du
placenta.
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Signes cliniques

v’ Apres
inoculation de
tachyzoites chez la
mere : anorexie,
anémie,
abattement,
diarrhée.

v’ Résorptions
feetales /
momifications si
infection en début
de gestation.

v" Avortements en
cas d’infection
tardive ou
naissance de chiots
apparemment
normaux qui
mourront plus tard.

Avortements

Chiots vivants :
déficits
proprioceptifs,
spasticité des
membres pelviens.

Diagnostic

Recherche
histologique
de kystes
dans les
tissus feetaux

ou?2
sérologies a
deux
semaines
d’intervalle.

Histologie

Immunohist
ochimie

Sérologie



iii)Les virus

Tableau V : Virus impliqués dans les avortements chez la chienne: Importance, source de contamination,
pathogeénie, signes cliniques associés et méthode diagnostiques recommandées d’aprés (Krakowka, 1977;
Ronsse et al., 2004; Verstegen et al., 2008).

Impor Source de Pathogénie Signes cliniques Diagnostic
tance  contamination
(+ a
+++)
Herpésvirus  ROle  Sécrétions Latence et v’ Asymptomatiq 2 sérologies
canin la contr  nasales ou réactivation a ue chez les a deux
overs génitales la faveur adultes. semaines
é pendant la d’un stress v Infertilité d’intervalle
gestation. ou lors des v’ Pertes
Réactivation chaleurs. embryonnaires
d’un virus Apparition précoces
latent. de vésicules v* Avortements
caractéristiqu tardifs
es sur le v' Morts nés
tractus v" Nouveaux nés
génital. faibles ou mal

formés, décédant
rapidement d’un
sepsis.

Les chiots
survivants peuvent
apparaitre normaux
et déclarer les
symptdmes a partir
de la puberté.

Maladie de +++  Toutes Virémie v Avortements Recherche
Carreé sécrétions transitoire spontanés avec ou  par
provenant d’un  puis tropisme sans infection des  immunofluo
animal malade  pour le foetus. rescence
systeme v Naissance de
nerveux. chiots vivants Sérologie

Transmission pouvant présenter  sur LCR

transplacenta  des signes

ire. neurologiques RT-PCR
apres une infection
transplacentaire

Parvovirus + Transmission v Résorptions Recherche
de type 1 transplacentaire précoces d’anticorps
(CPV1) possible v' Avortements chez la
(contrairement chez la chienne chienne et
a CPV2) infectée entre sur les
J25 et J35. avortons
PCR
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b. Les causes non infectieuses
En plus des causes infectieuses précédemment citées, différents autres facteurs peuvent étre
impligués dans les avortements chez la chienne.
Les causes utérines comme une hyperplasie glandulo-kystique provogquant une impossibilité
pour les embryons de s’implanter, sont souvent associé¢ a une infertilité, en particulier chez les
vieilles chiennes. Les endométrites peuvent é&tre une cause d’avortement, mais leur
implication dans un probleme d’infertilité reste controversée (a part pour le pyometre), car
chez certaines especes, une endométrite post insémination est physiologique et participe au
processus de nettoyage de 1’utérus.
Il est plutdt admis que les maladies concomitantes telles que le diabéte, ou un syndrome de
cushing par exemple sont responsables d’une incapacité a obtenir une gestation qu’a la
maintenir. L’hypothyroidie a également été associée a des chaleurs silencieuses.
L’environnement de la mére et la gestion de ses apports nutritionnels est un facteur important
a prendre en compte lorsqu’on recherche la cause d’un avortement. En effet un stress induit,
des déficits énergétiques ou encore une exposition iatrogéne a des médicaments (cestrogenes,
corticoides, certains antibiotiques par exemples) ou toxiques peuvent compromettre la survie
des feetus.
Enfin, des anomalies chromosomiques, génétiques ou du développement fcetal peuvent mener
a des morts feetales ou des avortements (Verstegen et al., 2008).

Synthése

, N
1 1
! |
1

' La prise en charge de Dinfertilit¢ chez la chienne est un sujet large qui implique la |
! recherche de causes variées. |
' Dans cette partie, nous nous sommes particulierement intéressés aux pertes feetales qui |
' comprennent les résorptions (sans signes cliniques avant le jour 35) et les avortements a |
' proprement parler. :
' La compréhension de ces avortements implique de se pencher sur la gestion de I’¢levage, |
! et ’anamnése afin de détecter une mauvaise condition physique de la mére (sous-nutrition,
! mauvaise vermifugation, mais aussi problémes endocriniens, dge trop avance etc...). \
' Cependant la principale cause des avortements sont les agents infectieux qui sont |
' nombreux : bactéries (celles non spécifiques de la flore génitale, Brucella canis), virus |
' (Herpesvirus canin, Parvovirus canin de type 1), protozoaires (Toxoplasma gondii,
' Neospora caninum). '
! |
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
s 1

Alors, on comprend aisément que 1’ insuffisance lutéale est une affection dont le diagnostic
doit étre posé selon une démarche d’exclusion.

Cette cause d’infertilité et plus particuliérement d’avortement chez la chienne est encore
mal connue et nous allons en décrire les différents enjeux dans la partie suivante, en
incluant I’exemple de la femme.
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D. INSUFFISANCE LUTEALE : DEFINITION ET GESTION MEDICALE

1 Définition et importance de I’insuffisance lutéale

1.1 DEFINITION
L’insuffisance lutéale est une cause de mort feetale et embryonnaire qui est mal décrite chez la
chienne, et qui a d’abord été présentée chez la femme comme une cause possible d’infertilité
et d’avortement.
Elle se définit comme un taux de progestérone circulant dans le plasma insuffisant par rapport
aux besoins en progestérone qu’impliquent la gestation, ou encore une diminution trop
précoce du taux de progestérone conduisant a un avortement. Les études expérimentales ont
permis de déterminer un seuil critique de progestéronémie entre 6 et 9 mmol (2-3 ng/ml) en
dessous duquel, s’il est maintenu plus de 24 a 48h un avortement se produit quasi
systématiquement (Kowalewski et al., 2009; Onclin et al., 2002; Onclin and Verstegen,
1997a).
Plus récemment, dans une étude que nous développerons dans la derniére partie, il a été établi
que des chiennes gestantes ayant subi un avortement entre la quatrieme et la sixiéme semaine
de gestation présentaient une diminution de la progestérone en dessous de 10 ng/ml depuis la
troisiéme semaine de gestation (Thurdczy et al., 2016).
Au CERREC, une étude rétrospective réalisée dans le cadre d’une thése vétérinaire a permis
d’estimer une incidence de 30,5% de I’affection chez les chiennes suivies. Celle-ci a été
estimée en s’appuyant sur un effectif de 692 cas présentés entre 2003 et 2008, mais il faut
considérer un fort biais de sélection. De plus, cette étude a permis de mettre en évidence que
les chiennes de plus de 45 kg représentaient la population pour laquelle 1’incidence était la
plus élevée.

1.2 ETIOLOGIE
Durant toute la gestation, le corps jaune agit comme seul producteur de progestérone, dont les
roles sont variés (développement de I’endometre, inhibition des contractions utérines ...).
Le plus souvent, I’insuffisance lutéale apparait dans la seconde partie de la gestation, autour
du jour 25 a 35, ce qui correspond au moment ou la progestérone commence sa remontée
(Verstegen et al., 2008) et serait associé a une durée d’inter-cestrus plus court.
De plus, selon Giinzel-Appel et al (Giinzel-Apel et al., 2012), ces chiennes, lorsqu’elles sont
non gestantes présentent des taux de progestérone plus bas durant la phase lutéale que les
chiennes du groupe contréle.
Ainsi, un intervalle inter-cestrus court (3 a 5 mois) peut suggérer un probleme au moment de
I’ovulation mais aussi une régression précoce du corps jaune ou une absence de phase lutéale.

Pendant la seconde moitié de la gestation, le corps jaune dépend des facteurs lutéotrophiques
produits par ’hypophyse, tel que la prolactine et la LH.

En fin de gestation, une insuffisante sécrétion de prolactine pourrait étre la cause primaire de
I’insuffisance lutéale (Glinzel-Apel et al., 2006; Krachudel et al., 2013).

Dans I’¢tude de Gunzel-Appel et al, (Glinzel-Apel et al., 2006), s’intéresse a des cas de
Bergers Allemands pour lesquels un inter-cestrus court est rapport.

Ces chiennes, suspectées de déclencher une insuffisance lutéale pendant la gestation, sont
alors complémentées en progestérone.

Les concentrations seriques en relaxine de celles-ci apparaissent significativement plus basses
que celles des chiennes avec un inter-cestrus normal.

Or, comme vu précédemment, la relaxine pourrait jouer un role majeur dans la sécrétion de
prolactine et donc de progestérone.
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Une autre hypothése pour expliquer les faibles concentrations en progestérone mesurées serait
la présence d’une infection ou inflammation de I’endométre, qui provoquerait la synthése de
PGF2 alpha, provoquant une lutéolyse.

En effet, I’utérus n’est pas impliqué dans la régulation du corps jaune pendant la phase lutéale
du cycle cestral ou pendant la gestation, excepté durant les derniéres 48h avant la parturition.
Pendant ces 2 jours, une augmentation des PGFM (13,14-dihydro-15-keto-PGF(2alpha)), dont
le métabolite principal des PGF(2alpha) a été démontrée (C. A. Johnson, 2008).

En conclusion, I’insuffisance lutéale survient pendant la seconde moitié de la gestation,
lorsque la progestérone commence sa remontée (autour du jour 25 et 35 post ovulation).

C’est une cause complexe et hétérogene, peu documentée d’avortements et d’intervalles inter-
cestrus courts chez la chienne.

2 L’insuffisance lutéale chez la femme
Les symptomes classiques d’une insuffisance lutéale chez la femme sont des avortements
consécutifs lors du premier trimestre de gestation, ainsi qu’une infertilité.
En effet, le placenta prend le relai sur le corps jaune a 6 — 8 semaines apres la gestation.
Cependant, les symptdémes associés a I’insuffisance lutéale sont encore plus complexes car
contrairement a la chienne, la sécrétion de progestérone chez la femme s’accompagne d’une
sécrétion d’cestrogenes.
Lorsque les cestrogénes deviennent prédominants, les difficultés a concevoir découlent de leur
effet sur I’utérus.
L’incidence de I’insuffisance lutéale est estimée entre 23 et 60% lorsque I’on considere
uniquement les femmes présentant des avortements répétés, et entre 3,5 et 20% en ajoutant
celles qui présentent une infertilite.
Contrairement a la chienne, une hyperprolactinémie a été relié chez certaines patiente a une
insuffisance lutéale et un traitement avec de la bromocriptine aurait permis de restaurer une
progestéronémie normale et un développement endométrial adéquat (Balasch and Vanrell,
1987; Vanrell and Balasch, 1986).

3 Diagnostic de Uinsuffisance lutéale : un diagnostic d’exclusion
Lorsque toutes les autres causes d’infertilit¢ ou d’avortements sont exclues, une suspicion
d’insuffisance lutéale peut étre évoquée.
Ceci impliquera un dosage régulier (une a deux fois par semaines) de la progestérone a I’aide
d’un appareil réalisant des mesures quantitatives préecises pour vérifier cette hypotheése.
Il est aussi utile, si possible de réaliser un dosage de la relaxine et de la prolactine.
Chez la chienne présentant des concentrations en progestérone diminuées, avec des feetus non
viables, la complémentation en progestérone n’est pas recommandée car elle inhibe les
contractions utérines et empéche 1’expulsion de feetus anormaux.
Ainsi, la complémentation en progestérone ne devrait étre instituée que dans le cas ou les
feetus sont viables, ceci est donc a verifier régulierement par échographie. (Giinzel-Apel et al.,
2006; C.A. Johnson, 2008)

Au CERREC, les différents critéres de suspicion de I’insuffisance lutéale pris en compte sont
les suivants :

Une progestéronémie inférieure a 45 nmol/L dans le premier tiers de gestation ou
inférieure a 30 nmol/L dans le troisieme tiers de gestation.

Ou encore, une chute de la progestéronémie de 20 & 30% entre 2 dosages a 7 jours
d’intervalle.
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Aussi, si la valeur de progestérone plasmatique semble faible des le debut de la gestation, sans
étre au-dessous de la valeur seuil (<6-9 nmol/L), mais avec des antécédents d’infertilité
rapportés, on peut réaliser un suivi durant la gestation.

En cas d’insuffisance lutéale déja manifestée sur une gestation précédente, 1’animal aurait pu
avorter a cause de cela, il faudra aussi suivre attentivement la chienne gestante.

Chez la femme, le fonctionnement adéquat du corps jaune peut étre évalué en réalisant des
biopsies endométriales, qui font 1’objet d’analyse histologique. Le développement normal de
I’endométre est évalué selon différents critéres (Balasch and Vanrell, 1987).

4  Traitement de Uinsuffisance lutéale

4.1 DIFFERENTES MOLECULES DISPONIBLES ET PHARMACOLOGIE
De nombreux progestatifs peuvent étre utilisés pour traiter [’insuffisance lutéale,
particuliéerement chez la femme. Les voies d’administration sont variées : voie orale,
intramusculaire, vaginale ou encore intranasale, sublinguale, rectale.
Du fait de ses effets secondaires marqués tel que 1’augmentation du risque de malformations
congénitales, ou sur les lipides circulants, I’emploi de progestérone synthétique est moins
recommandé que celui de la progestérone d’origine naturelle qui n’a ni d’effet sur les HDL, ni
d’effet tératogene.
La progestérone naturelle est rapidement métabolisée lors de 1’administration orale. Ses
propriétés pharmacocinétiques sont influencées par la prise de nourriture ou ses particularités
dans la préparation choisie. En effet, lorsque celle-ci est micronisée, sa biodisponibilité est
améliorée.
Chez la femme, aprés I’absorption, la progestérone est rapidement métabolisée dans les
intestins et transite par le foie. La concentration maximale en progestérone dans le plasma est
atteinte en 2 a 4h et reste élevée pendant 6 a 7h pour la progestérone micronisée.
L’administration de progestérone IM permet d’obtenir de bons résultats (hautes
concentrations sériques en progestérone, bon taux de gestation), mais son utilisation
quotidienne est peu confortable (Tavaniotou et al., 2000).

4.2 RECOMMANDATIONS CONCERNANT LE TRAITEMENT
Lorsque les dosages de progestéronémie se révelent étre bas et que cela présente un risque
pour la gestation, il est préférable de traiter, bien que les doses recommandées restent
empiriques.
L’insuffisance lutéale peut étre traitée par voie injectable avec de la progestérone naturelle
(suspension huileuse) a administrer a la posologie de 2mg/kg q72h IM.
L’altrénogest (Regumate) est un progestatif synthétique possédant une AMM pour I’espéce
équine. Il peut étre donné tous les jours, par voie orale a une dose de 0,088 mg/kg PO SID.
L’acétate de médroxyprogestérone a la dose de 0,1 mg/kg PO SID peut également étre
administrée. Cependant, ces progestérones ne peuvent pas étre mesurées par laboratoire pour
déterminer I’efficacité de la complémentation.

Ainsi, I’utilisation d’une progestérone micronisée naturelle par voie orale est recommandée
(UTROGESTRAN ND).

L’objectif du traitement est d’obtenir des valeurs dans les intervalles physiologiques. Le
traitement est généralement initié a 10 mg/kg PO quatre fois par jours et les concentrations
doivent étre réévaluées dans les 2 a 3 jours qui suivent le début de la prise médicamenteuse.
Cependant, il faut garder a I’esprit que les réponses sont tres variables en fonction des
animaux (Verstegen et al., 2008).
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Au CERREC, la posologie utilisée est de 10 mg/kg PO toutes les 8h (TID) a toutes les 6h
(QID) et réadaptée en fonction des dosages de progestéronémie hebdomadaires (augmentation
de la fréquence ou de la dose).

Il est indispensable que le traitement soit arrété 2 & 3 jours avant la mise-bas. En effet, le
maintien artificiel de la concentration sérique de progestérone a des niveaux élevés au-dela de
la date de parturition attendue, la chienne ne pourra pas mettre bas de fagcon spontanée, et les
chiots risquent de naitre morts.

La date de la mise-bas doit étre estimée, via des mesures de suivi de I’ovulation et de la
gestation (M. V. Root Kustritz, 2001).

4.3 EFFETS SECONDAIRES
La supplémentation en progestérone n’est indiquée que dans les cas ou I’insuffisance lutéale
est suspectée et qu’il existe un risque de perte des foetus car son utilisation a mauvais escient
peut engendrer des effets secondaires tels que la masculinisation des femelles (Curtis and
Grant, 1964) et des cryptorchidies chez les males, ainsi qu’une prolongation de la gestation,
tres délétére chez la chienne pour les feetus.

Syntheése

Dans cette seconde partie, nous avons pu décrire ’insuffisance lutéale, a la lumiére des
informations apportées dans la premi¢re partie pour comprendre le cycle cestral si
particulier chez la chienne, une cause d’infertilité au sens large chez la chienne et plus
précisément d’avortements lors de la seconde moitié de la gestation (autour du jour 25 a 35
post-ovulation).

Cette affection est reconnue chez la femme et provoque des avortements dans le premier
trimestre, lorsque le placenta n’a pas encore fait le relai avec le corps jaune pour la
production de progestérone, indispensable au maintien de la grossesse.

Chez la chienne, on ne peut parler d’insuffisance lutéale qu’apres avoir €liminé toutes les
autres causes d’avortements, en particulier infectieuses.

En pratique, cette démarche est difficile & mettre en place, et au CERREC, des
prélevements vaginaux associés a des mises en culture, des examens complémentaires afin
de diagnostiquer des problemes métaboliques ou endocriniens sont réalisés au début de la
mise & la reproduction pour les chiennes ayant présenté des antécédents d’infertilité.
Ensuite, un suivi hebdomadaire de la progestéronémie plasmatique est effectué, et si les
critéres de suspicion évoqués dans la Partie Il. D.3. sont reconnus, une complémentation
adéquate en progestérone micronisée par voie orale (UTROGESTRAN ND) est initiée afin
d’éviter tout risque pour la portée.

De nombreuses pistes pour expliquer cette incapacité du corps jaune a fournir une quantité
de progestérone adéquate au maintien de la gestation chez la chienne ont été évoquées, dont
un déficit en prolactine, facteur lutéotrophique majeur dans la seconde moitié de la
gestation, ou encore une inflammation de I’endométre induisant une lyse précoce du
corps jaune par les PGF2 alpha.

Nous avons mentionné dans cette partie que les troubles endocriniens pouvaient étre liés a
des troubles de la reproduction et notamment 1’hypothyroidie, qui peut en outre se
manifester par une absence de chaleur chez la chienne.

L’objet de ce travail est la recherche d’un lien entre un mauvais ajustement de la thyroide
aux besoins de la gestation et I’insuffisance lutéale constatée chez certaines chiennes
infertiles. La derniére partie de cette revue bibliographique s’appliquera a apporter des
arguments en faveur de cette hypothese.



L’HYPOTHYROIDIE : UNE CAUSE SUSPECTEE D’INFERTILITE D’ORIGINE
ENDOCRINIENNE.

A. DONNEES GENERALES SUR L’HYPOTHYROIDIE

1 Anatomie et physiologie de la thyroide
1.1 ANATOMIE ET HISTOLOGIE DE LA GLANDE THYROIDIENNE

a. Description anatomique
La glande thyroidienne des chiens est une structure constituée de deux lobes totalement
séparés chez le chien, et qui se superposent a la trachée, juste en dessous du larynx.
Des tissus thyroidiens accessoires sont souvent présents et se trouvent tout le long de
I’cesophage et en particulier a I’entrée de la cage thoracique (Jerry Kaneko et al., 2008).
La thyroide est de couleur brune, et apparait lisse chez les carnivores domestiques.
Elle est irriguée principalement dans sa région craniale par ’artére thyroidienne craniale,
provenant de I’artére carotide commune. L’artére thyroide caudale est plus rudimentaire, voir
absente et provient du tronc brachio-céphalique.
Le drainage veineux est plus remarquable du fait du rdle de sécrétoire de la glande. Il est
assuré par trois veines, la veine thyroide craniale, moyenne et caudale.

b. Description histologique

L’unité structurale de la thyroide est le lobule, qui sont délimités par des travées, formées
d’un tissu conjonctif lache qui entoure également la thyroide en formant une capsule.
L’unité fonctionnelle de la thyroide est le follicule, sphére cavitaire composé d’un
épithélium stratifie formé par les thyréocytes, reposant sur une lame basale et qui entourent la
colloide, substance éosinophile homogene.

Les thyréocytes ont une forme cuboide lorsqu’ils sont quiescents, et en colonne lorsqu’ils sont
actifs. Un autre type cellulaire, plus minoritaire, est représenté. Ce sont les cellules
parafolliculaires, qui sous forme d’amas, entre les follicules, stockent la calcitonine.

1.2 LES HORMONES THYROIDIENNES

a. Synthese et sécrétion

i) Importance de I’iode
L’iode, indispensable au fonctionnement thyroidien n’est présente qu’en quantité limité dans
I’environnement. Les besoins en iode sont faibles et son compenses par une absorption
efficace dans les intestins ainsi qu’un recyclage des hormones thyroidiennes, associé a un
stockage important d’hormones thyroidiennes.
Ainsi, la thyroide est capable de stocker 20% de 1’iode totale du corps.
Les ions iodures résultant de I’iode ingérée sont activement transportés depuis les liquides
extra cellulaires vers les cellules folliculaires de la thyroide. Cette capture est stimulée par la
TSH et inhibée par des agents goitrogéniques comme le thiocyanate ou le perchlorate, ou
encore par un important apport de I- (Jerry Kaneko et al., 2008).

ii) Synthése des hormones thyroidiennes
Apreés avoir été capturés, les ions I- sont oxydes en intermédiaires réactifs (réaction catalysée
par la thyroide peroxydase) puis incorporés quasi immédiatement dans les résidus tyrosines
des protéines de la thyroglobuline, a la position 3 ou 5 du groupe phényl pour former une
monoiodotyrosine (MIT) ou une diiodotyrosine (DIT).
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Figure 19 : Structure des hormones thyroidiennes et de leurs précurseurs (Feldman and Nelson, 2004).

Une fois que les groupes phényl des tyrosines sont combiné a un atome iode, une DIT se
couple a une autre DIT pour former la T4 (3,5,3”,5’-tetraiodo L-thyronine ou thyroxine) ou
une MIT se couple a une DIT pour former la T3 (3,5,3’-triiodo L-thyronine) (Figure 19).

La thyroglobuline est une glycoprotéine avec un haut poids moléculaire, exclusivement
synthétisée par les cellules folliculaires de la thyroide. Apres sa synthése, elle se place dans la
membrane cellulaire ou les réactions décrites précedemment ont lieu.

La thyroglobuline iodée, qui correspond a ce qu’on appelle la colloide est sécrétée dans la
lumiere des follicules ou elle est stockée.

iii) Libération des hormones thyroidiennes
Une stimulation par la TSH (Thyroid Stimulating hormone), entraine une recapture par
endocytose de petite quantité de colloide par les cellules folliculaires.
La colloide endocytée est transportée par les lysosomes et la protéine lysosomale dégrade la
colloide en MIT, DIT, T3 et T4.
Les iodotyrosines (MIT et DIT) sont dégradees et les ions iodures sont recyclés pour la
formation de thyroglobuline iodée ou diffusent dans la circulation sanguine.
Une petite quantité de thyroglobuline peut se retrouver dans la circulation. Cette fuite de
protéines est augmentée dans le cas d’une thyroidite.
Les hormones T3 et T4 diffusent simplement. La reverse T3 est formée par perte d’un atome
iode par T4, qui a lieu surtout dans les tissus périphériques mais aussi parfois dans la glande,
elle correspond a la forme inactive de T4.
Toute la T4 circulante provient de la glande thyroidienne, contrairement a la T3 qui provient
seulement a 20% de la glande et 5% de reverse T3.
La majorité de la T3 et de reverse T3 (rT3, la forme inactive) provient de I’activité
enzymatique extra thyroidienne consistant en la 5’-désiodation de la T4 (Jerry Kaneko et al.,
2008; Scott-Moncrieff, 2007).
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iv) Transport des hormones thyroidiennes
Dans le sérum, plus de 99% de la T4 et de la T3 circulante est liée aux protéines plasmatiques,
dont la principale est la TBG (Thyroid hormone Binding Globulin), mais 1’on retrouve
aussi des transthyrétine, albumine, et apolipoprotéines. L’affinité de la TBG plus grande pour
la T4 que pour la T3.
Les TBG permettent de solubiliser ces hormones lipidiques pour leur transport plasmatique
mais aussi limite leur excrétion rénale car leur poids moléculaire est trop important pour étre
filtré par le glomérule rénal.
Cette forme de transport sert aussi de réserve importante en cas de nécessité de mobiliser ces
hormones (Jerry Kaneko et al., 2008; Larsson et al., 1985; Scott-Moncrieff, 2007).

V) Mécanisme d’action
La molécule active est majoritairement la T3 libre, elle est issue de la T4 et convertie par
désiodation dans les cellules cibles. On peut considérer que les hormones thyroidiennes ont
deux types d’action :

- Une action sur le génome, soit directement en agissant dans le noyau, soit
indirectement en agissant sur les mitochondries, ce qui aura au plus long terme une
conséquence sur la transcription de génes cible.

- Une action sur les structures membranaires, cytoplasmiques ou mitochondriales
dont le temps de latence sera alors plus court (quelques secondes a quelques minutes).

Au niveau nucléaire, c’est la T3 qui se fixe sur son récepteur nucléaire aux hormones
thyroidiennes, change sa conformation et interagit ensuite avec certaines séquences de I’ADN
(Thyroid Response Elements ou TRE), en amont des genes cible et assure une action
activatrice ou inhibitrice de ceux-ci.

Les récepteurs agissent comme des facteurs de transcription activés par la fixation de
I’hormone et modulent I’expression du geéne.

En I’absence de I’hormone, les sites de fixation agissent comme répresseur de la transcription
du geéne. Lorsque I’hormone se fixe, le changement de conformation du récepteur implique
une activation de la transcription du géne. Chez les mammiféres, deux génes codent
respectivement pour les TR alpha et les TR beta (Choksi et al., 2003).

La T3 entre plus rapidement dans la cellule que T4 et son effet est 3 a 5 fois plus puissant que
la T4 (Scott-Moncrieff, 2007).

Sur les membranes cellulaires, des récepteurs faisant intervenir la T3 et la T4 sont présents.
La T3 peut agir sur les canaux calciques (dans la cellule myocardique) ou en activant les
pompes NaK ATPase, ce qui augmente la consommation d’oxygene. De plus, celles-ci
peuvent activer des phospholipases et phosphokinases et agir sur la thermogenése, la
lipolyse.

Enfin, au niveau mitochondrial, la T4 possede un effet immédiat sur le systeme oxydatif et
le cytochrome dans des conditions non physiologiques.

Dans des conditions normales, 3 ATP sont libérées par atome d’oxygene consommé. En
présence de T4, il a été montré in vitro que le systéme était « découplé » c’est-a-dire qu’une
quantit¢é d’atomes d’oxygene plus importante est nécessaire pour produire cette méme
quantité d’ATP. Ainsi, la T4 induit une augmentation des besoins en oxygeéne par la cellule, et
I’important exces d’énergie oxydative non incorporée dans I’ATP éléverait la température du
corps et se dissiperait en chaleur. D’autres effets impliquent la fixation de la T3 sur le génome
de la mitochondrie (Jerry Kaneko et al., 2008; Vinzio et al., 2008).
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vi) Organes cibles et roles des hormones thyroidiennes
Les effets des hormones thyroidiennes sur le métabolisme sont multiples et impliquent de
nombreuses activités enzymatiques. Elles stimulent la synthése, I’utilisation, la dégradation
des protéines et des enzymes diverses, mais aussi interviennent dans la thermorégulation et
le métabolisme des lipides.
Globalement, leur role est majeur dans le maintien de I’homéostasie. Elles sont
hyperglycémiantes, car elles favorisent la néoglucogeneése et 1’assimilation de glucose par les
intestins.
Leur effet sur le coeur est inotrope et chronotrope, ce qui explique la tachycardie décrite
dans I’hyperthyroidie.
Leur importance est majeure en termes de développement feetal, en particulier pour le
développement du squelette et du systéeme nerveux. Des déficits de ces différentes hormones
induit des malformations telles que le nanisme ou un déficit neurologique couramment appelé
« crétinisme » (Feldman and Nelson, 2004; Vinzio et al., 2008).

vii) Catabolisme

Les hormones thyroidiennes subissent des désiodations, des conjugaisons et des réactions
oxydatives.

Les désiodations sont catalysées par des désiodases dans les tissus périphériques et 1’iode
relarguée est recyclée. T4 peut étre transformé en sa forme inactive (rT3) ou active (T3) dans
chaque cellule. Certaines hormones thyroidiennes sont conjuguées dans le foie et excrétées
dans la bile.

Le rein excrete aussi les formes libres et des formes désaminées et décarboxylées des
hormones thyroidiennes (Jerry Kaneko et al., 2008).

1.3 HOMEOSTASIE THYROIDIENNE
La régulation de la fonction thyroidienne est assurée par ’axe hypothalamo-hypophysaire
(Figure 20).
La TSH (Thyroid Stimulating hormone) est I’agent principal de la régulation de la thyroide.
Celle-ci est sécrétée par I’hypophyse antérieur. Sa sécrétion est pulsatile.
Elle est stimulée par la Thyrotropin-Releasing hormone (TRH), et inhibée par une action
centrale de la dopamine et de la somatostatine ainsi que I’action inhibitrice des hormones
thyroidiennes sur I’hypothalamus et I’hypophyse (Kooistra et al., 2000).
La TRH est synthétisée par I’hypothalamus et transportée par les axones a I’hypophyse ou elle
stimule les cellules thyrothrophiques.
La cellule cible de la TSH, produit de la thyroxine (T4) qui est responsable d’un rétrocontrole
négatif sur la sécrétion de TSH, avec une participation de la T3.
Une faible diminution de thyroxine libre (fT4) circulante est associée a une augmentation de
la concentration en TSH dans le sérum. Ces fT4 implique une réponse rapide de
I’hypothalamus qui augmente sa sécrétion de TRH, favorisant une stimulation par la TSH,
tandis que des concentrations hautes en fT4 produit I’inverse (Kaptein et al., 1994).
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Figure 20 : Implication de I'axe hypothalamo-hypophysaire dans la régulation de la synthése des
hormones thyroidiennes par la glande thyroide, et voies d'éliminations de ces hormones, d’aprés (Choksi
et al., 2003)

Synthése

La thyroide, dont I’unité fonctionnelle est le lobule, synthétise en majorité la thyroxine
(T4), et dans une moindre mesure la T3, forme active cellulaire.

La T4, et la T3 qui en dérivent sont synthétisées a I’issue de 1I’incorporation des ions
iodures dans les résidus thyrosines, fixés sur la thyroglobuline et constituent la colloide,
lieu de stockage de ces hormones.

La T4 est majoritairement excrété par la glande thyroide et transportée dans le sang par
la TBG vers les tissus cibles qui réalisent la désiodation en T3.

Les actions de ces hormones sont nombreuses et variées, et la puissante action de la T3
sur les récepteurs nucléaires est responsable de 1’augmentation du métabolisme basal et
de la consommation d’oxygene.

Elles ont également un réle majeur dans le développement normal, en particulier
neurologique et squelettique du feetus.

La synthese et la sécrétion de ces hormones est régulée par I’axe hypothalamo-
hypophysaire via deux hormones a sécrétion pulsatile: La TRH, hormone
hypothalamique stimule la synthése de TSH par la glande pituitaire qui agit directement
sur la thyroide. La fT4 et la T3 agissent directement sur I’axe par un feedback négatif.



2 L’hypothyroidie chez le chien

2.1 PHYSIOPATHOLOGIE DE L’HYPOTHYROIDIE CHEZ LE CHIEN
La production d’hormones thyroidiennes est permise par le fonctionnement de la glande
thyroidienne elle-méme, de I’hypophyse, et de I’hypothalamus.
Chez le chien, ces trois structures peuvent présenter une anomalie entrainant un défaut
production de ces hormones.
Ainsi, la cause la plus fréquente d’hypothyroidie chez le chien est une hypothyroidie
primaire, ¢’est-a-dire que I’anomalie concerne la glande thyroidienne.
Plus rarement, on peut rencontrer une hypothyroidie secondaire. La production de TSH par
I’hypophyse est alors insuffisante.
L’hypothyroidie tertiaire concerne une anomalie de la seécrétion de la TRH par
I’hypothalamus. Elle est connue chez I’homme mais n’a pas encore été prouvée chez le chien.
Enfin, nous développerons dans cette partie un autre type d’insuffisance en hormones
thyroidienne qui se rencontre lors d’affection systémique ou endocrinopathie.

a. L’hypothyroidie primaire

i) Thyroidite lymphoplasmocytaire
La plus fréquente affection de la thyroide chez le chien est une hypothyroidie primaire (95%
des cas), c’est-a-dire résultant d’une destruction de la glande thyroide méme par un
mécanisme a médiation immune, caractérisé par une augmentation d’auto-anticorps dirigés
contre les antigenes thyroidiens (contre la thyroglobuline, T3, T4).
Histologiquement, on constate une infiltration diffuse par des lymphocytes en majorité, des
plasmocytes et des macrophages de la glande, provoquant une destruction progressive des
cellules folliculaires et une fibrose secondaire de la glande.
Ceci entraine une diminution de la quantité d’hormones thyroidiennes circulantes.
Les signes cliniques apparaissent lors que 75% de la glande est détruite. On parle de
thyroidite lymphoplasmocytaire.
L’évolution de I’hypothyroidie est longue, a été décrit en plusieurs stade: une phase
subclinique, caractérisée par des tests positifs pour les auto-anticorps anti-thyroglobuline,
une faible inflammation de la glande qui s’accentue progressivement et avec I’apparition
éventuelle d’une augmentation de la TSH avec diminution de la T4.

ii) Atrophie idiopathique
Les autres causes d’hypothyroidie primaire sont plus rarement une dégénérescence
thyroidienne idiopathique, se caractérisant histologiquement par une perte du parenchyme
de la glande avec une dégénérescence précoce des cellules folliculaires, remplacé par du tissu
adipeux.
L’atrophie idiopathique pourrait étre le stade final de la thyroidite lymphoplasmocytaire.
Plusieurs arguments semblent affirmer ceci :
Une étude récente a montré que le diagnostic d’atrophie idiopathique était fait sur des chiens
plus vieux que pour le diagnostic de thyroidite lymphoplasmocytaire (Graham and al 2001 a).
De plus, le test de détection des auto-anticorps anti thyroglobuline deviennent négatif avec le
temps chez les chiens, ce qui laisse penser que les antigénes provoquant la thyroidite
lymphoplasmocytaire disparaissent avec le temps.
Cependant, histologiquement, il est impossible de mettre en évidence une infiltration
inflammatoire dans la glande. Ceci suggére qu’il existe plus qu’une étiologie concernant
I’atrophie idiopathique.
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Ainsi, I’atrophie idiopathique résultant d’une dégénérescence de la glande et la
thyroidite lymphoplasmocytaire (mécanisme a médiation immune), sont les deux
affections les plus courantes chez le chien et provoquent une perte progressive de la
fonction thyroidienne et une diminution de la synthese et de la sécrétion des hormones

thyroidiennes.

D’autres causes, comme une hyperplasie des cellules folliculaires, un néoplasie détruisant
la glande (carcinome de la thyroide ou carcinome épidermoide le plus souvent), non
sécrétantes, ou des causes iatrogénes (administration d’antithyroidiens, exérése de la
glande thyroidienne, utilisation d’iode radioactif).

b. L’hypothyroidie secondaire
Moins fréquemment, I’hypothyroidie est d’origine secondaire, c’est-a-dire d’origine
hypophysaire avec une diminution de la sécrétion de TSH, entrainant secondairement une
déficience de la synthése et de la sécrétion d’hormones thyroidiennes.
Les différentes causes peuvent étre malformation de I’hypophyse (les Bergers Allemands y
sont predisposés), des tumeurs de I’hypophyse impliquant potentiellement d’autres
affections (diabéte insipide, problemes de reproduction), ou encore une suppression de la
fonction hypophysaire par une maladie concomitante (hyperadrénocoticisme), une
administration de médicaments (glucocorticoides), de la malnutrition.
Chez le chien, une hypothyroidie secondaire causée par une destruction de la glande pituitaire
ou un dysfonctionnement de celle-ci est plutot rare.
En revanche, une suppression de la fonction hypophysaire via I’administration de
glucocorticoides ou un hyperadrénocorticisme est plutot fréquent.

c. L’hypothyroidie tertiaire
Un seul cas convaincant a pour le moment été publié concernant une hypothyroidie d’origine
tertiaire et dont I’origine était une adénome infiltrant de I’hypothalamus chez un labrador
male entier de 9 ans (Shiel et al., 2007).

d. L’hypothyroidie d’origine congénitale
L’hypothyroidie congénitale peut résulter d’une exposition du feetus a un exce€s ou une
carence en iode, ou encore une hérédité.
Des malformations héréditaires de 1’axe thyroide-hypophyse-hypothalamus causent des
symptomes d’une sévérité variable. Sans diagnostic précoce, ce type d’affection peut mener a
un nanisme disharmonieux par exemple, comme il a été décrit un boxer male de 5 mois
présentant une ossification incompléte des condyles huméraux sur les deux membres
antérieurs, secondaire a un dysfonctionnement hypothalamo-hypophysaire (Vedrine et al.,
2008).
Les hypothyroidies congénitales peuvent étre classées en goitrigénes ou non. Les goitres se
développent lorsque la TSH est synthétisée en grande quantité, du fait de la déficience en
hormones thyroidiennes circulantes. Le goitre peut étre présent a la naissance ou se
développer ensuite.
Chez le fox terrier nain, une mutation autosomale récessive du gene codant par la thyroide
peroxydase, a été mise en évidence, et se manifestant par la présence d’un goitre congénital,
un poil anormal, une léthargie et une sténose des conduits auditifs chez les nouveaux nés
atteints (Fyfe et al., 2003).
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e. L’hypothyroidie fonctionnelle et « euthyroid sick syndrom »

i) Dysendocrinies et hypothyroidie fonctionnelle
L’hypercorticisme reste une cause majeure d’hypothyroidie fonctionnelle.
En effet, on observe chez ces animaux, on retrouve des valeurs de tT4, tT3 et rT3 diminuée.
De plus, la fT4 est souvent augmentée. C’est un indicateur de diminution de la fixation de la
T4 aux TBG.
La glande thyroidienne est tout de méme capable de répondre a des administrations exogenes
de TSH (Ferguson and Peterson, 1992; Peterson et al., 1984).
On peut également citer le diabéte, en particulier le diabete sucré de type 2, pour lequel un
lien avec I’hypothyroidie a été observé (Ford et al., 1993).

i) Euthyroid sick syndrom
L’« euthyroid sick syndrom» ou « non-thyroidal illness» (NTI) fait référence en
médecine humaine a une diminution de la T3 plasmatique lors maladie concomitante, en
I’absence de maladie thyroidienne ou de 1’axe hypothalamo-hypophysaire.
Dans les cas peu sévéres, la T3 totale et la fT3 diminuent du fait d’une baisse de conversion
de la thyroxine en T3 dans les tissus périphériques (en particulier le foie). Normalement, la
TSH et la T4 restent dans les valeurs usuelles. Dans les cas trés critiques, on peut rencontrer
une suppression totale de la T4 et T3 totale (Golombek, 2008).
Cependant, chez le chien, la suppression de la T3 totale seule est peu fréquente, et souvent on
retrouve plutdt une suppression de la T4 totale seule ou de la T4 totale et de la T3 totale.
Une étude chez des chiens atteints de maladie orthopédiques, gastrointestinales ou des
néoplasies et présentant un NTI, les dosages hormonaux de tT4 et tT3 pouvaient présenter un
intérét pronostique (Mooney et al., 2008).

2.2 EPIDEMIOLOGIE

La prévalence de I’hypothyroidie a été estimée entre 0,2 et 0,8% dans I’espéce canine, selon
deux études réalisées aux Etats-Unis et en Angleterre (Dixon et al., 1999; DI, 1994), mais il
faut émettre des réserves du fait de la difficulté d’établir le diagnostic.

Une étude réalisée sur 3206 cas provenant de 15 universités canadiennes et américaines ont
permis de mettre en évidence des dispositions raciales qui concernent les Airedale Terrier,
Teckel, Doberman, Golden Retriever, Schnauzer nain, Setter Irlandais, Cocker Spaniel,
Loulou de Poméranie.

Cette étude désignait également comme prédisposées les chiennes stérilisées (Milne and
Hayes, 1981), ce qui est contredit par Dixon et al (Dixon et al., 1999), qui ne met pas en
évidence de différence significative entre les sexes.

Dans I’étude de Dixon et al, les retrievers, les cockers spaniels et terriers représentaient les
races les plus frequemment retrouvées. Cependant, I’étude statistique ne permettait pas
d’affirmer que ces races étaient significativement plus exposées a I’hypothyroidie (en
comparant ces races a la population de I’hépital). La prédisposition de ces races est expliquée
par ’auteur comme étant un biais di a la popularité des races citées precédemment.

Plus récemment, en 2002, une étude (Nachreiner et al., 2002) s’intéressant a la détection
d’auto-anticorps dirigés contre les hormones thyroidiennes désignait les races prédisposées
telles que le Pointer, le Skye terrier, le bichon maltais, le griffon vendeen. La prévalence était
significativement corrélée au poids des chiens.

L’hypothyroidie est donc classiquement a considérer comme une maladie de moyennes a
grandes races.

Les ages représentés sont majoritairement situés entre 2 et 9 ans.
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2.3 LES SIGNES CLINIQUES ASSOCIES
Une review compilant les signes cliniques observés chez 162 cas provenant de 4 études
différentes a permis de faire le point sur les différents signes cliniques associés a
I’hypothyroidie.
Il faut cependant garder a I’esprit que la prévalence des signes indiqués peut ne pas
exactement correspondre a la prévalence dans la position réelle du fait du grand nombre
d’animaux référés aux structures ayant mené les études.
Par ordre d’importance, on retrouve chez les chiens atteints d’hypothyroidie les signes
cliniques suivants.

a. Symptdmes généraux

Dans un premier temps, I’hypothyroidie affecte le métabolisme basal des patients atteints.
Ainsi, 49% des chiens présentés étaient obeses, et 48% d’entre eux présentaient une léthargie
et probablement une intolérance a I’effort ;

Une étude réalisée par Greco et al (Greco et al., 1998), de mesures de calorimétries réalisées
sur des sujets hypothyroidiens via la détermination des VCO2 (mL/min/kg, reflétant la
production de dioxyde de carbone) et le VO2 (mL/min/kg, reflétant la consommation de
dioxygene) ont permis de démontrer que 1’énergie dépensée par les chiens hypothyroidiens
(exprimée en kcal/kg/jours) était de 15% inférieure a celle des chiens cliniquement normaux,
et que les mesures redevenaient égales apres une supplémentation adaptée en Iévothyroxine.

b. Anomalies de la peau
85% des chiens atteints d’hypothyroidies présentent des troubles dermatologiques.
L’initiation de la phase anagene du poil nécessite 1’intervention des hormones thyroidiennes.
Ainsi, une alopécie, causee par la chute des poils en phase télogene est généralement le
premier signe rapporté par les propriétaires. Elle est bilatérale et symétrique, et souvent
accompagnée d’une hyperpigmentation, de squames ou d’une séborrhée.
Parfois, les biopsies peuvent conduire a I’identification d’un myxcedéme. Cette accumulation
de mucine provoque 1’évocatrice « expression de chien triste ».
Une pyodermite associée a été constatée chez 14% des chiens étudiés. Des otites externes
bilatérales sont également fréquemment rencontrées.

c. Signes neurologiques et atteintes neuromusculaires
Une hypothyroidie peut étre la cause d’atteintes centrales : épilepsie, Iésions d’ischémie,
infarctus, coma myxcedémateux, syndrome vestibulaire central ou périphérique :
polyneuropathies généralisées, paralysies du nerf facial, syndrome vestibulaire périphérique,
paralysie laryngée, mégacesophage, myopathies... (Bertalan et al., 2013; Vitale and Olby,
2007).
Les atteintes périphériques sont les plus couramment rapportées, et en particulier les
neuropathies périphériques qui toucheraient préférentiellement les grands chiens ou races
géantes et provoque une intolérance a I’exercice, une faiblesse généralisée, une anorexie, une
ataxie voire une quadriparésie pouvant aller jusqu’a la paralysie.
La pathogénie des polyneuropathies périphériques est inconnue, mais pourrait résulter d’une
anomalie de la conduction du signal et d’un mauvais fonctionnement des pompes NaK et une
secondaire a un manque d’ATP et provoquant ainsi un ralentissement de la conduction du
signal dans les axones.
Les anomalies du systéme nerveux central seraient a relier en particulier a 1’athérosclérose
secondaire a la maladie ainsi que des anomalies de I’excitabilité des neurones attribuable a
une mauvaise libération des neurotransmetteurs (Scott-Moncrieff, 2007).
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d. Anomalies de la fonction reproductrice
Longtemps considéré comme 1’un des symptomes principaux de 1’hypothyroidie chez la
femme et chez I’homme, son implication dans les problémes reproductifs chez le chien n’est
pas encore clairement établie. Nous développerons dans la troisiéme partie de 1’exposé ce
point particulier.

e. Anomalies cardiovasculaires.
L’hypothyroidie est classiquement associée a des symptomes cardiovasculaires, tres bien
¢tudiés chez ’Homme (Vinzio et al., 2008). On retrouve parmi eux des anomalies de la
conduction, de la contractilité, de la fréquence cardiaque. En effet, la bradycardie est
fréquemment retrouvée, ainsi que des blocs atrio-ventriculaires de type 1 moins
fréquemment.
Méme si ces anomalies sont trés documentées chez le chien, elles semblent avoir peu
d’importance clinique. Chez I’homme un arrét cardiaque est rarement la conséquence d’une
hypothyroidie et n’a pas encore été rapporté chez le chien.
Cependant, chez les chiens déja atteint d’une maladie cardiaque, 1’hypothyroidie peut jouer un
role délétere et exacerber les signes cliniques associés a la cardiopathie.
L’hypothyroidie est considérée comme un facteur de risque d’apparition de 1’athérosclérose,
qui serait une complication rare de I’hypercholestérolémie observée chez les chiens
hypothyroidiens (Scott-Moncrieff, 2007).

f.  Anomalies oculaires
Les anomalies rencontrées sont généralement des cedéemes des paupiéres, une lipidose de la
cornée, un ulcére de la cornée, une uvéite chronique, un cedéme de la rétine, une
kératoconjonctivite seche ... Ces trouvailles seraient plutdt le résultat de D’état
hyperlipémique des chiens atteints plutét qu’un effet direct du faible taux d’hormones
thyroidiennes disponibles.

g. Anomalies gastrointestinales
L’hypothyroidie est un facteur de risque de la pancréatite aiglie chez le chien, et
I’hypertriglycéridémie pourrait jouer un role dans la physiopathogénie de la maladie.
Les études faisant état d’autres troubles gastro-intestinaux tels que la constipation, la diarrhée,
des vomissements sont peu nombreuses et ces symptomes étant tres fréquents chez le chien
sont difficilement reliables a I’hypothyroidie (David, 2001).

h. Anomalies de la formule sanguine et de la biochimie
Une anémie arégénérative, normocytaire est normochrome, résultant primairement de la
diminution de la production des érythrocytes apparait dans 30 a 40% des cas.
Un traitement realisé avec de la lévothyroxine permet de rétablir une numeration formule
normale (Hollander et al., 1967).
L’hypothyroidie est également associée a une hyperlipémie (hypercholestérolémie dans 75%
des cas et hypertriglycéridémie dans 88% des cas), ce qui prédispose les animaux malades a
I’athérosclérose, augmente la viscosité sanguine et favorise les thrombo-embolies.(Vitale and
Olby, 2007).
Une plus rare anomalie de la biochimie sont une augmentation des PAL, des ALAT et des
CK.
Enfin, une diminution de la quantité plasmatique en facteur de Von Willebrand est suspectée
chez les chiens hypothyroidiens mais il manque encore des études permettant de relier
’activité de ce facteur aux hormones thyroidiennes (Scott-Moncrieff, 2007).
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Synthése

1
1
1
1
L’hypothyroidie chez le chien est une maladie relativement frequente dont la prévalence a E
été estimée entre 0,2 et 0,8%, et d’origine principalement primaire. La principale cause est 1
la thyroidite lymphoplasmocytaire qui est associée une destruction auto-immune de la
glande. Les signes cliniques apparaissent lorsque plus de 75% de la glande est détruite. |
C’est une maladie qui concerne principalement les animaux entre 2 et 9 ans sans
prédisposition de sexe établi et appartenant aux moyennes a grandes races :
Du fait de I’implication des hormones thyroidiennes dans de multiples grandes fonctions,
les symptdmes cliniques sont trés variés. Les signes cliniques évocateurs sont la léthargie,
1’obésité, une alopécie, et une expression de chien triste, des troubles de la reproduction et
un état hyperlipémique pouvant engendrer des signes oculaires, digestifs et neurologiques. 1

1

1

B. BIOCHIMIE DE LA THYROIDE ET APPLICATION AU DIAGNOSTIC ET AU TRAITEMENT DE
L’HYPOTHYROIDIE

1 Exploration biochimique de la fonction thyroidienne dans le cadre d’une recherche
d’hypothyroidie

1.1 EXAMENS CLASSIQUES DE LABORATOIRE : DOSAGE DE LA T4 TOTALE ET
DE LA TSH BASALE.

a. Dosage de la T4 totale basale

i) Définition et méthodes de dosage.
Les concentrations sériques en T4 totale correspond aux hormones liées aux protéines, dont la
TBG, les transthyrétines, 1’albumine et les apolipoprotéines.
La TBG est la protéine dont I’affinité pour T4 est la plus grande mais dont les capacités de
fixation sont les plus basses. La transthyrétine et 1’albumine ont une moins bonne affinité
mais des capacités de fixation plus grande que TBG.

ii) Méthodes de dosages
L’une des méthodes de dosage est le dosage radio-immunologique.
Celle-ci s’appuie sur ’utilisation d’une réaction de compétition entre la TBG du patient et une
1311-T4 du laboratoire. Cette **1-T4 et la T4 du patient se fixent proportionnellement a leur
concentration respective a la TBG. Aujourd’hui la $3!1-T4 a été remplacée par des anticorps
spécifiques qui ont une meilleure spécificité pour les hormones. Des anticorps polyclonaux
sont en général utilisés. Le dosage est réalisé sur le sérum et nécessite donc un prélévement
sur tube sec.
La méthode de dosage utilisée dans le laboratoire de biochimie de I’école vétérinaire est celle
de I’analyseur IMMULITE 2000, par chimioluminescence.
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iii) Interprétation des résultats
Pour les chiens, les valeurs de références sont 2,3 +/- 0,8ug/dL soit 29,6 +/- 10,3 mmol/L.
Dans le laboratoire de biochimie de VetAgroSup, nous considérons un intervalle des valeurs
usuelles entre 15 et 65 nmol/L.
11 existe tres peu de faux négatifs, ainsi un dosage de T4 qui s’avére étre dans les normes est
trés peu en faveur d’une hypothyroidie. Une réaction croisée avec des anticorps anti-
thyroglobulines présents chez certains chiens hypothyroidiens peut interférer dans la mesure
et créer de faux négatifs.
Cependant, comme il sera développé ensuite, la concentration sérique peut étre modifiée par
de nombreux facteurs tels que la prise de médicaments ou une pathologie concomitante.
Ainsi, un dosage seul de la T4 ne permet pas d’affirmer que le chien est hypothyroidien. Une
évaluation de la TSH et ainsi du fonctionnement de I’hypophyse est indispensable.

b. Dosage de la TSH basale

i) Définitions et méthodes de dosage
Chez I’homme, la TSH est quasiment toujours augmentée lors d’hypothyroidie et le dosage de
la T4 totale a été remplacé par un dosage de la TSH et de la fT4.
Il est attendu qu’un animal hypothyroidien présente des concentrations en TSH au-dessus de
la normale, considérant le rétrocontrdle négatif exercé par la T4 et la T3 sur ’hypophyse.
Au laboratoire de biochimie de VetAgro Sup, on réalise un dosage par chimioluminescence,
qui a montré la meilleure précision et la meilleure sensibilité. La précision du test est
meilleure lorsque les valeurs sont compatibles avec une hypothyroidie (>0,6 ng/mL).
La limite de détection est située pour des valeurs comprises entre 0,01 et 0,03 ng/mL (Marca
etal., 2001).

i) Interprétation des résultats
Chez le chien sain, les concentrations en TSH sont comprises entre 0 et 0,6 ng/mL.
Ainsi, 2/3 des chiens hypothyroidiens présentent des valeurs de TSH supérieures a 0,6 ng/mL.
Cependant, le dosage seul de la TSH est peu sensible et peu spécifique pour le diagnostic de
I’hypothyroidie d’origine primaire et des confusions sont possibles avec des euthyroid sick
syndrom.
Bien que la combinaison de ce test avec le dosage de la T4 totale augmente la spécificité de
celui-ci, la sensibilité reste basse et des valeurs dans les intervalles de référence ne permettent
pas d’exclure une hypothése d’hypothyroidie car la sécrétion de TSH est pulsatile (R. M.
Dixon and Mooney, 1999; Peterson et al., 1997; Ramsey et al., 1997; Scott-Moncrieff et al.,
1998).
Une ¢étude plus récente a permis de montrer que les chiens atteints d’hypothyroidie primaire
présentaient des patterns de sécrétion pulsatiles de TSH, avec une fréquence de 2 pulses
toutes le 6h, de faible amplitude par rapport a la TSH basale, tandis que les chiens
euthyroidiens présentaient des fluctuations beaucoup moins nettes.
Du fait de la longue demi-vie des hormones thyroidiennes, le feed-back négatif exercé par
celles-ci sur la TSH serait moins rapide que la stimulation permise par la TRH (Kooistra et
al., 2000).
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1.2 INTERETS DES AUTRES METHODES DIAGNOSTIQUES

a. Test de stimulation a la TSH
Le gold standard est le test de stimulation a la TSH (le test de stimulation a la TRH ayant été
reconnue comme inutile au diagnostic de I’hypothyroidie) (Frank, 1996).
Une faible concentration en T4 totale ne répondant pas a stimulation par la TSH bovine est
considérée comme diagnostic de I’hypothyroidie. Cependant, la TSH bovine n’est plus
commercialisée pour la médecine vétérinaire (Diaz Espineira et al., 2007).

b. Dosage de la T4 libre

i) Principes
La concentration en T4 est influencée par de nombreux parametres et peut masquer une
hypothyroidie (Scott-Moncrieff et al., 1998).
La mesure de la T4 libre n’est pas influencée par les facteurs qui diminuent la fixation des
hormones thyroidiennes a leurs protéines. Le dosage de la T4 libre par dialyse a 1’équilibre
permettrait d’obtenir une sensibilité¢ de 80 a 98% et une spécificité de 93% a 93,5% selon les
études (R. M. Dixon and Mooney, 1999; Peterson et al., 1997).
Ainsi, théoriquement, le dosage T4 libre serait donc un meilleur test que la T4 totale.

i) Applications
La mesure de la T4 libre est utilisée pour les animaux dont I’hypothyroidisme est suspecté
mais chez lesquels le dosage de la T4 totale n’est pas concluant, ou bien lorsqu’ils sont

atteints d’une maladie concomitante sévere.

iii) Méthodes de dosages

- Dialyse a I’équilibre : séparation de I’hormone libre

Les techniques de dosage de la T4 libre qui semble étre la plus sensible est la dialyse a
I’équilibre car les réactions croisées avec les anticorps anti hormones thyroidiennes et les
protéines de fixation sont éliminées par dialyse.

Ce type de dosage, considéré comme le gold standard chez le chien est techniquement peu
adapté aux contraintes d’un laboratoire, du fait de son colt, du temps nécessaire a sa mise en
aecuvre.

Un marqueur radioactif de la T4 est ajouté a I’échantillon, et le mélange est dialysé afin de
separer la T4 libre et les molécules de marqueur non fixés, du reste des protéines sanguines et
de la T4 liée aux protéines. La fraction en fT4 est calculée en se basant sur la radioactivité pré
et post dialyse, sa concentration est déterminée en multipliant la fraction de fT4 déterminée
avec la concentration en T4 totale présente dans 1’échantillon.

- Dosage radio-immunologique et chimioluminescent : une réaction directe du
sérum avec un anticorps monoclonal ou polyclonal anti-hormone.

Une étude, comparant les concentrations de fT4 mesurées par dialyse a 1’équilibre et radio
immunologique (radioimmunoassay, RIA), a permis de montrer que les concentrations
évaluées par RIA étaient significativement plus basses que celles évaluées par la premiére
méthode. En particulier, la méthode RIA était celle qui impliquait le plus de fT4 basse pour
les chiens euthyroidiens avec une maladie concomitante, et que les valeurs de fT4 des chiens
hypothyroidiens étaient significativement plus basses que celles des chiens ayant une maladie
chronique. Ainsi, bin que la technique de dialyse a 1’équilibre ait longtemps été considérée
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comme un gold standard, ces résultats tendent a montrer que cette technique semble plus
intéressante car plus fiable et moins colteuse (Schachter et al., 2004).

Une étude rétrospective réalisée sur 13 sérums conservés a partir de prélévements provenant
de chiens positifs pour les anti-thyroglobuline et diagnostigué comme hypothyroidien a
permis de montrer que 25 a 38% de ces chiens avaient une fT4 mesurée par
chimioluminescence (CLIA) non compatible avec une hypothyroidie. Ainsi, chez les chiens
dont la présentation clinique est en faveur d’une hypothyroidie, des valeurs obtenues
normales de fT4 par CLIA ne permettent pas d’exclure une hypothyroidie (Randolph et al.,
2015).

Le dosage réalisé par la machine Immulite 2000 est un test de dosage direct de la fT4 par
immuno-dosage par chimioluminescence (chemiluminescent immunoassays CLIA).

La phase solide est couverte d’anticorps monoclonaux anti-T4 d’origine murine et le réactif
contient une phosphatase alkaline conjuguée a la T4. L’échantillon et le réactif sont incubé 30
min avec la phase solide, délai durant lequel une réaction compétitive entre la fT4 et la T4 liée
a I’alkaline phosphatase du réactif a lieu pour se fixer au nombre limité d’anticorps anti-T4.
La centrifugation permet d’éliminer les fT4 et les complexes T4-enzymes. Enfin, un substrat
chimioluminescent est ajouté au test, et le signal émit est proportionnel a la quantité
d’enzymes liées.

Ainsi, les résultats ne sont pas calculés en fonction de la T4 totale mais a partir d’une courbe
standard calibrée pour la concentration en T4 totale (Wosilait, 1977). Cette méthode est
différente de la méthode classique par dialyses a 1’équilibre, et ne requiere pas de pré-
incubation ou de dialyse de la fT4 sur une colonne de chromatographie.

Les valeurs de référence pour un animal considéré comme euthyroidien sont comprises entre
11,5 et 22,7 pmol/L.

c. DosagedelaT3
Bien que la forme active majoritaire soit la triiodothyronine, chez le chien, 40 & 50% de cette
hormone n’est pas produite pas la thyroide. La sensibilité et la précision d’une mesure de
la tT3 est faible pour le diagnostic de I’hypothyroidie. Cependant chez certaines races de
chiens, chez qui la tT4 et la fT4 est plus basse que les autres (Greyhounds, Afghans Hounds,
Salukis, Whippets), une valeur de tT3 basse peut aider au diagnostic (Ferguson, 2007; Hill et
al., 2001; Peterson et al., 1997).

d. Intéret de la détection des auto-anticorps dirigés contre la thyroglobuline
AACT

Comme vu précédemment, I’hypothyroidie chez le chien est le plus souvent d’origine
primaire et causeée par une destruction a médiation immune de la glande ou une atrophie
idiopathique de celle-ci.
Contrairement a I'homme pour qui la thyroidite d'origine auto-immune est associée a
l'augmentation d'anticorps anti thyroperoxidase, chez le chien, les anticorps sont dirigés
contre la thyroglobuline.
Bien que les AAcTg soient classiquement retrouvés chez les chiens souffrant d’hypothyroidie
primaire, certaines études tendent a montrer qu’ils seraient également présents chez des chiens
sains ou ayant un « euthyroid sick syndrom » (R. M Dixon and Mooney, 1999; Lee et al.,
2004; Nachreiner et al., 2002, 1998).
La prévalence de ces autoanticorps a été estimée par ces études entre 36 et 53% chez les
chiens hypothyroidiens, entre 3 et 6% chiens en bonne santé.
En ce qui concerne les chiens ayant un « euthyroid sick syndrom », les résultats sont pour 5 a
6% d’entre eux douteux.
Chez le chien, la thyroidite lymphocytaire est confirmée par des biopsies, ce qui n’est pas un
examen de routine en médecine vétérinaire.
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La présence de ces auto-anticorps est tout de méme assez sensible et spécifique pour
I’indentification des thyroidites lymphocytaires auto-immunes et permettrait le diagnostic
précoce des thyroidites chez des chiens présentant des signes cliniques d’hypothyroidie,
associé a des dosages de la tT4 et de la TSH (Lee et al., 2004; Nachreiner et al., 2002, 1998).

C. Apport de I’'imagerie
L’échographie de la thyroide est un examen complémentaire utilisé couramment en médecine
humaine en plus des test diagnostiques classiques de laboratoires, afin de détecter une
malformation congénitale ou d’identifier des nodules thyroidiens, d’apprécier sa taille et son
échogénicité en cas de thyroidite subaigiie ou chronique.
Récemment appliquée a la médecine vétérinaire, cette technique permet d’apporter des
informations intéressantes sur le statut thyroidien de I’animal. En effet, un chien atteint d’un
« euthyroid sick syndrom » présente une thyroide dont I’échostructure est quasi similaire a
celle des chiens sains.
Pour les chiens hypothyroidiens, les résultats sont plus variables mais on retrouve une
prévalence significativement plus grande d’une forme ovalaire des lobes thyroidiens en coupe
transversale (qui sont triangulaires chez les chiens sains), une hypoéchogénicité du
parenchyme ou des différences d’échogénicité entre le lobe droit et le lobe gauche.
En coupe longitudinale, la thyroide des chiens hypothyroidiens semble avoir une forme
fusiforme beaucoup plus fine que celle des chiens sains.
On peut également citer le récent intérét pour la scintigraphie pour I’évaluation du
fonctionnement thyroidien (Bromel et al., 2005; Pinilla et al., 2009).

2 Facteurs de variations des hormones thyroidiennes circulantes

Différents facteurs peuvent engendrer des variations des valeurs dosées en hormones
thyroidiennes, selon différents mécanismes tel que la limitation de la fixation de la T4 a ses
protéines de transport, une augmentation de la clairance des métabolites des hormones
thyroidiennes, une diminution de la conversion de la T4 et T3 et augmentation de la
conversion de T4 en reverse T3, une inhibition de la sécrétion de TSH, des hormones
thyroidiennes ou les deux.

Nous allons développer dans cette partie les différents facteurs influencant nos dosages.

2.1 EN FONCTION DU SEXE
Chez le rat, la plupart des études tendent a montrer que la concentration en TSH serai plus
élevée chez le male que chez la femelle.
Une administration d’cestradiol a des rats femelles diminue la concentration sérique en TSH et
en T4 qui serait la conséquence d’une désiodation de T4 en T3. Une administration
d’cestradiol chez le male n’aura pas d’effet, tandis que celle de Déhydroépiandrostérone
provoque une augmentation des concentrations en TSH.
Ainsi, chez le rat il a été montré que pour le méale, la concentration basale en TSH et sa
capacité réponse a une stimulation par la TRH était supérieure a celle de la femelle.
De plus, une administration de testostérone aux rats males stérilisés suffisait a restaurer la
méme capacité de réponse a une stimulation par la TRH que les rats males entiers
(Christianson et al., 1981).
En ce qui concerne la T4, la différence est moins claire et les études n’ont pour le moment
pas mis en évidence une différence significative.

Chez le chien, une étude réalisée sur 1074 chiens sains a mis en évidence des valeurs
moyennes de T4 plus élevées chez les femelles (2,11 +/- 0,04 pg/dL) que chez les males
(2,08 +/- 0,04 pg/dl) (Reimers et al., 1990).
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2.2 EN FONCTION DE L’AGE
Les différentes études tendent a montrer que 1’age influe sur les valeurs de T4 dosée, du fait
du vieillissement du fonctionnement du systeme de régulation de I’axe thyroide-hypophyse.
Les chiens agés de plus de 6 ans semblent avoir des valeurs de T4 moyennes plus basses que
les autres.
De plus, une administration intra-veineuse de TSH entraine une réponse en T4
significativement plus faible pour les chiens d’age moyen (supérieurs a 6 ans), d’autant plus
marquée si le chien a plus de 12 ans.
Les concentrations en TSH ne semblent pas différer entre les chiens adultes, prépubéres ou
agés (Gonzalez and Quadri, 1988; Reimers et al., 1990).

2.3 EN FONCTION DE LA RACE, DE LA TAILLE OU DE LA CONDITION PHYSIQUE
Des différences majeures dans les valeurs de T4 totale chez différents types de Iévriers ont
été mises en évidence. Si environ 76% des lévriers présentaient une T4 totale basse, seule
16,3 % d’entre eux avaient une valeur de TSH compatible avec une hypothyroidie.
Il également intéressant noter que les valeurs de T4 totale augmentent fortement aprés une
course chez ces chiens (Gaughan and Bruyette, 2001; Hill et al., 2001; Shiel et al., 2010).
Dans une étude étudiant la fonction thyroidienne sur des chiens normaux et obeses,
on a pu mettre en évidence une augmentation de la tT3 et tT4 chez les chiens obéses, sans
augmentation de la fT4. La perte de poids impliquait une diminution en TT3 et TSH
(Daminet et al., 2003).
De plus, sur I’effectif testé de 1074 chiens, les petits gabarits présentaient des valeurs de
T4 totale plus importantes que les chiens de taille moyenne ou grande (Reimers et al., 1990).
Ces quelques études nous suggerent que du fait de la grande diversité des caractéristiques
morphologiques de la population canine, les valeurs de références utilisées ne sont peut-
étre pas toujours adaptées au patient testé, et complique encore le diagnostic de
I’hypothyroidie dans 1’espece canine.

2.4 EN FONCTION DE L’ ADMINISTRATION DE MEDICAMENTS
Une administration de 1’association sulfamide-triméthoprime chez le chien a la posologie de
15 mg/kg q12h pendant 4 jours chez des chiens sains n’a aucun effet sur tT4, tT3, fT4 ou sur
les tests de stimulation a la TSH.
Aucun effet n’est détecté sur les portées de chiots dont la mére a été traitée pendant la
deuxieéme moitié de la gestation.
Cependant, des chiens traités pour une pyodermite pendant 6 semaines avec une dose de 30
mg/kg q12h ont présenté une diminution de tT3, tT4 et fT4. La méme dosa a été administrée a
des chiens sains pendant 6 semaines et 7 jours apres le début du traitement, la TSH endogene
était augmentée (Hall et al., 1993; Panciera and Post, 1992; Post et al., 1993).
La normalisation des paramétres aprés 1’arrét du traitement peut prendre 8 a 12 semaines.
Le phénobarbital augmenterait la clairance biliaire et diminuerait les valeurs obtenues de
TSH et fT4 (Gaskill et al., 1999).
Des études ont montré que la prednisolone avait un effet dose dépendant sur la tT4, la fT4 et
T3. La prednisone supprime la TT4 a un dosage de 2 mg/kg toutes les 12h.
Cependant, les concentrations en TSH ne seraient pas influencés (Moore et al., 1993; Torres
etal., 1991).
Les anti-inflammatoires non stéroidiens comme le Meloxicam ou le carproféne auraient
peu voir pas d’effet sur les valeurs de T4 et TSH (Sauvé et al., 2003).
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2.5 EN FONCTION D’UNE MALADIE CONCOMITANTE
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Figure 21 : Valeurs médianes de la T4 totale, T4 libre et de la TSH chez les chiens hypothyroidiens et
atteints d'une maladie concomitante, d'aprés (Diaz Espineira et al., 2007).

En 2007, afin d’étudier les différents paramétres testés en laboratoire, des dosages de la T4
totale, de la fT4, la TSH, la T4 aprés stimulation a la TSH ont été pratiqués sur des chiens
hypothyroidiens (avec des Iésions histologiques de la thyroide compatible avec une
hypothyroidie primaire) et des chiens considérés comme euthyroidiens mais victimes d’une
maladie systémique (dermatologique, cardiomyopathie, maladie rénale chronique,
hyperadrénocorticisme d’origine hypophysaire).

Pour les chiens atteints d”hypothyroidie primaire, la concentration en tT4 variait entre
2 et 4 nnmol/L (médiane= 2 nmol/l), et 2 a 18 nmol/L pour les animaux avec une maladie
associée (médiane 8 nmol/L), ce qui eétait significativement plus bas pour les chiens
hypothyroidiens.

Pour les chiens du groupe hypothyroidien, les valeurs de fT4 étaient comprises entre
1,9 pmol/L et 10,7 pmol/L avec une valeur moyenne de 1,9 pmol/L.
Pour les chiens avec une maladie associée, la fT4 était estimée a 1,9-13,1 pmol/L avec une
valeur moyenne de 9,3 pmol/L et les chiens primairement hypothyroidiens avaient des valeurs
significativement plus basses.

Pour la TSH, les valeurs des 14 chiens hypothyroidiens étaient comprises entre 0,03 et
5 pg/L avec une médiane a 1,3 pg/L. 8 de ces chiens avaient une TSH supérieure a 0,6 pg/L
et 6 étaient dans les valeurs usuelles. Concernant les chiens avec une maladie concomitante, la
TSH était comprise entre 0,03 et 0,98ug/L avec une médiane autour de 0,2 pg/L.
La TSH était significativement plus haute dans le cas des hypothyroidiens (Figure 21).

En conclusion, tous les chiens effectivement hypothyroidiens (Iésions histologiques),

présentaient des tT4 trés basses, ce qui fait de son dosage un test quand méme sensible,
mais peu spécifique puisque certains chiens avec une maladie concomitante présentait une
tT4 trés basse aussi. La fT4 semblait étre plus spécifique.
Bien que le test de stimulation a la TSH soit considéré comme le gold standard depuis plus
de 20 ans (R. M. Dixon and Mooney, 1999; Peterson et al., 1997), certains chiens avec une
maladie concomittante montraient une réponse, bien que minime, a la stimulation (Diaz
Espineira et al., 2007).
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2.6 EFFETS DE LA CONSERVATION, DE L’HEMOLYSE, DE LA CONGELATION DES
ECHANTILLONS

La thyroxine est I’une des hormones les plus stables. Ni la durée, ni le mode de conservation
n’affectent sa valeur. Elle se conserve trés bien méme lorsque I’échantillon n’est pas
centrifuge.
Pour les autres hormones comme la TSH ou la progestérone il est indispensable que la
mesure soit faite sur du plasma ou du sérum centrifugé rapidement aprés la prise de sang.
L’ héparine est recommandée pour la conservation du prélévement.
Lorsque I’échantillon est congelé a — 20°C, la plupart des dosages endocriniens sont
possibles.
La principale source d’erreur pour les dosages est I’hémolyse. Elle peut étre la conséquence
d’une conservation du sang sans centrifugation, une aspiration difficile, forcée a 1’aiguille par
exemple (Médaille et al., 2005; Reimers et al., 1992).

Pour conclure, la situation la plus fréquente est un animal présentant des signes cliniques
suggérant une potentielle hypothyroidie, associé a des résultats de laboratoires dans
les valeurs limites de la normale, ou des chiens dont les résultats de laboratoire sont
compatibles avec une hypothyroidie mais qui sont malades ou regoivent des

médicaments pouvant interférer avec les résultats.

Il faut alors réévaluer le chien apres arrét du traitement ou guérison de la maladie.

Ceci n’étant pas toujours possible, les auteurs préconisent un essai thérapeutique avec de
la T4 synthétique.

3 Les traitements de I’hypothyroidie

Le seul traitement existant consiste en une complémentation hormonale avec de la

Iévothyroxine (Forthyron ND, comprimés de 200 et 400 pg et Leventa ND en solution
buvable).
Dans une étude récente réalisée sur un effectif de 31 chiens hypothyroidiens réferés a
I’Université de Glasgow, les animaux étaient traités avec de la L-thyroxine synthétique a la
dose initiale de 0,02 mg/kg administré une fois par jour chague matin, a jeun (ce qui
augmente la biodisponibilité de la molécule).

Le suivi est réalise 2, 6 et 12 semaines apres le début de la thérapie. Ce suivi implique
une évaluation clinique, une pesée et une prise de sang pour doser la TSH et la T4 totale, 6
heures apres I’administration de T4 exogene.

Les concentrations en tT4 et TSH circulante étaient significativement augmentées et
diminuées respectivement apres le debut du traitement.

La moyenne de tT4 atteinte chez les chiens traités est comprise entre 50 nmol/L et 55
nmol/L.

Cette étude suggérait également que I’hypophyse était trés sensible au feedback
négatif exercé par la T4 exogéne, dont I’administration pouvait impliquer des résultats pour le
dosage de la TSH bien en dessous des valeurs de référence sans pour autant obtenir une
guerison clinique satisfaisante. Ainsi la réponse a la TSH n’est pas un bon moyen de connaitre
I’efficacité du traitement mais peut &étre utile lorsque les chiens ont des anticorps anti-
thyroglobuline qui interférent avec le dosage de la tT4.

Pour les cas ou le traitement était efficace, les valeurs de T4 et TSH atteignaient a
environ 2 semaines des valeurs normales. Ainsi, le suivi peut étre fait précocement.
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La majorité des ajustements étaient faits entre la visite 2 ou 3 et un seul dosage était
requis. Pour les chiens ayant eu besoin d’un ajustement, la dose était augmentée d’environ
50% et permettait d’obtenir un pic de tT4 50 a 80% supérieur au précédent.

Une réduction de la dose est rarement nécessaire car les chiens semblent étre tres
tolérant & une augmentation marquée de la tT4. Quelques propriétaires peuvent rapporter
néanmoins une hyperexcitabilité de leur animal.

L’activité biologique au sein des cellules étant longue, un traitement administré une
fois par jour suffit & obtenir une bonne réponse clinique. 1l convient de commencer a une dose
physiologique, c’est-a-dire entre 10 a 20 pg/kg, ce qui permet un bon fonctionnement
hypophysaire et hypothalamique.

Les effets cliniques observés sont une résolution de la faiblesse et de la Iéthargie en
quelques jours, une perte de poids (environ 10%), une diminution de la cholestérolémie et
de la triglycéridémie ainsi qu’une résolution de ’anémie. Pour les autres troubles comme les
troubles neurologiques et dermatologiques, la réponse est plus longue.

Enfin, il peut étre intéressant de traiter les chiens souffrant d’un euthyroid sick
syndrom car aucun effet secondaire n’a pu étre démontré (Dixon et al., 2002).
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Synthese

Une suspicion clinique d’hypothyroidie implique la mise en place d’examens
complémentaires de laboratoires. Les dosages classiques réalisés chez le chien sont la
mesure de la T4 totale, et de la TSH basale.

La T4 totale correspond a la thyroxine liée aux protéines de transport plasmatiques dont on
considerera que des valeurs compatibles avec une hypothyroidie sont inférieures a 15
nmol/L. Cependant, les valeurs dosées peuvent étre minorées par de nombreux facteurs,
dont la présence d’une maladie concomitante sévére, une prise de médicaments par
exemple.

C’est pourquoi I’exploration de la fonction thyroidienne doit étre associée au dosage de la
TSH basale, qui permet de connaitre le fonctionnement de I'hypophyse. En effet, la
majorité des chiens hypothyroidiens ont une valeur de TSH supérieure a 0,6 ng/mL. Mais
sa sécrétion pulsatile par I’hypophyse en fait un parameétre peu sensible et peu spécifique
pour le diagnostic s’il est utilisé seul.

Ainsi, I'utilisation du dosage de T4 libre, qui n’est pas affectée par les facteurs qui
peuvent modifier la lésion de la T4 aux protéines peut étre utile pour différencier une
hypothyroidie d'un euthyroid sick syndrom ou dosages tT4 et TSH non concluant et forte
suspicion clinique, mais n’est pas un parametre pas plus précoce. Les valeurs de références
sont comprises entre 11,5 a 22,7 pmol/L.

Ainsi la détection des AACTG peut étre intéressant pour la détection précoce de la
thyroidite lymphoplasmocytaire en plus des dosages classiques de laboratoires.

L’imagerie médicale est encore peu utilisée en pratique mais intéressante, en particulier la
scintigraphie qui permettrait d'évaluer le fonctionnement thyroidien.

Au laboratoire de biochimie ou seront réalisé nos expériences, les mesures sont faites par
chimioluminescence avec I’analyseur IMMULITE 2000 par Siemens Healthcare.

La trés bonne conservation de la tT4 autorise des dosages différés, cependant la TSH est
fragile et sensible a I’hémolyse.

En médecine humaine, le dosage de la T3 totale est tres utilisé, mais chez le chien 40 a
50% de cette hormone n'est pas produite par la thyroide, et ce parametre présente donc une
mauvaise sensibilité.

Le traitement de I’hypothyroidie repose sur ’administration de 1évothyroxine a la dose
initiale de 0,02 mg/kg une fois par jour chague matin a jeun, avec un suivi biochimique et
cliniqgue a 2, 6, 12 semaines. La TSH est trés sensible au feedback exercé par la T4
exogene. En cas d'ajustement, une augmentation de 50% de la dose administrée est
généralement nécessaire. Il peut étre intéressant de traiter les chiens présentant un
euthyroid sick syndrom, puisqu’aucun n’effet secondaire n’a été démontré.

91



C. INFLUENCE DE LA THYROIDE SUR LA FONCTION REPRODUCTRICE

Comme développé précédemment, la glande thyroidienne et ses hormones jouent un role
majeur dans le développement et le fonctionnement des systémes cardiovasculaire, nerveux,
immunitaire mais aussi sur celui des organes reproducteurs.

Ces liens ont été largement étudiés chez I’homme et chez le rat, mais sont moins connus chez
la chienne.

Nous allons voir dans cette partie en quoi la thyroide pourrait étre impliquée dans les troubles
de la fertilité chez la chienne, en s’appuyant sur des études réalisées chez I’homme, chez le rat
et chez notre espece d’intérét.

1 Fonction thyroidienne et reproductrice : des relations étroites.
1.1 INFLUENCE CHEZ LE MALE

a. Pendant le développement embryonnaire.
De plus la T3 est responsable de la diminution de I’activité des récepteurs aux androgénes et
de I’inhibition de I’expression de I’hormone anti-Mdillerienne, responsable de la régression
des canaux de Muller, structures embryonnaires qui se différencient en utérus et trompes de
Fallope chez la femme (Jannini et al., 1995).

d. Pendant la puberté et a I’age adulte
Chez ’Homme, un statut thyroidien normal est nécessaire a la maturation des testicules
pendant les phases prénatales, postnatales précoces et lors de la puberté.
Différentes études ont montré que des récepteurs a la T3 sont situés dans les cellules de
Sertoli qui sont impliqué dans la maturation du sperme dans les tubes séminiferes.
La T3 et ses récepteurs nucléaires augmentent la capture du glucose, de I’insulin-like growth
factor 1 et de la synthése I’inhibine, hormone des gonades produite lorsque les cellules de
Sertoli et les cellules de la granulosa chez la femme se divisent a la puberté.
Au début de la puberté, la FSH stimule la prolifération des cellules de Stertoli immatures et la
sécrétion d’inhibine. L’inhibine est responsable d’un feedback négatif sur la sécrétion de
FSH par I’hypophyse (De Jong, 1988) a la fin de la puberté.
Chez la souris, le moment ou la prolifération des cellules de Sertoli a atteint son maximum
coincide avec celui ou la T3 est fixée sur tous ses récepteurs nucléaires. Elle jouerait
également un role tres important dans la différenciation de ces cellules mais aussi dans celle
des cellules de Leydig (Jannini et al., 1995).
Les données disponibles pour d’autres espéces comme les moutons, les cerfs ou le vison
suggerent également que la T3 joue un rdle majeur dans la régulation des cycles saisonniers
de la reproduction (Choksi et al., 2003; Jannini et al., 1995).

1.2 INFLUENCE CHEZ LA FEMELLE

La T3 est impliqué dans de nombreux mécanismes moléculaires dont dépend le
fonctionnement de I1’appareil reproducteur de la femme, comme le métabolisme des
androgenes et des cestrogéenes, la maturation des organes génitaux, les menstruations,
I’ovulation, la fertilité, la capacité de mener une gestation a son terme).

Chez la femme, la T3 stimule par exemple la production de la globuline liant les hormones
sexuelles qui permet le transport des hormones telles que la testostérone, dihydrotestostérone
et de I’cestradiol circulantes (Krassas, 2000).
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a. Hormones thyroidiennes et fonctionnement ovarien
Chez les femmes en bonne santé, les récepteurs nucléaires aux hormones thyroidiennes
sont présents dans les cellules lutéinisées de la granulosa et dans les oocytes a tous les
stades de la folliculogenese. Des études récentes ont également montré que ces récepteurs
¢taient présences dans 1’épithélium de surface des ovaires humains ainsi que la présence d’une
enzyme capable de convertir laT4en T3 etla T3 enrT3.
De plus, des récepteurs a la TSH sont exprimés en grande quantité dans les oocytes des
follicules primordiaux, dans I’épithélium de surface des ovaires, dans les cellules stromales et
dans les cellules de la granulosa (Aghajanova et al., 2009).

b. ROole de la thyroide pendant la grossesse, chez la femme
Si les études ont montré que le développement feetal et pubertaire du tractus génital ne
dépendait que tres peu de la fonction thyroidienne, les changements de son fonctionnement
lors de la gestation sont en revanche beaucoup plus importants.
La grossesse impligue une augmentation de 50% de la production T4.
La taille de la thyroide maternelle augmente chez une femme sur 5 et sa capacité a capturer de
I’iode également.
De la 1 moitié de la grossesse jusqu’au terme, la synthése de la TBG est stimulée en
réponse aux cestrogenes (qui atteignent un pic autour de 500 a 1000 pg/mL) et ses
concentrations sériques doublées pendant le premier trimestre et atteint son maximum entre
les semaines 20 et 24. La tT3 et la tT4 est augmentée tandis que les hormones thyroidiennes
libres restent pour la plupart des femmes dans les valeurs usuelles.
Chez la femme, ’hCG (Human Chorionic Gonadotropin), produite par le placenta a un
effet stimulant direct mais transitoire sur les thyréocytes (Figure 22).
Tout au long de la grossesse, mais plus particulierement dans la seconde moitié, on constate
des modifications du métabolisme périphérique des hormones thyroidiennes maternelles
(Figure 22).
Les 3 enzymes qui catalysent la désiodation dans les tissus humains sont les suivantes :

- Ladésiodase de type | non affectée par la gestation

- Le type Il qui est exprimée dans le placenta et dont I’activité peut représenter un
mécanisme homéostatique pour maintenir la production de T3 localement tandis que
les concentrations en T4 maternelle sont diminuées.

- Le type Ill, tres présente dans le placenta, et qui convertie la T4 en T3, T2 ou réverse
T3. Son activité importante, peut expliquer la faible concentration en T3 et la forte
concentration en reverse T3 observée chez les foetus.

De plus, chez la femme, les concentrations en iode circulante sont réduites du fait de clairance
rénale plus importante mais surtout de son transfert au foetus dans le placenta pour la synthése
des hormones thyroidiennes feetales (Choksi et al., 2003; Smallridge et al., 2005).
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L REGULATION OF THYROID FUNCTION IN NORMAL PREGNANCY
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FIG. 1. The physiological pathways of the regulation of thyroid function in normal pregnancy, illustrating the three sets
of events that concur to stimulate maternal thyroid function during pregnancy (Adapted with modifications from Glinoer
(6]
Figure 22 : Physiologie de I'adaptation de la fonction thyroidienne lors de la grossesse, d'aprés (Glineer,
1999).

Une fois le nouvel équilibre hormonal atteint, il est conservé jusqu’au terme.
L’adaptation de la thyroide est facilement réalisée dans les conditions physiologiques mais
pas lorsque son fonctionnement est anormal.

Cependant, chez la chienne, les études récentes réalisées n’ont pas permis de montrer
que la T4 totale augmentait significativement pendant la gestation (Cardinali et al.,
2017, Thurdczy et al., 2016).

Apreés avoir présenté les différents r6les que peut tenir la thyroide dans les cas physiologiques,
nous allons nous intéresser aux troubles de la reproduction que 1’on peut relier & un
dysfonctionnement thyroidien.

Ces troubles ont été surtout démontrés chez la femme, mais restent encore imparfaitement
connus, et nous verrons dans cette derniére partie en quoi leur étude peut nous aider a
comprendre son implication dans I’insuffisance lutéale.

Dans cette partie, nous nous concentrerons essentiellement sur les troubles reliés a une
hypothyroidie, bien que chez la femme, certains troubles de la reproduction ont pu étre reliés
a une hyperthyroidie.
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2 Les troubles de la reproduction associés a I’hypothyroidie chez la femme et chez la
chienne.

2.1 ETUDE CHEZ LA FEMME

a. Quelques définitions

Chez I’homme, on parle d’hypothyroidie subclinique ou d’hypothyroidie avérée.
L’hypothyroidie subclinique est associée a une élévation de la TSH tandis que les hormones
libres circulantes T3 et T4 sont normales. Les symptomes sont frustres. La prévalence de ce
type de maladie augmente avec 1’age pour les deux sexes. Souvent, les patients sont positifs
pour les auto anticorps anti-thyroperoxydase.

La présence de ces auto anticorps méne a une hypothyroidie vraie qui est une maladie auto-
immune appelée thyroidite d’Hashimoto. Elle est la cause la plus fréquente d’hypothyroidie
chez I’homme (la prévalence varie entre 5 et 15%). La femme est plus exposée que I’Homme
(Choksi et al., 2003), et la grossesse peut révéler une hypothyroidie subclinique.

b. En dehors de la grossesse
L’hypothyroidie chez la femme adulte est associée a une diminution du métabolisme des
stéroides et une augmentation de I’aromatisation périphérique des stéroides, ainsi qu’une
diminution de P’activité de la globuline liant les hormones sexuelles ce qui implique
qu’une plus grande fraction libre et active en testostérone et cestradiol se trouve dans le
sang. Cette affection a été associée a une perturbation des cycles menstruels.

Dans les cas séveres, des échecs de I’ovulation et une absence de libido peut étre observée.
En effet, dans les cas d’hypothyroidie grave, ’hypophyse peut sécréter plus de prolactine, et
cette hyperprolactinémie peut altérer la sécrétion pulsatile de GnRH et empécher 1’ovulation
(Genot, 2010).

Une étude réalisée des femmes considérées comme infertiles (¢’ est-a-dire dans 1’incapacité de
concevoir aprés un an sans méthode contraceptive), a révélé que 11% d’entre étaient
hypothyroidiennes subcliniques aprés une réponse exagerée en TSH apres stimulation a la
TRH.

Les femmes présentant une réponse anormale a la stimulation en TRH ont moins de chance de
tomber enceinte.

La complémentation hormonale en T4 a permis pour plus de la moitié d’entre elles de
normaliser leur sécrétion en progestérone et deux sont tombées enceinte (Bohnet et al.,
1981)

Cependant les études faisant le lien entre hypothyroidie subclinique et infertilité sont peu
convaincantes, du fait de nombreux biais et de I’absence d’études prospectives étudiant
I’incidence de I’infertilité dans une population hypothyroidienne.

En revanche, en ce qui concerne I’hypothyroidie vraie auto-immune, la plupart des études
montrent une prévalence élevée de cette maladie parmi les femmes infertiles.

Il a été montré que I’hypothyroidie chez la femme pouvait étre associ¢ a la formation des
kystes ovariens (Choksi et al., 2003; Krassas, 2000).

c. Hypothyroidie chez la femme enceinte
Lorsque le statut nutritionnel en iode est normal, la cause principale d’hypothyroidie
maternelle est la maladie thyroidienne auto-immune (AITD) (Krassas et al., 2010).
L’hypothyroidie chez la femme est associée a des avortements, une prématurité et un poids
a la naissance plus faible.
Les grands bouleversements qu’impliquent la grossesse peuvent agir comme révélateurs des
affections thyroidiennes frustres.

95



La prévalence de I’hypothyroidie est évaluée a 2% chez les femmes enceintes.
Plus précisément, 1’hypothyroidie clinique représente 0,3 a 0,7% des cas, et 1’hypothyroidie
subclinique 2,2 a 2,5 %.

Le dépistage est permis par un dosage de la TSH et il est & envisager en cas
d’infertilité ou d’antécédents familiaux.
Lors de fausses couches a répétition, il est indiqué de réaliser un dosage des anticorps anti-
TPO entre le 15° et la 18ieme semaine de grossesse qui seront présents dans 99% des cas, et
des anticorps anti-thyroglobuline (85% des cas).
La lévothyroxine n’a pas d’effets sur le feetus et son administration peut étre utilisée
classiquement, pour maintenir des valeurs physiologiques de TSH.
L’hypothyroidie peut également étre la cause d’une hypertension gravidique ou d’une pré-
éclampsie.
Lorsque seule la glande maternelle est non fonctionnelle (dans le cas d’une AITD par
exemple), le moment d’apparition des troubles et leur sévérité seront responsable de
I’intensité des troubles du développement neurologique observés chez le feetus.
Ainsi, lors d’hypothyroidie frustre et que la supplémentation en lévothyroxine n’a pas été
faite, le quotient intellectuel des enfants entre 7 et 10 ans était affecté.
Elle est également impliquée dans la prématurité et la détresse respiratoire néonatale (Genot,
2010).

2.2 ETUDE CHEZ LA CHIENNE

a. Endehors de la gestation
Si I’hypothyroidie est considérée comme une cause fréquente d’échec de la reproduction chez
le chien, la documentation est peu fournie et les rapports sont souvent conflictuels.
Classiquement, on considére que les troubles tels que 1’infertilité, un inter-cestrus prolonge,
des avortements et des morts nés sont associés a la thyroidite lymphocytaire.
Une étude comparant la fonction thyroidienne de 36 chiennes Greyhound n’a pas permis de
montrer un lien entre I’hypothyroidie et I’infertilit¢ (K.m et al., 1992).
Un rapport concernant une chienne entiere atteinte d’hypothyroidie primaire a fait état d’une
hyperprolactinémie, et d’une galactorrhée. La galactorrhée s’est résolue cliniquement et la
prolactine a retrouvé des valeurs normales aprés I’administration de lévothyroxine (Cortese et
al., 1997; Scott-Moncrieff, 2007).
En 2007, une étude réalisée sur 9 chiennes rendues hypothyroidiennes via 1’administration
d’iode radioactif n’a pas permis de démontrer que I’hypothyroidie pouvait étre une cause
directe de I’infertilité chez la chienne. L’inter-cestrus n’était pas plus long chez les chiennes
hypothyroidiennes, leur libido était normale pour 7 des 9 chiennes, et les taux de gestation
ainsi que la taille des portées étaient les mémes.
Cependant, les chercheurs ont pu observer que les contractions étaient moins performantes
et que le taux de mortalité post natale chez les chiots issues de meres hypothyroidiennes
était plus grand (Panciera et al., 2007).

A la suite de cette étude, Panciera et al ont augmenté le temps pendant lequel les chiennes
étaient rendues hypothyroidiennes.

Si les intervalles intercestrus et la libido n’était de nouveau pas affectés, seul 4 des 8
chiennes renduent hypothyroidiennes ont été contrdlées gestantes tandis que les 6 du groupe
contrdle 1’étaient.

Apreés supplémentation en lévothyroxine, toutes les chiennes hypothyroidiennes sont
devenues gestantes. La mortalité postnatale était plus grande et le poids de chiot plus léger.
Cette étude suggere que les effets de I’hypothyroidie ne sont visibles que si la maladie
dure depuis plus de 5 mois.
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Aucune difféerence significative entre la progestéronémie pendant la gestation des différents
groupes (contrdle, hypothyroidiennes et traitée, hypothyroidiennes et non traitées) n’a été
misd en évidence.

L’absence de différence entre les durées d’interoestrus et les concentrations sériques en
progestérones entre les chiennes dans cette étude sont compatibles avec un développement du
follicule, une ovulation et une formation du corps jaune sans anomalies. L’auteur émet donc
I’hypothése que I’infertilité lors d’hypothyroidie serait plutot liée a un échec de fécondation
de I’oocyte ou a des résorptions embryonnaires précoces.

Des récepteurs au hormones thyroidiennes sont présents dans les oocytes, ainsi il serait
possible que la fécondation n’ait pas lieu du fait du statut hypothyroidien, mais cela reste peu
clair. Egalement, 1’absence de fcetus observé entre le jour 21 et le jour 28 apres
I’accouplement par échographie pourrait indiquer que I’implantation n’ai pas eu lieu (Panciera
etal., 2012).

Les différents échecs des ¢études a apporter une preuve que 1’hypothyroidie chez la chienne
peut étre une cause avérée d’infertilité sont probablement a relier au fait que le diagnostic de
I’hypothyroidie chez le chien est difficile et que la prévalence de la maladie reste faible.

b. Chez la chienne gestante

En 1984, Reimers et al (Reimers et al., 1984) ont réalisé des dosages de T3 et T4 sur
13 chiennes beagle a des stades reproducteurs différents.
Afin de déterminer les effets du statut reproducteur (vérifié via la concentration de
progestérone) sur les concentrations basales et aprés stimulation en tT4, tT3 et cortisol, un lot
de Beagles constitués de 5 males, 5 femelles en ancestrus, 5 en preestrus, 5 en diestrus, 5
pleines et 5 en lactation étaient mises a jeun pendant 18h aprés une administration de 5Ul de
TSH IV et 2,2 Ul/’kg d’ACTH IM.
Les concentrations en T4 étaient significativement plus importantes chez les chiennes en
dicestrus et les chiennes gestantes, que chez tous les autres groupes d’animaux, avant et
aprés administration de TSH. Une différence entre les chiennes en lactation et les chiennes en
procestrus apparaissant seulement entre 3 et 12h post stimulation avec TSH, avec des taux
globalement supérieurs pour les chiennes en lactation.
Les chiennes en dicestrus présentaient un taux globalement plus élevé en T3 que tous les
autres groupes, y compris les chiennes gestantes.

Les conclusions de cette expérimentation étaient les suivantes :
Les concentrations en T3 et T4 totales avant et apres stimulation de la glande thyroidienne
variaient significativement selon le stade de reproduction.
La T4 basale et apres stimulation était supérieure dans les deux stades cliniques dominés
par la sécrétion de progestérone (dicestrus et gestation) alors que la T3 avant et apreés
stimulation était supérieure uniquement pendant le dicestrus.
L’étude suggérait aussi que le statut reproducteur affectait aussi les proportions de T3 et de
T4 sécrétées par la thyroide, la conversion de T4 en T3 dans les tissus périphériques et/ou la
clairance. En effet le ratio T4 sur T3 était plus significativement plus important chez les
femelles gestantes que chez les femelles en dicestrus, et plus largement que chez tous les
autres animaux de 1’étude.

Nous allons a présent nous pencher sur un autre article, plus récent. Le but de celui-ci est
d’examiner la possibilit¢ d’une corrélation entre la fonction ovarienne et la fonction
thyroidienne chez la chienne.

Trois groupes différents étaient examinés : un groupe de 14 chiennes gestantes ayant
présenté une gestation et une mise bas normale, un groupe de 10 chiennes ayant avorté, et
un groupe de 9 chiennes en dicestrus.
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Les échantillons de sangs sont collectés toutes les semaines juqu’a J61 — J62 post-ovulation,
et font I’objet d’un dosage de progestérone et thyroxine totale.

Les 10 chiennes ayant avorté ont montré des signes cliniques de pertes vaginales, une
Iéthargie et perte d’appétit, puis une perte du bouchon muqueux.

Les avortements sont apparus au milieu de la gestation et sont associés a des dosages de
progestérone en dessous de 10 ng/mL.

La cause des avortements suspecteée est une insuffisance lutéale et les propriétaires ont
exprime un refus de complémentation en progestérone.
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Figure 23 : Concentrations en progestérone sérique pendant les 9 semaines qui suivent I'ovulation chez les
3 groupes d'intérét, d’apres (Thurdczy et al., 2016). La progestérone des chiennes ayant avorté commence a
décroitre des la troisiéme semaine et les premiers signes cliniques d'avortements apparaissent des la semaine 4.

Concernant les résultats, on pouvait pour la progestérone constater les différences suivantes
(Figure 23) :

- Pour le groupe des chiennes gestantes : La progestérone augmente rapidement puis
diminue progressivement aprés la 5™ semaine. Juste aprés la mise bas (de la 8™ a
la 9™ semaine), la concentration en P4 diminue significativement.

- Pour le groupe des chiennes non gestantes : les concentrations en progestérone sont
Iégérement plus basses dans les 5 premiéres semaines que le groupe des gestantes

- Pour le groupe des chiennes ayant avorté : la concentration en progestérone est
significativement différente dés la 3™ semaine puis ne change plus dans les 5
derniéres semaines.

A partir de la quatrieme semaine, la progestérone était significativement différente entre les

groupes gestant/ non-gestant et avortement. Les valeurs de fin & la 9™ semaine sont les
mémes pour les 3 groupes.
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Figure 23 : Concentrations en thyroxine totale chez les 3 groupes d'intérét pendant les 9 semaines suivant
I'ovulation, d’apres (Thurdczy et al., 2016). A partir de la troisiéme semaine de gestation, le groupe des
chiennes avant avorté présente de faibles valeurs de T4 totale et jusqu’a la fin de I’avortement.

Pour la T4, les valeurs de references T4 considérées sont 20-45 nmol/L.

Bien que chez I’Homme il soit rapporté que les concentrations en T4 totale augmentent avec
la grossesse, ici nous constatons encore une fois que cela n’est pas le cas chez la chienne. Ceci
peut s’expliquer par le fait que la concentration en TBG augmente pendant la gestation, et
que le volume plasmatique est plus grand.

Et nous pouvons constater que les valeurs obtenues du groupe avec avortement sont
significativement différentes des deux groupes a partir de la 3™ semaine de la phase
lutéale (Figure 23).
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Figure 24: Corrélation entre la Figure 25: Corrélation entre la
progestérone et la T4 chez le groupe progestérone et la T4 chez le groupe
gestant pendant la premiére semaine de avortement pendant la premiére
gestation, d’aprés (Thurdczy et al., semaine de gestation, d’apreés
2016). (Thurdczy et al., 2016).

Une forte corrélation positive est observée entre les parametres progestérone et T4 totale
pendant la premiere semaine chez le groupe gestant, tandis qu’une corrélation négative est
décrite entre les deux parametres pour le groupe avortement (Figure 24 et 25).
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La corrélation est donc opposee et ceci suggere qu’une altération modérée de la fonction
thyroidienne pourrait étre détectée bien avant les signes cliniques d’avortement.

La diminution en T4 du groupe « avortement » commence une semaine avant le début des
signes cliniques annon¢ant D’avortement et au milieu de la gestation, puis apres
I’avortement la concentration en T4 totale réaugmentait sans aucun traitement.

Dans la seconde moitié¢ de la gestation, la glande thyroidienne n’était pas capable de fournir
une réponse adéquate a la nécessité d’augmenter les hormones thyroidiennes alors que lors les
chiennes ayant eu une gestation normale, la T4 augmentait avec la progestérone. Ceci a mené
a I’avortement des chiennes affectées (Thurdczy et al., 2016).

Synthese

1

1

1

1

1 A . . . - [al £ -z

! Le r6le majeur de la thyroide sur la fonction reproductrice a été étudié chez de nombreuses
! especes et les connaissances en médecine humaine nous permettent de mieux comprendre
1 son action chez la chienne.

i Lors du développement embryonnaire, les hormones thyroidiennes sont impliquées dans
1 - 7 - - 7 -/ N e .

i la différenciation sexuelle, et pendant la puberté elles sont associées a la prolifération des
i cellules de Sertoli chez le male. Chez la femelle, des récepteurs nucléaires a la T3 sont
. présents dans les cellules lutéinisées de la granulosa et les oocytes a tous les stades et sont
. indispensables au fonctionnement normal de ’ovaire.

i Ainsi, I’hypothyroidie est associée chez la femme a une perturbation des cycles ovariens,
. une diminution de la libido, et des échecs de ’ovulation dans les cas les plus grave.

. Une complémentation en lévothyroxine semble améliorer les chances de tomber enceinte.
i Le métabolisme des stéroides étant diminué lors d’hypothyroidie, cette complémentation
. normalise progestéronémie de ces patientes.

. Lorsgu’une femme est enceinte, le fonctionnement thyroidien est bouleversé.

. La synthése de la TBG, protéine plasmatique responsable du transport de la T4, est stimulée
. en réponse aux oestrogénes, I’hCG stimule la production des hormones thyroidiennes, et la
, désiodase Il1, présente dans le placenta assure la conversion de la T4 en T3.

i On observe également une augmentation des concentrations en T4 et T3 totales.

i g g

| Ainsi la grossesse peut étre révélatrice d’une hypothyroidie. Chez I’étre humain, elle est
I fréquemment associée a une thyroidite d’origine auto-immune (Maladie d’Hashimoto).

I Lorsque la femme souffre d’hypothyroidie subclinique ou vraie, la glande thyroide peut
I étre dans I’incapacité de produire assez de thyroxine et alors, en [’absence de
! complémentation, un avortement ou une prématurité de I’enfant peuvent étre observes.

! L’hypothyroidie subclinique étant plus fréquemment rencontrée, il est conseillé chez les
! patientes ayant des antécédents de fausses couches de réaliser un dépistage. Celui-ci consiste
' a doser la TSH basale, qui sera augmentée (sans diminution des fractions libres en T3 et T4),
' et une détection d’auto-anticorps anti-thyroperoxydase.

|
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1

1

1

1

1

1

1

1

Chez la chienne, les études cherchant a prouver I’existence d’un lien entre 1’infertilité et
I’hypothyroidie sont contradictoires. Classiquement, on peut retenir que 1’hypothyroidie est
associee a un inter-cestrus prolongé et des avortements. Une hypothyroidie severe et
prolongée est tout de méme associée a un taux de gestation plus faible, a la naissance des
petits plus légers, et a une augmentation du nombre de morts nés.
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Synthese (suite)

Si la thyroxine totale ne semble pas varier que la chienne soit en dicestrus ou gestante,
elle est cependant plus haute lors de ces deux stades physiologiques que lors de I’ancestrus.
Ceci est intéressant dans la mesure ou cela concerne les deux stades ou la progestérone est
I’hormone dominante. Cela souligne a nouveau cette singularité¢ de la chienne, dont le statut
endocrinien est tres similaire pendant la phase lutéale, qu’elle soit gestante ou non.

Plus récemment, on a pu constater que des avortements ayant eu lieu au milieu de la
gestation, et dont la cause suspectée était une insuffisance lutéale, pouvaient étre associés
dés la troisieme semaine de gestation a une chute significative de la thyroxine totale
mesurée, en dessous des valeurs physiologiques.

Ces nouvelles avancées nous ont encouragé a étudier au CERREC les variations de la T4, de
la TSH et de la T4 libre afin de mieux comprendre le fonctionnement thyroidien pendant la
gestation, et éventuellement confirmer un lien entre [Dinsuffisance lutéale et le
fonctionnement de la thyroide.
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Deuxieme partie :
Etude rétrospective
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DEUXIEME PARTIE : ETUDE RETROSPECTIVE DE CAS
D’INSUFFISANCE LUTEALE ENTRE 2009 ET 2018

I. OBJECTIFS DE L’ETUDE

Nous avons souhaité dans cette étude, étudier la fonction thyroidienne de chiennes
diagnostiquées comme insuffisantes lutéales. Pour cela nous avons sélectionné des cas dans la
banque de données du CERREC et réalisé des dosages de la TSH, de la T4 totale et de la T4
libre sur les échantillons mis a disposition par le CRB CryAnim.

Nous avons comparé ces résultats avec ceux d’un groupe témoin afin d’étudier un lien
suspecté entre insuffisance lutéale et hypothyroidie gestationnelle.

L’objectif de la premicre partie de cette étude est de répertorier les cas d’insuffisance lutéale
suspectés ou diagnostiqués au CERREC entre 2009 et 2018, et les cas ayant eu une gestation
normale, afin d’obtenir un groupe de cas « malades » et un groupe témoin.

La seconde partie de I’étude se concentre sur la description et 1’analyse des différents
parametres pris en compte.

Tout d’abord, des courbes de la progestéronémie au cours de la gestation grace aux données
déja fournies par les dossiers du CERREC seront élaborées, suivant 1’état insuffisant lutéal ou
non. Puis, nous étudierons la fonction thyroidienne des différents groupes au travers des
dosages de la tT4, fT4 et TSH.

Enfin, la derniere partie de cette présentation portera sur les quelques cas qui ont marqué
notre eétude et dont la description est une bonne illustration de nos observations statistiques.

1. MATERIEL ET METHODES
1 Recueil des cas au CERREC et sélection des dossiers
1.1 PRESENTATION DU CERREC

Le CERREC, ou Centre d’Etude et de Recherche en Reproduction et Elevage des Carnivores
a été fondée en 1995 et est implantée a VetAgro Sup sur le campus vétérinaire de Lyon.

Le CERREC propose aux eleveurs de chiens et chats diverses prestations telles que la prise en
charge des pathologies de la reproduction, le suivi de chaleur et de gestation, les
inséminations artificielles intra-vaginale ou intra-utérine par endoscopie ou sonde
norvégienne avec tous les types de semence (fraiche, réfrigérée, congelée), ainsi que la
collecte de semence chez le male.

Le centre est I’un des rare sites proposant une conservation de la semence par congélation, en
partenariat avec le CRB (Centre des Ressources Biologiques), pour son utilisation ultérieure.
Fort de sa reconnaissance dans le milieu de 1’élevage des carnivores domestique, le CERREC
constitue également un centre de recherche dynamique qui centralise de multiples données
concernant les élevages canins.

Son rdle est essentiel dans la formation des étudiants vétérinaires de 1’école, des résidents de
I’ECAR (European College of Animals Reproduction), mais aussi des vétérinaires praticiens.
Le CERREC est un centre de référence pour les éleveurs et les vétérinaires qui trouverons une
réponse a leurs questionnements concernant la gestion de la reproduction des carnivores.

Le CERREC recoit les prélevements sanguins des cliniques et réalise les dosages hormonaux
puis conseille les praticiens sur la prise en charge et la thérapeutique qu’ils peuvent mettre en
place.
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1.2 SUIVI DE CHALEUR ET DE GESTATION AU CERREC

a. Suivi de chaleur, détermination du moment de 1’ovulation, inséminations
artificielles au CERREC

Au CERREC, le suivi de chaleur implique nécessairement un ou plusieurs dosages de la
progestérone plasmatique et des frottis vaginaux.
Les frottes vaginaux sont observes apres coloration May Grinwald Giemsa ou Harris Shorr.
La chienne est considérée comme préte lors que 1’on observe 100% de cellules kératinisées
regroupées en amas, sur un fond propre.
Les prélevements sanguins sont conservés sur tube hépariné. Un délai de deux ou trois jours
aprés I’ovulation, considérée au moment ou la progestérone dépasse 25 a 30 nmol/L, est
conseillé avant la mise a la reproduction.
En pratique, I’insémination est souvent réalisée avec de la semence fraiche ou réfrigérée, le
lendemain et le surlendemain d’un dosage dépassant 25 nmol/L.

b. Diagnostic et suivi de la gestation
Au CERREC, une échographie abdominale est pratiquée 25 jours apres 1’ovulation.
Les dosages de progestérone sont hebdomadaires et les prélevements sont réalisés par le
vétérinaire traitant ou au CERREC directement.
Souvent, des césariennes ont dii étre programmeées, en particulier pour les races a fort risque
de dystocie (Bouledogue Francais par exemple), les chiennes ayant présenté des antécédents
de dystocies, les chiennes avec un seul chiot, les primipares de plus de 6 as et de mois de 1 an.
Généralement, les césariennes sont planifiées 61 a 62 jours apres 1’ovulation. Une injection
d’aglépristone a 15 mg/kg est administrée en sous cutanée a J61-62 apres ovulation et la mise
bas a lieu 18h plus tard.

c. Données disponibles pour 1’étude
Pour chaque chienne, 1’age, la race, le rang de gestation et le nombre de suivi au CERREC est
rapporté.
Ainsi, la plupart des dossiers disponibles permettent de connaitre pour un cycle suivi donné :
e La date du début des chaleurs estimées par le propriétaire ;
e La date précise de ’ovulation évaluée grace aux dosages hormonaux et aux frottis
vaginaux ;
Les résultats des dosages de progestéronémie et des frottis vaginaux ;
Les résultats des examens complémentaires le cas échéant ;
Le type d’insémination et la date de I’insémination ;
Les différentes thérapeutiques utilisées si nécessaires et leur date de mise en place
(antibiothérapie, complémentation hormonale) ;
La date du diagnostic de gestation le cas échéant ;
e Les dates et résultats de dosages de progestérone pendant le suivi de gestation s’il a
été réalisé ;
e L’état clinique des chiennes a chaque stade, et leur poids régulierement ;
e Ladate de la mise bas ;
Le type de mise bas, le nombre de chiots, leurs sexes, la présence de morts nés.

Quelques informations manquantes ont pu étre retrouvées via le logiciel CLOVIS de I’école,
qui recense les dossiers médicaux de chaque patient présenté en clinique.
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d. Complémentation en progestérone micronisée (UTROGESTRAN ND)

La complémentation en progestérone utilisée au CERREC est en globalité la suivante :

e Pour les chiennes pesant 45 kg : 200 mg PO toutes les 8h

e Pour les chiennes pesant moins de 45 kg : 100 mg PO toutes les 8h
Les posologies sont réajustées tous les 2 a 3 jours en fonction des résultats de mesures de
progestéronémie suivantes (augmentation de la fréquence d’administration).
La supplémentation est arrétée a J58 & J60 post ovulation, et la mise-bas a prévoir dans les 3
a 4 jours post-ovulation.

1.3 CONSTITUTION DES GROUPES D’INTERET
Chaque animal présenté au CERREC est enregistré sous forme d’un dossier papier dans
lequel les informations relatives a I’identité du propriétaire et de ’animal sont consignées.
L’historique reproducteur de chaque chienne est précisément rapporté.
Les dossiers, classés par sexe et selon les propriétaires en ordre alphabétique ont été repris de
facon exhaustive.

Les chiennes sélectionnées ont été réparties en 3 groupes principaux :
- Groupe 1 : Groupe témoin ;
Des chiennes gestantes, non supplémentées en progestérone micronisée (Utrogestan ND),
pour lesquelles une insuffisance lutéale n’est pas suspectée.
- Groupe 2: Des chiennes dont I’insuffisance Iutéale est pressentie ou avérée, et
supplémentées en progestérone micronisée (Utrogestan ND).

Les critéres de suspicion de I’insuffisance lutéale pris en compte sont les suivants : :

e Une progestéronémie inférieure 45 nmol/L dans la premier tiers la gestation ou
une progestéronémie inférieure & 30 nmol/L dans le troisieme tiers de
gestation.

e Une chute de la progestéronemie de 20 a 30% entre 2 dosages a 3 jours
d’intervalle

e Une progestéronémie qui semble faible des le début de la gestation, sans étre
au-dessous de la valeur seuil (< 9 nmol/L), avec des antécédents d’infertilité
rapportés

e Une insuffisance lutéale déja manifestée sur une gestation précédente, ou bien
I’animal a pu avorter a cause de cela.

Rappel :
- Le taux minimal de progestérone pour maintenir la gestation est compris entre 6 et 9
nmol/mL.
- La progestéronemie atteint en moyenne entre 47 nmol/L et 286 nmol/L entre J20 et
J30 post-ovulation

L’objectif de réaliser un troisiéme groupe comprenant des chiennes dont la gestation s’est
soldée par un avortement et dont la cause suspectée est I’insuffisance lutéale, n’a pas pu étre
atteint du fait du trop faible nombre de cas et de I’absence d’échantillons disponibles.

Ces chiennes ont été ensuite réparties en sous-groupes selon leur gabarit.

Nous considéererons les chiennes de petit format pesant moins de 10 kg, celles de moyen
format pensant entre 10 et 25 kg, celles de grand format pesant entre 25 et 45 kg, et les
formats géants dont le poids dépasse 45 kg.
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2 Difficultés rencontrées pendant I’étude

2.1 LORS DE LA SELECTION DES DOSSIERS
Afin de concevoir une étude correcte, il était indispensable de connaitre précisément la date
d’ovulation et d’avoir a disposition plus de 3 dosages de progestéronémie apres le diagnostic
de gestation pour pouvoir établir une cinétique, ce qui réduit considérablement I’effectif
étudié.

Le biais le plus important dans cette étude et qu’il faudra considérer lorsque nous
présenterons les résultats est que les chiennes suspectées d’insuffisance lutéale sont
complémentées sur des criteres de suspicion clinique et que le diagnostic est un diagnostic
d’exclusion.

Ainsi, il est impossible de savoir si la chienne aurait avorté ou non sans complémentation, et
si on peut toutes les considérer comme des insuffisantes lutéales vraies.

De plus, nous retrouvons des contraintes inhérentes aux études rétrospectives.

L’étude n’a pas été concue de maniere a obtenir des prélévements a des dates précises post-
ovulation et I’on rencontre une grande disparit¢ entre les dates des dosages (selon les
contraintes de disponibilité des propriétaires, de réception des prélevements par la poste pour
ceux réalisés chez le vétérinaire traitant, etc...).

Aussi, certaines chiennes suivies pour une infertilité ont fait 1’objet de prélevements vaginaux
au début du suivi de chaleur pour la réalisation d’une bactériologie et la détection de
mycoplasmes. Ces chiennes ont été traitées avec des antibiotiques et nous verrons en quoi ces
traitements peuvent interférer avec nos résultats dans les paragraphes suivants.

Enfin, les chiennes présentées au CERREC sont souvent des cas référés pour infertilité ou
présentées uniquement pour le suivi de chaleur afin de réaliser I’insémination au bon moment.
Ainsi, les animaux ne présentant aucune affection et suivis sur toute la durée de leur gestation
sont rares et cette particularité a nettement affecté la constitution d’un groupe témoin fiable.

2.2 LORS DE L’UTILISATION DES PRELEVEMENTS STOCKES AU CRB
Les prélévements sanguins sont identifiés par des numeéros permettant de les retrouver dans la
banque du CRB.
De nombreux échantillons inutilisables car coagulés ou hémolysés, ou dont la quantité
restante était trop faible pour réaliser un dosage n’ont pas pu étre inclus dans le protocole, ce
qui impliquent qu’un grand nombre de valeurs ne sont pas renseignées pour beaucoup de
chiennes incluses dans I’expérience.
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3 Présentation des effectifs sélectionnés
3.1 NOMBRE DE CAS DISPONIBLES

Une gestation est considérée comme un cas a part entiere méme s’il s’agit d’une seule et
méme chienne & un moment différent de sa vie.

Considérant le nombre de cas disponibles et les contraintes liées a certaines données ou
échantillons manquants, les effectifs constitués sont présentés ici.

Tableau VI : Effectifs de I'étude en fonction du gabarit

Petit format Moyen Grand Format Total
format format géant
Groupe des 1 2 2 6 10
témoins
Groupe des 2 4dontltraité 8 dont 4 13 dont 9 27
malades avec des traités avec traités avec
antibiotiques  des des

antibiotiques  antibiotiques

Ce tableau nous montre que le plan d’expérience est trés désequilibré du fait du petit nombre
de cas témoins fiables recueillis lors de la sélection des dossiers.

3.2 AGE DES ANIMAUX

En moyenne, les chiennes suspectées d’insuffisance lutéales sont agées de 4,5 ans. L’age
maximal de I’effectif est 7 ans et 1’age minimal est de deux ans.

Les chiennes témoins ont un &ge moyen de 3,7 ans. La chienne la plus vieille a 5 ans et la plus
jeune 17 mois.

Aucune différence significative n’a pu €tre mise en évidence pour la répartition des ages entre
le groupe témoin et le groupe insuffisant lutéal (Annexe 1).
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3.3 REPARTITION DES RACES EN FONCTION DU GABARIT

Le tableau ci-dessous récapitule les races étudiées selon les gabarits et leurs effectifs
respectifs.

Tableau VII : Répartition des races considérées dans I'étude

Groupe des témoins Groupe des malades

Petit format Fox Terrier (1) Lhassa apso (1)
Epagneul papillon (1)

Total 1 2

Moyen Bouledogue anglais (1) Colley (2)

format Bouledogue Anglais (1)
Bull terrier (1)

Total 1 4

Grand Berger Allemand (1) Berger Allemand (3)

format Golden Retriever (1) Berger blanc suisse (1)
Boxer (2)

Golden retriever (1)
Braque Allemand (1)

Total 2 8

Format Dogue Allemand (1) Terre Neuve (7)

géant Terre neuve (4) Saint Bernard (3)
Saint Bernard (1) Leonberg (1)

Dogue Allemand (2)
Total 6 13

Ainsi, nous pouvons constater que le plan d’expérience est fortement déséquilibré et que la
différence d’effectif entre les gabarits est grande.

Le tableau VIII qui suit récapitule I’ensemble des races et des gabarits qui ont été pré-
sélectionnés pendant notre étude. Tous n’ont pas fait I’objet de dosages car les tubes n’étaient
pas toujours disponibles au CRB.

On peut constater qu’un plus grand nombre de chiennes complémentées et appartenant aux
races géantes (42) ont été sélectionnées par rapport a celles non complémentées (19).

De plus, toutes les chiennes de ce groupe représentent un effectif bien supérieur a celui des
autres groupes.

Ceci est probablement lié a un biais de sélection des cas du fait de I’activité du CERREC.

En effet, les chiennes de gabarit géant sont considérées comme plus a risque de présenter une
insuffisance lutéale. Elles sont donc plus aisément présentées par leur propriétaire pour un
suivi de gestation, et sont plus souvent complémentées que les autres du fait des
prédispositions raciales suspectées a I’insuffisance lutéale.

Ceci est observable également chez les chiennes de grand format, mais de fagcon moins
importante.
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Tableau VIII: Répartition des races sélectionnées lors de la lecture des dossiers
Gabarit Race Nombre de gestations Nombre de gestations
normales avec IL

Géant Terre Neuve
Saint Bernard
Dogue Allemand
Cane Corso

Leonberg
Bouvier Bernois
Malamute
Mastiff

Total
Grand Boxer
Berger Australien
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Berger Allemand

Doberman
Beauceron
Basset Hound
Golden retriever
Husky
Rottweiler
Berger blanc suisse
Brague Allemand
Colley
American Bully
Total

Moyen Suédois de laponie
Whippet
Bulldogue anglais
Eurasier
Bull Terrier
Staffie
Total

Petit Spitz nain
Lhassa Apso
Cavalier King Charles
Bulldogue francais
Epagneul papillon
Fox Terrier
Bull Terrier miniature
Total
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4 Saisie des dossiers

Chaque dossier pouvant présenter un intérét pour I’étude (témoins et animaux complémentés
avec de la progestérone micronisée) a été saisi dans un tableau Excel regroupant I’intégralité
des informations disponibles.

La premiere partie du tableau regroupe les informations générales concernant la gestation
suivie.

Elles comprennent :

- Le nom du propriétaire afin de faciliter la recherche du dossier ;

- Le nom de I’animal et le rang de gestation étudié s’il y’en a plusieurs ;

- Larace et le poids ;

- La date de naissance et I’age de I’animal ;

- Lerang de suivi au CERREC ;

- La date de début de I’cestrus rapportée par les propriétaires ;

- La date de I’insémination et le type ;

- La date présumée de I’ovulation ;

- La date du diagnostic de gestation et le nombre de jours entre le DG et I’ovulation ;

- La date de la derniére ovulation connue afin d’estimer la durée de 1’interoestrus
présumée lorsque cela est possible ;

- Le nombre de portées que I’animal a eu dans sa vie, le nombre de gestation ayant fait
I’objet d’une suspicion d’insuffisance lutéale, le nombre d’avortements, si un
avortement a eu lieu a la gestation précédente, le nombre de dystocies s’il y a lieu ;

- Les prélévements vaginaux réalisés et leurs résultats pour la recherche bactériologique
et mycologique le cas échéant ;

- Les traitements antibiotiques administrés le cas échéant ;

- Les autres traitements en cours ;

- Les antécédents médicaux ;

- Les informations concernant la mise-bas lorsqu’elles sont disponibles :

e La date de la mise-bas, et la durée estimée de la gestation ;

e Le poids a la mise bas de la chienne;

e Le nombre de chiots au total, le nombre de chiots vivants, le nombre de morts
nés, le nombre de femelles et de méles ;

e Le type de mise bas (césarienne, naturelle), s’il y a eu une dystocie, et si des
traitements pour la mise-bas ont été administrés ;

Des commentaires et précisions pour chaque cas étudié ;
Pour les cas complémentés :

- La date de début de complémentation ;

- Le nombre de jours entre la complémentation et I’ovulation.

La seconde partie compile pour chaque gestation les différents dosages de progestérone. Les
dosages sont répertoriés tres précisément selon la date a laquelle ils ont été réalisés, en
considérant comme JO la date de I’ovulation, déterminée via les dosages de progestérone et
les frottis vaginaux.

Pour les cas traités avec de ’UTROGESTRAN (ND), la date de début de complémentation,
les ajustements de posologie, le moment d’arrét de la complémentation sont également
déterminés par rapport a la date d’ovulation a JO.
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5 Collecte des échantillons au CRB- CryAnim

5.1 PRESENTATION DU CRB
Le CRB-CryAnim ou Centres de Ressources Biologiques pour les Animaux Domestiques est
un réseau créé en 1999 a I’issue des travaux menés mondialement par I’OCDE, et qui associe
des organismes de recherches du domaine public (INRA et CNRS), deux structures privées
(GIE Labogena et entreprise Antagene) et des établissements d’enseignement supérieurs dont
les écoles vétérinaires et notament VetAgro Sup. C’est en tout 530 000 échantillons
biologiques (matériel reproductif et génomique d’animaux ¢levés en France : mammiféres,
oiseaux, poissons, coquillages) qui sont conservés dans les 6 centres.
Les objectifs sont la conservation de lignées mais aussi pour des projets de recherche
scientifiques.
A VetAgro Sup, I'objectif est de constituer grace a I’activité clinique du CERREC, une
cryobanque de ressources de matériel reproducteur. Les cliniciens identifient les cas et
stockent de multiples ressources biologiques (sang total, sérum, plasma, cellules, biopsies,
acides nucléiques, sperme, embryons) qui sont conservés selon des procédures de
conservations adaptées et les moins déléteres possibles.
Ainsi la structure permet la préparation et le traitement des ressources, sa cryoconservation
longue durée (-20°C, -80°C, azote liquide) et son hébergement, la surveillance continue des
températures, la gestion des collections et protocoles de recherche et la mise a disposition des
ressources biologiques.
Le CRB CryAnim devient dés lors un pilier pour la valorisation de I’activité du Centre
Hospitalier ~ Universitaire =~ Vétérinaire, en favorisant [’accés aux  ressources.
Les échantillons sont ciblés, c’est-a-dire que les collections de matériel concernant les
carnivores sont privilégiées, ainsi que ceux provenant d’équidés et animaux de rente.
Dans le cadre de notre étude, nous nous intéressons plus particulierement aux plasmas
conservés, issus de I’activité clinique et qui ne sont pas nécessairement attachés a un projet
scientifique.

5.2 UTILISATION DES ECHANTILLONS DANS LE CADRE DE NOTRE ETUDE
Dans le cadre de notre étude, une demande d’autorisation de mise a disposition des
prélevements a été réalisée auprés du docteur Samuel Buff, directeur opérationnel du CRB.
Aprés 1’établissement d’un contrat ¢laboré entre le demandeur, le CRB CryAnim et sous la
responsabilité de la Direction Scientifique de VetAgro Sup, les échantillons demandés sont
alors mis a disposition et récupérés en respectant le conditionnement et transférés dans les
congélateurs du laboratoire de biochimie a une température de -30°C.

Figure 26 Lieu de stockage des echngtl hs au CRB CryAnim (source photo: vetagro-sup.fr)
Le CRB-Anim possede une capacité de stockage de 240 000 tubes de 2mL a -80°C et de 144
700 tubes de 2 mL a -30°C.
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6 Dosages des hormones thyroidiennes au laboratoire de Biochimie de VetAgro Sup

Apres décongélation a température ambiante et centrifugation des plasmas, 150 uL sont
prélevés et transférés dans des tubes de dosage pour 1’appareil IMMULITE.

Les dosages de T4, fT4 et TSH sont alors réalisés sur ’ensemble des échantillons au
laboratoire de biochimie de VetAgro Sup, sous la direction du Professeur Thierry Buronfosse.

I1l. PRESENTATION DES RESULTATS ET DISCUSSION

Afin de présenter de facon plus claire et pertinente les résultats issus des test statistiques que
nous avons mis en ceuvre sur le jeu de données obtenues, ceux-Ci seront présentés et discutées
dans le méme temps.

1 Résultats et discussion

Les analyses statistiques ont été faites avec le logiciel R et les graphiques élaborés avec le
package ggplot2.

Aucune différence significative n’a pu étre mise en évidence entre les groupes, ainsi nous
avons choisi de réaliser notre étude statistique sur I’ensemble de I’effectif sans considération
de la taille de I’animal étudié.

De plus, la différence d’age n’a pas influencé de maniére significative les résultats, ainsi, nous
n’avons pas considéré 1’age dans la suite de 1’étude.

1.1 ETUDE DE LA PROGESTERONE PLASMATIQUE
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Figure 26 : Progestéronémie plasmatique pendant la gestation en fonction du statut insuffisant lutéal
(il=oui) ou non (il=non)

Les courbes présentées ci-dessus ont été réalisées avec ggplot2, en intégrant une courbe de
lissage et un intervalle de confiance.

Celles-ci ont distribution similaire présentée a celles que nous avons collecté dans la
littérature.

On peut aussi constater une disparité entre les dates de mesures. Il manque des points entre le
jour 5 et le jour 15. Ceci est a relier au plan d’expérience. En effet, les dosages concernent des
chiennes ayant été présentées a des dates proches mais non standardisées. En revanche, les
prélevements sont hebdomadaires.
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Ainsi, si ’on s’intéresse a une semaine donnée de la gestation, cette disparité n’est pas un
probléme pour 1’étude statistique. Nous préférerons donc garder les jours précis des dosages
plutot que de les réunir dans des intervalles de temps afin d’améliorer la puissance des tests.

L’observation graphique des données semble mettre en évidence une différence entre les deux
groupes pour la période entre le jour 20 et 40.

Cependant, les analyses statistiques réalisées n’ont pas permis de montrer une différence
significative au cours du temps entre le jour O et le jour 28 et entre le jour 32 et le jour 63
post-ovulation entre la progestérone des chiennes complémentées et non complémentées en
UTROGESTRAN (ND).

La moyenne calculée sur les effectifs de notre étude pour la mise en place du traitement est le
jour 36. Ainsi, en ce qui concerne la seconde moitié de la gestation, on peut supposer a une
bonne efficacité du traitement administré.
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Figure 27 Concentrations en progestérone pendant la quatriéme semaine de gestation, selon le statut
insuffisant lutéal ou non.

En revanche, I’observation des données de la progestéronémie en fonction du temps entre les
chiennes ayant été traitées pour une insuffisance lutéale et les chiennes témoins nous permet
d’identifier une période d’intérét entre le jour 28 et le jour 32, soit pendant la quatrieme
semaine de gestation.

La distribution de ces données se rapprochent d’une distribution linéaire.
A T’aide du package lmer4 fournit par le logiciel R, nous avons ¢€laboré un modele mixte
linéaire, prenant en compte le facteur aléatoire « animal », et les effets fixes « insuffisance
lutéale » et « progestérone » en considérant le temps comme quantitatif.
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Aprés vérification de la normalité des résidus de ce modeéle, nous avons mis en évidence un
effet significatif de I’insuffisance lutéale sur les valeurs de progestérone au cours du temps
pour cette période d’intérét.

Ce moment de la gestation correspond a celui ou débute la remontée de la progestérone et au
moment ou [l’insuffisance lutéale peut apparaitre, comme expliqué dans la partie

bibliographique.

Cette observation nous conforte également dans le fait que bien que le diagnostic de
Pinsuffisance lutéale repose sur un diagnostic d’exclusion, les données que I’on
présentera dans la suite peuvent étre interprétées dans le cadre de chiennes présentant
une insuffisance lutéale avérée.

1.2 ETUDEDE LA T4

Gréce a I’observation de 1’ensemble des données, nous avons pu mettre en évidence une
période d’intérét entre le jour 49 et le jour 63 apreés ’ovulation, c’est-a-dire durant les 2
dernieres semaines de gestation. Or, on sait que I’insuffisance lutéale provoque des
avortements durant la seconde moitié de la gestation.
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Figure 28 : Répartition des concentrations en T4 totale dans les deux derniéres semaines de gestation,
selon le statut insuffisant lutéal (& gauche) ou non (a droite).

La normalité de la distribution des données sur cette période est mise en évidence grace a un
test de Shapiro-Wilk. Ce qui nous permet d’appliquer un T Test non apparié permettant de
comparer les moyennes entre la T4 des chiennes complémentées et la T4 des chiennes non
complémentées sur cette période.

La p-value obtenue est de 0,0155 ce qui nous autorise a conclue que pendant cette période, les
moyennes mesurées de T4 sont significativement plus faibles pour les chiennes
complémentées apres le jour 49.

Le diagramme 29 ci-apres présente ces résultats sous forme d’un diagramme des moyennes.
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Figure 29 Diagramme des moyennes de la T4 totale dans les deux derniéres semaines de gestation, selon le
statut insuffisant lutéal (il = oui) ou non (il=non)

La moyenne des valeurs de T4 pour les chiennes ayant présenté une insuffisance lutéale
est de 27,6 nmol/L contre 36,4 nmol/L pour les chiennes témoins.

La puissance de ce test est trés bonne (la t-value est supérieure a 2).
On utilise la moyenne de T4 totale ici car nous avons de grandes variations individuelles
selon les chiens.

Chez les chiennes insuffisantes lutéales, la valeur moyenne reste au dessus de 15 nmol/L,
soit au dessus des valeurs de références de notre laboratoire, et ne permettent pas de
conclure a une hypothyroidie vraie, mais on peut suspecter I’existence une
hypothyroidie subclinique.

On rappelle que chez ’'Homme, 1’hypothyroidie subclinique est considérée comme une
élévation de la TSH au dessus des valeurs usuelles avec des valeurs d’hormones thyroidiennes
circulantes dans les valeurs usuelles.

Or, nous avons que I’insuffisance lutéale apparaissait au milieu de la gestation, ainsi dans le
cas d’une hypothyroidie subclinique, il serait raisonnable de dire que ’effet de celle-ci se
constate en fin de gestation (a partir du jour 49) avec des valeurs de T4 circulantes plus
faibles. Mais il faut pour cela s’appuyer sur 1’étude de la TSH.
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1.3 ETUDE DE LA TSH
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Figure 30 Répartition des concentrations en TSH basale, selon le statut insuffisant lutéal (a droite), ou non
(a gauche).

Ce graphique représente toutes les valeurs de TSH mesurées pendant la gestation pour les
chiennes témoins a gauche et les chiennes insuffisantes lutéales a droite.

On constate I’apparition de quelques valeurs extrémes de TSH (supérieures a 0,6 ng/ml) pour
les chiennes insuffisantes lutéales.

Les études statistiques réalisées sur la TSH ont donné des résultats tres contradictoires.

Ceci est vraisemblablement probablement lié au fait que la TSH est un paramétre labile et
sensible. Chez beaucoup de chiennes insuffisantes lutéales, les données de TSH mesurées
¢taient en dessous des seuils de détection de la machine, ce qui conforte 1’idée que ces
données ne sont pas exploitables en I’état.

Mais nous nous intéresserons dans la partie qui suit a quelques animaux dont les valeurs de
TSH ont un intérét pour le diagnostic d’une hypothyroidie subclinique.
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1.4 ETUDEDE LAFT4

En ce qui concerne la fT4, aucune différence significative n’a pu étre mise en évidence.

La fT4 est la fraction libre circulante. Or, on sait que chez la femme, la synthese de TBG est
augmenteée lors de la grossesse.

Ainsi, on peut penser que I’hypothyroidie subclinique observée chez la chienne insuffisante
lutéale aurait un lien avec un défaut de synthése de la TBG, ou du moins avec des capacités de
fixation diminuées, ou encore a I’existence d’anticorps anti-thyroglobuline, détectables des les
stades subcliniques, qui pourraient interférer avec le dosage de la T4 totale.
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Figure 31 : Variation de la fT4 en fonction du statut insuffisant lutéal (il=oui) ou non (il=non)

2 Effet de la prise d’antibiotiques

Certaines chiennes ont recu un traitement antibiotique a la suite de la découverte de présence
de mycoplasmes ou d’autres bactéries de la flore commensale vaginale (pasteurelles par
exemple) apres analyse des écouvillons vaginaux.

Lorsque des mycoplasmes sont détectés, 1’antibiotique choisi est la josamycine, macrolide a
spectre large de la pharmacopée humaine, a la posologie de 40 mg/kg per os deux fois par
jours pendant 3 semaines.

Si la bactériologie révele la présence pasteurelles, de streptocoques ou de staphylocoques,
I’association amoxicilline-acide clavulanique est prescrit a la méme posologie que la
josamycine.

Dans la littérature, nous avons vu que les antibiotiques de la famille des sulfamides pouvaient
entrainer une diminution significative des valeurs de T4 totale et de T4 libre, et que la
normalisation de ces valeurs pouvait nécessiter un délai de 8 a 12 semaines.

Or, lorsqu’on réalise un t-test sur notre jeu de données, les moyennes de la T4 totale des
chiennes ayant été traitées avec des antibiotiques au reste des chiennes (les témoins et celles
suspectées d’avoir une insuffisance lutéale), entre le jour 49 et 63 on constate que celles-ci
sont significativement différentes (p<0,05) : les chiennes ayant recu des antibiotiques ont
une valeur moyenne de T4 inférieure a celle qui n’en ont pas recu (Figure 32).

119



40
ath

nan

t4
(%)
(=)

6 G0

n
(3=
|

temps
Figure 32: Variation de la T4 totale en fonction de la prise d'antibiotiques (atb=oui) ou non (atb=non)

En ce qui concerne les moyennes de la T4 libre mesurée, on retrouve les mémes observations
avec p<0 ,05, (Figure 33).

40

*

3
»

56 50
temps
Figure 33: Variation de la T4 libre en fonction de la prise d'antibiotiques (atb=oui) ou non (atb=non)
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Les chiennes traitées avec des antibiotiques par voie générale sont celles dont les
prélevements bactériens ou la détection de mycoplasme ont été rendus positifs par le
laboratoire. Or, les chiennes ayant fait 1’objet de ces prélévements avaient des antécédents
d’infertilité.

On peut ainsi se questionner sur 1’origine de cette infertilité qui pourrait alors étre considérée
comme plurifactorielle.

On peut aussi faire I’hypothése que la prolifération d’éléments pathogénes dans les voies
génitales serait liée au statut hypothyroidien subclinique de la chienne.
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3 Etude de deux cas particuliers

Quelques cas particuliers ont retenu notre attention au cours de I’étude que nous allons
présenter dans cette partie, sous forme d’analyse statistique descriptive.

Bien que ces résultats ne soient pas exploitables en tant que tel, nous avons choisi de les
présenter afin d’appuyer les hypothéses que nous avons précédemment énoncé, et étudier de
fagon plus précise la fonction thyroidienne et qui illustrent de fagon intéressante nos
conclusions.

3.1 CAasN°l
Le premier cas que nous étudierons dans cette partie et celui d’une chienne de race Terre
Neuve.
La gestation étudiée a eu lieu en 2014 et la chienne était alors agée de 6 ans. 1l s’agissait de sa
troisiéme gestation suivie au CERREC.
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Figure 34: Variation de la concentration en progestérone pendant la gestation chez une chienne Terre
Neuve de 6 ans, (Rang de suivi au CERREC= 3)

La complémentation en UTROGESTRAN (ND) a éeté débutée pour cet animal au jour 34
post-ovulation, pour une progestéronémie équivalente a 38,5 nmol/L. Le dosage précédent
révélait une progestérone plasmatique a 44,2 nmol/L a J40. Ainsi une chute de 27% de la
valeur précédente a pu étre constaté et justifie la mise en place du traitement selon les
protocoles expliqués précédemment.
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Figure 35: Variation de la T4 totale pendant la gestation chez une chienne Terre Neuve de 6 ans, (Rang de
suivi au CERREC= 3)
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Cette chienne a présenté des valeurs de thyroxinémie tres basse dés le début du suivi de
chaleur avec une T4 totale de 6,49 nmol/L en pré-ovulation. La valeur maximale de
thyroxinémie atteinte est de 17,5 nmol/L au jour 30, mais ensuite, les valeurs mesurées restent
en dessous du seuil de 15 nmol/L.
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Figure 36: Variation de la T4 libre pendant la gestation chez une chienne Terre Neuve de 6 ans, (Rang de
suivi au CERREC= 3)

Chez cet animal, on peut relier de facon tres intéressante les valeurs de T4 libre dosées. En
effet, le pic de T4 libre maximal correspond a celui de T4 totale, qui atteint 13,3 pmol/L au
jour 30. De plus, tout comme pour la tT4, la T4 libre chez cet animal reste au début et pendant
toute la fin de la gestation en dessous des valeurs de références de notre laboratoire.
Il est tout de méme important de signaler que cette chienne a été traitée avec de la josamycine
10 jours avant 1’ovulation, et ce pendant 3 semaines.
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Figure 37: Variation de la TSH basale pendant la gestation chez une chienne Terre Neuve de 6 ans (Rang
de suivi au CERREC= 3)

Enfin, on constate que lors du dosage réalisé juste avant 1’ovulation, la TSH mesurée était de
0,98 ng/mL, ce qui, conjointement aux résultats de T4 totale et fT4 renforce I’hypothése que
cette chienne était hypothyroidienne avant le début de la gestation, et ce malgré
I’administration d’antibiotiques.

La TSH diminue et retourne aux valeurs usuelles pendant la gestation, mais compte tenu des
résultats de tT4 et fT4, ceci peut étre d0 a la labilité de ce paramétre (et de fait, le plasma de
ces derniers échantillons était hémolyse, ce qui, on I’a vu affecte particuliérement la mesure
de la TSH).
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Nous avons inclus dans notre étude et dans le groupe témoin une gestation antérieure de ce
méme animal, qui s’est déroulée en 2012 et pour laquelle la chienne n’avait pas été
complémentée. Cette gestation était la premiére suivie au CERREC et la chienne avait 4 ans.
Elle a été suivie en 2013 d’une seconde gestation a également été menée a terme sans aucune
anomalie, mais pour laquelle les tubes n’étaient pas disponibles au CRB.

Voici les courbes qui concernent cette gestation :
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Figure 38: Variation de la T4 totale pendant la gestation chez une chienne Terre Neuve de 4 ans, non
complémentée en progestérone micronisée (Rang de suivi au CERREC= 1)
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Figure 39 Variation de la T4 libre pendant la gestation chez une chienne Terre Neuve de 4 ans, non
complémentée en progestérone micronisée (Rang de suivi au CERREC= 1)
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Figure 40: Variation de la progestérone pendant la gestation chez une chienne Terre Neuve de 4 ans, non
complémentée en progestérone micronisée (Rang de suivi au CERREC= 1)

Il est intéressant de noter que les valeurs de thyroxinémie totale et libre pendant la gestation
sont restées dans la norme, sauf pour les dosages realisés au jour 33 et au jour 40, pour
lesquels les résultats étaient compatibles avec une hypothyroidie.

Pendant cette période, la progestérone avait chuté mais de moins de 20% et la
complémentation n’était pas nécessaire.

Puis, aprés avoir passé cette période a risque ou I’insuffisance lutéale pouvait se révéler, les
valeurs dosées en hormones thyroidiennes étaient redevenues normales.

Pour conclure sur ce cas, nous avons pu étudier deux gestations successives pour une méme
chienne et dont le comportement de la glande thyroidienne est tres différent.
Lors de la troisieme gestation, ayant nécessité la mise en place d’une complémentation
hormonale en progestérone, I’animal présentait des valeurs d’hormones thyroidiennes
circulantes trés basses et une valeur de TSH avant 1’ovulation au-dessus des valeurs usuelles,
tandis qu’aucun signe d’hypothyroidie n’a pu étre mis en évidence pendant la premicre
gestation, deux ans plus tét.

3.2 CASN°2
Notre second cas est celui d’une chienne de race Colley, présentée pour la premiére fois en
2015 a I’age de 6 ans, n’ayant regu aucun traitement antibiotique.
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Figure 41 Variation de la T4 totale pendant la gestation chez une chienne Colley de 6 ans, non
complémentée en progestérone micronisée (Rang de suivi au CERREC= 1)
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Entre le jour 25 et le jour 31, la progestéronémie chute de 30%, de plus la progestéronémie est
inférieure a 30 nmol/mL dans le dernier tiers de gestation, ce qui constitue deux criteres
fiables pour I’initiation du traitement UTROGESTRAN (ND).

Cependant, cette chienne, selon les souhaits des propriétaires n’a pas été complémentée
pendant sa gestation et I’a menée a terme.

En revanche, elle a été présentée un an plus tard pour une seconde portée et a été placée sous
complémentation hormonale, tardivement, autour du jour 47 car elle présentait une
progestéronémie plasmatique basse pendant toute la gestation.

C’est pour cela que ’on a choisi d’intégrer la gestation de 2015 au groupe des chiennes
considérées comme insuffisantes lutéales, bien que la gestation ait été menée a terme sans
complémentation.

Malheureusement, les échantillons concernant la seconde gestation n’étaient pas disponibles .
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Figure 42: Figure 41 Variation de la TSH pendant la gestation chez une chienne Colley de 6 ans, non
complémentée en progestérone micronisée (Rang de suivi au CERREC= 1)

Chez cette chienne, les variations de la TSH sont intéressantes.
En effet, autour du jour 25, la TSH est tres haute (1,05 ng/mL), ce qui signe une activité
hypophysaire intense. Cependant, nous n’avons pas eu acces aux valeurs précedentes et nous
ne pouvons donc que décrire la suite des évenements.
Un nouveau pic a 0,841 ng/ml autour du jour 35 apparait, ce qui correspond aux quelques
jours ou la progestérone a entamé sa chute brutale de 30%.
Entre ces pics, il ne serait pas raisonnable d’interpréter les valeurs de TSH car ce parameétre
est trop instable.

Ce que I’on peut également noter est que, a J25, avant la chute brutale de progestérone, les
valeurs de tT4 et de fT4 étaient nettement au-dessus des valeurs usuelles (29,9 nmol/L et 18,4
pmol/L respectivement), tandis qu’autour du jour 31, juste avant le second pic de TSH au jour
35, elles atteignent leurs valeurs minimums, tres proches des valeurs limites de référence
(17,5 nmol/L et 12,5 pmol/L).

125



20.01

17.51
=
15.0 1
12,51
30 40 50
temps
Figure 43 : Variation de la T4 libre pendant la gestation chez une chienne Colley de 6 ans, non
complémentée en progestérone micronisée (Rang de suivi au CERREC=1)
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Figure 44: Variation de la T4 totale pendant la gestation chez une chienne Colley de 6 ans, non
complémentée en progestérone micronisée (Rang de suivi au CERREC= 1)

Ainsi, la chute brutale de la progestérone observée coincide temporellement avec une
diminution nette des hormones thyroidiennes circulantes, qui précéde de quelques jour une
augmentation de I’activit¢é hypophysaire avec une TSH supérieure a 0,6 ng/mL.
Ensuite les paramétres qui refletent le fonctionnement la glande thyroidienne se normalisent
jusqu’a la fin de la gestation.

Ces observations ont lieu autour du jour 30, soit comme rappelé plusieurs fois, la période la
plus a risque ou la chienne peut devenir insuffisance lutéale.

De plus, la haute valeur mesurée en TSH au jour 25 et au jour 40 peuvent nous indiquer que la
chienne avait probablement un statut d’hypothyroidie subclinique.
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V.

SYNTHESE DE L’ETUDE RETROSPECTIVE
Dans cette partie, nous allons dresser le bilan de nos observations.

Les chiennes utilisées dans 1’expérience dans le groupe des insuffisantes lutéales sont
complémentées selon des criteres de suspicion clinique, justifies par les différentes
informations apportées par la littérature.

Cette complémentation implique qu’il est impossible de savoir si ces chiennes auraient mené
a terme leur gestation sans la complémentation hormonale en progestérone initiée.

D’ailleurs, ’étude particuliére de notre second cas est une bonne illustration : cet animal
présentait tous les indices d’une insuffisance lutéale, mais a pu mener a terme sa gestation
sans complémentation.

Cependant, la comparaison des courbes de progestéronémie entre les deux groupes nous a
montré d’une différence significative était effectivement présente entre le jour 28 et le
jour 32, ce qui nous conforte le fait que les cas sélectionnés avaient bien une production de
progestérone par le corps jaune plus basse que les témoins.

Les témoins sont un autre sujet de notre discussion, puisque le plan d’expérience est
déséquilibré et que 1’on en compte que 10.

Mais, malgré cela, les résultats sont significatifs. Ainsi, avec un nombre de cas plus
important, il pourrait étre envisageable d’étendre notre période d’intérét.

En effet, pour la thyroxine totale, nous pouvons dire que la moyenne des thyroxinémie des
chiennes insuffisantes lutéales entre le jour 49 et la fin de la gestation est plus basse que celle
des chiennes témoins, mais reste au-dessus des valeurs considérées comme basses par notre
laboratoire.

Cette observation est en accord avec la diminution de la T4 totale observée par (Thurdczy et
al., 2016) chez les chiennes ayant avorté du fait de leur insuffisance lutéale, et nous permet
raisonnablement de suspecter I’existence d’une hypothyroidie subclinique révélée par la
gestation, comme il a été décrit chez la femme.

L’hypothyroidie subclinique est definie comme une élévation de la TSH tandis que les
hormones circulantes thyroidiennes restent normales a subnormales, et c’est principalement
ce type d’hypothyroidie qui a été rapportée chez la femme enceinte.

Or, malgré quelques valeurs extrémes de TSH dans le groupe des chiennes insuffisantes
lutéales, la fragilité de ce paramétre et le petit effectif disponible n’a pas permis de mettre en
évidence une différence entre les groupes.

Les mesures de la T4 libre ne présentent pas de différences, méme si pour nos deux cas
étudiés, elles confortent I’idée que les deux chiennes étaient hypothyroidiennes.

Enfin, nous avons également mis en lumiére une influence de la prise d’antibiotiques sur
les valeurs de thyroxinémie totale et libre pendant notre période d’intérét (apres le jour
49 post-ovulation). Les chiennes traitées avec des antibiotiques pour des vaginites au début de
la gestation avaient des valeurs plus faibles de tT4 et de fT4 que les autres.

Ceci est concordant avec des observations faites dans la littérature, mais les effets des
antibiotiques utilisés au CERREC n’ont pas été étudiés.

Ainsi, on peut évoquer I’hypothése que les chiennes ayant une hypothyroidie subclinique
sont prédisposées a des surinfections bactériennes qui favoriserait I’apparition de
vaginites. L’infertilit¢é imputée a I’insuffisance lutéale chez nos cas malades pourrait
alors avoir des origines multiples.
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De toutes ces informations nous pouvons conclure que pour 1’exploration de cette affection
encore mal connue qu’est I’insuffisance lutéale, et de son lien suspecté avec un déficit en
hormones thyroidiennes circulantes, la réalisation d’une étude prospective serait intéressante.
L’étude se fonderait sur 1’utilisation de chiennes suspectées d’insuffisance lutéale mais qui ne
seraient pas compléementées pendant la gestation, en comparaison avec des chiennes ayant
déroulé une gestation normale.

Des dosages hebdomadaires de la TSH sont a mettre en ceuvre, afin de caractériser
I’hypothyroidie dont on suppose le lien avec cette affection. Afin d’améliorer la sensibilité
des tests, le dosage des anticorps anti-thyroglobuline chez ces chiennes pour la détection
d’une thyroidite auto-immune est indiqué, comme cela est déja réalisé chez la femme pour le
dépistage de ce type d’affection.

De plus, il serait pertinent d’étudier le lien entre les vaginites détectées chez les chiennes avec
des antécédents d’infertilité et une hypothyroidie subclinique.
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CONCLUSION

L’insuffisance lutéale, trouble reconnu chez différentes especes dont le chien et la
femme, est définie comme une incapacité du corps jaune a fournir une quantité de
progestérone adéquate au maintien de la gestation. Le corps jaune est pendant la gestation de
la chienne la seule glande capable de produire de la progestérone et son maintien dépend de
facteurs lutéotrophiques hypophysaires tels que la prolactine et la LH.

Ainsi, I’insuffisance lutéale provoque un arrét prématuré de la gestation qui se manifeste par
des avortements et des résorptions embryonnaires.

Du fait des diverses causes d’avortements rapportées chez la chienne, le diagnostic de
I’insuffisance lutéale repose sur une logique d’exclusion qui s’appuie sur des critéres de
suspicion rapportés par la littérature. Lorsqu’une chienne présente des critéres cliniques
pouvant indiquer cette affection, une complémentation hormonale en progestérone est initiée,
afin d’¢éviter tout risque de perte de la portée.

Des études récentes ont permis d’identifier que cette chute de progestérone était
associée a une diminution des hormones thyroidiennes circulantes chez la chienne.
Or I’hypothyroidie est une maladie endocrinologique a 1’origine de troubles de la
reproduction tels que des avortements ou une infertilité. La gestation constitue un grand
bouleversement pour la fonction thyroidienne, avec une augmentation de 50% de la thyroxine
totale lors de la grossesse chez la femme. L’adaptation physiologique est possible, mais la
grossesse et la gestation peuvent étre révélatrices d’affections thyroidiennes frustres.
L’hypothyroidie chez le chien est une affection dont la principale étiologie est une thyroidite
lymphoplasmocytaire, qui résulte de la destruction progressive de la glande par un mécanisme
auto-immun.
Chez I’Homme, elle est aussi d’origine auto-immune principalement, en I’absence de carence
en iode.

Toutefois, le diagnostic de I’hypothyroidie reste un défi pour le praticien vétérinaire.
Les examens classiques de laboratoire lors d’une suspicion clinique sont le dosage de la T4
totale associé a celui de la TSH basale.
Mais le dosage de la T4 libre est un meilleur test diagnostic car cette fraction libre active est
moins influencée par les facteurs exogénes ou une maladie concomitante. Ainsi, une
concentration basse de fT4 associée a une concentration haute de TSH sera trés fortement
évocatrice d’une hypothyroidie.
Cependant, le premier stade de la maladie est souvent subclinique et se manifeste par une
augmentation 1’activité hypophysaire, avec des concentrations en TSH anormalement élevées,
sans que les concentrations des hormones thyroidiennes ne soient affectées.

C’est pourquoi, dans notre étude, nous avons choisi de doser pour chacun des
échantillons disponibles la T4 totale, la T4 libre et la TSH.
Nous avons ainsi pu montrer que les chiennes insuffisantes lutéales présentaient des valeurs
de T4 totale en moyenne plus basses que les chiennes ayant elt une gestation normale, et ce
pendant la derniere semaine de la gestation. Nous avons également constaté que les animaux
présentant une vaginite et ayant recu des antibiotiques au début de leur suivi de chaleur
avaient des valeurs significativement plus basses de thyroxine totale et libre dans cette
derniere semaine.
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Ces observations peuvent étre compatibles avec une hypothyroidie subclinique, mais pour
verifier cela, des dosages plus précis de la TSH sont indispensables. Or cette hormone
supporte mal la conservation, et sa sécrétion par I’hypophyse est pulsatile. De ce fait, I’étude
de ce parametre nécessite un suivi précis qui n’est pas adapté a une étude rétrospective.

Ainsi, pour caractériser le fonctionnement de la thyroide pendant la gestation de fagon
plus compléte, un protocole équilibré sera a envisager. Les animaux sélectionnés devront
répondre a tous les critéres d’insuffisance lutéale, sans autres anomalies cliniques, et
idéalement, ne feront pas 1’objet d’une complémentation hormonale. Les prélévements
hebdomadaires seront réalisés sur les animaux malades et les témoins, a des dates homogenes.
Ce type d’étude prospective pourrait apporter des informations précieuses sur les variations de
la progestérone plasmatique, de la T4 totale et libre et de la TSH. L’étude du fonctionnement
thyroidien pendant la gestation est une perspective d’avenir qui pourrait apporter une nouvelle
approche a la prise en charge des insuffisances lutéales.
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Annexes

Annexe 1 : Etudes statistiques a I’aide du Logiciel R

Réalisation d’un test de Chi2 d’homogénéité pour étudier la répartition des ages entre
les chiennes insuffisantes lutéales et les témoins. L hypothése HO ici n’est pas rejetée car
p>0,2 donc nous n’avons pas détecté de différence significative, prenant I’4ge de 6 ans
comme référence.

> .Table<-xtabs(~age+il,data=ages)
> print(.Table)

il
age non oui
ss6 9 20
sup6 1 7

> .test<-chisq.test(.Table, correct=FALSE)
> print(.test)

Pearson's Chi-squared test

data: .Table
X-squared = 1.0922, df = 1, p-value = 0.296

Exemple de D’utilisation du package ggplot2 pour la visualisation des données de
progestérone au cours de la gestation, en fonction du statut insuffisant lutéal ou non.

ggplot(data = dosagesbis[!is.na(dosagesbis$prog),], aes(x=temps, y=prog,
colour=il,shape=il)) +
+ geom_point(size=2)+geom_smooth()+ theme_bw()

Création d’un sous-jeux de données pour I’étude des valeurs de progestérone entre le
jour 28 et le jour 32.

Visualisation de ces données a I’aide de la fonction ggplot, et ajout d’une droite de
régression linéaire.

> dosagesSup28ss32 <- subset(dosagesbis, temps>=28 & temps<= 32)

> ggplot(data = dosagesSup28ss32[!is.na(dosagessup28ss32%$prog),],
aes(x=temps, y=prog, colour=il, shape=il)) +

+ geom_point(size=2)+geom_smooth(method=1m, se=FALSE)+ theme_bw()

Utilisation du package Ime4 pour la création d’un Modéle mixte linéaire prenant en
compte I’effet aléatoire animal et les effets fixes insuffisance lutéale et progestérone en
considérant le temps comme quantitatif.

La t-value est trés supérieure a 2 pour le temps, ce qui confirme que la progestérone
diminue avec le temps.

On constate que I’interaction entre la progestérone et I’insuffisance lutéale est positive.

progesterone<-Tmer(prog~temps + prog:il + (1|animal), data=dosagesSup28ss3)
summary (progesterone) $coefficients

Estimate std. Error t value
(Intercept) -2.924916e-12 6.135823e-13 -4.766949e+00
temps 9.111403e-14 1.809544e-14 5.035192e+00

prog:ilnon 1.000000e+00 2.096741e-15 4.769307e+14
prog:iloui 1.000000e+00 2.855987e-15 3.501416e+14
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Vérification de la normalité de la distribution des résidus pour le modeéle mixte linéaire

commandé a I’aide d’un diagramme Quantile-Quantile et d’un test de Shapiro Wilk
> qqnorm(residuals(progesterone))

Normal Q-Q Plot

1.5e-13
|

5.0e-14
|

Sample Quantiles

-50e-14
|

-1.5e-13
|

T T T T T
-2 -1 0 1 2

Theorefical Quantiles

> shapiro.test(residuals(progesterone))
Shapiro-wilk normality test

data: residuals(progesterone)
W = 0.98681, p-value = 0.96

Création d’un sou-jeu de données entre le jour 49 et le jour 62, puis commande pour
réaliser un test de Student paramétrique sur les moyennes entre le jour 49 et le jour 62

> dosagesSup49ss63 <- subset(dosagesbis, temps>=49 & temps <63)
> t.test(td4~il, alternative='two.sided', conf.Tlevel=.95, var.equal=FALSE,
data=dosagesSup49ss63)

welch Two Sample t-test

data: t4 by il
t = 2.6496, df = 19.709, p-value = 0.0155
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to O
95 percent confidence interval:
1.871265 15.782688
sample estimates:
mean in group non mean in group oui
36.43077 27.60379

Verification que la distribution des valeurs dosées de T4 suit bien une Loi Normale a
I’aide d’un test de Shapiro-Wilk (p> 0,05) pour I’utilisation d’un test paramétrique.

> shapiro.test(dosagesSup49ss63$t4)
Shapiro-wilk normality test

data: dosagesSup49ss63%$t4
w = 0.99008, p-value = 0.9711

Comparaison des moyennes de T4 sur I’ensemble des données disponibles pour les
animaux ayant recu des antibiotiques en début de gestation par un test de Student.

t.test(t4~atb, alternative="two.sided', conf.level=.95, var.equal=FALSE,
data=dosagesbis)
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welch Two Sample t-test

data: t4 by atb
t = 2.2192, df = 175.64, p-value = 0.02775
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to O
95 percent confidence interval:
0.3471636 5.9252454
sample estimates:
mean in group non mean in group oui
31.45882 28.32262

Création d’un sou-jeu de données comprenant uniquement les animaux ayant recu des
antibiotiques : pas de différence significative pour la t4 entre les animaux ayant été
insuffisants lutéales et les animaux témoins pendant toute la gestation

> antibios <- subset(dosagesbis, subset=dosagesbis$atb=="oui")
> t.test(t4~i1, alternative="two.sided', conf.level=.95, var.equal=FALSE,
data=antibios)

welch Two Sample t-test

data: t4 by il
t = -1.4744, df = 43.936, p-value = 0.1475
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to O
95 percent confidence interval:
-7.635084 1.183834
sample estimates:
mean in group non mean in group oui
25.86500 29.09062

Création d’un sou-jeu de données comprenant uniquement les chiennes ayant recu des
antibiotiques, pour la période d’intérét entre le jour 49 et le jour 62.

Comparaison des moyennes de T4 entre les animaux insuffisants lutéaux et témoins
pendant cette période : pas de différence significative.

> antibiosSup49ss63 <- subset(antibios, temps>=49 & temps <63)

> t.test(t4~i1, alternative='two.sided', conf.level=.95, var.equal=FALSE,
data=antibiosSup49ss63)

welch Two Sample t-test

data: t4 by il
t =1.1194, df = 16.641, p-value = 0.2789
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to O
95 percent confidence interval:
-3.006715 9.780049
sample estimates:
mean in group non mean in group oui
28.11667 24.73000
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RESUME:

Chez la chienne, le corps jaune persiste pendant toute la gestation et produit de la progestérone.
Lorsqu’il n’en sécréte pas assez, on parle d’insuffisance lutéale.

Au CERREC, les animaux a risque font 1’objet de prélévements hebdomadaires pour le dosage de la
progestérone. Celles qui sont diagnostiquées ou suspectées d’insuffisance lutéale font 1’objet d’une
complémentation hormonale pour éviter tout risque de perte de la portée.

De récentes publications ont mis en avant une implication de la thyroide dans cette affection.

Nous avons donc cherché a comprendre 1’implication de la fonction thyroidienne lors d’insuffisance
lutéale chez la chienne.

Cette étude rétrospective compte 27 cas de femelles insuffisantes lutéales et 10 témoins suivies au
CERREC entre 2009 et 2018. Les échantillons de plasma, stockés au CRB CryAnim, ont fait 1’objet
de dosages de la tT4, de la T4 libre (fT4) et de la TSH au laboratoire de biochimie. Nous avons montré
que la moyenne de tT4 des chiennes reconnues comme insuffisantes lutéales était significativement
plus basse gue celle du groupe témoin dans les 10 derniers jours de la gestation.

Nous avons aussi constaté que les chiennes ayant regu des antibiotiques début de gestation pour le
traitement d’une vaginite présentaient ¢galement des moyennes de tT4 et de la T4 plus basses que les
autres, mais sans distinction entre le statut insuffisant lutéale ou non.
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