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1. Introduction

Formulée a la fin des années 80 en médecine humaine, I'hypothése des origines
développementales de la santé et des maladies ou DOHaD (developmental origins of health
and disease) a permis de relier les événements précoces du développement a un ensemble
de pathologies chez I'adulte. La plasticité des tissus de I'individu au cours de la vie fcetale et
des premieres années suivant la naissance font de I’environnement intra-utérin et périnatal
un facteur déterminant de sa santé future. En effet, les perturbations des conditions dans
lesquelles le foetus se développe programment les tissus afin d’assurer sa survie a court
terme. Mais cette malprogrammation intra-utérine cause des altérations permanentes des
structures et des fonctions, susceptibles de favoriser I'apparition de maladies métaboliques
a I'age adulte.

L'étude des origines développementales de la santé et des maladies est
particulierement pertinente chez le cheval destiné a des performances sportives exigeantes.
Un squelette en bonne santé est une priorité pour cet athléte de haut niveau et trouve son
origine dans la croissance. Fortement consommateur en énergie, le squelette est sensible
aux variations du métabolisme glucidique. Or, de rares travaux expérimentaux (a I'échelle
des quelques 135 000 publications sur le sujet) ont validé I'existence d’'une programmation
intra-utérine de I'homéostasie glucidique du poulain nouveau-né et une unique étude
épidémiologique a confirmé 'origine foetale des affections ostéoarticulaires du jeune cheval.
L'étude a plus long terme de ces premiers éléments a motivé les travaux présentés dans
cette these. J'introduirai les fondements de ces travaux en trois parties.

e La partie 1.1 pose les bases physiologiques et endocrinologiques du développement
de I'unité feeto-placentaire (1.1.1) et de la croissance post-natale du poulain (1.1.2 et
1.1.3). Cette partie s’attarde sur I'impact des apports alimentaires sur la physiologie
de la jument successivement gravide puis allaitante et du poulain en croissance.

e Aprés avoir fait le point sur l'insulinorésistance (1.2.1) et 'ostéochondrose (1.2.2)
chez le cheval, la partie 1.2 établit la connexion entre homéostasie énergétique et
osseuse, en particulier dans le cadre de ces deux affections (1.2.3).

* La partie 1.3 introduit la notion d’origines développementales de la santé et des
maladies et la notion de fenétre de susceptibilité, la gestation et la croissance étant
deux périodes de plasticité des tissus aux stimuli environnementaux (1.3.1).
Quelques exemples en faveur d’une origine foetale des anomalies de ’homéostasie
glucidique et osseuse sont présentés (1.3.2). Le concept de programmation du
phénotype adulte est replacé dans le contexte particulier du cheval athlete (1.3.3).

* L’ensemble de ces éléments permet de formuler la problématique de cette these
dans la partie 1.4.
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Figure 1. Conceptus équin a 12 jours
post-ovulation. La capsule est déchirée
et des sécrétions des glandes
endométriales (« lait utérin ») sont
visibles a la surface de la capsule.
L’échelle représente 0,2 cm
(photographie du Pr. Betteridge dans
Allen et Stewart, 2001).
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1.1. Développement de l'unité foeto-placentaire et croissance post-
natale chez I'’équin

1.1.1. Physiologie normale de lI'unité foeto-placentaire et de la jument gravide
1.1.1.1. Durée de la gestation

La gestation de la jument dure en moyenne 335 a 342 jours (11 mois) mais peut
varier de 310 a 374 jours (Rossdale et Ricketts, 1983). La saison de saillie est le principal
facteur de variabilité de la durée de gestation : les gestations commencées en hiver et au
printemps sont plus longues de 5 a 10 jours que celles commencées en été et en automne.
D’autre part, les juments bien nourries ont une gestation plus courte de 4 jours que les
juments recevant une ration d’entretien et les poulains males seraient portés 2-3 jours de
plus que les poulains femelles. Enfin, des différences entre races existent : les ponettes ont
souvent une gestation plus courte que les juments de selle (Howell et Rollins, 1951; Rollins
et Howell, 1951; Perez et al, 2003; Meliani et al, 2011). Pour revue (Bernardeau et al, 2008).

1.1.1.2. Reconnaissance de la gestation et développement des membranes foetales

1.1.1.2.1 Mobilité du conceptus et reconnaissance de la gestation

L’ovocyte est fécondé dans I'oviducte environ 12 heures post-ovulation. La morula ou
le jeune blastocyste entre dans I'utérus a 6-7 jours post-ovulation (jpo) (Battut et al, 1997).
Puis le trophectoderme sécrete des glycoprotéines riches en résidus thréonine et sérine qui,
piégées par la zone pellucide, forment la capsule blastocytaire (Figure 1) (Flood et al, 1979;
Oriol et al, 1993). Elle persiste jusqu’a 20-21 jpo et a au moins quatre fonctions. Primo, elle
prévient |'élongation du trophoblaste en le maintenant dans une configuration sphérique
(Ginther, 1983b). Secundo, elle permet a I'embryon de supporter la pression du myométre
qui le propulse a travers l'utérus (Stout et al, 2005). Tertio, elle se comporte comme une
barriere contre les micro-organismes et protege I'embryon de la reconnaissance
immunologique maternelle (Gygax et al, 1979; Stout et al, 2005). Quarto, elle régulerait les
mouvements de |'embryon in utero, mais aussi I'accumulation et I’assimilation des
sécrétions des glandes de I’'endomeétre (« lait utérin ») par 'embryon : elles sont sa principale
source de nutriments jusqu’a I'implantation a 40 jpo (§1.1.1.3.2).

La vésicule embryonnaire reste mobile sous I’action des contractions péristaltiques
du myomeétre jusqu’a 16-17 jpo : elle passe d’'une corne a I'autre 10 a 20 fois par jour, assure
la reconnaissance de la gestation par I'ensemble de I'utérus et le maintien du corps jaune
primaire (§1.1.1.4.1). Par la suite, son diametre ne lui permet plus de circuler dans I'utérus et
I'augmentation du tonus du myomeétre la fixe a la base d’une des deux cornes utérines
(Ginther, 1983a). A ce stade, la vésicule embryonnaire mesure environ 22 mm (Butterfield et

|15



Figure 2. Conceptus équin a 36 jours
post-ovulation avec la  ceinture
chorionique (cg) a la jonction de
I'allantochorion (ac) en développement
et du sac vitellin (ys) en régression et
avec la petite surface d’omphalopleure
(bo) qui persiste aprés développement
du mésoderme. L'échelle représente
1,5 cm (Allen et Stewart, 2001).
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Matthews, 1979). Pour revue (Chavatte, 1995; Allen et Stewart, 2001; Bernardeau et al,
2008; Allen et Wilsher, 2009; Katila, 2011; Meira et al, 2012).

1.1.1.2.2. Fixation du conceptus et développement des membranes feetales

La capsule se désintégre progressivement a partir de 21 jpo, probablement sous
I’action d’enzymes protéolytiques sécrétées par les cellules du trophoblaste et/ou de
I’épithélium endométrial (Flood et al, 1982; Denker, 1987; Oriol et al, 1993). Les cellules
trophoblastiques se développent sur la membrane choriovitelline externe et dans les
glandes endométriales, ce qui constitue une premiere forme d’adhérence du conceptus a
I'endometre et optimise I'absorption de « lait utérin » par ce dernier (van Niekerk et Allen,
1975). A 20 jpo, I'embryon est visible a un pole du conceptus et, a 23 jpo, ses battements
cardiaques sont détectables par échographie (Chevalier et Palmer, 1982).

L’allantoide se forme a partir de la partie postérieure de l'intestin embryonnaire
(Ewart, 1915), croit rapidement jusqu’a envelopper I'embryon et fusionne avec le chorion
pour former I'allantochorion. Ce dernier deviendra le placenta (§1.1.1.3.2) (Ginther, 1992a).
Le mésoderme vascularisé se développe jusqu’a 35 jpo ou il enveloppe tout le conceptus,
sauf un petit cercle d’omphalopleure (membrane embryonnaire composée pour partie du
sac vitellin) destiné a devenir le point d’attachement du cordon ombilical (Figure 2). A
45 jpo, I'allantoide remplace totalement le sac vitellin. Ce dernier s’incorpore a la base du
cordon ombilical qui s’allonge a partir de 40 jpo (Ginther, 1992a). Comme chez les autres
mammiferes, I'ectoderme se différencie en épiderme, muqueuses et systeme nerveux, le
mésoderme se différencie en derme, muscles, os, reins, glandes surrénales et glandes
génitales et I'’endoderme se différencie en systeme digestif et ses glandes annexes et en
systéme respiratoire (Beaumont et Cassier, 1982; Gilbert, 1997). En 1 mois, |'organogenése
est complete et, a 35jpo, 'embryon devient un foetus (van Niekerk et Allen, 1975). A
55-60 jpo, le foetus occupe I'ensemble de la corne gravide et du corps utérin. Pour revue
(Chavatte, 1995; Allen et Stewart, 2001; Bernardeau et al, 2008; Allen et Wilsher, 2009;
Meira et al, 2012).

1.1.1.3. Implantation et développement placentaire

Le trophoblaste équin est composé de deux types cellulaires aux fonctions distinctes :

e le trophoblaste invasif envahit 'endometre et produit les cupules endométriales qui
persistent 100 a 120 jpo et sécretent I'’eCG (equine chorionic gonadotropin) aux
activités FSH-like (follicle stimulating hormone) et LH-like (luteinizing hormone)
(§1.1.1.4.1) (Stewart et al, 1976; Allen, 1982; Saint-Dizier et al, 2003; Saint-Dizier et
al, 2004a; Saint-Dizier et al, 2004b)

* et le trophoblaste non-invasif de I'allantochorion forme d’étroites interdigitations
avec |'épithélium endométrial a partir de 40 jpo et constitue le placenta définitif
responsable des échanges feeto-maternels jusqu’a la parturition.
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Figure 3. Schéma et photographie du conceptus équin et de ses membranes a 36 jours post-ovulation illustrant
la formation de la ceinture chorionique a partir du mésoderme non-vascularisé a la jonction du sac allantoique
en développement et du sac vitellin en régression (Ginther, 1998).

Figure 4. Cupules endométriales dans la corne gravide de la jument : (a) cupules a 46 jours post-ovulation et
(b) cupules dégénérescentes a 97 jours post-ovulation (d’apres Allen et Stewart, 2001).

Figure 5. Coupe transversale de [linterface
allantochorion-endometre chez une jument gravide a
60 jours post-ovulation. Un groupe de trophoblastes
pseudo-stratifiés spécialisés dans I'absorption de « lait
utérin » est observable dans le coin en haut a droite.
T : trophoblaste, Al : allantoide, Ar : aréole, G : glande
endométriale. Grossissement x100 (d’apres Allen et
Stewart, 2001).
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1.1.1.3.1. Trophoblaste invasif et cupules endométriales

Le trophoblaste invasif dans la zone d’apposition de I'allantoide (en développement)
et du sac vitellin (en régression) se différencie de 25 a 35 jpo, se plisse et forme une ceinture
cellulaire d’1 cm d’épaisseur autour du conceptus (Figure 3) (Allen et Moor, 1972). Les
cellules s’hyperplasient et émettent des pseudopodes qui permettent I'adhérence avec
I’épithélium endométrial. Vers 35-37 jpo, la ceinture chorionique se sépare du trophoblaste
sous-jacent et ses cellules passent entre ou phagocytent les cellules de I'épithélium
endométrial puis migrent dans le tissu maternel le long des glandes utérines jusqu’a
40-42 jpo (Allen et al, 1973). Ces cellules devenues binucléées forment alors les cupules
endométriales d’origine foetale et maternelle (Wooding et al, 2001). Les cupules
apparaissent comme de petites démarcations grises avec une surface concave a la surface de
I’endometre, organisées en fer a cheval ou en cercle a la base de la corne gravide (Figure 4)
(Clegg et al, 1954). Elles atteignent leur taille et activité endocrine maximales a 70 jpo, puis
dégéneérent a partir de 80 jpo et disparaissent entre 100 et 120 jpo (Antczak et Allen, 1989).
Cette dégénérescence pourrait étre liée a la vascularisation réduite des cupules entrainant la
nécrose cellulaire (Enders et al, 1995).

Les cupules endométriales jouent un réle dans la tolérance immunologique au cours
de la gestation (Mathias et al, 1995). Les cellules de la ceinture chorionique expriment a leur
surface une grande quantité d’antigénes du complexe majeur d’histocompatibilité de classe |
d’origine paternelle, avant et quelques jours aprés I'invasion de I'endométre (Crump et al,
1987; Donaldson et al, 1990; Donaldson et al, 1992; Donaldson et al, 1994). IIs induisent une
forte réaction humorale maternelle : la jument produit des anticorps spécifiques a chaque
étalon, en grande quantité, de 10 a 14 jours apres le début de linvasion, suivi d’'une
accumulation locale de lymphocytes, rejoints par des macrophages et des éosinophiles a
partir de 60-70 jpo. Les leucocytes forment une barriere séparant les tissus foetaux et
maternels et, aprés 70 jpo, ils envahissent les cupules dégénérescentes dont ils accélerent la
nécrose (Grunig et al, 1995; de Mestre et al, 2010). Les sécrétions des glandes utérines
forment avec les cellules des cupules nécrosées un coagulum contenant de fortes
concentrations d’eCG. Pour revue (Chavatte, 1995; Ginther, 1998; Allen et Stewart, 2001;
Bernardeau et al, 2008; Allen et Wilsher, 2009; Katila, 2011; Meira et al, 2012).

1.1.1.3.2. Trophoblaste non-invasif et placentation

Le trophoblaste non-invasif établit un contact stable et serré avec I'épithélium
endométrial a partir de 40jpo. Cest lI'implantation. Les villosités de I'allantochorion
s’emboitent dans les cryptes de I'endometre jusqu’a 60 jpo (Figure 5) (Silver et al, 1973;
Samuel et al, 1974; Steven et Samuel, 1975; Allen et al, 2004). Puis ces villosités
allantochorioniques et endométriales se ramifient intensément, deviennent plus longues et
plus profondes jusqu’a 120 jpo, formant les microcotylédons. Deux facteurs de croissance
seraient a I'origine de l'initiation de la placentation non-invasive a 40 jpo : I'EGF (epidermal
growth factor), sécrété par les glandes utérines et I'lGF-l (insulin-like growth factor-Il),
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sécrété par les tissus foetaux, en particulier le trophoblaste (Lennard et al, 1995; Lennard et
al, 1998).

Les microcotylédons sont les unités primaires d’échanges hémotrophiques du
placenta (Figure 6) (Samuel et al, 1975). Ils optimisent la surface microscopique de contact
entre les épithéliums foetal et maternel pour les échanges de nutriments, de gaz et de
déchets (Macdonald et al, 2000). Chaque microcotylédon est irrigué par une artere
maternelle et drainé par une veine placentaire, formant un systeme d’échange a contre-
courant (Samuel et al, 1975; Steven et Samuel, 1975). Les nutriments doivent traverser six
couches tissulaires et les échanges gazeux se font par différence de pression (Silver et
Comline, 1975). Les molécules de grande taille comme les anticorps, antigenes et la plupart
des bactéries et parasites ne peuvent pas traverser cette barriere placentaire, méme si les
virus et certaines toxines bactériennes suffisamment petites en sont capables. D’autre part,
les glandes utérines restent fonctionnelles tout au long de la gestation et sécretent le « lait
utérin ». Dans les espaces aréolaires qui se développent entre 40 et 80jpo, des
trophoblastes pseudo-stratifiés spécialisés dans [I'absorption de I'‘exsudat exocrine
constituent une forme de nutrition histotrophe du foetus (Figure 5 et 6) (Samuel et al, 1977).

Le placenta est qualifié de diffus car il est en contact avec I'endometre sur toute sa
surface et d’épithéliochorial car I'allantochorion est simplement en contact avec I'épithélium
endométrial. Les microcotylédons sont répartis sur toute la surface de l'allantochorion
hormis sur une petite surface appelée étoile cervicale. Pour revue (Chavatte, 1995; Allen et
Stewart, 2001; Allen et Wilsher, 2009).

1.1.1.4. Endocrinologie de la gestation et de la parturition

1.1.1.4.1. Maintien de la gestation

Les 14 premiers jours de la gestation ressemblent a la phase lutéale d’'une jument
cyclique, caractérisée par la sécrétion de progestérone par le corps jaune. En I'absence de
gestation, 'endomeétre produit vers 14-15 jpo une décharge de PGF,, (prostaglandine F,,)
qui provoque la lutéolyse et permet un nouvel cestrus (Ganjam et al, 1975). En cas de
gestation, la vésicule embryonnaire sécrete les PGF,, et PGE, (prostaglandine E,). La PGE,
initie le transport de I'ovocyte dans I'oviducte en induisant le relachement des muscles de
I'isthme (Weber et al, 1991). Les PGE, et PGF,, stimulent les contractions péristaltiques du
myometre et lui permettent de rester mobile dans I'ensemble de I'utérus jusqu’a 16-17 jpo
(Gastal et al, 1998; Stout et Allen, 2001, 2002). La mobilité de la vésicule embryonnaire
inhibe la décharge endométriale de PGF,,, assurant ainsi la reconnaissance maternelle de la
gestation et le maintien du corps jaune (Hershman et Douglas, 1979; Leith et Ginther, 1984).
La nature de ce signal chez la jument est encore mystérieuse. Cependant, comme le
conceptus porcin, le conceptus équin sécrete des cestrogenes des 12 jpo et il est suggéré
gue cette sécrétion constituerait le signal de reconnaissance de la gestation (Flood et al,
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1979; Zavy et al, 1979; Heap et al, 1982). De plus, la concentration en récepteurs de
I'ocytocine dans I'endometre est fortement diminuée entre 10 et 16 jpo, empéchant son
action lutéolytique via PGF,,. (Goff et al, 1987; Starbuck et al, 1998). Enfin, a 15 jpo, la
présence du conceptus bloque I'expression de COX-2 (cyclo-oxygénase 2), responsable de la
catalyse des acides arachidoniques libres qui sont ensuite oxydés en prostaglandines a
I'action lutéolytique (Boerboom et al, 2004; Rivera Del Alamo et al, 2008).

Imprégné par la progestérone du corps jaune primaire et par les oestrogénes sécrétés
des 12 jpo par la vésicule embryonnaire, I'utérus devient tonique et le conceptus se fixe a
16 jpo sans toutefois s’'implanter (Terqui et Palmer, 1979). L'implantation commence deés
40 jpo (§1.1.1.3.2). La sécrétion d’eCG par les cupules endométriales a partir de 35-42 jpo
augmente rapidement jusqu’a son niveau maximal entre 55 et 65 jpo, puis elle diminue
lentement jusqu’a 100-150 jpo (Figure 7). L'eCG est nécessaire au maintien du corps jaune
primaire de 35 a 120 jpo (Holtan et al, 1979). La sécrétion de progestérone par le corps jaune
primaire augmente de 35 a 40jpo jusqu’a ce que la sécrétion par les corps jaunes
secondaires (ovulations entre 40 et 70 jpo) et accessoires (lutéinisation de follicules
anovulatoires entre 40 et 150 jpo) - mis en place grace au contrdle de la FSH hypophysaire et
de I'eCG des cupules endométriales - devient significative (Daels et al, 1998; Saint-Dizier et
al, 2003; Saint-Dizier et al, 2004a; Saint-Dizier et al, 2004b). L’ensemble des corps jaunes
maintient une concentration sanguine maternelle en progestérone élevée (>10 ng/ml) et
assure le maintien de la gestation au cours des 5 premiers mois en réduisant le nombre de
jonctions serrées (gap junctions) et de récepteurs des hormones utérotoniques comme la
PGF,, et l'ocytocine dans le myometre (Pashen, 1984; Silver, 1994). Tous les corps jaunes
dégénerent vers 150-200 jpo: la concentration sanguine maternelle en progestérone
diminue a moins de 1 ng/ml (Figure 7) (Holtan et al, 1991). L'unité feeto-placentaire assure
alors seule la sécrétion progestative et le maintien de la gestation jusqu’a la parturition
(Squires et Ginther, 1975). En effet, elle synthétise et sécrete de grandes quantités de
progestagenes (surtout les 5a-prégnanes, métabolites de la prégnélonone issue de la
circulation foetale) au milieu et a la fin de la gestation (Holtan et al, 1979; Moss et al, 1979;
Hamon et al, 1991; Thorburn, 1993; Silver, 1994; Chavatte et al, 1997). Ces progestagénes
sont détectables chez la jument entre 30 et 60jpo et leur sécrétion augmente
progressivement jusqu’a 300 jpo, avec un pic (>200 ng/ml) 2-3 jours avant la parturition
(Figure 7) (Holtan et al, 1979). Parmi ces progestagénes, la 5a-dihydroprogestérone a une
forte affinité pour le récepteur a la progestérone et serait responsable de la quiescence
utérine (Hamon et al, 1991). Pour revue (Ginther, 1992b; Allen et Stewart, 2001; Blanchard et
al, 2005; Fowden et al, 2008; Allen et Wilsher, 2009).

1.1.1.4.2 Déclenchement de la parturition

La parturition se déroule en trois stades. Au stade |, les contractions utérines
permettent la rotation du foetus et la rupture de I'allantochorion au niveau du col (Jeffcott et
Rossdale, 1979). Au stade Il, le poulain est expulsé et le cordon ombilical se rompt. Au stade
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lll, les membranes fcetales sont expulsées (dans un délai de 30 minutes a 3 heures) : les
contractions du myometre, des extrémités des cornes utérines vers le col et I'invagination du
sac allantochorionique entrainent un détachement progressif des microcotylédons. Le
déclenchement de la parturition est une interaction complexe entre la jument et l'unité
foeto-placentaire (Rossdale et Silver, 1982; Silver, 1990; Ginther, 1998).

L'unité foeto-placentaire sécréte des progestagénes (Holtan et al, 1979; Moss et al,
1979; Hamon et al, 1991; Thorburn, 1993; Silver, 1994; Chavatte et al, 1997) et synthétise
des oestrogenes (cestrone, cestradiol, équiline et équilénine) par aromatisation des
androgenes produits par les gonades fcetales (Bhavnani et al, 1969, 1971; Bhavnani et Short,
1973; Tait et al, 1983; Mostl, 1994). Dans les 30 derniers jours de gestation, la concentration
sanguine maternelle en progestagénes augmente rapidement avec un pic 2-3 jours avant la
parturition (Figure 7) (Holtan et al, 1975; Moss et al, 1979; Pashen et Allen, 1979; Haluska et
Currie, 1988; Hamon et al, 1991; Holtan et al, 1991). Elle commence a diminuer 24 heures
avant la parturition et, a la naissance, ne représente plus que 10 a 25% de la concentration
maximale (Figure?7). La concentration sanguine maternelle en oestrogenes diminue
progressivement a partir de 200 jpo, puis brutalement apres la parturition (Figure 7) (Cox,
1975; Pashen, 1984). L'augmentation du rapport cestrogénes/progestagénes stimule
I’évolution du travail via la formation de jonctions gap dans le myomeétre. Pendant la
seconde moitié de la gestation, I'unité foeto-placentaire sécrete aussi la PGE, qui induit le
relachement du col utérin et la PGF,, qui stimule les contractions utérines en augmentant la
concentration intracellulaire en calcium des myocytes (Silver et al, 1979; Leadon et al, 1982;
Rigby et al, 1998). La concentration sanguine maternelle en PGF,, augmente
progressivement a l'approche du terme et jusqu’a 20-50 fois en cours de travail
(Figure 7). Les pics de «relargage » de PGF,, dans les jours suivant la parturition sont
attribués a l'involution utérine. Enfin, le placenta sécrete la relaxine dés 80 jpo. La
concentration sanguine maternelle en relaxine augmente jusqu’a des valeurs maximales au
cours du stade Il et diminue apres le stade Il (Figure 7). Dans les autres especes, la relaxine a
un effet relaxant sur les ligaments pelviens et sur le col. En synergie avec la 5a-
dihydroprogestérone, elle inhiberait les contractions spontanées du myomeétre (McKinnon et
al, 1992; Chavatte-Palmer et al, 2000b).

Le lobe postérieur de I'hypophyse maternelle sécrete de |‘ocytocine dont la
concentration augmente juste avant que l'allantochorion soit visible aux levres de la vulve
(Haluska et Currie, 1988; Vivrette et al, 2000). L’ocytocine serait 'initiateur du stade Il. En
synergie avec la PGF,q, elle stimule I'activité contractile du myometre et la sécrétion de
relaxine par le placenta au début du stade Il.

1.1.1.4.3. Adaptations physiologiques liées a la parturition
Le métabolisme maternel des glucides et en particulier la fonction des cellules
pancréatiques s’ajustent apres 270 jpo, avec une diminution de linsulinémie et de
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I’efficacité de I'insuline, une tendance a la diminution de la glycémie et une hypoglycémie a
jeun (corrélée a la sécrétion augmentée de PGF,,) (Fowden et al, 1984). Ces changements
permettent une disponibilité accrue de glucose pour le foetus. L'insuline est aussi détectée
dans le sang feetal en fin de gestation (Barnes et al, 1979; Fowden et al, 1980; Fowden et al,
1984).

Enfin, la survie du nouveau-né est liée a la maturité de ses glandes surrénales dont le
poids augmente pendant les 20 a 30 derniers jours de gestation, passant de 60 mg/kg a
300 jpo a 100 mg/kg a terme (Silver, 1990). La concentration sanguine foetale en cortisol
reste basse jusqu’a 4-5 jours avant la parturition et augmente exponentiellement dans les
dernieres 24-36 heures avant la naissance (Silver, 1990, 1994; Fowden et al, 1998). Le
cortisol est essentiel a la préparation du foetus pour la vie extra-utérine car il intervient dans
la maturation pulmonaire, la production de surfactant alvéolaire, la maturation fonctionnelle
des intestins et l'activation de systemes enzymatiques tels que la conversion des
progestagenes placentaires en cestrogénes (Nathanielsz et al, 1972; Rossdale et al, 1973;
Fowden et al, 1985; Han et al, 1995). Le passage d’'une dominance progestagénique a une
dominance cestrogénique déclenche la sécrétion utérine de PGF,, (Figure 7) et la premiere
phase du travail expulsif (Haluska et Currie, 1988; Silver, 1990). Associées au relachement du
col, les contractions du myometre permettent I'avancée du foetus dans le vagin : la dilatation
cervicale et vaginale induit a son tour la libération d’ocytocine (réflexe de Ferguson).

1.1.1.5. Effets des apports alimentaires sur la fertilité

Peu d’études font référence aux effets des apports alimentaires sur la jument gravide
per se. Le plus souvent, 'objet des travaux faisant varier la qualité et/ou les niveaux des
apports alimentaires de la jument gravide est d’en observer les effets chez les poulains. Ces
travaux seront rapportés plus loin (§1.3.3.3.3). Néanmoins, les juments présentant un état
corporel élevé sont plus fertiles. En effet, Henneke et ses collegues ont fait maigrir des
juments pendant le dernier trimestre de gestation et ont maintenu leur état corporel bas
pendant le premier trimestre de lactation. Aprés trois cycles, le taux de gestation de ces
juments était diminué de 50% a 30 jpo et de 75% a 90 jpo par rapport aux juments grasses
(note d’état corporel supérieure a 5 sur une échelle de 1 a 9) pendant le dernier trimestre de
gestation ou aux juments maigrissant pendant le dernier trimestre de gestation mais
redevenant grasses pendant le premier trimestre de lactation (Henneke et al, 1984). Ces
résultats ont été confirmés chez les juments de race Lusitanien puisque celles gagnant en
état corporel au moment de la conception étaient plus fertiles au cours de deux premiers
cycles postpartum (Fradinho et al, 2014). La fréquence de distribution des fourrages semble
aussi étre déterminante puisque le taux de gestation des juments Arabes est de 81 %
lorsqu’ils sont disponibles en continu (jour et nuit) et de seulement 55% lorsqu’ils ne sont
disponibles que la nuit (Benhajali et al, 2013).
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1.1.2. Physiologie normale de la jument allaitante
1.1.2.1. Lactogeneése, galactopoiése et éjection du lait

La mamelle de la jument est composée de quatre glandes et de deux trayons, chacun
desservi par deux citernes. Le lait est sécrété par des cellules épithéliales spécialisées
organisées en alvéoles qui s’ouvrent sur de petits canaux. Les alvéoles sont groupés en
lobules formant le tissu sécrétoire. Elles sont entourées de cellules myoépithéliales
responsables de |'éjection du lait. Les petits canaux rejoignent de grands canaux qui
convergent vers les citernes (Figure 8). La mamelle évolue en trois phases sous contréle
hormonal voire neuroendocrine : croissance pendant la gestation, sécrétion pendant la
lactation et involution aprés le sevrage. La lactation consiste en trois phases successives :
lactogenése, galactopoiese et éjection du lait.

La lactogenese correspond a la sécrétion initiale de lait. Elle résulte en la production
de colostrum dans les glandes mammaires juste avant la parturition. La concentration en
progestagenes, d’abord élevée (§1.1.1.4.2), induit le développement du tissu sécrétoire aux
dépens du tissu adipeux, tout en inhibant la sécrétion de lait. Puis la diminution de la
concentration en progestagénes 24 heures avant la parturition (§1.1.1.4.2) léve cette
inhibition (Mepham, 1987; Chavatte-Palmer et al, 2000a; Chavatte-Palmer et al, 2000b). La
lactogenése est aussi sous le contréle de la prolactine, sécrétée par I’hypophyse antérieure
et dont la concentration augmente a l'approche de la parturition avec un pic dans la
premiere semaine de lactation (Worthy et al, 1986; Neuschaefer et al, 1991; Aurich et al,
2001; Heidler et al, 2003). Cette sécrétion accrue de prolactine est associée a une diminution
de la concentration en GH (growth hormone) pendant les 5 derniéres semaines de gestation
et pendant la lactation, ainsi qu’a une augmentation progressive de la concentration en IGF-I
(insulin-like growth factor-I) avec un pic a la parturition (Figure 9) (Heidler et al, 2003). Le
terme galactopoiése désigne le maintien de la sécrétion de lait, sous le controle de la
prolactine dont la concentration reste élevée pendant les deux a 3 premiers mois de
lactation (Figure 9) (Nett et al, 1975; Neuschaefer et al, 1991; Aurich et al, 2001; Heidler et
al, 2003; Elefteriou et al, 2005).

L’éjection du lait est sous contréle neuroendocrine. La tétée du poulain stimule
mécaniquement les terminaisons nerveuses dans les trayons. A I'échelle locale, I'activation
de cette voie nerveuse cause la contraction des cellules myoépithéliales. Elle stimule aussi le
noyau paraventriculaire de I’hypophyse maternelle. Ce dernier active la sécrétion
d’ocytocine par I’hypophyse postérieure (Sharma, 1974). A I'échelle de la glande mammaire,
I'ocytocine stimule la contraction des cellules myoépithéliales, expulsant le lait hors des
alvéoles dans les canaux et jusque dans les citernes. Ainsi, a chaque pression, le poulain
obtient le lait de la citerne et induit un réflexe d’éjection qui remplit la citerne de novo
(Ellendorff et Schams, 1988; Davies Morel, 2008). Lorsque la demande du poulain diminue a
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partir du 3 mois de lactation, I'accumulation de lait augmente la pression alvéolaire
(Ellendorff et Schams, 1988). La mamelle s’engage alors dans un processus d’involution : le
tissu mammaire est remplacé par du tissu conjonctif et adipeux (Martin-Rosset, 2012). Pour

revue (McKinnon et Voss, 1992; Chavatte, 1997; Davies Morel, 2008).

1.1.2.2. Production laitiére

En I'absence d’intervention humaine, la lactation dure 1 an. Quelques cas de poulains
sous la mere agés de 2 a 3 ans sont décrits, mais en France, les chevaux de course sont
sevrés vers 5-6 mois et les chevaux de selle ou destinés a la production de viande sont sevrés
vers 7-8 mois (Doreau et Boulot, 1989b). Pendant la premiére semaine de lactation, le
poulain téte jusqu’a quatre fois/heure. A 10 semaines de lactation, il ne téte plus qu’une
fois/heure. Si la fréquence diminue, la quantité ingérée a chaque tétée augmente.

Quelques données sur la production laitiere des juments allaitantes sont disponibles.
Les rendements cités ici, mesurés sur I'ensemble de la lactation, sont des moyennes. Des
rendements de 2 600 kg, de 1 500 a 2 300 kg et de 1 700 kg sont rapportés respectivement
pour la jument de trait, la jument de selle et la ponette (von Neseni et al, 1958; Bouwman et
van der Schee, 1978; Gibbs et al, 1982). La production laitiére journaliére varie beaucoup
selon les études, mais elle est généralement comprise entre 10 et 30 kg/jour (Doreau et
Boulot, 1989b). Lorsqu’elle est rapportée au poids vif de la jument, la production laitiere est
de 2 a 3,5 kg/100 kg de poids vif chez les juments de trait et de selle (Doreau et al, 1986;
Doreau et Boulot, 1989b). Elle serait plus importante chez les ponettes avec 5 kg/100 kg de
poids vif (von Neseni et al, 1958). Cela correspond a une production de 14 a 24,5 kg/jour
pour une jument de trait de 700 kg, de 10 a 17,5 kg/jour pour une jument de selle de 500 kg
et de 15 kg/jour pour une ponette de 300 kg (Martin-Rosset, 2012).

La production laitiére refléte la demande, donc la taille du poulain. Ainsi, la sécrétion
de lait continue d’augmenter tant que le poulain grandit jusqu’a 2-3 mois de lactation ou elle
est maximale. Elle atteint alors 10 a 18 kg/jour pour une jument Pur-Sang et 12 kg/jour pour
une ponette (von Neseni et al, 1958; Bouwman et van der Schee, 1978; Doreau et al, 1982;
Gibbs et al, 1982; Oftedal et al, 1983; Doreau et al, 1986; Doreau et al, 1990). La demande
du poulain diminue aprés 3 mois de lactation, age a partir duquel I'alimentation lactée est
complétée de maniére significative par le paturage, les concentrés et/ou le foin. Pour revue
(Davies Morel, 2008; Martin-Rosset, 2012).

Plusieurs études soulignent une augmentation du potentiel de lactation jusqu’a I'age
de 11 a 15ans et la production laitiere augmenterait entre la premiere et la seconde
lactation, ainsi qu’entre la seconde et la troisieme lactation (Doreau et Boulot, 1989b, a).
Puis le potentiel de lactation diminuerait a cause de changements morphologiques de la
mamelle, ainsi que le nombre et I'activité des cellules sécrétrices.
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Eau (%)

Matiere grasse (g/kg)
Energie (kcal/kg)
Protéines (g/kg)
Lactose (g/kg)
Matiére séche (g/kg)
Ca (mg/kg)

P (mg/kg)

Mg (mg/kg)
Potassium (mg/kg)
Sodium (mg/kg)
Cuivre (mg/kg)

Zinc (mg/kg)

89
6-20
460-600
19-40
51-69

0,6-3

600-1200
230-800
30-100
400-700
160-246
200-450
1800-2500

Tableau 1. Composition moyenne du lait au cours de la lactation de la jument (d’aprés Davies Morel, 2008).
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Figure 10. Variations de la composition du lait de jument en cours de lactation. A. Matiére grasse, B. Matiére
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azotée totale, C. Lactose (d’aprés une métanalyse de Doreau et Boulot, 1989).
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1.1.2.3. Composition du colostrum et du lait

1.1.2.3.1. Colostrum

Le colostrum, produit en fin de gestation, est la premiére sécrétion lactée ingérée par
le poulain. Il est sécrété environ pendant les premiéres 24 heures et est progressivement
remplacé par le lait. Le colostrum contient des cellules (lymphocytes, macrophages et
neutrophiles) et des substances solubles (enzymes, hormones, facteurs de croissance,
cytokines et surtout immunoglobulines Ig). La prise colostrale débute 1 a 3 heures
postpartum et les Ig maternelles sont détectés dans le sang du poulain dés 6 heures
postpartum. La demi-vie des Ig maternelles est de 20-30 jours dans le sang du poulain. Ces
macromolécules sont absorbées par des entérocytes spécialisés de I'intestin gréle via un
mécanisme de pinocytose. Leur absorption est maximale immédiatement aprés la naissance,
décroit rapidement jusqu’a moins de 1% a 20 heures et cesse vers 24 heures postpartum. Ce
phénomeéne est lié au turnover rapide de ces entérocytes spécialisés. Il serait induit par la
concentration importante en cortisol pendant les 24 premiéres heures postpartum (Jeffcott,
1971; Nathanielsz et al, 1972; Jeffcott, 1974b, a; LeBlanc, 2001).

Ainsi, le colostrum est particulierement riche en matiére azotée totale (13,5%),
constituée jusqu’a 80% d’lg, principalement des IgG, mais aussi des IgA et des IgM (von
Neseni et al, 1958; Rouse et Ingram, 1970; Pearson et al, 1984; Kohn et al, 1989; Lavoie et al,
1989; McKinnon et Voss, 1992). Dans les 24-96 premieres heures postpartum, la teneur en
matiere azotée totale diminue progressivement tandis que la teneur en matieére grasse
augmente (Ullrey et al, 1966). Pour revue (McKinnon et Voss, 1992; Davies Morel, 2008).

1.1.2.3.2. Matiére grasse et énergie du lait

La teneur en matiere grasse (MG) du lait de jument varie de 0 a 7,9% (Tableau 1) (von
Neseni et al, 1958; Neuhaus, 1959; Doreau et Boulot, 1989b). La MG du lait est organisée en
globules de 2-3 um. Elle est riche en acides gras libres (79% de la MG) et en phospholipides
(5a19% de la MG) (Doreau et Boulot, 1989b). Le lait de jument est particulierement riche en
acides linolénique et linoléique du fait de I'absence d’hydrogénation des acides gras dans le
tractus digestif maternel avant absorption. De plus, les chevaux consomment principalement
des fourrages et des concentrés, respectivement riches en chacun de ces acides gras. La
mamelle synthétise aussi des acides gras de novo. Cette pauvreté en MG fait du lait de
jument un lait pauvre en énergie brute avec 500 a 600 kcal/kg (Tableau 1) (Doreau et al,
1988c). La teneur en MG diminue plus ou moins vite selon les études, de 15-25 g/kg a 5-
15 g/kg du début a la fin de la lactation (Figure 10) (Smolders et al, 1990). Pour revue
(Doreau et Boulot, 1989b; Martin-Rosset, 2012).

1.1.2.3.3. Matieére azotée totale du lait
La teneur en matiére azotée totale (MAT) du lait de jument varie de 1,7 a 3,0%
(Tableau 1) (von Neseni et al, 1958). La MAT provient de la dégradation de I'azote dans le
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gros intestin et se compose principalement d’azote non-protéique (environ 10% de la MAT),
de caséines (<50%) et de lactosérum. L'azote non-protéique est constitué d’une part
importante d’'urée (38 a 51%) et d’acides aminés libres, le lait de jument étant riche en
sérine et en acide glutamique (Doreau et al, 1988b; Doreau et Boulot, 1989b). Les caséines
ont plusieurs fonctions. Primo, sous l'effet du pH stomacal acide, elles forment des
caséinates de calcium qui facilitent la digestion des protéines. Secundo, elles contiennent
des acides aminés essentiels. Tertio, elles interviennent dans le transfert des minéraux de la
jument au poulain puisqu’elles s’associent a des ions calcium, phosphore et magnésium.
Apres la prise colostrale, le lactosérum est constitué d'immunoglobulines (Ig, 11 a 21%) et
surtout de lactalbumines a (26 a 50%) et de lactoglobulines B (28 a 60%) spécifiques du lait,
mais aussi de sérum albumines (2 a 15%) et de sérum globulines (11 a 21%) qui se trouvent
aussi dans le sang (Gibbs et al, 1982; Doreau et Boulot, 1989b; Davies Morel, 2008). La
teneur en MAT diminue rapidement jusqu’a 2 mois de lactation, de 25-30g/kg a 5-10 g/kg du
début a la fin de la lactation (Figure 10) (Smolders et al, 1990). Quelques études montrent
une diminution de la teneur en protéines quand la jument vieillit, ainsi que lorsque la parité
augmente. La teneur en protéines serait plus forte lors de la premiére lactation que lors de
la seconde (Gibbs et al, 1982). Pour revue (Boulot, 1987; Doreau et Boulot, 1989b; Martin-
Rosset, 2012).

1.1.2.3.4. Glucides du lait

Les glucides du lait sont presque exclusivement constitués de lactose, avec une
teneur de 5,9 a 7,7% (Tableau 1) (von Neseni et al, 1958; Doreau et Boulot, 1989b). Le
lactose provient du glucose absorbé dans I'intestin gréle (Martin-Rosset, 2012). A contrario
des teneurs en MG et MAT, la teneur en lactose augmente en cours de lactation et atteint
un plateau de 55-65 g/kg a 3 mois de lactation (Figure 10) (Smolders et al, 1990). Quelques
études montrent une diminution de la teneur en lactose quand la jument vieillit, ainsi que
lorsque la parité augmente (Gibbs et al, 1982). Pour revue (Boulot, 1987; Doreau et Boulot,
1989b; Martin-Rosset, 2012).

1.1.2.3.5. Matiére séche, minéraux et vitamines du lait

Le lait de jument est pauvre en matiere seche (Mepham, 1987) et contient seulement
5 g/kg de minéraux (Tableau 1), mais sa teneur en vitamine C est importante (Schryver et al,
1986a; Schryver et al, 1986b). Pour revue (Doreau et Boulot, 1989b; Davies Morel, 2008).

1.1.2.4. Effets des apports alimentaires sur la quantité et la qualité du lait

1.1.2.4.1. Effets des apports alimentaires sur la production laitiére

Le niveau d’énergie de la ration en début de lactation aurait un effet positif sur la
croissance du poulain et sur la production laitiere quand I'état corporel de la jument a la
parturition est satisfaisant (Sutton et al, 1977; Jordan, 1979; Doreau et al, 1988a). De méme
la supplémentation avec des concentrés de la jument au paturage stimulerait la production
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laitiere (Doreau et Boulot, 1989b). D’autre part, une ration limitée en glucose absorbable
n’affecterait pas la production laitiére (Doreau et al, 1986), malgré les besoins élevés en
glucose pour la synthése de lactose. Ces études sont difficiles a comparer car elles
confondent les effets du niveau d’énergie et du niveau d’amidon de la ration, les résultats
dépendant de la couverture des besoins et des réserves corporelles de la jument. En effet,
chez la jument, la reconstitution des réserves corporelles est prioritaire sur la lactation : chez
les juments maigres, prés de 30% de |'énergie permet le dépot des réserves, tandis que chez
les juments grasses, une part plus importante de I'énergie est utilisée pour la synthéese des
lipides du lait (Figure 11) (Doreau, 1994).

La croissance du poulain est souvent utilisée comme marqueur de la production
laitiere. Le niveau des apports azotés de la ration aurait aussi un impact sur la production
laitiere. La restriction de la MAT (11 versus 14% de la ration) a niveau d’énergie égal ralentit
la croissance du poulain (Gill et al, 1983) et la restriction des matiéres azotées digestibles
(60% versus 100% des besoins) a niveau d’énergie égal diminue le gain de poids du poulain
(-200g/jour) (Doreau et al, 1988b). Ces restrictions stimuleraient donc la production laitiére,
ce qui expliguerait la forte réduction de la teneur en MAT du lait (Doreau et al, 1988b).

L’alimentation en fin de gestation affecterait aussi la production laitiere via le
métabolisme de la glande mammaire. Dans certains cas, la restriction des apports
énergétiques en fin de gestation (55 a 80% des besoins) est sans effet sur le poids et la santé
du poulain a la naissance (Banach et Evans, 1981; Henneke et al, 1981; Boulot, 1987). En
revanche, la surnutrition des juments en fin de gestation pourrait augmenter la croissance
du poulain en cas de restriction nutritionnelle pendant la lactation (Goater et al, 1981).

1.1.2.4.2. Effets des apports alimentaires sur la composition du lait

Une augmentation de I'énergie digestible et de I'azote (environ 85 et 100% des
besoins) n’affecte ni la teneur en MG, ni la teneur en lactose, ni la teneur en minéraux, mais
diminue la teneur en protéines du lait (Sutton et al, 1977). Une augmentation de I'énergie
digestible (80, 100 et 125% des besoins) avec un apport azoté optimal n’affecte pas la teneur
en lactose, mais diminue la teneur en MG et protéines (Pagan et Hintz, 1984). Enfin, une
augmentation de |'énergie digestible et de I'azote (deux rations supérieures aux besoins
différentes par leurs proportions en fourrages et concentrés) augmente la teneur en lactose
mais diminue la teneur en protéines et en MG du lait (Doreau et al, 1992). Ainsi, la teneur en
protéines diminuerait quand I'apport énergétique de la ration augmente. La teneur en MG
diminuerait quand la proportion de concentrés dans la ration augmente, mais aussi quand la
part de lipides dans la ration augmente (Davison et al, 1987). En revanche, plus la jument est
grasse a la parturition, plus le lait est riche en MG (Doreau et al, 1988a). Ces observations
doivent étre confirmées. La teneur en lactose du lait varie peu avec I'alimentation. Elle est
plus faible avec un régime riche en foin qu’avec un régime riche en concentrés (Doreau et al,
1992), le déficit en glucose absorbé di a I'absence de céréales dans la ration limitant la
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synthese de lactose. Enfin, aucune supplémentation en cuivre, zinc ou fer ne modifie la
teneur du lait en ces éléments (Martin-Rosset, 2012).

1.1.3. Croissance et développement normaux du poulain
1.1.3.1. Croissance et développement

A la naissance, le poulain pése de 18 kg chez le poney Shetland a 75 kg chez certaines
races de trait. Ce poids de naissance représente 8 a 12% du poids vif de la jument selon les
races : plus la race est de petit format, plus ce rapport est élevé. Le poids vif du poulain
double au cours du premier mois (Martin-Rosset, 1983). Au sevrage (traditionnellement a
6-8 mois) et a 1 an, le poulain atteint respectivement 45 et 65% de son poids vif adulte et
respectivement 80 et 88% de sa hauteur au garrot finale (Figure 12). La croissance
longitudinale des os étant importante, a 1 an, le poulain s’inscrit dans un rectangle vertical
(Green, 1969). Entre 1 et 2 ans, il se développe en longueur et en largeur et atteint 75% de
son poids vif adulte, définitivement acquis entre 3 et 5 ans selon les races. Il s’inscrit alors
dans un carré. Aprés 2 ans, la longueur du corps augmente de 60% jusqu’a I’age adulte vers
3-4 ans pour les races de course et 4-5 ans pour les races de sport-loisir et le cheval s’inscrit
dans un rectangle couché (Martin-Rosset, 1983).

Ainsi, entre la naissance et le sevrage, le gain moyen quotidien (GMQ) est de
950 g/jour pour les races de selle et de 1 450 g/jour pour les races de trait et la hauteur au
garrot augmente en moyenne de 5 cm/mois pour les races de selle. Entre le sevrage et 1 an,
le GMQ varie de 600 g/jour pour les races de selle a 1 600 g/jour pour les races de trait et la
croissance en taille n’est plus que de 2 cm/mois pour les races de selle (Olofsson et Thomke,
1963; Martin-Rosset et Jussiaux, 1977). Entre 1 et 2 ans, le GMQ diminue progressivement et
le périmétre thoracique et la largeur des épaules augmentent de 65%, ainsi que la longueur
du corps dans une moindre mesure. Apres 2ans, la croissance est ralentie de
150 a 300 g/jour jusqu’a I’age adulte (Figure 12).

Le squelette a un développement pondéral plus précoce que les tissus musculaires et
adipeux, avec un gradient de croissance relative marqué de |'extrémité des membres (en
particulier du canon) vers les ceintures et la colonne vertébrale au développement plus
tardif. Les parties intermédiaires des membres ont un développement moyen (Figure 13)
(Martin-Rosset et al, 1980; Martin-Rosset, 2005). Pour revue (Martin-Rosset, 2012).

1.1.3.2. Facteurs de variation de la croissance et du développement
1.1.3.2.1. Race

La génétique de lindividu détermine son format. Son héritabilité est de 0,35
(Langlois, 1973), ce coefficient variant de 0,12 a 0,63 selon le paramétre considéré (hauteur
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Race de la jument Race de I'étalon Poids de naissance (kg) Référence
Shetland Shire 17
Shire Shetland 53 Walton et Hammond,
Shetland Shetland 17 1938
Shire Shire 70
Shetland Mecklenbourg 27
Mecklenbourg Shetland 48
Flade, 1965
Shetland Shetland 21
Mecklenbourg Mecklenbourg 60

Tableau 2. Effet du format de la jument sur le poids vif du poulain a la naissance (d’apres Walton et Hammond,
1938 et Flade, 1965 dans Martin-Rosset, 2012).

Ardennais Boulonnais Bretons Comtois Percherons
n=13 n=15 n=13 n=17 n=15
Coefficient d’allométrie par rapport au poids vif vide
Carcasse 0,993 1,000 1,000 1,001 1,003
Muscles 0,985° 1,022° 1,006 0,970 1,019
Tissu adipeux 1,106° 0,784° 0,998 1,320 0,864
Os 0,968° 1,064 1,040% 0,915 1,057
Composition de la carcasse a un poids de 356 kg (%)
Muscle 69,2 71,9 70,8 68,2 71,7
Tissu adipeux 11,9 8,6 10,8 14,2 9,3
Os 14,8 16,3 15,3 14,0 16,2

Tableau 3. Variation de la croissance relative des tissus chez différentes races de trait entre 12 et 30 mois. Au
sein d’'une méme ligne, les valeurs avec des exposants différents (a, b, c, d) sont significativement différentes

(p<0,05) (d’aprés Martin-Rosset et al, 1983 dans Martin-Rosset, 2012).
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au garrot, périmetre thoracique ou encore périmétre du canon). Les chevaux lourds sont
plus tardifs que les chevaux légers : le cheval arabe est plus tardif que le Pur-Sang anglais et,
de maniere générale, les chevaux de sport et loisirs (Selle Frangais et Anglo-Arabe) sont plus
tardifs que les chevaux de course (Pur-Sang et Trotteurs) (Martin-Rosset, 1983; Heugebaert
et al, 2009). Cet effet génétique est modulé par le format maternel, responsable de 12% de
la variation du poids de naissance (Langlois, 1973), comme démontré par des croisements
réciproques entre des races de tailles différentes (§1.3.3.3.1) (Tableau 2) (Walton et
Hammond, 1938; Flade, 1965).

Le GMQ est corrélé au format adulte de la race. Il est de 0,25, 1 et 1,3 kg/jour entre
6 et 18 mois, respectivement chez les poneys (250 kg adulte), les chevaux de selle (450 kg
adulte) et les chevaux de trait (900 kg adulte). Les variations intra-races sont plus limitées
(de 15 a 20%) et leur héritabilité n’est pas encore évaluée (Martin-Rosset, 2012).

La carcasse de chevaux de trait de races différentes, engraissés puis abattus au méme
age entre 12 et 30 mois, est plus lourde chez les chevaux de trés grand format (percherons
de 407 kg) que chez les chevaux de plus petit format (Comtois, Ardennais, Boulonnais et
Bretons de 339 a 363 kg). De plus, la carcasse des chevaux Comtois et Ardennais est plus
grasse (11,9 et 14,2% de tissu adipeux) et a moins de tissu musculaire (69,2 et 68,2%) que
celle des autres chevaux (8,6 a 10,8% de tissu adipeux et 70,8 a 71,9% de tissu musculaire),
la croissance relative de ces tissus variant d’'une race a I'autre (Tableau 3) (Martin-Rosset et
al, 1983). C'est ainsi que des chevaux de races différentes atteignent des états
d’engraissement similaires pour des poids différents. Ces différences sont plus limitées chez
les races légeres, au moins pour le muscle (Gunn, 1975). Pour revue (Martin-Rosset, 2012).

1.1.3.2.2. Sexe

A la naissance, chez le Pur-Sang anglais, les pouliches sont plus |égéres et présentent
une hauteur au garrot et un périmetre du canon plus petits (Hintz, 1978). Chez le trait belge,
elles seraient plus légeres de 2,5 a 3,5 kg que les males (Martin-Rosset, 1983). Quelle que
soit la race, les pouliches atteignent leur taille adulte plus précocement que les males (2,5
versus 3-4 ans) (Marcq et al, 1956; Heird, 1973), mais des différences existent entre les
régions du corps. Jusqu’a 1 an, les pouliches ont un développement plus rapide du poitrail et
de la croupe, de la hauteur au garrot et du poitrail et du périmétre thoracique, tandis que les
males ont un développement plus rapide des membres antérieurs (Heird, 1973). De plus, les
pouliches auraient un canon de périmetre restreint par rapport aux males Demi-Sang
polonais et Pur-Sang arabes a partir de 1,5 ans et par rapport aux males traits belges a partir
de 2,5-3 ans (Olsson, 1952; Martin-Rosset et Jussiaux, 1977; Martin-Rosset, 1983).

Chez les races de trait, la carcasse des males entre 12 et 30 mois est 10% plus lourde,
moins grasse et a plus de tissu musculaire que celle des pouliches. La croissance relative du
tissu adipeux est similaire entre les males et les pouliches et celle du tissu musculaire est
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Males Femelles
Coefficient d’allométrie par rapport au poids vif vide
Carcasse 1,04 1,04
Muscles 0,91° 1,04°
Tissu adipeux 2,13 2,13
Os 0,71 0,71
Composition de la carcasse a un poids de 356 kg (%)
Muscle 70,7 70,0
Tissu adipeux 9,4 12,3
Os 15,7 14,9

Tableau 4. Variations de la croissance relative des tissus chez les males (n=39) et les femelles (n=34) de

différentes race trait entre 12 et 30 mois. Au sein d’'une méme ligne, les valeurs avec des exposants différents

(a, b, c, d) sont significativement différentes (p<0,05) (d’aprés Martin-Rosset et al, 1983 et Martin-Rosset,

2012).
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plus importante chez les pouliches (Tableau 4) (Martin-Rosset et al, 1983). Pour revue
(Martin-Rosset, 2012).

1.1.3.3. Croissance des os longs et maturation de I’articulation

1.1.3.3.1. Ossification enchondrale

Pendant le développement intra-utérin, le centre d’ossification primaire s’étend vers
les extrémités de la matrice cartilagineuse grace aux ostéoclastes qui résorbent la matrice
extracellulaire et aux ostéoblastes qui déposent la matrice osseuse. Dans les os longs, des
centres d’ossification secondaires se forment aux extrémités de la matrice cartilagineuse.
Ainsi, a la naissance du poulain, le tissu cartilagineux des os longs est completement
transformé en tissu osseux sauf en deux sites : le cartilage articulaire qui assure la mobilité
de l'articulation et le cartilage de croissance (Figure 14). Le cartilage de croissance est
constitué par la plague de croissance de part et d’autre du centre d’ossification primaire,
responsable de la croissance longitudinale des os, ainsi que par le cartilage épiphysaire entre
le centre d’ossification secondaire et le cartilage articulaire, qui forme I'extrémité des os. Le
cartilage de croissance est remplacé par I'os via un processus séquentiel : |'ossification
enchondrale.

Le cartilage de croissance est composé de chondrocytes organisés en quatre zones
(Figure 15). D’abord au repos (zone de réserve) (Kember, 1971; Abad et al, 2002), ils se
divisent rapidement (zone de prolifération) et s’organisent en colonnes dans |'axe de I'os
(dans la plaque de croissance) ou en clusters (dans le cartilage épiphysaire) (Kember, 1971;
Byers et Brown, 2006). Puis, les chondrocytes hypertrophiés et différenciés sécretent une
matrice extracellulaire tres spécialisée (dont les collagenes de type Il, IX et X et des
protéoglycanes) qui permet la minéralisation du cartilage servant de support a la formation
osseuse par les ostéoblastes (Farnum et Wilsman, 1989b). Ce stade s’accompagne d’une
augmentation de la concentration intracellulaire en calcium, essentielle a la production de
vésicules matricielles par les chondrocytes. Ces vésicules ont une membrane riche en
annexines qui permettent I'absorption du calcium (Kirsch et al, 2000; Wang et Kirsch, 2002;
Anderson, 2003; Wang et al, 2003). Elles sécretent des phosphates calciques et de
I’hydroxyapatite qui minéralisent la matrice. Ce processus, combiné a la faible pression en
oxygene et a la sécrétion de VEGF (vascular endothelial growth factor) et bFGF (basic
fibroblast growth factor) par les chondrocytes, attire les vaisseaux sanguins du centre
d’ossification (primaire pour la plague de croissance, secondaire pour le cartilage
épiphysaire) (Baron et al, 1994b; Gerber et al, 1999; Schipani et al, 2001). Puis, I'apoptose
des chondrocytes laisse des lacunes dont les parois transverses et longitudinales sont
résorbées par les chondroclastes ou les ostéoclastes du centre d’ossification (Farnum et
Wilsman, 1989a; Lewinson et Silbermann, 1992; Lee et al, 1995; Vu et al, 1998).
Simultanément, au front d’ossification, les ostéoblastes déposent la matrice osseuse.
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devient de plus en plus fin (d’aprés Ytrehus et
al, 2007).
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Ainsi, la croissance longitudinale de I'os est le résultat de la prolifération puis de la
différenciation des chondrocytes de la plague de croissance. La maturité du squelette est
atteinte quand les centres d’ossification primaire et secondaire se rencontrent, scellant la
plaque de croissance (Figure 15). La fermeture de la plaque de croissance serait en partie
liée a un processus de sénescence intrinseque aux chondrocytes de la zone de réserve qui
auraient une capacité de prolifération limitée s’épuisant au cours de ['ossification
enchondrale (Baron et al, 1994a; Gafni et al, 2001; Weise et al, 2001; Nilsson et Baron, 2005;
Nilsson et al, 2005b). Pour revue (van der Eerden et al, 2003; Nilsson et al, 2005a; Ytrehus et
al, 2007; Mackie et al, 2011).

1.1.3.3.2. Contréle endocrine de I'ossification enchondrale

Les principales hormones controlant la croissance longitudinale des os sont la GH,
I'lGF-l, les hormones thyroidiennes Ts; et T, (triiodothyronine et thyroxine), les
glucocorticoides et, a la puberté, les stéroides sexuels (androgénes et cestrogénes). Les
données proviennent essentiellement de I'étude des pathologies humaines (déficiences,
résistances et excés hormonaux), de I'étude des modeles animaux (ablation des glandes,
administration d’hormones, invalidation de genes) et toujours de la plaque de croissance.

Avant la naissance, I'|GF-I et I'lGF-lIl modulent la croissance indépendamment de la
GH (Baker et al, 1993; Woods et al, 1996). Aprés la naissance, la GH et I'lGF-I sont les
principaux régulateurs de la croissance longitudinale des os. La sécrétion hypophysaire de
GH est pulsatile (Veldhuis, 1998) et étroitement controlée par la sécrétion hypothalamique
de GHRH (GH releasing hormone) stimulante et de GHIH (GH inhibiting hormone) inhibitrice.
La GH stimule la synthése hépatique d’IGF-I (Salmon et Daughaday, 1957; Daughaday et al,
1972) qui active la prolifération des chondrocytes. Elle agit aussi directement via GHR (GH
receptor) sur les chondrocytes de la zone de réserve qui sécretent I'lGF-1, alors facteur
auto/paracrine d’hypertrophie et de différentiation (Isaksson et al, 1982; Russell et Spencer,
1985; Nilsson et al, 1986; Schlechter et al, 1986; Isaksson et al, 1987; Barnard et al, 1988;
Isgaard et al, 1988; Ohlsson et al, 1992b; Werther et al, 1993; Hunziker et al, 1994; Wang et
al, 1999; Le Roith et al, 2001; Gevers et al, 2002).

Outre la GH, la T3 et son précurseur T4 sont essentiels a la maturation normale de
I'os. Elles affectent indirectement la croissance longitudinale des os via la GH, mais aussi
directement via TRy et TRgy (T3 receptors al et 81) sur les chondrocytes des zones de
réserve et de prolifération (Ballock et al, 1999; Gauthier et al, 1999; Gothe et al, 1999). La T
stimule le recrutement des cellules entre ces deux zones, facilite leur différenciation (Burch
et Van Wyk, 1987; Lewinson et al, 1994; Wakita et al, 1998), stimule I'expression locale
d’IGF-I via la régulation de I'expression de GHR (Burch et Van Wyk, 1987; Ohlsson et al,
1992a; Tsukada et al, 1998; Kindblom et al, 2001). Son précurseur T, stimule aussi la
prolifération et la différentiation des chondrocytes et induit I'expression des collagenes de
type Il et X, l'activité de la phosphatase alcaline (marqueur de la différentiation) et

|3o



Poids vif (kg)
600

550

500

450

4004

350

T
6 12 18 24 30 36 42 Age (mois)
1H 2°H 3*H Hiver (H)
1 Eté 2 Eté 3 Eté

Figure 16. Effet du niveau des apports alimentaires (80, 90, 100 ou 120% des besoins) sur le poids vif de
poulains de race selle au cours de trois hivers (H) entre 6 mois (sevrage) et 42 mois (d’apres Bigot et al, 1987 et
Trillaud-Geyl et al, 1990 dans Martin-Rosset, 2012).
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I’hypertrophie des chondrocytes (Smeets et van Buul-Offers, 1986; Ohlsson et al, 19923;
Okubo et Reddi, 2003).

Les glucocorticoides inhibent la prolifération des chondrocytes et la synthese de
matrice extracellulaire via GR (glucocorticoids receptor) sur les chondrocytes de la zone de
prolifération et d’hypertrophie (Allen, 1996; Silvestrini et al, 1999; Abu et al, 2000; Silvestrini
et al, 2000; Chrysis et al, 2003). lls inhibent aussi la croissance en modulant le systéme
GH/IGF-I a différents niveaux. Outre leur action inhibitrice sur la sécrétion hypophysaire de
GH, les glucocorticoides diminuent I'expression de GHR, IGF-I et IGF-IR (IGF-I receptor) et
diminuent la synthése d’ADN dans les chondrocytes. Ils diminuent aussi I'expression
d’IGFBP-5 (IGF binding protein), médiateur de |'activité mitogene d’IGF-I, et augmentent
celle d’IGFBP-3, inhibiteur de la croissance (Luo et Murphy, 1989; Itagane et al, 1991; Smink
et al, 2002; Smink et al, 2003). Les glucocorticoides modulent aussi les concentrations en T3
et T, en régulant I'activité de la déiodinase dans les reins et le foie et son expression dans les
chondrocytes (Heyma et Larkins, 1982; Cavalieri et al, 1984; Miura et al, 2002).

Les oestrogénes inhibent la croissance longitudinale des os en induisant la fermeture
de la plaque de croissance, indépendamment de la GH. lls diminuent la synthése de matrice
extracellulaire et modulent I'activité des chondrocytes via ER, (estrogens receptor) et ERg
(Braidman et al, 1995; Kusec et al, 1998; Kennedy et al, 1999; Nilsson et al, 1999; Nilsson et
al, 2002; van der Eerden et al, 2002; Nilsson et al, 2003; Chagin et al, 2004). A contrario, les
androgenes stimulent la croissance longitudinale des os via AR (androgens receptor) sur les
chondrocytes de la zone d’hypertrophie (Abu et al, 1997) en augmentant I'expression d’IGF-|
et d'IGF-IR (Maor et al, 1999; Zung et al, 1999; Phillip et al, 2001). De plus, les chondrocytes
expriment I'aromatase responsable de la conversion des androgenes en cestrogenes dont les
effets sont décrits ci-dessus (Oz et al, 2001).

Enfin, les chondrocytes des zones de prolifération et d’hypertrophie sécrétent de la
leptine et ceux de la zone d’hypertrophie expriment son récepteur ObRb. La leptine amplifie
les effets de la Ts sur la maturation des chondrocytes via la voie IGF-I/IGF-IR dont elle
augmente I'expression. Elle jouerait aussi un réle angiogénique. D’autre part, la leptine
stimule I'expression de TRy et la T3 augmente I'expression d’ObRb (Kume et al, 2002;
Morroni et al, 2004; Wang et al, 2011). Pour revue (van der Eerden et al, 2003; Nilsson et al,
2005a; Mackie et al, 2011).

1.1.3.4. Effets des apports alimentaires chez le jeune cheval

1.1.3.4.1. Effets des apports alimentaires sur la croissance

Le poids vif et le format des chevaux des races selle et trait augmentent avec les
apports alimentaires, mais cet effet s’atténue avec I'age (Figure 16) (Bigot et al, 1987;
Trillaud-Geyl et Martin-Rosset, 1990). Ces observations illustrent I'évolution des besoins du
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poulain en fonction des tranches d’age. En particulier, son poids vif au sevrage détermine
I’évolution future de son format. Les apports alimentaires doivent donc y étre adaptés. Les
poulains recevant des apports alimentaires modérés versus élevés (au cours de trois hivers
successifs entre 6 et 42 mois) réalisent au paturage une croissance compensatrice leur
permettant presque d’atteindre le méme poids vif au méme age. Cette capacité a
compenser leur retard de croissance diminue avec I’'age (Figure 17) (Bigot et al, 1987;
Trillaud-Geyl et Martin-Rosset, 1990).

La nature du régime alimentaire est déterminante dans la croissance du poulain.
Jusqu’a I'age de 2 mois, le GMQ du poulain est directement lié a la quantité de lait ingérée
(Martin-Rosset, 1983), puis il diminue car les quantités ingérées et |'utilisation digestive de
I’herbe par le poulain ne compensent pas encore cette restriction des apports par le lait (von
Neseni et al, 1958). Le GMQ augmente de 18% au sevrage quand le poulain est supplémenté
avec 2 kg de concentrés depuis I’age de 4 mois. Apres le sevrage, le GMQ est étroitement lié
a la nature du fourrage de base: entre le sevrage et I'dage de 3 ans, le GMQ est plus
important avec des régimes a base d’ensilage de mais ou d’enrubannés qu’avec des régimes
a base de foins ad libitum et supplémentés (Trillaud-Geyl et Martin-Rosset, 2005). De plus, la
composition corporelle des poulains de trait a 12 mois est trés sensible a la nature du
régime : les poulains recevant de I’ensilage de mais sont plus lourds de 5% et présentent une
carcasse plus grasse (+22% de tissu adipeux) que les poulains recevant un régime a base de
foin a partir du sevrage (Agabriel et al, 1982). Le GMQ augmente avec 'apport azoté de la
ration a apport énergétique égal et lorsque les besoins en acides aminés essentiels sont
couverts (Breuer et Golden, 1971; Hintz et al, 1971; Borton et al, 1973; Pulse et al, 1973;
Yoakam et al, 1978; Ott et al, 1979). Pour revue (Martin-Rosset, 2012).

1.1.3.3.2. Apports alimentaires et qualité du tissu osseux

Les apports alimentaires et la croissance pondérale qui en découle influencent le
développement du tissu osseux et ses propriétés biomécaniques. En effet, les poulains de
race selle recevant 100 versus 150% des apports recommandés par I'INRA présentent une
croissance maximale versus modérée entre la naissance et 1an. Les poulains les plus
alimentés sont plus lourds, avec un os du canon plus large dont la densité minérale est
accrue. De plus, les travées osseuses sont moins nombreuses et plus espacées (Martin-
Rosset, 1983; Donabedian et al, 2006). D’autre part, les poulains de race selle ayant une
croissance modérée versus limitée (450 versus 350 g/jour) entre 6 et 24 mois voient le cortex
de leur os du canon s’épaissir de 20% et ses moments d’inertie augmenter de 37% (Bigot et
al, 1990).
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En résumé

De la conception a la parturition, ces rappels physiologiques et endocrinologiques
mettent en exergue les adaptations nécessaires au maintien du développement de
’embryon puis du foetus équin. Cette succession complexe d’évéenements aboutit
notamment a la mise en place d’une placentation diffuse et épithéliochoriale, acteur
essentiel de la relation mére-foetus.

Les effets des apports alimentaires sur la fertilité et la production laitiere en
quantité et qualité, soulignent lI'importance de I'alimentation de la jument des la
conception, en fin de gestation et pendant la lactation pour la croissance feetale et post-
natale du poulain.

La croissance du cheval est rapide car le poulain atteint 65% de son poids adulte et
88% de sa taille adulte a I’age d’un an. Dés lors, la connaissance des mécanismes de la
croissance des os longs et de la maturation du cartilage prend tout son sens dans I’étude
des pathologies ostéoarticulaires du jeune. Ici aussi, les effets de la nature du régime
alimentaire dénotent de la sensibilité de la période post-natale aux stimuli
environnementaux.
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1.2. Insulinorésistance et ostéochondrose chez I'équin, dialogue
entre les métabolismes énergétique et osseux

1.2.1. Insulinorésistance chez I’équin
1.2.1.1. Contréle de I'homéostasie énergétique par l'insuline

L’homéostasie énergétique est sous le controle d’un ensemble d'organes dont le
tractus digestif et en particulier le pancréas, le cerveau, le foie, le muscle et le tissu adipeux
(Figure 18). L'insuline est une hormone anabolique sécrétée par les cellules B du pancréas
guand les concentrations sanguines en glucose ou en acides aminés sont élevées. Elle
stimule la conversion des monosaccharides (dont le glucose) et des acides aminés en
molécules complexes (glycogéne, protéines, lipides). Cet effet passe en grande partie par
I'augmentation de la capture du glucose dans les muscles et dans le tissu adipeux. La capture
du glucose a lieu principalement dans les muscles squelettiques, ou I'énergie est stockée
sous forme de glycogene. Le glucose est libéré lorsque la demande énergétique est élevée
ou lorsque la glycémie est basse. Environ 10% de la capture du glucose ont lieu dans le tissu
adipeux, ou I'énergie est stockée sous forme de triglycérides. Les acides gras sont libérés
lorsque la demande énergétique est élevée. Le tissu adipeux a aussi une fonction endocrine
car il sécrete des adipokines (leptine, adiponectine, résistine) ou encore le transporteur de la
vitamine A, RBP4 (retinol binding protein 4). Ces facteurs informent les autres organes (foie,
muscles) du statut énergétique de l'organisme, ce qui a pour effet de modifier leur
consommation d’énergie. Cette information est notamment relayée par le cerveau. Pour
revue (Saltiel et Kahn, 2001).

Le récepteur de l'insuline comprend deux sous-unités a extracellulaires qui lient
I’hormone et deux sous-unités B intracellulaires. La liaison de l'insuline a son récepteur
entraine l'autophosphorylation des sous-unités B et active des tyrosines kinases. Ce
mécanisme entraine une cascade complexe de phosphorylations schématisée dans la
Figure 19 (White et Yenush, 1998; Farese et al, 2005; Taniguchi et al, 2006; Sale et Sale,
2008), dont le résultat est la translocation des transporteurs du glucose (GLUT4, glucose
transporter 4 ou SLC2A4, solute carrier family 2 member 4) des vésicules de stockage
intracellulaires (GSV, GLUT4 storage vesicle) vers la surface cellulaire (Bandyopadhyay et al,
2002; Sano et al, 2003; Farese et al, 2007). GLUT4 est un des 14 membres de la famille des
GLUT qui sont des transporteurs transmembranaires des hexoses (transport facilité). Chacun
de ces transporteurs a une affinité différente pour chaque hexose, ainsi qu'une localisation
tissulaire et subcellulaire et une fonction physiologique spécifiques. GLUT4 est surtout
exprimé dans les muscles et les adipocytes. En l'absence d'insuline, seul 5% des
transporteurs GLUT4 sont présents a la surface de la cellule, la majeure partie étant dans les
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Figure 19. Schéma des mécanismes intracellulaires de réponse a l'insuline. La liaison de l'insuline a son
récepteur entraine la phosphorylation des résidus tyrosine des protéines IRS (insulin receptor substrate) qui
induit le recrutement et I'activation de la PI3K (phosphatidylinositol-3 kinase). Cette kinase convertit le PIP2
(phosphatidylinositol-4,5-diphosphate) en PIP3 (phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate), permettant le
recrutement de la PDK1 (phosphatidylinositol-3 dependent kinase 1) et de I’AKT (protéine kinase B). Une fois
au niveau de la membrane plasmatique, I'AKT est phosphorylée par la PDK1 et par mTORC2 (mammalian target
of rapamycin complex 2) et devient active. L’AKT phosphoryle et inactive I’AS160 (160 kDa AKT substrate) et le
RGC (RAL-GAP complex) qui régulent des GTPases impliqués respectivement dans la rétention et I'adressage
des GSV (GLUT4 storage vesicle). L’AKT induit donc I'exocytose des GSV (d'aprées Leto et Slatiel, 2012).

Figure 20. Coupe sagittale d’un pied de cheval. (a) Pied normal, la troisieme phalange (Ph) est maintenue en
place dans la boite cornée par les liens étroits entre le podophylle (Po) et le kéraphylle (K). (b) Pied en début de
fourbure, avec un hématome (H) entre le podophylle et le kéraphylle, la troisieme phalange étant encore en
place. (c) Pied présentant une fourbure grave, sans cohésion entre le podophylle et le kératophylle, avec

rotation de la troisiéme phalange dont la pointe s’est cassée.
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endosomes, I'appareil de Golgi et les GSV (Slot et al, 1991). Pour revue (Thorens et Mueckler,
2010; Leto et Saltiel, 2012).

1.2.1.2. Définition de l'insulinorésistance

L'insulinorésistance (IR) est définie par une insensibilité de la surface cellulaire et des
dysfonctionnements internes aux cellules sensibles a I'insuline, en particulier dans le muscle,
le tissu adipeux et le foie. Cet état physiologique correspond a une diminution des effets de
I'insuline sur ses tissus cibles et peut intervenir en amont ou en aval du récepteur cellulaire
de l'insuline (Kahn, 1978).

En amont, la diminution de la réponse a I'insuline pourrait étre liée a une dégradation
rapide de I'hormone ou a sa neutralisation par des anticorps, diminuant les concentrations
en insuline circulante. Ce sont cependant les altérations de la transduction du signal qui sont
les plus fréquentes. L'IR peut étre causée par une diminution de I'autophosphorylation du
récepteur de l'insuline et de l'activité tyrosine kinase, entrainant une diminution de la
phosphorylation d’IRS-1 (insulin receptor substrate-1) et de ['activité de la PI3K
(phosphatidylinositol-3 kinase) (Figure 19) (Smith et al, 1997; Zierath et al, 1997; Lamothe et
al, 1998). De plus, des perturbations du métabolisme intracellulaire du glucose, régulé par
diverses enzymes comme |’hexokinase et la glycogéene synthase, pourraient réduire la
capture et le stockage du glucose dans les cellules (Smith et al, 1997; Zierath et al, 1997;
Lamothe et al, 1998; Saltiel et Kahn, 2001; Perseghin et al, 2003). Il serait alors plus précis de
parler d’'une perte d’efficacité de I'insuline plutét que d’une perte de sensibilité a I'insuline.
Pour revue (Kronfeld et al, 2005; Choi et Kim, 2010).

La diminution de la sensibilité a I'insuline et I’"hyperglycémie qui en résultent sont en
général compensées de deux fagons : via une augmentation de la sécrétion d’insuline par les
cellules B du pancréas afin de maintenir une capture insulinodépendante optimale du
glucose ou via une augmentation passive de la capture du glucose induite par
I'augmentation de la glycémie (Kronfeld et al, 2005).

1.2.1.3. Insulinorésistance et pathologies métaboliques chez I’équin

1.2.1.3.1. Insulinorésistance et fourbure

La fourbure est une affection des tissus mous du pied, touchant le plus souvent les
membres antérieurs. Elle correspond a une inflammation des structures lamellaires
aboutissant a la rupture des interdigitations unissant le podophylle au kéraphylle (Figure 20)
(Pollitt, 1996; French et Pollitt, 2004a), ces membranes étant le seul lien entre la boite
cornée et I'os de la troisieme phalange. Les forces exercées par le poids du corps et la
tension exercée par le tendon fléchisseur profond du doigt peuvent alors entrainer une
descente ou une rotation de cette derniere dans la boite cornée (Figure 20). Cette affection
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est tres douloureuse et le cheval marche difficilement voire reste couché et refuse de se
lever. Son traitement est toujours une urgence médicale. En 2000 aux Etats-Unis, 13% des
consultations se rapportaient a des cas de fourbure, avec une prévalence de 2,1% (USDA,
2000). Une prévalence de 6,4% a été rapportée chez les chevaux trés agés (étude
rétrospective de 467 chevaux de plus de 20 ans, principalement des poneys) (Brosnahan et
Paradis, 2003), jusqu’a 7,1% dans une cohorte de 113000 chevaux au Royaume-Uni
(Hinckley et Henderson, 1996) et méme 35% dans une étude prospective de 577 chevaux au
Royaume-Uni (Wylie et al, 2013). A l'origine de 15% des boiteries, la fourbure freine la
performance sportive de I'animal et, dans les cas les plus séveres, conduit a son euthanasie.
Pour revue (Wylie et al, 2011).

L'IR est impliquée dans la pathogénie de la fourbure. D’une part, les chevaux agés
atteints du syndrome de Cushing (ou pituitary pars intermedia dysfunction, PPID),
caractérisé par un hypercorticisme, sont prédisposés a la fois a I'IR et a la fourbure, ce qui
suggere un lien entre ces deux états (Garcia et Beech, 1986; Donaldson et al, 2004). D’autre
part, une diminution de la sensibilité a I'insuline, compensée par une augmentation de la
sécrétion d’insuline par les cellules B du pancréas, est largement démontrée chez les poneys
atteints de fourbure (Jeffcott et al, 1986; Hess et al, 2005; Treiber et al, 2005a; Treiber et al,
2005b; Treiber et al, 2005c).

Un lien a été établi entre les modifications du microbiote intestinal et I'apparition
d’une fourbure via I'administration d’une dose supra-physiologique d’oligofructose par
intubation. Le suivi des populations bactériennes caecale et fécale pendant plusieurs jours a
montré une prolifération des streptocoques avant |'apparition des premiers signes de
fourbure. La mort de ces bactéries entraine la libération de composés cellulaires (exotoxines,
endotoxines, amines) en partie responsables de la pathogénie de la fourbure (Milinovich et
al, 2007; Milinovich et al, 2008a; Milinovich et al, 2008b), en association avec une IR selon
plusieurs mécanismes possibles. Tout d’abord, le microbiote intestinal perturbé sécréte des
protéases, activant des collagénases qui dégradent le tissu conjonctif du pied. En particulier,
les métalloprotéinases matricielles (ou matrix metalloproteinases, MMP) 2 et 9 ont un réle
central dans la pathogénie de la fourbure (Mungall et al, 2001; Kyaw-Tanner et Pollitt, 2004).
Chez 'Homme, l'insuline inhibe I'expression de MMP-9, tandis que le glucose la stimule
(Dandona et al, 2003; Aljada et al, 2004). L'IR, associée a une intolérance au glucose,
contribuerait a I'activité des MMP et a la dégradation des membranes (French et Pollitt,
2004b). D’autre part, le microbiote intestinal perturbé sécréte des lipopolysaccharides aux
effets défavorables sur l'irrigation sanguine du pied (Zerpa et al, 2005). En effet, ils
augmentent I'expression de la cytokine pro-inflammatoire TNF-a (tumor necrosis factor-a)
qui induit une IR (Hotamisligil, 1999b, a). Chez I’'Homme, l'insuline stimule la sécrétion de
I'interleukine 6 (lI-6) pro-inflammatoire par le tissu adipeux (Krogh-Madsen et al, 20043;
Krogh-Madsen et al, 2004b). L’hyperinsulinémie compensatoire serait susceptible d’amplifier
cet effet pro-inflammatoire. De plus, chez ’'Homme, l'insuline a une action vasodilatatrice
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via l'oxyde nitrique (Zeng et Quon, 1996) et inhibe I|'action vasoconstrictrice de
I’endothéline-1 (Juan et al, 2004; Kolka et al, 2005). Ces effets vasodilatateurs et
vasoconstricteurs seraient respectivement réduits en cas d’IR et amplifiés en cas
d’hyperinsulinémie compensatoire. Enfin, I'IR altérerait le transport du glucose dans les
kératinocytes et provoquerait directement la rupture des membranes conjonctives liant la
boite cornée a I'os (Pass et al, 1998; Mobasheri et al, 2004). Pour revue (Treiber et al, 2006a).

1.2.1.3.2. Insulinorésistance et obésité

L’'IR est associée a un second syndrome, plus difficile a définir. Les chevaux atteints
sont qualifiés d’« easy keepers » car ils parviennent a maintenir un poids vif constant malgré
un régime alimentaire hypocalorique. Cet état est observé le plus souvent chez les poneys,
les chevaux Morgans, Paso Fino et Fjords, mais aussi chez les chevaux Arabes, American
Saddlebred, les Quarter Horses et les Tennessee Walking Horses (Frank, 2006). Certains de
ces animaux présentent une obésité généralisée (Figure 21), tandis que d’autres ne
montrent qu'une accumulation de graisse localisée au niveau de la créte ou de part et
d’autre de la base de la queue.

L'épidémie d’obésité chez le cheval se développe parallelement a I'épidémie
d’obésité chez 'Homme (Wyse et al, 2008). Les conditions modernes d’élevage imposent au
cheval domestique une inactivité physique, couplée a des rations trop riches en énergie,
d’une part sous forme de concentrés et d’autre part sous forme de fourrages, composés de
plantes améliorées génétiquement pour les besoins des animaux de production, en

particulier le bétail (http://safergrass.org/). Ces fourrages dont le but est de favoriser un gain
de poids rapide sont particulierement riches en glucides non structuraux tels que I'amidon
(Longland et Byrd, 2006). Or, le métabolisme du cheval favorise la prise alimentaire et
I’'accumulation de tissu adipeux a I'approche de I'hiver. Chez les herbivores, cette stimulation
de I'appétit et de I'adipogenese est sous le contréle de la proopiomélanocortine (POMC)
sécrétée par I’hypophyse (Ssewannyana et al, 1990; Donaldson et al, 2005). Il est important
de noter que la prévalence de I'obésité est sous-estimée par les vétérinaires et les
propriétaires, un certain degré d’embonpoint étant jugé acceptable, voire désirable. Une
prévalence de 1,4% dans une population de 2904 chevaux a été rapportée par des
propriétaires aux Etats-Unis en 1998 (USDA, 1998), alors qu'en Ecosse 45% des 319 chevaux
de selle évalués par des expérimentateurs et des propriétaires étaient considérés comme
obeses (Wyse et al, 2008). Enfin, au Royaume Uni, Harris et ses collégues ont rapporté une
prévalence de 21%, évaluée par des expérimentateurs, chez 331 chevaux de loisir (Harker et
al, 2011). De plus, cette prévalence varie avec les saisons puisqu’au Royaume Uni, elle est de
27% a la fin de I'hiver et de 35% a la fin de I'été (Giles et al, 2014). Outre une accumulation
de graisse, I'obésité altere entre autres les capacités sportives de I'animal (Garlinghouse et
Burrill, 1999; Kearns et al, 2002), sa régulation thermique (Cymbaluk et Christison, 1990) et
ses performances a la reproduction (Henneke et al, 1984; Nagy et al, 1998; Fitzgerald et al,
2003). Pour revue (Johnson et al, 2009).
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Selon la définition de I'IDF, un individu a un syndrome métabolique s’il présente :

Obésité centrale (définie par le tour de taille*, propre au groupe ethnique)

+ deux des facteurs suivants :

Taux élevé en | > 150 mg/dL (1,7 mmol/L)

triglycérides ou traitement spécifique de ce trouble lipidique

Faible taux de | <40 mg/dL (1,03 mmol/L) chez les hommes

cholestérol <50 mg/dL (1,29 mmol/L) chez les femmes

HDL ou traitement spécifique de ce trouble lipidique

Systolique 2 130 mmHg ou diastolique > 85 mmHg

ou traitement d’une hypertension diagnostiquée précédemment
Glycémie a jeun 2 100 mg/dL (5,6 mmol/L)

Glycémie a ou diabéte de type Il diagnostiqué précédemment

jeun élevée Au-dela de 5,6 mmol/L ou 100 mg/dL, un test oral de tolérance au
glucose est fortement recommandé mais pas nécessaire

Hypertension

Tableau 5. Définition du syndrome métabolique par I'IDF (International Diabetes Federation).*Si I'Indice de
Masse Corporelle (IMC) = 30 kg/m?, I'obésité centrale peut étre sup posée et il n’est pas nécessaire de mesurer
le tour de taille (d’apres IDF, 2014).
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L'IR et I'obésité sont fortement liées (Hoffman et al, 2003; Vick et al, 2007). La
leptine, sécrétée majoritairement par le tissu adipeux (Kearns et al, 2006), est tres liée a
I’état corporel du cheval (Buff et al, 2002; Gentry et al, 2002). Le pic postprandial
d’insulinémie induit un pic de leptinémie 8 a 10 heures plus tard (Cartmill et al, 20033;
Cartmill et al, 2005; Gordon et McKeever, 2005). L’hyperinsulinémie compensatoire associée
a I'IR stimulerait donc la sécrétion de leptine (Carantoni et al, 1998). Chez le rat et la souris,
I'augmentation de la leptinémie diminue la sécrétion d’insuline par les cellules B du pancréas
(Pallett et al, 1997) et la sensibilité a I'insuline du tissu adipeux et du foie, réduisant ainsi la
capture du glucose, la glycogenese et la lipogenese (Cohen et al, 1996; Muller et al, 1997;
Harris, 1998). Ainsi, la leptine restreint le stockage de glucose sous forme de triglycérides
dans le tissu adipeux et prévient I'accumulation de graisse (Ceddia et al, 2002). La
disponibilité accrue en glucose augmente la capture insulinodépendante du glucose dans les
cellules musculaires (Harris, 1998). La leptine aurait donc un réle central dans le maintien de
la sensibilité a I'insuline (Perez et al, 2004). En résumé, I'insuline stimule I"accumulation de
graisse et la sécrétion de leptine, ce qui entraine une diminution de la sécrétion d’insuline
(Seufert et al, 1999). Pour revue (van Weyenberg, 2008).

Les chevaux obéses présentent une leptinémie élevée (Buff et al, 2002; Gentry et al,
2002). Chez le rat (adipocytes in vitro), la leptine inhibe le signal insulinique et induit une IR
du tissu adipeux (Perez et al, 2004). Cette derniére serait déterminante dans la
généralisation de I'IR a 'ensemble des organes (Smith, 2002). Notons toutefois que d’autres
facteurs sont susceptibles d’étre a I'origine de I'IR associée a I'obésité, tels que les acides
gras non-estérifiés (Ferrannini et al, 1983), des cytokines pro-inflammatoires (Vick et al,
2007) ou encore I'adiponectine (Weyer et al, 2001).

1.2.1.3.3. Notion de syndrome métabolique équin

La notion de syndrome métabolique équin (ou equine metabolic syndrome, EMS) a
été introduite en 2002 lorsque Johnson a émis I'hypotheése que I'IR, la fourbure et I'obésité
feraient partie d’'un méme syndrome clinique chez les chevaux et les poneys (Johnson,
2002). L'EMS fait écho au syndrome métabolique en médecine humaine (Camus, 1966;
Kaplan, 1989; Ertelt et al, 2014), défini par un ensemble de facteurs de risque prédictifs du
développement d’une insuffisance coronarienne ou d’un diabéte de type Il (Tableau 5) (IDF,
2014).

Chez I'équin, le phénotype associé a 'EMS comprend une IR caractérisée par une
hyperinsulinémie ou des réponses glycémique et insulinémique anormales lors des tests
oraux ou intraveineux de tolérance au glucose et/ou de sensibilité a l'insuline, une
prédisposition a la fourbure et une accumulation de graisse locale (au niveau de la créte, a la
base de la queue, derriére I'épaule, dans la région du prépuce ou de la glande mammaire) ou
généralisée (obésité) (Frank et al, 2010). Quelques facteurs peuvent s’y ajouter, tels qu’une
hypertriglycéridémie (Frank et al, 2006; Treiber et al, 2006b; Carter et al, 2009), une
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Figure 22. Schémas de la coupe transversale de I’épiphyse au cours de l'ossification enchondrale. A : les canaux
cartilagineux irriguent le cartilage épiphysaire. B : le front d’ossification rencontre les canaux cartilagineux et
les vaisseaux s’anastomosent. C et D : le cartilage se nécrose en leur absence. C, E et G : ce défaut est résorbé
quand le front d’ossification I'atteint. D : ce défaut résiste a I'invasion vasculaire et a I'ossification. F: un
fragment de cartilage nécrosé persiste tandis que le front d’ossification progresse de part et d’autre. H : cette
Iésion peut étre completement entourée de tissu osseux. | : dans d’autres cas, le cartilage articulaire se rompt
(d’apres Ytrehus et al, 2007).
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hyperleptinémie (Cartmill et al, 2003b), une hypertension artérielle (Bailey et al, 2008), des
altérations du cycle de la jument (Gentry et al, 2002; Vick et al, 2006) et une augmentation
des marqueurs de l'inflammation associés a I'obésité (Vick et al, 2007).

1.2.2. Ostéochondrose chez I’équin

1.2.2.1. Définition de I'ostéochondrose chez I’équin

1.2.2.1.1. Terminologie

L’ostéochondrose (OC) est une affection ostéoarticulaire juvénile (AOAJ). Elle se
développe avant I'age de 1 an. Les AOAJ sont les pathologies caractérisées par des anomalies
du développement osseux identifiées chez les animaux n’ayant pas atteint leur maturité
squelettique : lésions du syndrome de Wobbler, affections tendineuses, déviations
angulaires, malformations des os carpaux et tarsaux, épiphysites, certaines affections
dégénératives articulaires juvéniles, kystes osseux sous-chondraux et lésions d’OC (dont les
lésions d’ostéochondrite dissécante, OCD) (Denoix et al, 2013). Le terme d’OC désigne une
perturbation locale de l'ossification enchondrale des cartilages épiphysaires (§1.1.3.3.1) qui
crée des zones de fragilité pouvant entrainer la libération de fragments osseux dans
I'articulation, alors appelée OCD (van Weeren, 2005; Ytrehus et al, 2007; van der Heyden et
al, 2008). La classification proposée par Denoix et ses collégues rassemble sous le terme
d’OC les lésions et fragmentations radiographiquement visibles des surfaces articulaires et
péri-articulaires et les kystes osseux sous-chondraux (Denoix et al, 2013).

1.2.2.1.2. Pathogénie

L'OC a une pathogénie complexe, encore peu claire (Jeffcott et Henson, 1998;
Ytrehus et al, 2007; Lecocq et al, 2008). La lésion initiale d’OC proviendrait d’une
perturbation de la différentiation et/ou de la maturation des chondrocytes du cartilage
épiphysaire. En histologie, cette Iésion initiale est en effet caractérisée par la persistance des
chondrocytes dans la zone d’hypertrophie et par un défaut de vascularisation. Les capillaires
sanguins, qui devraient se développer sous I'action des facteurs de croissance VEGF et bFGF
sécrétés par les chondrocytes différenciés, ne pénétrent pas la région distale des travées
cartilagineuses et la maturation des chondrocytes échoue. En I'absence de maturation, ces
derniers dégéneérent, conduisant a une non-calcification de la matrice extracellulaire. L'arrét
de l'ossification enchondrale entraine la rétention du cartilage de croissance non-minéralisé
qui devient plus épais et plus fragile (Figure 22) (Ytrehus et al, 2007).

Cette lésion initiale latente consiste en une zone focale de chondronécrose
ischémique (Ytrehus et al, 2007). Elle se limite au cartilage de croissance sans s’étendre au
cartilage articulaire ou a I'os enchondral et elle est invisible sur les radiographies. Elle est
susceptible de régresser spontanément et completement, ce qui fait de I’OC une affection
dynamique qui ne se stabilise pas avant I’age de 1 an (Dik et al, 1999; Jacquet et al, 2013). Si
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Figure 23. Images radiographiques de lésions d’ostéochondrose dissécante dans un boulet antérieur (A), un
jarret (B) et un grasset (C). A: vue latéro-médiale d’'un boulet antérieur gauche avec un fragment
d’ostéochondrose (fleche blanche) en regard de la partie dorso-proximale du tenon médian du métacarpien
principal. B: vue oblique plantaro-latérale dorso-médiale d’un jarret avec un fragment d’ostéochondrose
(fleche blanche) au niveau du relief intermédiaire de la cochlée tibiale. C : vue latéro-médiale d’un grasset avec
une lésion d’ostéochondrose dissécante et plusieurs fragments d’ostéochondrose (tétes de fleche blanches) au
niveau de la lévre latérale de la trochlée fémorale (d’aprés van der Heyden et al, 2008).
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elle ne cicatrise pas, elle évolue en lésion manifeste (sans fragment mais visible sur les
radiographies) ou dissécante (OCD). La Iésion d’OCD est le résultat d’'une fissure dans le
cartilage de croissance nécrosé qui s’étend au cartilage articulaire entrainant la formation
d’un volet osseux ou une perte de substance avec formation d’un fragment libre dans
I'articulation (Figure 22). Le fragment libre peut se résorber ou s’ossifier (« souris
articulaire »). Le kyste osseux sous-chondral fait suite a des forces de compression
appliquées a la surface articulaire causant une rétention du cartilage qui s’invagine dans I'os,
puis se résorbe en laissant une lésion kystique focale. Cette lésion est visible sur les
radiographies (Martin, 2013).

1.2.2.1.3. Sites articulaires touchés

Les lésions d’OC peuvent se développer en plusieurs sites chez le méme animal
(Sandgren et al, 1993; van der Heyden et al, 2008) et une lésion unique peut étre a l'origine
des signes cliniques (Ross et Dyson, 2003). Toutes les études sur la prévalence de I'OC
s'intéressent aux lésions visibles sur les radiographies. Les articulations les plus
fréguemment atteintes sont le boulet antérieur (prévalence de 6,1%, 9,9%, 14,1% et 21,5%
selon les études et les races) (Sandgren et al, 1993; Denoix et al, 1997; van der Heyden et al,
2008; Vos, 2008), le boulet postérieur (prévalence de 8,6%, 13,4% et 37,5%) (Carton, 2004
Stock et al, 2005; Vos, 2008), le jarret (prévalence de 9,4%, 10,5%, 12,2% et 27,6%) et le
grasset (prévalence de 9,8%, 14,8% et 20%) (Carton, 2004; van der Heyden et al, 2008; Vos,
2008) (Figure 23). Au sein de chaque articulation, les sites de prédilection de I'OC sont
multiples. L'OC de la hanche, du coude et des cervicales existe aussi, mais I'exploration
radiographique de ces régions est rarement réalisée pour des raisons de co(t, de sécurité et
de puissance des appareils : de ce fait, les données sont rares et I'inclusion de ces lésions
dans le terme d’OC n’est pas usuelle (Mclllwraith, 2002).

1.2.2.1.4. Etiologie

De nombreux facteurs étiologiques ont été invoqués pour cette affection. Tout
d’abord, les tissus non ossifiés sont mis en pression des la naissance lorsque le poulain se
leve. Des forces biomécaniques s’exercant sur des surfaces articulaires anormales pourraient
causer des microtraumatismes répétés, entrainant un remodelage osseux plus important
(Jackson et al, 2003; Crevier-Denoix et Denoix, 2005). D’autre part, une composante
héréditaire a été démontrée, mais elle varie selon les races et les articulations étudiées.
Enfin, les déséquilibres en minéraux tels que le calcium, le phosphore, le cuivre ou le zinc
seraient des facteurs de risques. Le cuivre, notamment, est impliqué dans le processus
d’ossification enchondrale, puisqu’il est cofacteur de la lysine oxydase, enzyme clef de
I’'assemblage du collagéne. La carence en cuivre a ainsi souvent été invoquée dans |’étiologie
de I'OC (Jeffcott et Henson, 1998; Ytrehus et al, 2007).

Les déséquilibres énergétiques de la ration du poulain, mais aussi de la mére sont
également des facteurs de risque important. Le lien entre métabolisme énergétique et
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développement des lésions d’OC sera développé au §1.2.3.3 et I'hypotheése d’une origine
foetale de cette affection sera présentée au §1.3.3.4.

1.2.2.2. Poids de I’ostéochondrose sur la filiere équine

1.2.2.2.1 Prévalence dans la population

L'OC est fréquente chez le cheval, avec une prévalence variable selon les études. Ces
dernieres sont difficilement comparables car les articulations étudiées varient, mais aussi les
méthodes de diagnostic, les critéres radiographiques retenus, la provenance (ventes aux
encheres, élevages), I'age et la race des chevaux. La prévalence de I'OC est de 34,7 a 45%
pour les Trotteurs Suédois et Francais (Sandgren et al, 1993; Couroucé et al, 2001), de 31 a
34% pour les Demi-Sang néerlandais (Stock et al, 2005; Vos, 2008) et de 44% pour les
poulains de sport de Wallonie (van der Heyden et al, 2008). Certaines races trés peu
atteintes ne sont I'objet que de rares études. Une seule étude rapporte des lésions d’OC
dans le grasset chez 4 poneys hongres de 6 a 15 mois (Voute et al, 2011), une étude rapporte
une prévalence de 5% d’OCD et de kystes osseux sous-chondraux chez 51 chevaux de trait
males et femelles de 1 a 43 mois de différentes races (surtout des Clydesdale et des
percherons) (Riley et al, 1998) et un cas de lésions cervicales d’OC est rapporté chez un
cheval de trait belge hongre agé de 14 mois (Muirhead et al, 2003).

1.2.2.2.2. Conséquence sur les performances sportives

L’expression clinique de I'OC va de I'absence de symptome a une boiterie sévere, en
passant par I'effusion de synovie et le gonflement de I'articulation (Ross et Dyson, 2003).
Susceptible de suspendre partiellement ou totalement la carriere sportive des sujets
atteints, I'OC est une cause majeure de retraite prématurée, jeunes chevaux et chevaux plus
agés confondus (Rossdale et al, 1985; Wallin et al, 2000). C’est pourquoi le statut
ostéoarticulaire des étalons est un critére de sélection dans la majorité des stud-books, bien
gue I'étiologie soit multifactorielle (§1.2.2.1.4).

Plusieurs études relient 'OC aux performances sportives du cheval. Pour le Trotteur
Francais, la détection radiographique de Iésions a 2 ans n’est corrélée ni a la qualification, ni
au nombre de départs ultérieurs en course, ni a I'indice de trot (logarithme du gain moyen
par départ sur le gain moyen par départ des chevaux de la méme catégorie d’age et de sexe,
calculé sur un an) jusqu’a 4 ans (Langlois et al, 2006). Mais parmi les chevaux a indice de trot
faible, ceux présentant le moins de Iésions réalisent des gains plus élevés et leur longévité en
course est augmentée (Couroucé et al, 2001). De plus, les chevaux belges de saut d’obstacles
atteints d’OC du grasset ou du tenon sagittal du troisieme métatarse/carpe sortent moins en
compétition et leurs performances sont plus faibles que ceux sans lésion ou avec des lésions
en d’autres sites (Verwilghen et al, 2013).
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71 poulains sains + 45 poulains 262 poulains sains
atteints et atteints
eme eme éeme
10 1er zéme 3éme 4éém; ]7.2ém-e ]].-38éme-
jours mois mois mois . . .
mois mois mois
Sains 124,5 124,7 106,2 99,4 67,2
Ostéocalcine 42,8 126,9 £24,0 +25,7 25,7 38,5 32,7
(ng/mL) Atteints 126,6 126,4 97,7 96,2 78,3 +12,4 19,8
+52,1 +32,4 +23,1 14,6 +21,3
Isoenzyme Sains 1453 690 592 468 319
osseuse de la 599 +299 1189 147 132 227 158
phosphatase Atteints 1171 756 713 524 331 +103 156
alcaline (UI/L) +677 369 +428 +138 %170
Sains 16,7 16,8 14,0 10,9 7,6
Hydroxyproline 13,3 +3,5 13,4 2,8 12,2 5,5 4,4
(mg/L) , 14,3 16,7 149 12,4 93 +1,2 +1,5
Atteints | 136 432 +16 420 #3,1

Tableau 6. Concentrations sériques (moyennes * écarts-types) en ostéocalcine, isoenzyme osseuse de la
phosphatase alcaline et hydroxyproline de la naissance a 6 mois chez 116 poulains sans |ésion articulaire (sains)
ou avec des lésions articulaires séveres (atteints) et de 7 a 18 mois chez 262 poulains sains et atteints.
L’examen radiographique est réalisé a 18 mois. Les poulains sont des Pur-Sang, des Trotteurs francais et des
Selles frangais (d’apres Valette et al, 2007).
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Figure 24. Variations de la concentration sérique en
ostéocalcine, en isoenzyme osseuse de la phosphatase
alcaline (PAIl,) et en hydroxyproline en fonction de I'adge et
du statut ostéoarticulaire. Ligne fine : régression chez les

poulains sans lésion articulaire a 18 mois. Ligne épaisse :
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Age (jours) séveres a 18 mois (d’apres Valette et al, 2007).
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Ainsi, outre ses conséquences sur le bien-étre du cheval, 'OC est a I'origine de
lourdes pertes économiques pour la filiere équine internationale (Jeffcott et Henson, 1998).
Celles-ci sont imputables aux frais vétérinaires (des traitements existent, mais ils ne sont pas
toujours abordables financierement et parfois insuffisants) et au manque a gagner en
termes d’argent et de temps investis dans I’entrainement en vue d’une carriere sportive et
en termes de non-réalisation de gains éventuels en compétition (Martin, 2013).

1.2.2.3. Diagnostic de I'ostéochondrose chez I’équin

Lors des visites d’achat, les vétérinaires cherchent d’éventuelles lésions d’OC avant
leur expression clinique. Cet examen peut orienter vers une suspicion, mais est souvent
insuffisant pour établir un diagnostic précoce avec certitude. La radiographie reste la
technique la plus utilisée du fait de son colt modéré, mais elle est peu sensible.
L’échographie, I'arthroscopie ou la résonnance magnétique ont une meilleure sensibilité,
mais sont plus colteuses, donc rarement utilisées en pratique vétérinaire courante (Lepeule,
2007; Martin, 2013). Mais la prévalence des lésions d’OC est associée a des variations
anaboliques du métabolisme osseux. Quatre marqueurs biochimiques des phénomeénes de
formation/résorption osseuse et/ou relatifs a la croissance sont présentés ici : ils pourraient
permettre d’identifier les stades précoces de I'OC et seraient faciles a utiliser sur le terrain
via le prélevement de sang.

1.2.2.3.1. Ostéocalcine

L’ostéocalcine représente 25% des protéines non-collagéniques de la matrice osseuse
(Lepage et al, 1990). Elle est presque exclusivement sécrétée par les ostéoblastes matures
sous I'action du calcitriol (forme active de la vitamine D) (Beresford et al, 1984; Camarda et
al, 1987). La carboxylation des trois acides a-carboxy-glutamiques de la pro-ostéocalcine
dépend de la vitamine K et du CO; et est indispensable a la sécrétion de I'ostéocalcine. Ces
résidus permettent la liaison de la protéine au calcium, ce qui provogque un changement de
conformation de la molécule lui permettant de se lier a I'hydroxyapatite (composant de la
matrice extracellulaire de I'0s). La synthése d’ostéocalcine est stimulée par I'|GF-1 et par la T3
et inhibée par les glucocorticoides (Chenu et al, 1990; Lepage et al, 1990; Gouveia et al,
2001). La majeure partie de I'ostéocalcine est intégrée a I'os, mais 10 a 40% sont relargués
dans la circulation. Elle reflete ainsi I'activité ostéoblastique, ce qui en fait un marqueur
sensible de la formation osseuse, notamment chez le cheval (Lepage et Marcoux, 1991;
Davicco et al, 1994).

Chez le poulain, I'ostéocalcine suit un rythme nycthémeéral (70% des pics ont lieu la
nuit) (Lepage et al, 1991) et un rythme saisonnier. En effet, elle diminue fortement en
novembre et augmente en décembre et janvier (Maenpaa et al, 1988). Aprés une
augmentation jusqu’au dixieme jour apres la naissance, la concentration sanguine en
ostéocalcine diminue progressivement pendant les 30 premiers mois (Tableau 6 et
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Figure 24) (Lepage et al, 1990; Davicco et al, 1994; Frisbie et al, 2008). Sa concentration
synoviale augmente en cours d’exercice. Chez le poulain Selle Hollandais, la concentration
sanguine en ostéocalcine est fortement corrélée a la sévérité des Iésions d’OC, positivement
a 5 mois et négativement a 11 mois (Billinghurst et al, 2004). Chez le poulain Selle Frangais,
la concentration sanguine en ostéocalcine a 2 semaines est corrélée au nombre de Iésions
d’0OC a 5,5 mois et a 11 mois (Donabedian et al, 2008). Enfin, dans un groupe de poulains de
races Pur-Sang, Trotteur Francais et Selle Francais, il a été montré que la concentration
sanguine en ostéocalcine pendant les 6 premiers mois apres la naissance est plus élevée
chez les animaux présentant des images radiographiques normales a 18 mois que chez ceux
présentant de séveres lésions articulaires (Valette et al, 2007). Ces données sont
paradoxales, mais difficiles a comparer car les races et le type d’analyses varient d’une étude
a l'autre.

1.2.2.3.2. Isoenzyme osseuse de la phosphatase alcaline

Les phosphatases alcalines sont des enzymes associées aux membranes cellulaires et
libérées par la synthese et la lyse de ces membranes. Quatre isoenzymes, issues de |'os, du
foie, de l'intestin et des reins, sont présentes dans la circulation sanguine (Froscher et
Nagode, 1979; Christenson, 1997). Un seul géne code les isoenzymes hépatique et osseuse
(qui ne different que par une glycosylation post-traductionnelle) et un seul géne code les
isoenzymes intestinale et rénale (Hank et al, 1993). L’activité sanguine des phosphatases
alcalines totales (PAL) est liée surtout aux isoenzymes hépatique (PAL,) et osseuse (PAL,).
Elle augmente rapidement a la naissance, puis diminue pendant les premiéres semaines
apres la naissance, indépendamment des quantités de PALy; dans le colostrum et le lait
(Hank et al, 1993; Christenson, 1997; Price et al, 2001). La concentration sanguine en PAL;
suit un rythme journalier, avec un minimum entre 14 et 20 heures et un maximum entre 5 et
16 heures (Lepage et al, 1991) et un rythme saisonnier, puisqu’elle augmente
progressivement en décembre et janvier (Maenpaa et al, 1988). L’activité des PAL: suit
aussi un rythme saisonnier, puisqu’elle diminue de 40% en novembre pendant le premier
automne des poulains (rentrée au box). Enfin, la concentration sanguine en PAL, est corrélée
aux concentrations sanguines en ostéocalcine, en T3 et en T4 (Smeets et van Buul-Offers,
1986; Maenpaa et al, 1988; Lepage et al, 1991; Ohlsson et al, 1992a). La PAL, est inhibée par
I'IGF-I (Ohlsson et al, 1992a; Magnusson et al, 1997).

La concentration sanguine PAL, représente 92% de la concentration sanguine en
PALit chez le poulain nouveau-né, 60% chez les chevaux de moins de 1 an et 20% apres
5 ans, tandis que I'activité de la PAL;, est la méme chez le poulain et le cheval adulte (Hank et
al, 1993; Price et al, 1995). La concentration sanguine en PAL, reflete donc la croissance
osseuse du poulain. La concentration sanguine en PAL, est élevée chez le trés jeune poulain
(Tableau 6 et Figure 24) (Hank et al, 1993; Price et al, 2001; Valette et al, 2007), elle diminue
mais reste élevée pendant les 6-8 premiers mois, puis diminue progressivement au-dela de
1 an (Price et al, 2001; Jackson et al, 2003). La PAL, est produite par les ostéoblastes et les

|43






Origines développementales de la santé et des maladies du poulain - Pauline Peugnet | 2014

chondrocytes et elle est surtout relarguée au niveau de la plaque de croissance, site de
minéralisation importante (Henson et al, 1995; Christenson, 1997; Pagani et al, 2005). Les
dépots ainsi formés joueraient un réle essentiel a la formation osseuse car la PAL, dégrade
les pyrophosphates, inhibiteurs du dép6t phosphocalcique extracellulaire (Bouman et al,
1995; Christenson, 1997). Peu de données relient la concentration sanguine en PAL, a la
présence ou a la sévérité des lésions d’OC chez le cheval. Dans un groupe de poulains de
races Pur-Sang, Trotteur Francais et Selle Francais, la concentration sanguine en PAL, est
plus élevée pendant les 6 premiers mois chez les animaux présentant des images
radiographiques normales a 18 mois que chez ceux présentant de séveres lésions articulaires
(Valette et al, 2007). Chez le porc, I'activité de la PAL, est diminuée dans les chondrocytes
hypertrophiques prés des Iésions d’OC (Ekman et Rodriguez-Martinez, 1991), ce qui pourrait
étre cohérent avec I'observation précédente.

1.2.2.3.3. Hydroxyproline

L’hydroxyproline représente 13% des acides aminés contenus dans le collagene.
Libérée lors de la dégradation de la matrice osseuse, I’hydroxyproline n’est pas recyclée, ce
qui en fait un bon marqueur de la résorption osseuse, mesurable dans 'urine (80-90% de
I’"hydroxyproline libre), le liquide synovial et le sang. Chez le cheval, sa concentration
sanguine diminue avec I'age (Tableau 6 et Figure 24) (Yamamoto, 1981; Valette et al, 2007).
La concentration synoviale est élevée chez le nouveau-né et diminue en cours de croissance
(van den Boom et al, 2004), mais au-dela de 4 ans, les concentrations synoviales en
collagéne et hydroxyproline ne varient plus (Brama et al, 1999; van den Boom et al, 2004).
Chez le Trotteur, méme si la concentration synoviale en hydroxyproline est la méme dans les
articulations atteintes d’ostéoarthrite et les articulations saines du cheval adulte, elle semble
étre corrélée positivement a I'indice de dégénérescence du cartilage (un indice de la sévérité
de l'ostéoarthrite dans I'articulation basé sur la quantification du nombre de pixels dans les
images numériques des cartilages colorés) et a I'activité des métalloprotéinases matricielles
(van den Boom et al, 2004). D’autre part, dans un groupe de poulains de races Pur-Sang,
Trotteur Francgais et Selle Frangais, il a été montré que la concentration sanguine en
hydroxyproline est plus élevée pendant les 6 premiers mois chez les animaux présentant des
images radiographiques normales a 18 mois que chez ceux présentant de sévéres lésions
articulaires (Valette et al, 2007).

1.2.2.3.4. Carboxy-télopeptide du collagéne de type Il

Le collagéne de type Il, synthétisé par les chondrocytes, est le principal composant de
la matrice extracellulaire du cartilage. Il représente 95% du collagene total du cartilage
articulaire et est essentiel a la résistance du tissu (Mayne, 1989; Kuettner, 1992). La
dégradation de sa triple hélice produit le carboxy-télopeptide du collagene de type Il (CTX-II).
Le CTX-Il est un bon marqueur de la sévérité et de I'évolution de la dégradation du cartilage
chez 'Homme (Garnero et al, 2008).

|44



Age CTX-Il (pg/mL) Boiterie CTX-Il (pg/mL)
5-6 ans 71,4 (8,6) Absence 69,8 (7,9)
7-13 ans 23,9 (6,1) Faible 51,4 (6,3)
14-19 ans 49,5 (6,7) Modérée 28,9 (6,0)
20-23 ans 41,2 (8,6) Sévere 23,2 (8,6)

Tableau 7. Concentration synoviale (moyennes et écart-type) en CTX-Il en fonction de I'dge d'une part et de la
sévérité de la boiterie d'autre part, chez des chevaux de races American Saddlebred, Pur-Sang, Quarter Horse,
Arabe, American Paint Horse (d’aprés Fyfe, 2012).

Mutation db

!

x Formation osseuse —» » Masse osseuse

Hypothalamus Hypogonadisme

x Prise alimentaire —» Obésité

OB-R
Leptine
Tissu
adipeux
T blanc
Mutation ob

Figure 25. Conséquences de la mutation ob/ob (absence de sécrétion de leptine) et de la mutation db/db
(absence de signal leptinique). Ces mutations entrainent une augmentation de la prise alimentaire, un
hypogonadisme et une augmentation de la masse osseuse (Karsenty, 2001).
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Dans un groupe de races variées (American Saddlebred, Pur-Sang, Quarter Horse,
Arabe et American Paint Horse), la concentration synoviale en CTX-Il est plus élevée chez les
jeunes chevaux en fin croissance (5 a 6 ans), elle diminue entre 7 et 13 ans, puis ré-
augmente chez les chevaux plus agés (14 a 23 ans) sans pour autant atteindre le niveau des
jeunes chevaux (Tableau 7). Dans ce méme groupe, elle est plus élevée chez les juments que
chez les hongres et diminue quand la sévérité de la boiterie augmente (Tableau 7) (Fyfe,
2012). Chez le Pur-Sang, la concentration synoviale en CTX-Il est un bon indicateur de la
présence de lésions d’OC dans les articulations du carpe, dans lesquelles elle augmente
(Trumble et al, 2009; Cleary et al, 2010). Enfin, chez le Pur-Sang, la concentration sanguine
en CTX-ll serait aussi significativement affectée en présence de blessures du carpe
provoquant une boiterie (Mack et al, 2007). Pour revue (Fyfe, 2012).

1.2.3. Dialogue entre les métabolismes énergétique et osseux

1.2.3.1. Hypothese d’une co-régulation des métabolismes énergétique et osseux

Chez les vertébrés, a partir de la fin de la croissance, la masse osseuse est maintenue
par un processus physiologique complexe et dynamique appelé remodelage osseux. Il répare
les micro- et macro-lésions du squelette (Karsenty, 1999). Cette fonction homéostatique
consiste en la succession de deux évenements cellulaires : la résorption de la matrice
osseuse minéralisée par les ostéoclastes, puis la formation de I'os de novo par les
ostéoblastes. Le colit énergétique quotidien de la destruction osseuse associé au colt
énergétique quotidien de la formation osseuse, simultanément en différents sites du
squelette, est un premier argument en faveur d’une co-régulation des métabolismes
énergétique et osseux (Clement et Karsenty, 2005; Karsenty et Oury, 2010).

Avec 200 millions de femmes atteintes dans le monde, la perturbation la plus
fréquente du remodelage osseux est |'ostéoporose (IOF, 2014), caractérisée par une
augmentation relative de la résorption osseuse par rapport a la formation osseuse causant
un risque accru de fracture (Dennison et al, 2005a). Cette perte osseuse est liée a I'arrét des
fonctions gonadiques. L'obésité prévient cette perte osseuse, méme aprés la ménopause
(Karsenty, 2001). A contrario, 'anorexie augmente le risque de fracture (Faje et al, 2014).
Ces observations cliniques sont un second argument en faveur d’une régulation hormonale
commune de la masse osseuse, du poids corporel et de la fonction de reproduction
(Karsenty, 2001). La leptine, sécrétée majoritairement par les adipocytes et jouant un role
dans la régulation de la prise alimentaire et de la fonction de reproduction (§1.2.1.3.2),
semble étre un agent essentiel dans le dialogue entre le métabolisme énergétique et le
métabolisme osseux. En effet, les souris ob/ob déficientes en leptine, ou db/db sans
récepteur fonctionnel de la leptine, sont non seulement hypogonadiques (Strobel et al,
1998) et obéses, mais ont aussi une masse osseuse augmentée, pour I'ensemble des os du
squelette (Figure 25) (Ducy et al, 2000). Ces troubles de la masse osseuse ne sont pas une
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Figure 26. Contréle de la résorption et de la formation osseuse par la leptine. ObRb : récepteur de la leptine,
CART : cocaine and amphetamine-regulated transcript, SNS : systéme nerveux sympathique, Adrp2 : récepteur
adrénergique B2, AP-1: activator protein 1, ATF4 : activating transcription factor 4, RANKL : receptor activator
of NF-kB ligand (d’aprés Wei et Ducy, 2010).
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conséquence directe de I'obésité puisque les souris ob/ob soumises a un régime pauvre en
graisses deés la naissance conservent un poids corporel normal avec un phénotype de masse
osseuse élevée. De plus, ce phénotype est absent chez les souris Agouti obeses et chez les
souris sauvages soumises a un régime enrichi en graisses et en glucides pour induire une
obésité. L'ensemble de ces éléments suggere I'existence d’une stimulation directe de la
masse osseuse par la leptine (Karsenty, 2001).

Enfin, chez les vertébrés, I'apparition de la leptine au cours de |’évolution est
concomitante a I'apparition des cellules osseuses et non a celle des adipocytes, de I'appétit
ou de la reproduction. Ce dernier argument est aussi en faveur d’un role endocrine de la
leptine dans le contrdle du remodelage osseux et du métabolisme énergétique (Doyon et al,
2001; Huising et al, 2006).

1.2.3.2. Mécanismes de co-régulation des métabolismes énergétique et osseux

L’hypothese formulée ci-dessus fait I'objet de beaucoup d'intérét. Méme si les
mécanismes sous-jacents a la co-régulation des métabolismes du tissu adipeux et du tissu
osseux ne sont pas encore completement élucidés, les modeles murins transgéniques ont
déja fournis de nombreux éléments de réponse.

1.2.3.2.1. Régulation du remodelage osseux par le tissu adipeux

La leptine, en se fixant a son récepteur ObRb sur les neurones sérotoninergiques du
tronc cérébral, réduit la synthése de sérotonine, entraine une augmentation du tonus
sympathique (Wei et Ducy, 2010) et favorise ainsi indirectement la résorption osseuse
(Yadav et al, 2009). Cette augmentation du tonus sympathique stimule le récepteur
adrénergique B2 (ADRB2) sur les ostéoblastes (Takeda et al, 2002). D'une part, la
prolifération ostéoblastique est inhibée (via I’horloge moléculaire qui inhibe I'expression des
génes AP-1 (activator protein 1) et des cyclines de type D) (Wei et Ducy, 2010) et d'autre
part, I'expression de RANKL (receptor activator of NF-kB ligand) dans les ostéoblastes est
favorisée, RANKL étant le principal facteur de différenciation des ostéoclastes (via la
phosphorylation d’ATF4, activating transcription factor 4) (Figure 26) (Clement et Karsenty,
2005). C’'est pourquoi les souris ADRB2” (invalidation du géne ADRP2) ont une formation
osseuse augmentée et sont protégées de la perte osseuse apres ovariectomie (Elefteriou et
al, 2005). Pourtant, les souris ob/ob déficientes en leptine ont une masse osseuse et une
résorption osseuse augmentées, un tonus sympathique bas, tout en étant hypogonadiques
(Clement et Karsenty, 2005).

Cet apparent paradoxe s’explique par le fait que la leptine favorise aussi
indirectement la formation osseuse via la régulation de I'expression du géne CART (cocaine-
and amphetamine-regulated transcript). Ce géne code un neuropeptide impliqué dans la
régulation de la prise alimentaire et de la dépense énergétique. Ce facteur est
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principalement exprimé dans I’hypothalamus (Elefteriou et al, 2005). Ainsi, les souris ob/ob
se distinguent des souris ADRB2” par une diminution de I'expression hypothalamique de
CART (Kristensen et al, 1998) et par une augmentation de la résorption osseuse (Driessler et
Baldock, 2010). En effet, CART favorise la résorption osseuse en inhibant I'expression de
RANKL dans les ostéoblastes et donc la différentiation des ostéoclastes (Figure 26) (Wei et
Ducy, 2010).

1.2.3.2.2. Régulation de ’'homéostasie glucidique par le tissu osseux

Les modeles murins transgéniques développés pour I'étude des mécanismes de co-
régulation des métabolismes énergétique et osseux ont aussi montré que le squelette est un
organe endocrine (Lee et al, 2007; Lee et Karsenty, 2008). En effet, les ostéoblastes
sécrétent une hormone, I'ostéocalcine, sous la forme d’une pré-pro-protéine dont trois
acides glutamiques sont y-carboxylés (résidus Gla) avant qu’elle soit sécrétée dans le
microenvironnement osseux et dans la circulation générale (§1.2.2.3.1) (Wei et Ducy, 2010).
Une petite fraction d’ostéocalcine décarboxylée (bioactive) est sécrétée dans la circulation
générale et stimule la prolifération des cellules B du pancréas, I'expression des genes codant
I'insuline dans ces cellules B du pancréas et des génes codant I'adiponectine dans les
adipocytes (Wei et al, 2014). L'augmentation de la sécrétion d’insuline, concomitante a
I’'augmentation de la sécrétion d’adiponectine qui améliore la sensibilité a I'insuline des
tissus cibles, améliore la prise en charge du glucose dans I'organisme (Lee et Karsenty, 2008).

L'activité de I'ostéocalcine est elle aussi sous le contrble de la leptine et du systeme
nerveux sympathique. Le signal sympathique, via la phosphorylation d’ATF4 et via
I'expression du facteur de transcription FoxO1 (forkhead box protein O1), augmente
I’expression de la tyrosine kinase OST-PTP (osteotesticular-protein tyrosine phosphatase)
responsable de la carboxylation de I'ostéocalcine. FoxO1l diminue aussi directement
I’expression de I'ostéocalcine. Le signal sympathique diminue donc le niveau d’ostéocalcine
décarboxylée et ainsi ses effets sur la sécrétion d’insuline et la sensibilité a l'insuline
(Figure 27) (Rached et al, 2010; Wei et Ducy, 2010).

1.2.3.3. Ostéochondrose et perturbations du métabolisme énergétique

La prévalence de I'OC est beaucoup plus faible dans les troupeaux de chevaux
sauvages (environ 6%) que chez les chevaux domestiques (Valentino et al, 1999), suggérant
un réle des conditions modernes d’élevage dans le développement des lésions. Les rations
du poulain riches en céréales (i.e. riches en amidon et autres glucides non-structuraux) sont
citées de facon récurrente comme une origine potentielle des Iésions d’OC (Glade et Belling,
1986; Lewis, 1996). Les concentrés causent en effet une augmentation postprandiale de la
glycémie stimulant la sécrétion d’insuline (Glade et al, 1984), impliquée dans la régulation
des métabolisme osseux et cartilagineux via la GH et I'IGF-I. Une étude in vitro montre en
particulier que l'insuline permet la survie des chondrocytes équins (Henson et al, 1997). De
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cette facon, elle inhiberait la maturation des chondrocytes, ralentissant la formation
osseuse. D’autre part, l'augmentation postprandiale de l'insulinémie accélérerait la
conversion de T4 en T3 et diminuerait la concentration sanguine en T4, essentielle a la
maturation du cartilage et a la formation osseuse (§1.1.3.3.2) (Glade et Reimers, 1985).

Dans une étude prospective impliquant 24 animaux, 12 poulains sur 12 recevant
129% des apports énergétiques recommandés par le NRC (National Research Counsil)
pendant 4-5mois ont développé des lésions d’OC (observations histologiques) contre
seulement 2 poulains sur 12 recevant 100% des apports énergétiques et protéiques
recommandés par le NRC (Savage et al, 1993). D’autre part, la plaque de croissance de
poulains Pur-Sang recevant 130% des apports énergétiques et protéiques recommandés par
le NRC pendant 8 mois était plus épaisse que celle des poulains recevant 70% des apports
énergétiques et protéiques recommandés (Glade et Belling, 1984). L'organisation du
cartilage de ces poulains sur-nourris était typique des articulations affectées par I’OC, avec
des zones de repos et d’hypertrophie surdéveloppées, sans capillaire sanguin et sans
organisation en colonnes des chondrocytes (Glade et Belling, 1984). De plus, Ralston et ses
collégues ont observé des variations postprandiales de la glycémie et de l'insulinémie de
plus grande amplitude chez 4 poulains atteints d’OCD (parmi 15 poulains suivis) recevant
une ration riche en céréales deux fois par jour (Ralston, 1996). Enfin, une étude
épidémiologique a montré que l'insulinémie postprandiale était deux fois plus élevée chez
les poulains atteints d’OC que chez les poulains sains (Pagan et al, 2001). En outre, plus la
réponse insulinique au repas était forte, plus les Iésions étaient nombreuses (Pagan et al,
2001). Cependant, aucune de ces études ne fournit d’information détaillée sur la prise
alimentaire des animaux, leur état corporel ou la composition minérale des régimes, autant
de facteurs susceptibles de moduler les réponses glycémique et insulinique postprandiales.

L'augmentation des apports énergétiques ne suffit pas toujours a expliquer
I'apparition d’AOAJ. L'étude de Donabedian et ses collegues incrimine plutot la vitesse de
croissance des poulains, indépendamment du niveau énergétique de la ration (Donabedian
et al, 2006). Ces données sont étayées par |'étude de van Weeren et ses collégues qui a
montré que les poulains atteints d’OC fémoro-patellaire avaient un gain de poids supérieurs
aux poulains sains a 3 et 5 mois, avec une plus grande hauteur au garrot (van Weeren et al,
1999). Le fait que le cheval soit un animal a croissance rapide, particulierement dans la
période ou les AOAJ se développent, est en faveur d’un effet de la vitesse de croissance sur
le développement de I'OC.
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En résumé

Le cheval est sujet a des pathologies métaboliques impliquant des perturbations de
la sensibilité a I'insuline, aujourd’hui rassemblées sous le nom de syndrome métabolique
équin, mais aussi a des perturbations du développement osseux telles que
I'ostéochondrose. Leur prévalence au sein de la population est élevée et a de lourdes
conséquences économiques sur la filiere équine sportive.

Le métabolisme énergétique (représenté par les adipocytes et les cellules B du
pancréas) et le métabolisme osseux (représenté par les ostéoblastes) se régulent
mutuellement selon des mécanismes déja bien décrits. La leptine, I'ostéocalcine et
I'insuline en sont les acteurs centraux.

Cette étroite relation entre le tissu osseux et le statut énergétique de I'individu est
vérifiée pour les poulains atteints d’ostéochondrose chez qui la prévalence des lésions a
été reliée a des anomalies de la réponse insulinique postprandiale

|49



Systeme physiologique

Pathologies

Systeme cardiovasculaire

Hypertension
Coronaropathie

Accident vasculaire cérébral
Athérosclérose

Troubles de la coagulation
Pré-éclampsie

Systeme métabolique

Altérations de la tolérance au glucose
Insulinorésistance

Dyslipidémie

Obésité

Diabete de type Il

Systeéme reproducteur

Syndrome des ovaires polykystiques
Puberté précoce
Ménopause précoce

Systéme respiratoire

Maladie pulmonaire obstructive chronique
Asthme

Systeme endocrine

Hypercorticisme
Hypothyroidie

Systeme nerveux

Troubles neurologiques
Schizophrénie
Démence

Systéme squelettique

Ostéoporose

Tableau 8. Pathologies de I'adulte associées a un développement intra-utérin suboptimal chez I'Homme

(d'aprés une métanalyse de Fowden et al, 2006).

Indice de masse Poids de naissance (g) Prévalence
corporelle (kg/m?) Intervalle de confiance a 68%
<2500 35,4 (23,2 - 49,9)
1" tiers 2500-3499 13,0 (10,7 - 15,7)
3 500 - 4499 12,2 (9,3 - 15,8)
24500 52,4 (36,1 - 68,2)
<2500 35,6 (23,0 -50,6)
2™ tiars 2500-3499 18,6 (16,0 - 21,5)
3500 -4 499 21,4 (17,8 -25,6)
> 4500 22,7 (8,8 - 47,0)
<2500 32,6 (19,5 -49,5)
3eme i 2500-3499 25,8 (22,5 -29,3)
3500 - 4 499 23,4 (20,1 -27,1)
24500 36,0 (23,8-50,2)

Tableau 9. Prévalence du diabete selon le poids de naissance et l'indice de masse corporelle dans une

population de 1 179 indiens pimas (d’aprés McCance et al, 1994).
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1.3. Origines développementales de la santé et des maladies de
I’adulte chez I’équin

1.3.1. Concepts d’origines feetales de la santé

L'objet de cette partie n’est pas de faire une synthése exhaustive des nombreux
travaux publiés dans ce domaine. En effet, le terme de « fetal programming » dans un
moteur de recherche tel que PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) renvoie

aujourd’hui plus de 135 000 résultats. Il s’agit plutot de présenter les principes généraux en
s’appuyant sur quelques exemples issus de la littérature.

1.3.1.1. Hypothese d’une programmation feetale chez ’'Homme et I’animal

McCance fut I'un des premiers a utiliser la notion de « périodes critiques », de la
conception a la puberté, déterminant la trajectoire de croissance de I'individu (McCance,
1976). Plus tard, les observations épidémiologiques de Barker et Hales ont plus précisément
relié les événements précoces du développement a un ensemble de pathologies de I'adulte
(Tableau 8). En effet, la cohorte du Hertfordshire (16 000 hommes et femmes nés entre
1911 et 1931 et suivis jusqu’a aujourd’hui) a fait I'objet d’une étude pionniere démontrant
gue les patients de petit poids de naissance (reflet d’'un développement foetal suboptimal)
avaient un risque accru de développer une insuffisance coronarienne, une hypertension ou
un diabete de type Il a I'dge adulte (Barker et al, 1989; Barker et al, 1993a; Barker et al,
1993b). Ce phénomeéne a d’abord été connu sous le nom de « programmation fcetale » ou
« hypothése de Barker » (Barker, 1990).

Il est aujourd’hui admis que ce ne sont pas seulement les individus avec un petit
poids de naissance (inférieur a 2,5 kg) qui présentent un risque accru de développer des
pathologies métaboliques, mais aussi ceux avec un poids de naissance excessif (supérieur a
4 kg). Ainsi, I"’évolution du risque de développer ces pathologies en fonction du poids de
naissance suit une courbe « en U » (Tableau 9) (McCance et al, 1994; Curhan et al, 1996). La
tribu pima fournit un bon exemple de cette évolution caractéristique de la prédisposition
des individus aux désordres métaboliques en fonction de leur poids de naissance. Chez les
indiens pimas, fortement prédisposés au diabéte de type Il (sur 1 600 sujets, 40% des péres
et 50% des meres sont diabétiques), les enfants issus de péres diabétiques sont diabétiques,
mais aussi plus légers a la naissance. Dans ce cas, ce sont les génes de prédisposition au
diabete hérités du pere qui affectent la croissance foetale via I'insuline. A contrario, les
enfants nés de meres diabétiques sont diabétiques, mais aussi plus lourds a la naissance.
Dans ce cas, c’est I'environnement intra-utérin hyperglycémique qui est mis en cause. La
prédisposition au diabete est donc accrue chez les petits bébés et les gros bébés (Bennett et
al, 1971; Lindsay et al, 2000; Frayling et Hattersley, 2001).
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L’étude des individus exposés in utero a la famine hollandaise de 1944, prédisposés a
I'obésité, l'intolérance au glucose, I'hypertension ou aux pathologies cardiovasculaires a
I’age adulte, a ensuite permis de démontrer I'importance de la nutrition maternelle dans
cette programmation (Ravelli et al, 1998; Ravelli et al, 1999; Roseboom et al, 2001). Ainsi, en
conditions défavorables telle que la sous-nutrition maternelle, le foetus mettrait en place des
adaptations physiologiques (comme une diminution de la sensibilité a I'insuline par exemple)
pour assurer sa survie immédiate. C'est la notion de « thrifty phenotype » ou « phénotype
économe » (Hales et Barker, 1992; Hales et al, 1997; Hales et Barker, 2001). Ces adaptations
donneraient un avantage métabolique a l'individu en prévision d’un environnement post-
natal hypothétiquement carencé. C'est la notion de « predictive adaptive response » ou
« réponse adaptative prédictive » (Gluckman et Hanson, 2004). Cependant, si
I’environnement n’est pas carencé voire en cas de surnutrition dans la période post-natale,
I'individu serait mal adapté et présenterait un risque accru de développer des pathologies
métaboliques comme le diabéte de type Il ou I'obésité. Par exemple, les individus exposés in
utero a la famine hollandaise, adaptés a un environnement carencé pendant la vie foetale
mais confrontés a un environnement riche en nutriments apres la guerre, présentaient un
risque accru de développer des pathologies métaboliques a I’age adulte (Ravelli et al, 1998).
Notons que le moment de I'exposition a la sous-nutrition détermine la nature de ses effets,
avec plutét des pathologies cardiovasculaires et de I'obésité lorsque I'exposition intervenait
dans le premier trimestre de la grossesse, plutét de I’hypertension pour I'exposition au
second trimestre et plutot des pathologies liées a I’lhoméostasie glucidique pour I’exposition
au troisieme trimestre (Painter et al, 2005). Des effets transgénérationnels ont méme été
observés par les voies maternelle et paternelle (Veenendaal et al, 2013).

Aujourd’hui, la programmation feetale des fonctions physiologiques post-natales a
été démontrée expérimentalement dans plusieurs especes, avec différentes technigues dont
le but était de moduler I'environnement intra-utérin et la croissance foetale. Par exemple, un
stress, une hypoxie, une exposition aux glucocorticoides, un régime alimentaire ou une
insuffisance placentaire en cours de gestation peuvent induire un retard de croissance intra-
utérin (RCIU) et entrainer des anomalies post-natales des fonctions cardiovasculaires,
métaboliques et endocrines, chez la souris, le lapin, le cochon d’Inde, le mouton, le porg, le
cheval (§1.3.3.3) ou encore le primate (McMillen et Robinson, 2005). De la méme facon, en
cas de RCIU naturel, comme cela est fréquent chez le porc notamment, un petit poids de
naissance est associé a une hypertension, une intolérance au glucose et des anomalies des
axes endocrines tels que les ilots de Langerhans, le systeme rénine-angiotensine et |'axe
hypothalamo-hypophyso-surrénalien chez I'adulte (Forhead et al, 2000; Poore et Fowden,
2002, 2003; Gatford et al, 2008). Les études chez I’'animal montrent aussi que le moment, la
durée et la nature de la perturbation en cours de gestation déterminent la trajectoire de
croissance in utero et induisent des conséquences physiologiques spécifiques, méme si le
poids de naissance reste inchangé (Fowden et al, 2006). Enfin, les animaux de rente
fournissent des preuves du concept de programmation feetale via I'étude des effets des
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métanalyse de Fowden et al, 2006a).
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perturbations de I'environnement intra-utérin sur les bénéfices commerciaux relatifs a la
survie des descendants voire des générations suivantes, a leur vitesse de croissance et aux
qualités de la viande, du lait, de la laine et de la fonction reproductrice (Pond, 1973; Powell
et Aberle, 1980; Lawlor et Hopkins, 1981; Wu et al, 2006; Firth et al, 2008; Larson et al, 2009;
Blair et al, 2010; Funston et al, 2010; Hill et al, 2010; Reynolds et al, 2010).

1.3.1.2. Périodes critiques de programmation développementale

1.3.1.2.1. Périodes périconceptionnelle et préimplantatoire

Les perturbations environnementales interviennent a différents stades du
développement (Figure 28). En périconception et dans la période préimplantatoire, la
disponibilité en nutriments, en oxygéne et en hormones peut affecter I'ovocyte et le
développement embryonnaire (notamment la répartition des cellules entre le trophoblaste
et la masse cellulaire interne dans le blastocyste). En altérant la croissance foetale ou encore
la durée de gestation, ces perturbations peuvent conduire a des anomalies des grands axes
endocrines (McEvoy et al, 2001; Kumarasamy et al, 2005). Notons néanmoins que des
adaptations de la fonction de transfert du placenta plus tard en cours de gestation tendent a
compenser ces troubles précoces et a normaliser le poids de naissance (Godfrey, 2002).

1.3.1.2.2. De I'implantation a la naissance

En cours d’organogenése, les perturbations environnementales causent des
anomalies structurales susceptibles de réduire la capacité fonctionnelle des organes
(Figure 28) (Fowden et al, 2006). Si elles interviennent en cours de gamétogenése, le
potentiel reproducteur des descendants risque d’étre altéré (Rhind et al, 2001; Dupont et al,
2012; Chavatte-Palmer et al, 2014; Dupont et al, 2014; Leveille et al, 2014). Dans la période
ou la croissance feetale est la plus rapide, elles peuvent altérer la croissance des tissus et
changer le cycle cellulaire de prolifération en différenciation, avec des conséquences
défavorables sur le nombre de cellules (Harding et Johnston, 1995; Fowden et al, 1998).
Puisque les tissus et les organes foetaux se développent a des vitesses différentes, le
moment de la perturbation détermine une réponse adaptative spécifique d’un tissu ou d’un
organe (Fowden et al, 2006).

En fin de gestation, une période de maturation au cours de laquelle de nombreux
tissus subissent des modifications structurales et fonctionnelles prépare le foetus pour la vie
extra-utérine (Figure 28) (Liggins et Howie, 1972; Liggins, 1976; Silver, 1990; Liggins, 1994).
La naissance per se active des systémes physiologiques ayant peu, voire pas de fonction in
utero, tels que la ventilation, la thermorégulation, la néoglucogeneése, la nutrition entérale et
le contrble de I'appétit (Fowden et al, 1998). Des variations de la maturation prepartum
peuvent avoir des conséquences sur la sensibilité des systemes physiologiques en périnatal,
ces effets pouvant se normaliser, persister ou s’amplifier plus tard (Fowden et al, 2006).
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1.3.1.2.3. De la naissance au sevrage

Plusieurs systemes physiologiques programmés in utero continuent a se développer
postpartum (Figure 28). La période de plasticité développementale s’étend donc au-dela de
la naissance. Chez le rat, les variations néonatales de la disponibilité en nutriments, des
concentrations hormonales et du comportement maternel peuvent altérer la fonction
cognitive, neuroendocrine et reproductive de I'adulte (Ozanne et Hales, 2002; Weaver et al,
2004; Bouret et Simerly, 2006; Attig et al, 2008; Attig et al, 2011; Attig et al, 2013). En
conséquence, les perturbations environnementales post-natales, en particulier avant le
sevrage, peuvent améliorer ou exacerber les modifications morphologiques et fonctionnelles
programmeées in utero (Fowden et al, 2006).

I ne s’agit donc plus de «programmation foetale » uniquement, mais de
« programmation développementale » ou « origines développementales de la santé et des
maladies » (ou DOHaD, developmental origins of health and disease), puisque les
événements in utero et pendant la croissance post-natale sont susceptibles d’affecter a long
terme la santé et le bien-étre des individus (Reynolds et Caton, 2012).

1.3.2. Origines foetales des anomalies de I’homéostasie glucidique et du
squelette

1.3.2.1. Origines fcetales des anomalies de ’homéostasie glucidique

1.3.2.1.1. Origines fcetales du diabéte de type Il chez ’THomme

Une forte corrélation négative entre le poids de naissance et le risque de développer
un diabéte de type Il a I’dge adulte a été mise en évidence par les études épidémiologiques,
a commencer par |I'étude de 468 hommes de la cohorte du Hertfordshire. Des tests oraux de
tolérance au glucose ont montré que les sujets avec un petit poids de naissance avaient
développé une intolérance au glucose a I'dge de 64 ans (Hales et al, 1991). Cette corrélation
a été confirmée par 'étude de 103 hommes et femmes (de poids proches au moment de
I’étude) vivant a Preston (Phillips et al, 1994), puis par I'étude d’adolescents nés avec un
RCIU (Hofman et al, 1997), dans lesquelles les patients les plus légers a la naissance étaient
les moins sensibles a l'insuline. Cette hypothése d’une association entre une croissance
foetale restreinte et une insulinorésistance voire un diabete de type Il chez I'adulte
(Newsome et al, 2003) a été vérifiée dans d’autres pays, notamment la France (Leger et al,
1997) et la Suéde (Lithell et al, 1996).

Une étude suggere que la sensibilité a I'insuline du nouveau-né est négativement
corrélée a sa taille a la naissance (Figure 29) (Bazaes et al, 2003). Cette sensibilité a I'insuline
accrue du bébé en RCIU contribuerait au phénomeéne post-natal de croissance de rattrapage
et diminuerait des I’age d’un an (Soto et al, 2003; Ong et al, 2004; Mericq et al, 2005). Chez
I'individu sain, I'augmentation de la sensibilité a I'insuline entraine une diminution de la
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Figure 31. Acquisition de la masse osseuse au cours de la vie (d’apres Dennison et al, 2013).
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sécrétion d’insuline. Chez l'individu en RCIU, la sécrétion d’insuline ne s’adapte pas a la
diminution de la sensibilité a I'insuline, contribuant a un risque accru de développer une
intolérance au glucose ou un diabete de type Il a long terme (Figure 29) (Jensen et al, 2002;
Veening et al, 2003; Mericq et al, 2005).

1.3.2.1.2. Un modeéle expérimental de modification de la croissance fecetale

Entre autres modeles de restriction de la croissance foetale, un modele ovin de
restriction placentaire a été développé (ablation des caroncules avant I'établissement de la
gestation). Il induit un RCIU (Alexander, 1964; Wigglesworth, 1964) dont les effets sur
I’'homéostasie glucidique ressemblent a ceux observés chez I’'Homme. Les agneaux dont les
placentas ont été restreints étaient 25% plus petits a la naissance, puis ils subissaient une
croissance de rattrapage rapide (De Blasio et al, 2007). Jusqu’a I’age de 30 jours, la sensibilité
a l'insuline des agneaux restreints était augmentée (De Blasio et al, 2007; Gatford et al,
2008) et, avec I'age, la tendance s’inversait et les males adultes présentaient une sensibilité
a l'insuline diminuée (Owens et al, 2007b; Gatford et al, 2008). Alors que la masse de cellules
B pancréatiques des feetus restreints était réduite (Owens et al, 2007a; Gatford et al, 2008),
elle était augmentée chez le mouton adulte. Mais la fonction altérée de leurs cellules B
pancréatiques (diminution de I'expression de certain génes) entrainait malgré tout une
réduction de la sécrétion d’insuline (Gatford et al, 2008).

Cette transition d’une sensibilité a l'insuline accrue a une sensibilité a l'insuline
réduite trouve en fait son origine dans des variations épigénétiques. Un modele murin de
restriction placentaire (ligature de I'artere utérine en fin de gestation) a en effet mis en
évidence une hypométhylation de I’ADN et une acétylation accrue des histones dans le foie
et le cerveau des foetus en RCIU (MacLennan et al, 2004; Ke et al, 2006). Mais jusqu’a I'age
de deux semaines, |'acétylation des histones diminuait progressivement tandis que la
méthylation devenait tres dense, en particulier au niveau du promoteur du géne Pdx1
(pancreatic and duodenal homeobox 1 ou insulin promotor factor 1) impliqué dans la
régulation du développement pancréatique et la différentiation des cellules (Figure 30) (Park
et al, 2008).

1.3.2.2 Origines foetales de la masse osseuse

1.3.2.2.1. Origines faetales de la masse osseuse chez ’Homme

Chez 'Homme, des études épidémiologiques ont relié la taille a la naissance au
développement d’ostéoporose chez I'adulte. Or, le risque de fracture est aussi déterminé
par la masse osseuse (combinaison de la taille des os et de la densité minérale volumétrique)
qui confére sa résistance mécanique a I'os (Dennison et al, 2013). Chez 'Homme adulte, la
masse osseuse dépend principalement de la hauteur du pic de masse osseuse atteint a la fin
de la croissance du squelette puis de la vitesse de perte osseuse (Figure 31) (Ferrari et al,
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1998). Ce pic de masse osseuse est ainsi un bon indicateur de I’'age auquel I'ostéoporose
commencera a se développer (Hernandez et al, 2003).

Plus de 60% du pic de masse osseuse est acquis au cours de la puberté, période cible
pour optimiser I'accrétion osseuse (par les apports calciques et I'exercice) (Kajantie, 2008),
mais une part importante est acquise plus précocement. En effet, la minéralisation des os du
foetus est modulée par l'alimentation maternelle (en particulier les apports en vitamine D) et
son activité physique, ainsi que par sa consommation éventuelle de tabac (Godfrey et al,
2001; Cooper et al, 2006; Javaid et al, 2006a; loannou et al, 2012). De plus, la masse osseuse
néonatale d’un individu est corrélée positivement non seulement a son poids et a sa taille a
la naissance, mais aussi au poids du placenta (Godfrey et al, 2001).

L'origine foetale de la masse osseuse adulte est illustrée par la cohorte du
Hertfordshire. L'étude de ces individus a montré que le poids de naissance est corrélé
positivement a la surface osseuse (SO) et au contenu minéral osseux (CMO) du fémur
proximal et des lombaires chez les femmes et chez les hommes et, dans une moindre
mesure et uniquement chez les patients masculins, a la densité minérale osseuse (DMO =
CMO x SO) de ces mémes sites (Cooper et al, 1997; Dennison et al, 2005b). Cependant, c’est
un modele combinant poids de naissance, poids a I’age d’un an et poids adulte qui rend le
mieux compte de la variabilité de la surface osseuse du fémur chez les deux sexes,
soulignant l'importance des trajectoires de croissance anté- et post-natales dans
I'acquisition de la masse osseuse. Ces corrélations sont préservées aprés ajustement des
données selon plusieurs paraméetres du mode de vie des adultes susceptibles d’affecter la
masse osseuse tels que I'activité physique, I'apport calcique et la consommation de tabac et
d’alcool (Dennison et al, 2005b; Dennison et al, 2013). La résistance de l'os est aussi
déterminée par sa géométrie comme démontré sur des patients de cette méme cohorte.
L'analyse de la structure fémorale et des propriétés biomécaniques du radius et du tibia
suggere qu’une croissance ralentie in utero et au cours de la premiere année apreés la
naissance est associée a un col fémoral plus étroit (Javaid et al, 2006b) et a un tibia plus
court, de plus petite surface, avec un indice de résistance diminué (Oliver et al, 2007)
conduisant a une résistance mécanique moindre et un risque de fracture accru (Dennison et
al, 2013).

Dans une cohorte finlandaise, il a été montré que les individus nés avec une petite
taille mais rattrapant la taille moyenne de la population a I'age de 7 ans avaient un risque
augmenté de fracture de la hanche (Cooper et al, 2001; Javaid et al, 2011). D’autre part,
dans une cohorte sud-brésilienne, les jeunes hommes les plus lourds a la naissance
présentaient une surface osseuse et un CMO augmentés dans le fémur proximal, le col du
fémur et les lombaires, ainsi qu’une DMO augmentée dans les lombaires, sans qu’aucune
interaction ne soit relevée entre les variables pré- et post-natales (Schlussel et al, 2010).
Enfin, une méta-analyse a montré en 2011 que 1kg supplémentaire a la naissance
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correspond a une augmentation de 1,49 g du CMO des lombaires et a une augmentation de
1,41 g du CMO dans la hanche (Figure 32) (Baird et al, 2011; Dennison et al, 2013).

1.3.2.2.2. Quelques modeéles expérimentaux de modification de la croissance fcetale

Quelques modeles expérimentaux, essentiellement murins, ont étayé cette
hypothése d’une programmation foetale de la masse et de la structure osseuse. En effet,
chez la souris, une restriction énergétique maternelle (70% versus 100% des besoins
énergétiques) diminue le CMO des descendants a I'age de 6 mois, mais seulement chez
certaines races et les effets varient selon le sexe (Knight et al, 2007). Chez le rat, la ligature
des artéres utérines cause un RCIU et les descendant males et femelles ont des fémurs plus
courts, des os plus fins et de moindre résistance jusqu’a I'age de 6 mois (Engelbregt et al,
2004; Romano et al, 2010). La surnutrition a aussi un impact défavorable sur le tissu osseux
des descendants, puisqu’un diabéte maternel est associé a une plus faible teneur en calcium
des os et a un retard de minéralisation du squelette (Verhaeghe et al, 1999). De plus, un
régime riche en graisses saturées réduit la masse osseuse foetale en fin de gestation (Liang et
al, 2009) et diminue la longueur du fémur, tout en augmentant son diamétre (Lanham et al,
2010).

1.3.3. Origines foetales de la santé et des performances chez I’équin
1.3.3.1. Intérét de I’étude des origines développementales de la santé chez I’équin

1.3.3.1.1. Commerce et valorisation des poulains et jeunes chevaux

La majorité des chevaux dans les pays développés sont des chevaux de sport
participant a des compétitions de tous niveaux : leurs aptitudes sportives déterminent leur
valeur économique et celle de leurs descendants. Avant méme qu’ils aient couru ou
concouru, le commerce des poulains péese lourd sur la balance économique de la filiere,
comme l'illustrent les ventes aux enchéres de trés jeunes animaux en France telles que les
ventes ARQANA pour les jeunes trotteurs et galopeurs et les ventes FENCES pour les jeunes
chevaux de sport et de loisir. Ainsi, lors des ventes ARQANA de 2013, les foals (< 1 an) ont
rapporté 4,1 millions d’euros, les yearlings (< 2 ans), 54,9 millions d’euros et les chevaux a
I’entrailnement de moins de 2 ans et plus, 20,5 millions d’euros. Lors des ventes FENCES de
2013, les animaux de moins de 4 ans ont rapporté 2,3 millions d’euros (IFCE, 2014).

D’autre part, afin de les valoriser et de les sélectionner, les jeunes chevaux et poneys
de sport sont soumis a un circuit d’épreuves organisé par la Société Hippique Frangaise pour
former et confronter les chevaux de 4, 5 et 6 ans. Ce circuit concerne 6 disciplines (saut
d’obstacles, hunter, dressage, concours complet, endurance et attelage), avec plus de
8 200 épreuves (66% en saut d’obstacles) et plus de 4,7 millions d’euros de gains (3,7 pour le
saut d’obstacles) en 2012 (IFCE, 2014).
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1.3.3.1.2. Durée de la carriére sportive du cheval

La notion de longévité, d’abord définie chez les espéces de rente, correspond chez le
cheval a la durée de sa carriere en compétition. La longévité a une origine génétique et fait
partie des objectifs d’élevage de certains stud-books (Koenen, 2004; Braam, 2011; Ricard et
Blouin, 2011). Elle a une héritabilité de 0,07 a 0,17 (Braam, 2011; Ricard et Blouin, 2011) et
est évaluée a 2-3 ans pour le Pur-Sang en course de plat et le Trotteur Américain en course
attelée. Elle est a peine plus longue pour le dressage, le saut d’obstacles ou le concours
complet ou elle est évaluée a 3-4 ans. Les principales causes de ces fins de carrieres précoces
sont les lésions du muscle ou du squelette, puis les désordres respiratoires et gastro-
intestinaux. Les Iésions du muscle ou du squelette, notamment, sont responsables de 56 a
79% des jours d’entrainement perdus et d’environ 25% des pertes économiques de la filiere
(Rogers, 2012). Les éleveurs aspirent a limiter ces pertes et a optimiser la durée de la
carriere en compétition. De plus, au-dela de I'investissement financier, le bien-étre du cheval
est aujourd’hui un impératif moral. Les éleveurs se concentrent donc sur la gestion du cheval
alors qu’il est déja en compétition. Or, quelques données indiquent une plasticité foetale aux
stimuli maternels chez le cheval (§1.3.3.2 et 1.3.3.3). Le développement et la croissance
seraient ainsi des fenétres potentielles d’intervention pour atténuer le risque de
traumatismes ou de Iésions avec une stimulation ad hoc des tissus.

1.3.3.2. Retard de croissance intra-utérin et santé chez I’équin

L’étude du lien entre RCIU et pathologies de I'adulte mis en évidence par les études
épidémiologiques chez 'Homme (Barker et Osmond, 1986) est particulierement pertinente
chez le cheval destiné a des performances sportives exigeantes. Le RCIU chez le cheval est
rarement diagnostiqué si la survie du poulain n'est pas en jeu et si des soins vétérinaires ne
sont pas nécessaires. En revanche, il est souvent associé a une prématurité ou a une
dysmaturité (animal né a terme mais présentant des signes de prématurité) (Rossdale et
Silver, 1982; Rossdale et al, 1984; Rossdale, 1985; Rossdale et al, 1997). Rossdale et ses
colléegues associent le RCIU a une insuffisance pulmonaire chez le nouveau-né (atélectasie,
détresse respiratoire), une arythmie respiratoire dans la période post-natale immédiate, un
déséquilibre des proportions des bronchioles, alvéoles et artérioles terminales
(prédisposition a I’hémorragie pulmonaire induite a [I'exercice), des neuropathies
(hémiplégie laryngée) et d’autres pathologies dont I'hyperlipémie, la pathologie pulmonaire
obstructive chronique, les myopathies et I'ostéochondrose (Ansari et al, 1998; Rossdale,
2002).

Toutes les altérations de I'environnement extérieur (stress, qualité nutritionnelle des
aliments, carences et excés dans la ration, agents infectieux, toxiques) et des interfaces
entre le foetus et I'environnement extérieur (santé du tractus digestif, troubles pulmonaires,
affections chroniques de I'endometre, pathologies placentaires, homéostasie maternelle)
sont susceptibles de perturber la croissance fcetale et/ou d’avoir des répercussions a long
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Figure 33. Compétition pour I'attachement du placenta en cas de gestation gémellaire. A :singleton, B:
jumeaux de méme taille, C: jumeaux de tailles différentes, D : momification d’'un des jumeaux. Les jumeaux
sont un modele naturel de retard de croissance intra-utérin (d’aprés Jeffcott et Whitwell, 1973 dans Rossdale

et Ousey, 2002).
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terme. Si les causes possibles du RCIU chez le cheval sont peu documentées, quelques
modeéles existent (Rossdale, 2002). D'occurrence spontanée, les gestations gémellaires sont
un modele naturel de RCIU car les deux placentas sont en compétition pour I'attachement a
I’endometre. Elles conduisent a la mort foetale ou a des poulains tres petits car sous-nutris in
utero, avec de faibles chances de survie (Figure 33). Expérimentalement, quelques modeles
de RCIU équin existent : décollement placentaire en milieu ou fin de gestation (Rossdale et
al, 1991), placentite induite expérimentalement (Leblanc et al, 2001) et transfert d’embryons
de race Pur-Sang dans des receveuses de taille réduite (ponettes) (§1.3.3.3) (Allen et al,
2002b).

1.3.3.3. Modeéles équins expérimentaux de programmation foetale

1.3.3.3.1. Modéles expérimentaux de modification de la croissance fcetale

En 1934 et 1936, Walton et Hommond ont croisé de grands chevaux de trait de race
Shire avec des petits poneys Shetland par insémination artificielle. Lorsque le pére était de
race Shire et la mere de race Shetland, les poulains avaient une taille proche de celle des
Shetlands a la naissance. Lorsque le pére était de race Shetland et la mére de race Shire, les
poulains avaient une croissance foetale augmentée, sans pour autant atteindre la taille d’un
poulain de race Shire (Figure 34). Ces différences étaient exacerbées par la production
laitiere réduite des ponettes et abondante des juments de trait. Elles ont persisté jusqu’a
I’age de trois ans (Walton et Hammond, 1938).

En 1985, aprés avoir produit trois paires d’embryons (méme parents au sein de
chaque paire) de race poney Konik, Tischner a transféré un embryon de chaque paire dans
une jument de trait tandis que I'autre était porté par sa mere biologique. A la naissance, les
poulains issus des transferts étaient plus grands et plus lourds que leurs freres et ont grandi
plus vite pendant la lactation (Tischner, 1985). Aprés le sevrage et jusqu’a I’'dge de quatre
ans et demi, bien que les différences entre les individus aient diminué, les poulains issus des
transferts étaient toujours plus grands (hauteur au garrot, hauteur de I'antérieur et longueur
du canon)(Tischner, 1987). Ces études sont les premiéres a illustrer la prévalence de
I’environnement maternel sur le potentiel génétique du poulain : il est possible de moduler
le potentiel de croissance normal de la race en faisant varier la taille de la jument. D’ailleurs,
une étude américaine utilisant la méme approche (six paires d’embryons de race Quarter
Horse), mais avec des receveuses de méme taille différant par leur parité (nullipares ou
multipares), a montré que c'est bien la taille de la jument receveuse et non sa parité qui est
importante (Pool-Anderson et al, 1994).

Plus récemment, Allen et ses collegues ont utilisé le transfert d’embryons entre des
races de différentes tailles (poneys et Pur-Sang anglais) comme modeéle de restriction (Pur-
Sang dans poney) ou d’augmentation (poney dans Pur-Sang) de I'apport nutritionnel au
foetus. Les poneys portés par des juments Pur-Sang étaient plus lourds deés la naissance, avec
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Figure 35. Photographies des poulains issus des transferts inter-races le lendemain de leur naissance. A
gauche : poulain Pur-Sang dans poney, montrant des signes de retard de croissance intra-utérin (croupe et
membres postérieurs démusclés, hyperlaxité des boulets, sabots malformés). A droite : poulain poney dans
Pur-Sang, plus grand, mieux musclé, plus robuste, avec des sabots bien formés (d’apres Allen et al, 2002).

Figure 36. Photographies depoulainsisus des transferts inter-races a I'age de 14 mois. A gauche : le poulain
de gauche est un Pur-Sang dans poney et celui de droite est un Pur-Sang classique. A droite : le poulain de

gauche est un poney dans Pur-Sang et celui de droite, un poney classique (d’apres Allen et al, 2004).
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des proportions augmentées jusqu’a I'age de trois ans (Figure 35 et 36) (Allen et al, 2004;
Ousey et al, 2004). A I'age de 2 jours, ces poneys présentaient aussi une sensibilité au
glucose des cellules B pancréatiques accrue (Forhead et al, 2004) et, a I'age de 6 jours, une
augmentation de la pression artérielle basale et de la réactivité adrénocorticale a
I’adrénocorticotrophine, ainsi qu’une diminution de la sensibilité du baroréflexe et de la
sécrétion de catécholamines en réponse a une hypotension aigué (Giussani et al, 2003). A
contrario, les nouveau-nés Pur-Sang portés par des ponettes présentaient un RCIU a la
naissance (Figure 35) (Allen et al, 2002b; Ousey et al, 2004). L’homéostasie glucidique n'était
pas affectée a 2 jours (Forhead et al, 2004), mais un hypercorticisme était observé pendant
les 2 premiers jours aprés la naissance (Ousey et al, 2004). De plus, la sensibilité du
baroréflexe et la sécrétion de catécholamines en réponse a une hypotension aigué étaient
augmentées a I'dge de 6 jours (Giussani et al, 2003). A I'dge de trois ans, les poulains avaient
globalement rattrapé leur retard de croissance (Figure 36) (Allen et al, 2004).

1.3.3.3.2. Intérét du modéle de transferts d’embryons inter-races dans la pratique

Le transfert d’embryon est la technique de reproduction la moins utilisée en France
(Tableau 10), mais elle est en plein essor, avec 193 versus seulement 6 étalons actifs (étalons
ayant réalisé au moins une saillie I'année considérée) respectivement en 2013 et 2012 (IFCE,
2014).

Dans les premiers travaux publiés sur le transfert d’embryon chez I’équin en 1972, les
japonais Oguri et Tsutsumi ont réussi a collecter des zygotes par voie transcervicale puis ont
essayé, toujours par voie transcervicale, de les transférer dans une receveuse (Oguri et
Tsutsumi, 1972), sans succes jusqu’en 1974 ou six receveuses sur quinze (40%) étaient
gravides et donnaient naissance a quatre poulains en bonne santé (Oguri et Tsutsumi, 1974).
Les essais en France n’ont débuté qu’en 1982 (Lagneaux et al, 1988) et le premier transfert
d’embryon commercial a été réalisé en 1985 a I'INRA de Tours (Lagneaux, 1999). De 1989 a
2012, environ 7 000 poulains sont nés par cette technique en France (Caillaud et Doligez,
2013).

Dix pays rapportaient [I'utilisation du transfert d’embryon équin en 2013
(Tableau 11). Avec 31 135 embryons collectés (issus de 44 273 flushs) et transférés en 2013,
le Brésil et I’Argentine étaient les pays les plus actifs. Ce rendement de 0,7 embryon par
flush illustre la difficulté d’obtenir des embryons transférables dans cette espéece. Les huit
autres pays rapportaient moins de 100 embryons collectés et transférés en 2013. La France
était absente du rapport 2013 de la Société Internationale du Transfert d’Embryon (IETS) qui
faisait état d’une sous-évaluation du nombre de transferts d’embryon. En effet, ces données
sont tres difficiles a obtenir, tous les propriétaires, éleveurs et praticiens ne déclarant pas les
poulains issus de transferts d’embryon comme tels. Ainsi, le nombre de transferts en 2013
était estimé a 15 000 aux Etats-Unis et a 3 000 en Europe (IETS, 2013).
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Nombre d’étalons actifs par technique de monte

Chevaux | Chevaux | Chevaux
. , Chevaux
Type de monte de frangais | étrangers | Poneys . Anes
de trait
course | deselle | deselle

IA congelée 3 494 299 120 10 1
IA immédiate 361 170 100 56 12 10
IA réfrigérée sur place 3 60 25 13 36 0
IA réfrigérée transport 0 131 105 33 39 1
Liberté 14 466 466 811 1 358 124
Monte en main camion 1 1 1 1 0 0
Monte en main sur place 489 619 464 464 944 119
Transfert d’embryons 1 110 76 6 0 0
TOTAL 872 2 051 1536 1504 2 399 255
Nombre de saillies par technique de monte

Chevaux | Chevaux | Chevaux

. , Chevaux
Type de monte de frangais | étrangers | Poneys . Anes
de trait
course | deselle | deselle
IA congelée 7 3870 2 657 725 16 1
IA immédiate 15110 1568 1096 346 51 118
IA réfrigérée sur place 5 483 188 46 451 0
IA réfrigérée transport 0 1010 1440 187 676 3
Liberté 65 2342 1775 4260 12 355 607
Monte en main camion 2 1 1 2 0 0
Monte en main sur place | 10505 3061 1612 1940 8 659 557
Transfert d’embryons 1 292 285 9 0 0
TOTAL 25695 12 627 9 054 7515 | 22208 1286
Tableau 10. Techniques de reproduction en France en 2013 (d’aprés IFCE, 2014).
Collectes Transferts
Embryons | Embryons
Embryons | Embryons . .

Pays Flushs ., . nationaux | étrangers | Exports

in vivo frais ) .

congelés congelés

Argentine 22173 14 335 14 335 7 0 0
Brésil 22100 16 800 16 800 0 0 0
Canada 65 32 30 0 0 0
Finlande 1 5 1 0 0 0
Italie 0 91 74 0 0 0
Mexique 22 17 28 8 0 0
Pologne 1 1 1 0 0 0
Suisse 0 7 7 0 0 0
Thailande 0 0 0 0 0 0
Etats-Unis 64 43 47 0 0 0
TOTAL 44 426 31331 31323 15 0 0

Tableau 11. Pratique du transfert d’embryons dans le monde en 2013 (d’apres IETS, 2013).
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Aujourd’hui, le transfert d’embryon est utilisé comme méthode « thérapeutique »
pour les juments peu fertiles (juments qui débutent une gestation mais présentent des
mortalités embryonnaires a répétition, juments atteintes de lésions endométriales, juments
présentant des déchirures cervicales irréparables ou juments qui avortent régulierement
sans raison évidente), comme moyen d’amélioration génétique de la race dans le cas des
juments d’exception ou encore comme alternative a 'arrét de la carriére sportive des
juments en compétition pour en faire des pouliniéres. Peu de recommandations concernent
le choix des juments receveuses : elles doivent étre relativement jeunes (entre 3 et 10 ans),
présenter une cyclicité ovarienne normale et n’avoir aucun antécédent pathologique en
matiere de reproduction. Idéalement, il faudrait que les receveuses soient au moins aussi
grandes voire légerement plus grandes que les donneuses et sont généralement
sélectionnées car faciles a manipuler, reconnues bonnes laitieres et bonnes méres
(Blanchard et al, 2005). Les juments de race trait ont été beaucoup utilisées pour cette
raison. Cette pratique n’est plus d’actualité : aujourd’hui, les receveuses de race Trotteur
sont privilégiées.

Chaque stud-book définit les techniques de reproduction autorisées dans la race. A
I’heure actuelle, le transfert d’embryon est autorisé notamment chez le Selle Frangais,
I’Anglo-Arabe et le cheval de trait. Pour le Trotteur Francais, une seule gestation issue de
transfert d’embryon est autorisée par an pour une donneuse ayant eu des performances en
course ou dont les descendants ont eu des performances en course et aprés avis de la
commission du stud-book. Cette technique est interdite chez le Pur-Sang et I'AQPS (Autre
Que Pur-Sang) (Tableau 12) (Caillaud et Doligez, 2013).

1.3.3.3.3. Modéles expérimentaux de programmation par la nutrition maternelle

Dans le but d’optimiser la croissance foetale, les éleveurs distribuent souvent des
rations riches en énergie aux poulinieres, avec une teneur élevée en glucides tels que
I'amidon. Or, les expériences de transfert d’embryons entre poneys et Pur-Sang ont
démontré que l'augmentation des apports nutritionnels au foetus amplifie la croissance
feetale et post-natale et la sensibilité au glucose des cellules B pancréatiques (§1.3.3.3.1)
(Allen et al, 2004; Forhead et al, 2004).

Ousey et ses collegues ont cherché a explorer les effets de la nutrition maternelle en
excés en utilisant deux lots de juments Pur-Sang recevant dés le 1°" mois de gestation deux
régimes différents a base de concentrés et de foin, pour obtenir un lot de juments
« obéses » et un lot de juments a I'état corporel « modéré ». Dés le 1 jour aprés la
naissance, un test intraveineux de tolérance au glucose a démontré que les cellules B
pancréatiques des poulains du lot « modéré » étaient plus sensibles au glucose (Ousey et al,
2008). Ces observations sont cependant a nuancer : I'ensemble du troupeau a été atteint par
une infection a Streptococcus equi (gourme) ayant occasionné une perte d’appétit et donc
une perte pondérale au 2" trimestre de gestation. L'étude de George et ses collegues dans
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] IA sur place (en IA transportée Transfert
Race du produit . . .
frais) (frais/congelé) d’embryon

Pur sang Interdit Interdit Interdit
Trotteur francgais Autorisé Interdit Interdit
Arabe Autorisé Autorisé Autorisé
Anglo-Arabe Autorisé Autorisé Autorisé
Selle frangais Autorisé Autorisé Autorisé
Camargue Interdit Interdit Interdit
Ariégeois de Castillon | Autorisé Autorisé Autorisé
Merens Autorisé Autorisé Autorisé
Henson Interdit Interdit Interdit
Barbe Interdit Interdit Interdit
Lusitanien Autorisé Interdit Interdit
Appaloosa Autorisé Autorisé Autorisé
Lipizzan Autorisé Autorisé Autorisé
Quarter horse Autorisé Autorisé Autorisé
Shagya Autorisé Autorisé Interdit
Trakehner Autorisé Autorisé Autorisé
Islandais Autorisé Autorisé Autorisé
Cheval de selle Autorisé Autorisé Autorisé
Connemara Autorisé Autorisé Autorisé
Dartmoor Autorisé Autorisé Autorisé
Poney frangais de selle | Autorisé Autorisé Autorisé
Landais Autorisé Autorisé Autorisé
New-forest Autorisé Autorisé Autorisé
Pottok Autorisé Autorisé Autorisé
Welsh Autorisé Autorisé Autorisé
Haflinger Interdit Interdit Interdit
Highland Interdit Interdit Interdit
Shetland Interdit Interdit Interdit
Fjord Autorisé Autorisé Interdit
Poney Autorisé Autorisé Autorisé
Races de trait Autorisé Autorisé Autorisé

Tableau 12. Modes de reproduction artificielle autorisés ou non en fonction des races d’équidés en France.
Situation en octobre 2003 (d’apres Blanchard, 2005).
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laguelle des juments Pur-Sang ont recu un régime riche ou pauvre en amidon (mais) a partir
du 7°™ mois de gestation arrivent néanmoins a des conclusions similaires : les poulains du
lot « riche » ont tendance a étre moins sensibles a I'insuline a I'dage de 5 mois que les
poulains du lot « pauvre » (George et al, 2009). Il a aussi été montré que les poulains nés de
juments ayant recu une ration hivernale pauvre en énergie étaient moins sensibles a
I'insuline a I’dge de deux semaines, avec une insulinémie a jeun plus élevée a 2 semaines,
4 et 10 mois (Dobbs et al, 2012). Enfin, I’étude de Cavinder et ses collegues dans laquelle des
juments Quarter Horse ont été conduites uniquement au paturage (ration couvrant 100%
des recommandations du NRC) ou conduites au paturage et complémentées avec des
céréales (ration couvrant 120% des recommandations du NRC) montre que les nouveau-nés
du lot 100% ont des concentrations plasmatiques en leptine plus élevées, sans que la
fonction surrénale ne soit affectée a la naissance et a 1 an (Cavinder et al, 2012).

Les modeéles expérimentaux de programmation du métabolisme du poulain par la
nutrition maternelle utilisent relativement peu d’individus, de races différentes et avec des
rations différentes entre les études, rendant les généralisations difficiles. En 2013, une étude
épidémiologique belge a montré pour la premiére fois une augmentation de I'incidence des
lésions d’OC chez les poulains nés de 208 juments ayant recu une ration a base de
concentrés (céréales, granulés ou aliments complets du commerce), indépendamment de la
présence de fibres (herbe, foin, ensilage ou paille) (van der Heyden et al, 2013a). Ces
résultats confirment |'hypothése d’une origine foetale et plus précisément d'une
programmation nutritionnelle de certaines pathologies du cheval.

1.3.3.4. Origines foetales de I'ostéochondrose

Carlsten et ses collegues ont été les premiers a émettre I'’hypothése que le
développement des lésions d’OC commencerait avant la naissance (Carlsten et al, 1993). En
effet, des lésions histologiques de type OC ont été observées tres précocement chez des
poulains, entre 2 et 18 jours (Rejno et Stromberg, 1978; Carlson et al, 1995; Henson et al,
1997; Olstad et al, 2007). Dans certaines études, il a été montré que la supplémentation en
cuivre des juments gravides diminue l'incidence des lésions du cartilage articulaire chez les
poulains a 15 mois (Pearce et al, 1998a; Pearce et al, 1998b; Pearce et al, 1998c). Pourtant,
ces résultats ne font pas I'unanimité car une autre étude a démontré I'absence d’effet de la
supplémentation en cuivre (par injection) des juments en fin de gestation sur I'incidence des
lésions d’OC chez les poulains (Gee et al, 2007). L’étude épidémiologique citée ci-dessus
(81.3.3.3.3) confirme malgré tout le role de I'alimentation de la jument gravide : I'incidence
des lésions d’OC augmente chez les poulains nés de juments ayant recu des concentrés (van
der Heyden et al, 2013a).
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1.3.3.5. Place du placenta équin dans la programmation foetale

Chez la jument, le placenta est en contact avec I'endometre sur I'ensemble de sa
surface. L’apport nutritionnel au foetus est ainsi déterminé par la capacité utérine, corrélée a
la taille maternelle. Allen et ses collégues ont été les premiers a se pencher sur un possible
lien entre variations de la croissance fcetale et altérations de la morphologie et
microstructure placentaire chez le cheval. Ainsi, I'augmentation (poney dans Pur-Sang) et la
restriction (Pur-Sang dans poney) de la croissance in utero étaient déterminées par la
croissance de [l'allantochorion puisque poids, surface et volume du placenta étaient
augmentés dans le premier cas et restreints dans le second. Ces changements
s’accompagnaient respectivement d’une augmentation et d’une restriction de la surface
totale des microcotylédons, qui est la surface disponible pour les échanges foeto-maternels
hémotrophiques (Allen et al, 2002b).

L’analyse des placentas des juments « obeses » versus « modérées » a révélé une
augmentation de la surface placentaire en cas de régime « obéese », cependant sans effet sur
la croissance foetale (Wilsher et Allen, 2006). En revanche, l'infection a Streptococcus equi et
la perte de poids maternelle qui I'a accompagnée ont augmenté la surface d’échange
disponible, de nouveau sans effet sur la croissance fcetale (Wilsher et Allen, 2006). Les
variations de la morphologie et microstructure placentaires n’affectent donc pas
systématiquement le poids a la naissance et pourraient au contraire participer aux
adaptations permettant de maintenir la croissance foetale.

Cependant, la structure placentaire n'est pas la seule composante des échanges
foeto-maternels et d'autres caractéristiques du développement placentaire doivent étre
envisagées. Les flux sanguins et transporteurs des nutriments dans le placenta sont aussi des
acteurs essentiels de la capacité de transfert du placenta et de la croissance du foetus (Jones
et al, 2007; Desforges et Sibley, 2010). Ils n’ont a ce jour fait 'objet d’aucune exploration
dans les modeles équins expérimentaux de programmation foetale.
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En résumé

Certaines anomalies post-natales de I’lhoméostasie glucidique, de I’acquisition et du
maintien du squelette trouvent en partie leur origine dans la vie anténatale, la gestation
étant une succession de fenétres de plasticité, sensibles aux stimuli environnementaux. Ce
concept de programmation fcetale trouve son origine dans des études épidémiologiques
chez ’'Homme, largement étayées par de nombreux modeéles expérimentaux chez I’animal.

Peu de modeéles équins de programmation feetale existent. Il s’agit d’'un modeéle
utilisant des transferts d’embryons inter-races et de quelques modeéles de perturbations
de la nutrition maternelle en fin de gestation. Ces modéles ont mis en évidence un impact
des événements précoces du développement sur quelques grands axes physiologiques du
poulain, notamment sur son métabolisme du glucose, sa croissance et sa prédisposition a
I'ostéochondrose.

Le placenta est un organe clef de la relation entre la jument et son foetus et des
altérations de sa structure sont impliquées dans I’établissement du phénotype post-natal
du poulain. Cependant, de nombreux aspects du développement placentaire associés au
mécanisme programmateur restent un mystére dans cette espeéce.
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1.4. Objectifs de la these

1.4.1. Problématique de la thése

La gestation et la croissance post-natale chez le cheval sont deux fenétres de
plasticité des tissus aux stimuli environnementaux. Elles constituent ainsi deux fenétres
potentielles d’intervention pour optimiser a long terme le bien-étre, les aptitudes sportives
et en particulier la santé du squelette de I'animal. En effet, le cheval athléete présente
souvent des lésions d’ostéochondrose d’étiologie multifactorielle. Ces altérations de I'os
suspendent voire mettent un terme a sa carriére, représentant de lourdes pertes
économiques pour la filiere équine. Entre autres facteurs, cette pathologie est liée a des
troubles du métabolisme énergétique et notamment de la régulation de la glycémie,
systéme sensible aux conditions intra-utérines.

Cette thése a pour objectif d’explorer les origines développementales et plus
précisément foetales des anomalies de I'homéostasie glucidique et de la croissance
osseuse susceptibles d’étre associées au développement de lésions d’ostéochondrose chez
les poulains entre la naissance et I’age de 18 mois.

Au cours de ces travaux, nous avons induit des perturbations de la croissance foetale
et nous avons évalué les effets post-nataux a long terme sur la sensibilité a I'insuline et le
développement osseux des poulains. Nous nous sommes aussi attachés a caractériser le
développement du placenta, organe clef de la communication entre la jument et son feetus.

1.4.2. Approche retenue et étapes de la these
Deux modeles expérimentaux ont été retenus pour répondre aux objectifs du projet :

* le modeéle 1 (2010-2014) utilise des transferts d’embryons entre des races de tailles
différentes, avec un suivi de la croissance, du métabolisme glucidique et du statut
ostéoarticulaire des poulains (données collectées de la naissance a 18 mois) ;

* le modeéle 2 (2012-2014) compare deux rations alimentaires (supplémentation ou
non avec un aliment concentré) chez des juments gravides, avec un suivi de la
croissance, du métabolisme glucidique et du statut ostéoarticulaire du poulain
(données collectées de la naissance au sevrage a 6 mois).
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Les travaux rapportés dans cette these sont organisés en 5 parties :

la Partie 2.1 présente |'établissement des modeéles 1 et 2, les parameétres suivis chez
les juments et les poulains et les méthodes de mesure ;

la Partie 2.2 présente la croissance pondérale, les facteurs endocrines de croissance
et le métabolisme glucidique des poulains du modele 1 de la naissance au sevrage
(article publié dans PLoS ONE) ;

la Partie 2.3 présente la croissance pondérale, les facteurs endocrines de croissance
et le métabolisme glucidique des poulains du modéle 1 du sevrage a 18 mois (article
en préparation pour soumission a PLoS ONE) ;

la Partie 2.4 présente la croissance et le statut ostéoarticulaire des poulains du
modele 1 de la naissance a 18 mois (article en préparation pour soumission a Journal
of Animal Science) ;

la Partie 2.5 présente la structure et la fonction placentaires dans le cadre du
modele 1 (article en préparation pour soumission a Theriogenology) ;

la Partie 2.6 présente la croissance, les facteurs endocrines de croissance, le
métabolisme glucidique et le statut ostéoarticulaire des poulains du modele 2 de la
naissance au sevrage (article en préparation pour soumission a Journal of Nutrition).
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2. Travaux

Cette these s’inscrit dans le projet FOETALIM. Initié en 2010, il se poursuivra au
moins jusqu’en 2017. Financé par I'Institut Frangais du Cheval et de I'Equitation (IFCE), ce
projet est construit et mis en ceuvre par 'lUMR 1198 « Biologie du Développement et
Reproduction » de I'Institut National de la Recherche Agronomique (INRA) de Jouy en Josas
(78).

Les parties expérimentales ont fait appel a :

e la station expérimentale de I'IFCE a Chamberet (19),
e ["UE 1293 « Physiologie Animale de I'Orfrasiere » (UEPAQ) de I'INRA de Tours (37).

Ces travaux ont été menés a bien grace a des collaborations avec :

e le Centre Européen du Cheval de Mont-le-Soie (Belgique) qui a contribué a la mise en
place de certains tests métaboliques et a assuré le suivi des |ésions ostéoarticulaires,

* le laboratoire départemental Frank Duncombe a Caen (14) qui a permis les analyses
biochimiques des marqueurs du turnover osseux et cartilagineux,

* ['UMR 85 « Physiologie de la Reproduction et des Comportements » de I'INRA de
Tours (37) qui nous a fait bénéficier de son expérience en endocrinologie et a
contribué a certains dosages radio-immunologiques,

e |'UMR 791 « Modeles Systémiques Appliqués aux Ruminants » de I'INRA de Paris (75),
également impliquée dans certains dosages.

La collecte des données incluses dans cette these a commencé au printemps 2010 et
s’est achevée au printemps 2014.
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Figure 37. Modele 1 : transferts d’embryons entre races de tailles différentes.

Croissance Croissance
Objectif Témoins . foetale
foetale restreinte ,
augmentée
Race du feetus Poney  Selle Trait Selle Poney Selle
Race de la jument Poney Selle Trait Poney Trait Trait
Lot P-P S-S T-T S-P P-T S-T
Poulains nés en 2011 10 18 0 2 5 8
Poulains nés en 2012 11 10 8 4 1 0
Total 21 28 8 6 6 8
Ratio M/F 9/12 12/16 5/3 4/2 2/4 2/6
Pertes 3M+6F 4M+3F 1M 0 0 0

Tableau 13. Etablissement des lots témoins et expérimentaux du modele 1: effectifs, ratios males/femelles
(M/F) et pertes enregistrées en cours de protocole. Les pertes sont dues a des diarrhées a rotavirus ou des

septicémies pour les nouveau-nés, a des coliques ou des accidents pour les poulains plus agés.
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2.1. Protocole expérimental

L’ensemble de ces travaux a été approuvé par le comité local dédié au bien-étre et a
I'utilisation des animaux (« Comité des Utilisateurs de la Station Expérimentale de
Chamberet ») et par le comité d’éthique local (« Comité Régional d’Ethique pour
I’'Expérimentation Animale du Limousin ») sous le numéro 5-2103-5.

2.1.1. Modeles expérimentaux

2.1.1.1. Modéle 1 : transferts d’embryons entre races de tailles différentes

2.1.1.1.1. Etablissement du modéle

Le modele 1 s’est inspiré des travaux de Allen et ses collegues (§1.3.3.3.1) (Allen et al,
2002a; Giussani et al, 2003; Allen et al, 2004; Forhead et al, 2004; Ousey et al, 2004) avec
des transferts d’embryons entre trois races : des poneys (Welsh), des chevaux de selle (Selle
Francais, Anglo-Arabe et Pur-Sang) et des chevaux de trait (Comtois et Bretons). Les poneys
sont ceux de 'UEPAO de I'INRA de Tours, tandis que les chevaux de selle et les chevaux de
trait - loués le temps du projet a des élevages bouchers - sont ceux de la station
expérimentale de I'IlFCE a Chamberet. Ces races ont été choisies pour leurs conformations
différentes, mais aussi car elles présentent des métabolismes glucidiques spécifiques : les
poneys sont moins sensibles a I'insuline comparés aux chevaux de selle et de trait (Jeffcott et
al, 1986; Rijnen et van der Kolk, 2003; Bamford et al, 2014). De plus, elles ne présentent pas
la méme prédisposition a I'ostéochondrose : des lésions sont rarement rapportées chez les
poneys et les chevaux de trait, contrairement aux chevaux de selle (§1.2.2.2.1).

L’objectif de ce modéle était d’augmenter ou de restreindre la croissance feetale.

L’établissement du modele 1 est résumé dans la Figure 37 et le Tableau 13. Les
gestations ont été obtenues en deux saisons de reproduction successives, avec des
naissances aux printemps/été 2011 et 2012. Vingt-deux ponettes, 28 juments selle et
22 juments de trait ont été utilisées pour les inséminations artificielles, pour la production
des embryons et comme receveuses. Trois lots témoins ont été obtenus par insémination
artificielle (poney-dans-poney P-P, selle-dans-selle S-S et trait-dans-trait T-T). Pour
restreindre la croissance foetale, des embryons selle (produits a Chamberet et transportés a
Tours) ont été transférés dans des ponettes (selle-dans-poney S-P). Pour augmenter la
croissance foetale, des embryons poneys (produits a Tours et transportés a Chamberet) et
selle ont été transférés dans des juments de trait (poney-dans-trait P-T et selle-dans-trait
S-T). Afin de limiter la variabilité génétique entre les individus, la semence d’un seul étalon
poney, d’'un seul étalon trait et de deux étalons de selle (sans lien de parenté) a été utilisée.
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Lot | Station Methode.de Dates en 2010 Dates en 2011
reproduction

P-P | UEPAO IA du 24/05/10 au 28/05/10 | du 08/07/11 au 02/08/11

S-S IFCE IA du 23/05/10 au 08/08/10 | du 25/06/11 au 05/08/11

T-T IFCE IA - du 04/06/11 au 05/08/11

S-P | UEPAO TE le 01/06/10 et le 01/07/10 | du 22/07/11 au 08/08/11

P-T IFCE TE du 19/05/10 au 16/06/10 le 01/06/11

S-T IFCE TE du 08/06/10 au 27/07/10 -

Tableau 14. Dates d’établissement des gestations témoins par insémination artificielle (I1A) et expérimentales
par transferts d’embryons (TE) pour le modeéle 1 dans chaque station et a chaque saison de reproduction.
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Les transferts d’embryons et inséminations artificielles ont été réalisés par Mme Wimel,
M. Dubois, M. Duchamp et M. Reigner.

2.1.1.1.2. Conduite des juments

L'objet de cette partie est de donner au lecteur une vue d’ensemble de la conduite
des juments gravides puis allaitantes. Les apports alimentaires seront rapportés dans les
parties 2.2 et 2.3.

La principale difficulté du modele 1 en termes de conduite d’élevage était la
répartition des animaux entre deux stations expérimentales séparées |'une de I'autre par un
peu plus de 300 km, avec chacune des structures et une organisation propres. Dans les deux
stations, les juments ont été conduites au paturage a partir de la date de I'insémination
artificielle (lots témoins) ou du transfert d’embryon (lots expérimentaux) (Tableau 14), avec
acces libre a un complément minéral et vitaminique. Les ponettes ont été conduites en un
seul lot sur une méme parcelle au sein de la station de 'UEPAO et les juments de selle et de
trait ont été conduites en deux lots sur deux parcelles au sein de la station de I'lFCE, pour
des raisons sanitaires (les juments de trait venaient d’étre introduites au sein de la station).

Dans les deux stations, les juments gravides ont été rentrées en boxes paillés ou en
stabulations individuelles paillées début novembre (en 2010 et en 2011), ce qui correspond

eme

en moyenne sur |I'ensemble des six lots des deux saisons au 5 mois de gestation. A la
station de 'UEPAO, un paddock bétonné est attenant a chaque boxe, les ponettes ont donc
profité de cet accés extérieur dans la journée. A la station de I'IFCE, les stabulations
possedent une petite surface extérieure en libre acceés. Ce n’est pas le cas des boxes. Toutes
les juments de selle et de trait ont été sorties deux fois par semaine dans une parcelle

proche du batiment.

Le moment de la rentrée en boxe ou en stabulation correspond au début de la
supplémentation hivernale des juments gravides dans les deux stations, selon les
recommandations établies par I'INRA en fonction de la race et du stade de gestation
(Martin-Rosset, 2012). Dans les deux stations, les juments ont recu du foin deux fois par jour
(en début de matinée et en fin d’apres-midi) et ont été supplémentées en méme temps avec
des concentrés : du tourteau de soja ou un aliment concentré du commerce (Eperon, Tellus
Nutrition Animale, France), a la station de 'UEPAO et un mélange préparé sur place d’orge
aplati, de tourteau de soja et de mélasse ou, ponctuellement, du foin de moha en tout début
d’hivernage, a la station de I'IFCE. A la station de I'UEPAO, le complément minéral et
vitaminique était en libre acces et a la station de I'IFCE, il était intégré au mélange
concentré.

Les ponettes de la station de 'UEPAO (toujours en un seul lot sur une méme parcelle)
sont retournées au paturage 10 jours apres la parturition et les juments de selle et de trait
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Lot Station Dates de naissance Dates de naissance
en 2011 en 2012

P-P UEPAO du 21/04/11 au 08/05/11 du 04/06/12 au 08/07/12

S-S IFCE du 17/04/11 au 29/06/11 du 29/05/12 au 19/07/12

T-T IFCE - du 21/05/12 au 07/07/12

S-P UEPAO le 23/05/11 et le 19/06/11 du 03/07/12 au 13/07/12

P-T IFCE du 06/04/11 au 14/05/11 le 18/04/12

S-T IFCE du 03/05/11 au 19/06/11 -

Tableau 15. Dates de naissance des poulains témoins et expérimentaux pour le modele 1 dans chaque station
et a chaque saison de reproduction.
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de la station de I'lFCE (toujours en deux lots sur deux parcelles) sont retournées au paturage
3 jours apres la parturition (avec acces libre a un complément minéral vitaminique). Elles y
sont restées jusqu’au sevrage a 6 mois. Pendant les quelques jours ou les juments sont
restées au boxe ou en stabulation apres la parturition, elles ont recu une ration composée
des mémes aliments qu’en fin de gestation, en quantités adaptées aux besoins de lactation
de chaque race selon les recommandations de I'INRA (Martin-Rosset, 2012). Soulignons que
les deux ponettes porteuses de poulains de selle (lot S-P) en 2010-2011 sont restées 2 mois
au boxe apres la parturition, d’abord car leurs poulains ont eu des difficultés a se lever pour
téter et ont eu besoin de I'assistance des techniciens de la station de I"'UEPAO, puis parce
gu’ils présentaient des problémes articulaires nécessitant de limiter leur niveau d’exercice.
Pendant ces 2 mois, les deux ponettes ont recu une ration composée des mémes aliments
gu’en fin de gestation, en quantités adaptées aux besoins de lactation selon les
recommandations de I'INRA (Martin-Rosset, 2012). Elles ont été sorties quotidiennement
dans un paddock proche du batiment.

2.1.1.1.3. Conduite des poulains

Apres leur naissance aux printemps/été 2011 et 2012 (Tableau 15), les poulains
témoins ont été élevés par leurs meres biologiques et les poulains expérimentaux ont été
élevés par leur mere porteuse. Jusqu’au sevrage a 6 mois, les poulains males et femelles ont
été conduits en pature ensemble (un lot sur une parcelle pour les poneys et deux lots sur
deux parcelles pour les chevaux de selle et de trait). La station de I’'UEPAO utilise un sevrage
progressif sur 1 mois environ : les poulains sont séparés de leurs meres quotidiennement sur
une période de plus en plus longue (les poulains et les méres étant dans des stabulations
voisines) jusqu’au sevrage définitif. La station de I'IFCE utilise la méthode traditionnelle du
sevrage brutal, les poulains étant séparés de leurs meres définitivement en une journée.
Chaque année, les poulains ont été sevrés en plusieurs groupes, d’octobre a décembre selon
leur age et la disponibilité en herbe.

A partir du sevrage et jusqu’a 12 mois (hiver), les poulains sont restés en stabulations
collectives, consistant en une aire paillée couverte ouverte sur une aire extérieure bétonnée
(a la station de 'UEPAQ) ou non (a la station de I'IFCE), en libre acces. Les rations ont été
déterminées selon les recommandations de I'INRA pour un poulain en croissance de cet age
(Martin-Rosset, 2012), mais leur distribution différe entre les deux stations. A la station de
I'UEPAO, le foin, I'avoine et le tourteau de soja ont été distribués collectivement aux
poulains de chaque stabulation en deux repas quotidiens (en début de matinée et en fin
d’aprés-midi), I'acces au complément minéral et vitaminique (Sodical, Salins Agriculture,
France) étant libre. A la station de I'IFCE, le foin a aussi été distribué collectivement, en deux
repas, mais les stabulations sont équipées de distributeurs automatiques de concentrés qui
distribuaient individuellement (grace a un systeme de reconnaissance des poulains porteurs
d’une puce électronique) un granulé préparé sur place a base d’orge, de tourteau de soja, de
mélasse et de complément minéral et vitaminique (Excel Prima S, Chauveau Nutrition,
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Figure 38. Modele 2 : apport de concentré dans la ration de la jument gravide.

I Juments Poulains nés Ratio
Objectif Lot gravides en 2013 M/F Pertes
Ration compl'ementee C 12 1 6/5 1F
avec de l'orge
Ration a base E 13 13 6/7 M
de fourrages

Tableau 16. Etablissement des lots du modeéle 2 : effectifs, ratios males/femelles et pertes enregistrées en
cours de protocole. Les pertes sont dues a une dystocie et une septicémie.
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France). Ce systéme permet une distribution de la ration a la demande du poulain et en
plusieurs repas au cours de la journée. Signalons que les males ont été castrés pendant cette
période hivernale, a 9 mois environ.

A 12 mois (printemps), I'ensemble des poulains (males castrés et pouliches) a été
conduit au paturage jusqu’a 18 mois, ou ils ont de nouveau été rentrés en stabulations pour
I’hiver. Les poulains de la station de 'UEPAO ont recu un aliment concentré du commerce
(Eperon, Tellus Nutrition Animale, France) deux fois par jour, la distribution étant collective
et I'acces au complément minéral et vitaminique libre (Sodical, Salins Agriculture, France).
Les poulains de la station de I'lFCE ont aussi recu leur ration de facon collective, le foin et
I'aliment concentré (le méme que lors du premier hiver) étant distribué deux fois par jour
(en début de matinée et en fin d’apres-midi dans les deux stations). Ces rations étaient
déterminées sur la base des recommandations de I'INRA pour un poulain en croissance de
cet age (Martin-Rosset, 2012).

2.1.1.2. Modele 2 : apport de concentré dans la ration de la jument gravide

2.1.1.2.1. Etablissement du modéle

Le modele 2 s’est inspiré des travaux de Cavinder et ses collegues et a puisé sa
légitimité dans les observations épidémiologiques effectuées par I'équipe du Pr. Serteyn
(§1.3.3.3.3) (Cavinder et al, 2012; van der Heyden et al, 2013b). Il est basé sur |'apport (ou
non) d’un concentré dans la ration des juments gravides (Selle Francais, Anglo-Arabe et Pur-
Sang) de la station expérimentale de I'IFCE a Chamberet.

L'objectif de ce modeéle était de supplémenter la ration hivernale de la jument
gravide avec de I'orge.

Les gestations ont été obtenues en une seule saison de reproduction avec des
naissances aux printemps/été 2013. Vingt-cing juments multipares dgées de 6 a 21 ans ont

été inséminées avec la semence d’un seul étalon de selle. Au 7°™ mois de gestation (fin
novembre), elles ont été rentrées en boxes et stabulations individuelles et séparées en deux

lots (apres appariement selon I'age, la parité et la hauteur au garrot).

L’établissement du modeéle 2 est résumé dans la Figure 38 et le Tableau 16. Le lot
« fourrages » (F) a recu du foin et du foin enrubanné. Le lot « concentré » (C) a recu du foin,
du foin enrubanné et un mélange d’orge aplati avec un complément minéral et vitaminique
(Excel Prima S, Chauveau Nutrition, France) préparé sur place. Les rations des deux lots ont
été distribuées en deux repas quotidiens (en début de matinée et en fin d’aprés-midi). La
ration du lot F a été supplémentée avec le méme complément minéral et vitaminique,
distribué en méme temps que l'orge du lot C afin que les deux lots, situés dans le méme
batiment, recoivent en méme temps une supplémentation. L'apport nutritionnel des deux
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régimes a été ajusté en fonction des besoins associés a chaque stade de gestation (Martin-
Rosset, 2012), jusqu’a la parturition.

2.1.1.2.2. Conduite des juments et des poulains

La distribution des rations aux juments gravides a été décrite ci-dessus et elles ont
été sorties deux fois par semaine dans une parcelle proche du batiment, comme décrit pour
le modele 1. Apreés la parturition, les juments et leurs poulains ont été conduits au paturage
en un seul lot jusqu’au sevrage a 6 mois, par la méthode décrite pour le modele 1, en une
seule journée. A partir du sevrage et jusqu’a 12 mois (hiver), les poulains sont restés en
stabulations collectives équipées de distributeurs automatiques de concentrés, consistant en
une aire paillée couverte ouverte sur une aire extérieure non bétonnée. Le foin a été
distribué deux fois par jour (en début de matinée et en fin d’aprées-midi) et le méme granulé
préparé sur place a base d’orge, de tourteau de soja, de mélasse et de complément minéral
et vitaminique (Excel Prima S, Chauveau Nutrition, France) que celui du modéle 1.

2.1.2. Etat corporel et homéostasie énergétique des juments

2.1.2.1. Poids et notes d’état des juments gravides et allaitantes

Les juments gravides et allaitantes ont été pesées et leur état corporel a été évalué
(Figure 39) (attribution d’une note d’état de 1 a 5 (Arnaud, 2000)). L'ensemble de ces
mesures a été réalisé par les techniciens expérimentés des deux stations expérimentales,
souvent aidés par des stagiaires (BTS, DUT, vétérinaires) présents sur le terrain.

2.1.2.2. Statut énergétique des juments gravides et allaitantes

Le statut énergétique des juments gravides et allaitantes a été évalué via le dosage
plasmatique des acides gras non-estérifiés et de la leptine. La concentration plasmatique en
acides gras non-estérifiés est un marqueur de la lipomobilisation des triglycérides stockés
dans le tissu adipeux. Son augmentation reflete un déficit énergétique de I'organisme. La
leptine est sécrétée par les adipocytes et reflete donc la quantité de tissu adipeux. Les acides
gras non-estérifiés ont été dosés par Mme Ternois de I'INRA de Paris a I'aide d’'une méthode
enzymatique colorimétrique utilisant I'appareil Cobas Mira (Roche, Mannheim, Allemagne)
et le kit commercial NEFA-HR(2) (Wako Chemical, Allemagne). J'ai dosé la leptine par une
méthode radio-immunologique avec le Dr. Camous qui a mis au point cette technique
(Salazar-Ortiz et al, 2011).
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2.1.2.3. Homéostasie glucidique des juments gravides du modeéle 2

2.1.2.3.1. Effets de I'apport d’orge sur la glycémie et I'insulinémie au quotidien

Environ deux semaines aprés le début des régimes C et F (en décembre, au début du
8°™ mois de gestation), des prélévements de sang ont été collectés toutes les heures sur
une période de 10 heures (début a 8:30 et fin a 18:30) couvrant les deux repas (distribués a
8 :45 et 15 :45). La glycémie a été immédiatement mesurée avec un glycometre (Medisense
Optium Xceed, Abbott, Etats-Unis), tandis que les échantillons de plasma ont été conservés a
-20°C jusqu’au dosage de l'insuline. J'ai réalisé ce test avec M. Dubois et M. Bellonie de la
station de I'IFCE. J'ai réalisé quelques dosages d’insuline, mais la plupart ont été réalisés par
le Dr. Guillaume par une méthode radio-immunologique qu’il a mise au point (Salazar-Ortiz

et al, 2011).

2.1.2.3.2. Effets de I'apport d’orge sur la tolérance au glucose

Des tests intraveineux de tolérance au glucose (intravenous glucose tolerance tests,
IVGTT) ont été réalisés chez les juments gravides une premiere fois avant le début des
régimes C et F (en ao(t, au 3°™® mois de gestation) et une seconde fois apres gu’ils aient

eme

commencé et avant la parturition (au mois de février, au 9™ mois de gestation).

Le principe de I'lVGTT est d’administrer un bolus de glucose par voie intraveineuse a
I'individu et de mesurer les concentrations plasmatiques en glucose et en insuline en
réponse a l'injection. Cette procédure permet de déterminer la capacité de I'organisme a
normaliser sa glycémie, i.e., sa tolérance au glucose et la sécrétion d’insuline des cellules
du pancréas.

Apres une période de jeline d’une nuit, les juments ont été perfusées avec 0,25 g/kg
de glucose 30% (BBraun, Allemagne) via un cathéter placé dans la veine jugulaire sur une
période de 5 minutes. Des échantillons de sang veineux ont été prélevés sur tube EDTA a -5,
5,7,9, 12, 15, 30 et 60, 90, 120, 150 et 180 minutes apres le début de la perfusion. La
glycémie a été immédiatement mesurée avec un glycométre (Medisense Optium Xceed,
Abbott, Etats-Unis), tandis que les échantillons de plasma ont été conservés a -20°C jusqu’au
dosage de l'insuline. J'ai réalisé tous les IVGTT des juments gravides avec M. Dubois et M.
Bellonie de la station de I'IFCE, et avec |'aide de Mlle Valentino dans le cadre de son
master 2.

Aprés normalisation des données de glycémie et d’insulinémie par rapport aux
valeurs a -5 minutes, les aires sous courbes des réponses glycémiques et insulinémiques ont
été calculées avec la méthode des trapézes sur toute la période de préléevement (soit
185 minutes). J'ai réalisé 'ensemble de ces analyses.
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Figure 40. Photographie de I'allantochorion a
terme d’une jument de trait. Le placenta est

Insertion du carden ombilical

présenté dans une configuration « en F ». La
surface microcotylédonnaire est tournée vers
Corps de Iutérus I'extérieur. La plaque en plexiglas quadrillée
(carreaux de 10 cm de c6té) permet de
mesurer la surface de I'allantochorion avec le

logiciel Imagel.

Figure 41. Photographie d’une coupe transversale de lallantochorion équin a terme (a gauche) et
agrandissement des villosités microcotylédonnaires (a droite), colorés a I’'hématoxyline/éosine. A : allantoide,
VA : vaisseau allantoidien, CA: conjonctif allantoidien, THI, trophoblaste histotrophe, M : Vvillosités
microcotylédonnaires, VM : vaisseau microcotylédonnaire, THE : trophoblaste hémotrophe et CM : conjonctif

microcotylédonnaire.

Figure 42. Schéma d’une analyse stéréologique sur un échantillon d’allantochorion a terme. Un dipdle est
représenté et chaque entrée du dipole dans une nouvelle phase du tissu est indiquée au logiciel.
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2.1.3. Fonction de transfert du placenta a terme

A ce jour, les placentas des deux modeles ont été analysés, mais je présenterai
uniguement les résultats issus du modele 1 dans cette théese.

2.1.3.1. Morphométrie du placenta et prélevement des échantillons

A la délivrance, un échantillon d’allantochorion (15 cm x 15 cm) a été immédiatement
prélevé a proximité du cordon ombilical et traité pour analyse ultérieure en histologie et en
stéréologie et pour analyse de |'expression de génes candidats. Puis, 'ensemble des annexes
foetales (allantochorion et amnios) a été pesé. L'allantochorion a été photographié dans la
configuration typique «enF» (Figured40) sous une plaque en plexiglas transparent
guadrillée (carreaux de 10 cm x 10 cm) afin que la surface de I'allantochorion puisse étre
mesurée avec le logiciel Imagel. Le volume de I'allantochorion a été mesuré par immersion,
mais uniquement dans le cadre du modele 2. Ces données de volume ont permis d’établir
une relation linéaire entre le poids et le volume de l'allantochorion. Cette relation a été
utilisée pour calculer le volume de I'allantochorion dans le cadre du modele 1. J'ai participé
aux prélevements d’échantillons d’allantochorion lors des naissances des printemps/été
2012 a la station de 'UEPAO. Lors des autres saisons de reproduction, ce sont les techniciens
des stations qui se sont chargés de leur collecte.

2.1.3.2. Histologie et stéréologie de I’allantochorion

Trois fragments (1 cm x 1 cm) de I’échantillon d’allantochorion ont été fixés en formol
4%, puis conservés en tampon phosphate salin a 4°C. Aprés inclusion en paraffine, les
échantillons ont été coupés a 7 um d’épaisseur et colorés par I’hématoxyline/éosine
(Figure 41). Une premiere observation microscopique des coupes a été suivie d’'une analyse
stéréologique avec le module One Stop Stereology (Reed et al, 2010) du logiciel Mercator
(Explora Nova, Hamamatsu, Japon). La stéréologie est une évaluation quantitative (nombre,
longueur, surface ou volume) d’une structure en 3 dimensions a partir de sections en
2 dimensions. Les propriétés de ces structures dans I'espace sont quantifiées en «jetant»
aléatoirement des sondes (dipoOles) dans cet espace, et en repérant chaque entrée de la
sonde dans une nouvelle structure. Dans cette étude, la surface et le volume relatifs du
trophoblaste hémotrophe, du trophoblaste histotrophe, des vaisseaux des microcotylédons,
des vaisseaux allantoidiens et du conjonctif allantoidien ont été mesurés pour tous les
échantillons d’allantochorion (Figure 42). Ces données, rapportées au volume total de
I'allantochorion, permettent d'évaluer la surface et le volume absolus de chacune de ces
structures. J'ai réalisé les inclusions et les colorations et Mlle Valentino et Mlle Robles ont
mené les analyses stéréologiques dans le cadre de leur master 2.
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Figure 43. Schéma des mensurations réalisées chez les poulains. L’animal doit étre calme et d’aplomb sur ses
quatre pieds sur une surface plane.
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2.1.3.3. Expression de génes candidats dans I’allantochorion

Dix fragments (0,5 cm x 0,5 cm) de I'échantillon d’allantochorion ont été congelés
dans l'azote liquide et conservés a -80°C. Les amorces sens et anti-sens de 15 genes
candidats ont été dessinées et, aprés extraction des ARN totaux en solution D (Chomczynski
et Sacchi, 1987), I'expression de ces genes a été mesurée par RT-qPCR (reverse transcription-
quantitative polymerase chain reaction) avec la technique du SYBR Green. Il s’agit de génes
codant des facteurs de croissance foeto-placentaire et leurs récepteurs (H19, IGF-Il, IGF-IR,
IGF-IIR, EGF-R et TGFg;), des transporteurs du glucose (SLC2A1), des acides aminés (SLC38A1,
SLC38A2), des lipides (CD36) ou des enzymes impliquées dans I’hydrolyse des triglycérides
(LPL), des facteurs responsables de la vascularisation du tissu (VEGF4, Fltl, KDR et eNOS).
Trois genes de référence ont été sélectionnés avec geNorm (GAPDH, RPL32, SCAMP3) et
I’expression relative des 15 genes candidats a été calculée avec le logiciel QBase+. J'ai réalisé
les extractions d’ARN avec I'aide de Mme Dahirel, Mlle Valentino a dessiné les amorces et
réalisé les RT-qPCR et le Dr. Tarrade a traité les données brutes obtenues.

2.1.4. Croissance des poulains

2.1.4.1. Mensurations et prélevements sanguins

La croissance de tous les poulains (modéles 1 et 2) a été évaluée par la pesée, par la
mesure du périmetre thoracique et par la mesure de plusieurs segments corporels: la
hauteur au garrot, la hauteur de I'antérieur droit, la largeur du canon de 'antérieur droit, la
largeur des épaules et la largeur des hanches (Figure 43). L’ensemble de ces mesures a été
réalisé une fois par mois jusqu’au sevrage a 6 mois, puis a 9, 12 et 18 mois. Des échantillons
de sang ont été prélevés avant la premiere tétée, apres un jeline de 4 heures a 3 jours, de
6 heures jusqu’a 6 mois et d’une nuit a partir de 6 mois. Tous ces préléevements ont été
collectés entre 9:00 et 10:00 sur tubes EDTA, héparine et sérum et conservés a -20°C.
L’'ensemble de ces mesures et prélevements ont été réalisés par les techniciens des deux
stations, souvent aidés par des stagiaires (BTS, DUT, vétérinaires) présents sur le terrain.

2.1.4.2. Dosage des facteurs endocrines de la croissance

Les concentrations plasmatiques en IGF-I, T4 et T3 ont été mesurées a la naissance, a
3, 120, 180, 360 et 540 jours chez les poulains du modele 1 et a la naissance, 3, 140 et
180 jours chez les poulains du modele 2. Ces trois facteurs sont essentiels au développement
harmonieux du squelette, mais sont aussi des acteurs centraux de [|’homéostasie
énergétique. J'ai réalisé tous ces dosages avec Mme Dahirel a l'aide de kits radio-
immunologiques commerciaux (IGF-1-RIACT, OCPEQ7-T3 et OCPGO07-T4, ClSbio
International, France).

|74






Origines développementales de la santé et des maladies du poulain - Pauline Peugnet | 2014

2.1.5. Homéostasie énergétique des poulains
2.1.5.1. Statut énergétique des poulains

Le statut énergétique des poulains a été évalué via le dosage plasmatique des acides
gras non-estérifiés et de la leptine apres sevrage pour le modele 1 et avant sevrage pour le
modele 2.

2.1.5.2. Test intraveineux de tolérance au glucose

Forhead et ses collegues ont utilisé des IVGTT pour mettre en évidence des
anomalies du métabolisme glucidique dans leur modele équin expérimental de
programmation foetale impliquant des transferts inter-races (§1.3.3.3.1) (Forhead et al,
2004). L'utilisation de cette technique dans la thése a permis de comparer les résultats
obtenus dans les deux projets.

Des IVGTT ont été réalisés a 3 et 360 jours chez tous les poulains du modeéle 1 et a
3 et 130 jours chez tous les poulains du modele 2. Apres une période de jeline (4 heures a
3 jours, 6 heures a 130 jours et une nuit a 360 jours), les poulains ont été perfusés avec
0,25 g/kg de glucose 30% (BBraun, Allemagne) via un cathéter placé dans la veine jugulaire
sur une période de 1 minute a 3 jours et de 2 minutes a 130 et 360 jours. Des échantillons de
sang ont été prélevés sur tube EDTAa-1,1,3,5,7,9, 12, 15, 30 et 60 minutes apres le début
de la perfusiona 3 jourseta -1,2,3,5,7,9, 12,15, 30, 60 et 120 minutes apres le début de
la perfusion a 130 et 360 jours. A chaque préléevement, la glycémie a été mesurée
immédiatement avec un glycometre et les échantillons de plasma ont été conservés a -20°C
jusqu’au dosage de l'insuline. J'ai souvent participé a ces tests, mais une grande partie a été
réalisée par les techniciens des deux stations, souvent aidés par des stagiaires (BTS, DUT,
vétérinaires) présents sur le terrain.

Aprés normalisation des données de glycémie et d’insulinémie par rapport aux
valeurs a -1 minute, les aires sous courbes des réponses glycémiques et insulinémiques ont
été calculées avec la méthode des trapézes sur toute la période de prélevement (61 minutes
a 3 jours et 121 minutes a 360 jours). J'ai réalisé I'ensemble de ces analyses.

2.1.5.3. Clamps hyperinsulinémiques euglycémiques (HE)

Le clamp HE est considéré comme la méthode la plus précise (« gold standard
method ») de mesure de la sensibilité a I'insuline in vivo (DeFronzo et al, 1979). Il a été
adapté a I'espéce équine en 2003 (Rijnen et van der Kolk, 2003). Le principe de la technique
du clamp HE est de maintenir le sujet dans un état hyperinsulinémique et de perfuser du
glucose afin de maintenir une normoglycémie de valeur constante. A perfusion d’insuline
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constante, le débit de perfusion du glucose reflete la sensibilité a l'insuline des cellules
musculaires et adipeuses.

Des clamps HE ont été réalisés a 200 et 540 jours sur tous les poulains. Aprés un
jeGne d’une nuit, une perfusion dans la veine jugulaire gauche de 2,5 minutes d’'une
premiere dose de 45 muU d’insuline/kg (insuline recombinante humaine, Actrapid, Novo
Nordisk, Danemark) a été utilisée pour provoquer une hyperinsulinémie. Immédiatement
apres, une perfusion de 6 mU d’insuline/kg/min a été commencée et I'hyperinsulinémie a
été maintenue jusqu’a la fin de la procédure. Simultanément, une perfusion de
8,6 umol de glucose/kg/min a été démarrée par la méme voie. La glycémie a été mesurée
toutes les 10 minutes via un cathéter placé dans la veine jugulaire droite et le débit la
perfusion de glucose a été ajusté afin de maintenir une normoglycémie (entre 4,4 et
6,7 mmol/L) pendant un minimum de 40 minutes. J’'ai réalisé tous les clamps des poulains du
modele 1 avec M. Dubois et M. Bellonie et j’ai été relayée par Mlle Houdard pour les clamps
des poulains du modele 2 dans le cadre de sa thése vétérinaire.

Le taux de métabolisme du glucose (M) a été calculé de la fagon suivante:
M (mmol/kg/min) = INF (mmol/kg/min) - SC (mmol/kg/min), ol INF est le débit de perfusion
du glucose et SC un facteur de correction calculé de Ila fagon suivante:
SC (mmol/kg/min) = (G2 - G1) x 0,019, ol G1 et G2 sont les valeurs de la glycémie au début
et a la fin de chaque période de 10 minutes. J'ai réalisé I'ensemble de ces analyses.

2.1.6. Statut ostéoarticulaire des poulains

2.1.6.1. Recherche radiographique des lésions d’ostéochondrose

L'ostéochondrose est une affection dynamique qui ne se stabilise pas avant I'age de
1an (§1.2.2.1.2) (Jacquet et al, 2013). C'est pourquoi 8 clichés radiographiques ont été
réalisés a 6 et 18 mois chez tous les poulains : une vue latéro-médiale de chaque boulet, une
vue latéro-médiale et une vue oblique plantaro-latérale/dorso-médiale de chaque jarret et
une vue latéro-médiale de chaque grasset. Les radiographies ont été réalisées en 2011 par
les Dr. Aufils et Heng de la clinique vétérinaire de Pompadour et par les Dr. Levy et Dominici
de la clinique vétérinaire de la Nouvetiere a Sonzay et, a partir de 2012, elles ont été
réalisées par I'équipe du Pr. Serteyn du Centre Européen du Cheval a Mont-le-Soie et
interprétées par le Dr. Lejeune avec I'aide de M. Mendoza dans le cadre de sa thése de
sciences en 2013 et 2014 et de Mlle Martin dans le cadre de sa these vétérinaire en 2013.

2.1.6.2. Lecture des clichés radiographiques

Chaque cliché a été interprété en aveugle selon la méthode précédemment
développée par Denoix et ses collegues (Denoix, 1990; Denoix et al, 2013). Le diagnostic
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radiographique d’ostéochondrose est basé sur l'observation d’un kyste osseux sous-
chondral, d’un fragment ostéochondral, d’'une modification ou d’irrégularités du profil de la
surface de I'os sous-chondral due a un défaut d’ossification (et non a un traumatisme).
L’aspect proximo-dorsal de la créte sagittale du métacarpien/tarsien lll, I'aspect distal de la
levre latérale de la trochlée du talus, I'aspect proximal de la levre médiale de la trochlée du
talus, de la créte intermédiaire distale du tibia et des levres latérale et médiale du fémur
sont examinés.

2.1.6.3. Classification des images radiographiques et attribution des scores

Les images radiographiques ont été caractérisées selon une classification adaptée aux
besoins de I'étude (Denoix et al, 1997). Elles pouvaient étre normales, radiologiquement
suspectes (IRS) ou radiologiquement anormales (IRA). Selon I’expression clinique présumée
des anomalies, les IRA ont été classées en IRA a expression clinique incertaine (IRAI),
probable (IRAp) ou certaine (IRAc). Une note dépendant de la sévérité des lésions a été
attribuée a chaque cliché (IRS = 1, IRAi = 2, IRAp = 4, IRAc = 8), la somme des notes obtenues
par un individu correspondant a son score radiographique d’ostéochondrose.

2.1.6.4. Dosage des marqueurs biochimiques sériques du turnover osseux

Dans cette thése, quatre marqueurs sanguins du turnover osseux ont été analysés
(§1.2.2.3). L'ostéocalcine, I'isoenzyme osseuse de la phosphatase alcaline, I’hydroxyproline
et le CTX-Il ont été dosés a 3, 140 et 180 jours, chez tous les poulains et a 360 jours chez les
poulains du modeéle 1. J’'ai réalisé ces dosages au laboratoire Frank Duncombe a Caen, sous la
responsabilité du Dr. Richard et de Mme Toquet qui ont fourni tout le matériel nécessaire.
L'ostéocalcine et le CTX-ll ont été dosés avec des kits ELISA commerciaux (AC-11F1 et AC-
08F1, Immunodiagnostic Systems, France), la concentration sérique en PAL, a été
déterminée par électrophorese avec un kit commercial (Hydragel 7 & 15 ISO-PAL, SEBIA,
France) et la concentration sérique en hydroxyproline a été mesurée a I'aide d’'un dosage
colorimétrique adapté par le laboratoire (Jaeschke, 1975; Valette et al, 2007).

|77






Origines développementales de la santé et des maladies du poulain - Pauline Peugnet | 2014

2.2. Article: “Enhanced or reduced fetal growth induced by embryo
transfer into smaller or larger breeds alters post-natal growth and
metabolism in pre-weaning horses”

Peugnet P, Wimel L, Duchamp G, Sandersen C, Camous S, Guillaume D, Dahirel M, Dubois C,
Jouneau L, Reigner F, Berthelot V, Chaffaux S, Tarrade A, Serteyn D, Chavatte-Palmer P
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Abstract

In equids, placentation is diffuse and nutrient supply to the fetus is determined by uterine size. This correlates with maternal
size and affects intra-uterine development and subsequent post-natal growth, as well as insulin sensitivity in the newborn.
Long-term effects remain to be described. In this study, fetal growth was enhanced or restricted through ET using pony (P),
saddlebred (S) and draft (D) horses. Control P-P (n=21) and S-S (n=28) pregnancies were obtained by Al. Enhanced and
restricted pregnancies were obtained by transferring P or S embryos into D mares (P-D, n=6 and S-D, n=8) or S embryos
into P mares (S-P, n=6), respectively. Control and experimental foals were raised by their dams and recipient mothers,
respectively. Weight gain, growth hormones and glucose homeostasis were investigated in the foals from birth to weaning.
Fetal growth was enhanced in P-D and these foals remained consistently heavier, with reduced T3 concentrations until
weaning compared to P-P. P-D had lower fasting glucose from days 30 to 200 and higher insulin secretion than P-P after
IVGTT on day 3. Euglycemic clamps in the immediate post-weaning period revealed no difference in insulin sensitivity
between P-D and P-P. Fetal growth was restricted in S-P and these foals remained consistently lighter until weaning
compared to S-D, with elevated T3 concentrations in the newborn compared to S-S. S-P exhibited higher fasting glycemia
than S-S and S-D from days 30 to 200. They had higher maximum increment in plasma glucose than S-D after IVGTT on day
3 and clamps on day 200 demonstrated higher insulin sensitivity compared to S-D. Neither the restricted nor the enhanced
fetal environment affected IGF-1 concentrations. Thus, enhanced and restricted fetal and post-natal environments had
combined effects that persisted until weaning. They induced different adaptive responses in post-natal glucose metabolism:
an early insulin-resistance was induced in enhanced P-D, while S-P developed increased insulin sensitivity.
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Introduction [4,5]. Rapid post-natal catch-up growth was also shown to
increase the risk of later obesity as a result of a mismatch between

Epidemiological studies in humans have linked early-life events the restricted in utero conditions to which the fetus had adapted and

with a range of pathologies in adulthood. The first evidence of this post-natal abundance [6]. In contrast, excess birthweight also leads

was provided by the Hertfordshire’s cohort in which people who to adverse programming, with a U-shaped curve for increased
had a small birth weight (reflecting suboptimal fetal development) risks [7].

were at greater risk of developing coronary heart disease,
hypertension or type II diabetes in later life [1-3]. Maternal
nutrition was pointed out as the primary factor affecting fetal
development: in investigations of individuals who were exposed n

. > : ; developing metabolic diseases as an adult [8]. Indeed, intra-uterine
utero to the Dutch F amine durlng World War I.I' It was .shown that growth retardation (IUGR) may lead to a post-natal increase in
they were prone to a higher risk of developing obesity, glucose

¢ ) - ! > SO blood pressure and glucose intolerance [9] and may affect
intolerance, hypertension or cardiovascular diseases in adult life pancreatic islet function [10], the renin-angiotensin system [11]

Experiments aimed at compromising fetal and neonatal
development in animal models have confirmed that in utero and
neonatal developmental conditions impact an individual’s risk of
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and the hypothalamic-pituitary-adrenal axis [12], depending on
the individual’s genotype and sex [13,14], as well as on the timing
and intensity of the perturbation [15].

In production animals, the Developmental Origins of Health
and Disease (DOHaD) are of interest for their role in program-
ming characteristics linked to commercial benefits, such as
offspring survival, growth rate, body composition, fleece, milk
and meat qualities and reproductive function [16,17]. Alterations
in the fetal environment could also limit future health and athletic
performance of the horse [18]. IUGR in equids has been reported
to induce various detrimental effects in newborn foals and older
horses, affecting the pulmonary microstructure balance, the
respiratory function efficiency, the development of neuropathies
or hyperlipidemia, as well as muscle and skeleton development
and function [19]. Recently, an epidemiological study performed
in Belgium underlined the detrimental effect of feeding pregnant
mares with concentrates on the post-natal development of
osteochondrosis lesions in their offspring [20]. These factors
moderate the importance of genetics and post-natal life environ-
ment, highlighting the role of early developmental events in later
athletic capacities in the horse. Early impacts on energy
homeostasis in horses, although still unclear, are also of strong
Interest, since insulin resistance is involved in various pathologies
of the adult horse such as Cushing’s syndrome, laminitis, type II
diabetes, hyperlipidemia, endotoxemia or osteochondrosis, as well
as the equine metabolic syndrome [21,22]. Moreover, obesity in
adult mares has been linked to reduced reproductive performance
[23].

In horses, placentation is epitheliochorial and occurs over the
entire surface of the endometrium. Thus, the nutritional supply to
the fetus, which depends on the contact surface between the
placenta and the endometrium, is governed by the size of the
uterus and therefore by the mare’s size. Based on this observation,
the impact of early life events on intra-uterine and post-natal
development of the foals was demonstrated using artificial
insemination to cross large Shire horses with small Shetland
ponies [24]. More recently, Allen and his colleagues used embryo
transfers between small and large breeds of equidae (ponies and
thoroughbreds) as a model for fetal programming, restricting or
enhancing fetal growth by transferring thoroughbred embryos into
pony mares and pony embryos into thoroughbred mares,
respectively. Fetal development was related to maternal size, with
the gross placental area, weight and microcotyledonary density
being the primary operative control mechanisms [25]. Increased
or restricted post-natal growth of foals born to between-breeds
embryo transfers were also associated with altered blood pressure
and response of catecholamine to acute stress [26] and altered
pancreatic B cell function [27] in the immediate neonatal period
(first week after birth).

The long term effects of these transfers on daily weight gain,
glucose homeostasis and endocrine factors involved in growth
remain unknown. Moreover, in embryo transfer practice, recipient
mares are used which may not be the same size and breed as the
embryo. This may lead to physiological adaptations that could
affect offspring’s pre- and post-natal development. The objectives
of this work were to revisit Allen et al’s study and explore long term
metabolic effects on offspring. Fetal growth was increased by
transferring pony and saddlebred embryos into draft mares and
restricted by transferring saddlebred embryos into pony mares.
Foals were monitored from birth to weaning for weight gain,
glucose homeostasis and endocrine factors involved in both growth
and energy regulation.
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Materials and Methods

The animal studies were approved by the local animal care and
use committee (“Comité des Utilisateurs de la Station Expéri-
mentale de Chamberet”) and received ethical approval from the
local ethics committee (“Comité Régional d’Ethique pour
IExpérimentation Animale du Limousin”) under protocol number
5-2013-5.

The study was conducted over 2 successive breeding seasons
(foaling in 2011 and 2012). Pony mares (n = 27) were located at the
Institut National de la Recherche Agronomique (INRA) experi-
mental farm in Nouzilly, France (farm 1, altitude 120 m). Pony
embryos (n =61) were produced in the same location. Saddlebred
(n=28) and draft (n=14) mares were located at the Institut
Frangais du Cheval et de ’Equitation IFCE) experimental farm in
Chamberet, France (farm 2, altitude 470 m). Saddlebred embryos
(n=48) were produced in the same location. Median mares’ age
was 6.9 years (range 3 to 19 years) and the herd included
primiparous or multiparous mares (up to 10 gestations). With a
median age of 4 years [3-5], draft mares were significantly
younger than pony and saddlebred mares (9 years [5-10] and 7
years [4—13], respectively; p<0.000 with the Kruskal-Wallis test).
With a median parity of 2 foals [1-4], saddlebred mares had
significantly higher parity than pony and draft mares (1 foal [1-2]
for both breeds, p=0.007 with the Kruskal-Wallis test). For the
whole experiment, 1 pony stallion and 2 saddlebred stallions of the
same breed and size (1.6 m at withers) were used. The
experimental protocol used to produce foals is described in
Figure 1.

Control pregnancies: within-breed artificial insemination
(Al)

The number of animals and their use over the two experimental
years are described in Table 1.

Pony-in-Pony (P-P) and Saddlebred-in-Saddlebred (S-S) preg-
nancies were obtained by artificial insemination using semen from
1 pony and 2 saddlebred stallions, respectively. Follicular growth
and ovulation were monitored by transrectal ultrasonography in
order to determine the timing of insemination. Pregnancy was
checked 14 days after ovulation by transrectal ultrasonography.

Experimental pregnancies: between-breed embryo
transfer (ET)

Pony-in-Draft (P-D), Saddlebred-in-Pony (S-P) and Saddlebred-
in-Draft (S-D) pregnancies were obtained as described below.
Embryo donors (pony and saddlebred mares) and recipients (pony
and draft mares) cycles were synchronized with an intramuscular
injection of prostaglandin analogue (0.125 mg Estrumate (MSD
Santé Animale, Beaurouzé, France) for pony mares; 7.5 mg
Prosolvin (Virbac) for saddlebred and draft mares) to induce
luteolysis. Donors and recipients were subsequently given 15 mg
crude equine gonadotropin (pony mares) or 750 IU Chorulon
(MSD Santé Animale) (saddlebred and draft mares) intravenously
to induce ovulation and donors were artificially inseminated. The
donors’ uteri were flushed 3 times with one liter of Ringer lactate
solution 7 days after ovulation. Recovered embryos were washed
10 times in Emcare Holding solution (ICP bio), transported in an
Equitainer (Hamilton Research) to the other experimental farm
(34 hours) and immediately transferred non-surgically into
synchronized recipients 5 to 7 days post-ovulation. Pregnancy
was diagnosed by ultrasound 7 days after transfer (corresponding
to a 14-day pregnancy).
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Figure 1. Establishment of control and experimental pregnancies by artificial insemination (Al) and embryo transfer (ET),

respectively.
doi:10.1371/journal.pone.0102044.g001

Nutrition and general care

From the day of ovulation, grazing was available 24 h/day with
free access to water and mineral salts for all pregnant mares. From
the 5" gestational month (November, fall), they were housed in
boxes and fed a diet based on straw and hay complemented with
concentrates (soybean or commercial pellets (Eperon, Tellus
Nutrition Animale, France) on farm 1 and either homemade
pellets containing barley, soybean cake, molasses and minerals and
vitamins, or moha hay on farm 2) with free access to water and
mineral salts. The quality of feedstuft was measured for each new
batch and is detailed in Table S1.

All foals were born during spring and summer (range April 6™~
August 13") with the majority (>75%) being born in May and
June. Mares and foals returned to grazing 10 and 3 days after
foaling, respectively on farms 1 and 2. At each farm, fillies and
colts were raised in one group in the same pasture until weaning at
180 days of age. From weaning, foals were housed in open barns
and fed a diet based on straw and hay complemented with
concentrates commercial pellets (Eperon, Tellus Nutrition Ani-
male) on farm 1 and homemade pellets containing barley, soybean
cake, molasses and minerals and vitamins on farm 2 (Table S1).
Horses had free access to water on both farms and free access to
mineral salts on farm 1. The foals were vaccinated and dewormed
as for standard care.

Body condition and weight gain monitoring and blood
sampling in mares and foals

Mares were weighed and scored for body condition (Body
Condition Score — BCS - scale 1 to 5 [28]) every 2 months from
the 5™ gestational month (when mares were housed in boxes), on
day 1 post foaling and then monthly. The same person performed
all BCS within each farm. Blood samples were collected on EDTA
from the jugular vein at the same time of the day (9-10 AM) to
measure plasma concentrations of non esterified fatty acids
(NEFA) and leptin every 2 months from the 5t gestational month,
on day 1 post foaling and then every two months. Due to a
technical problem, samples could not be obtained from all mares
at 5 and 6 months, and thus some comparisons could not be
performed at these stages. Foals were weighed on the morning
following birth, at 2 weeks of age and then monthly after foaling.
Blood samples were collected on EDTA from the jugular vein
before first suckling, at 3 and 30 days of age after 4 h fasting, then
monthly until 180 days of age after 6 h fasting and at 200 days of
age after overnight fasting. Fasting glucose was measured at the
same time at 3, 30, 90, 140, 180 and 200 days of age using an
automated analyzer (Medisense Optium Xceed, Abbott, Illinois,
USA).

Table 1. Number of recipient and control mares and foals with sex ratio within the five groups.

P-P P-D S-P S-S s-D
Number of mares and foals 2011 10 5 2 18 8
2012 1 1 4 10 0
Total 21 6 6 28 8

Number of females/number of males 12/9 4/2 2/4 16/12 6/2

doi:10.1371/journal.pone.0102044.t001

PLOS ONE | www.plosone.org

All mares were pregnant and delivered one foal, so mare numbers are the same as foal numbers.
(P-P: Pony in Pony, P-D: Pony in Draft, S-P: Saddlebred in Pony, S-S: Saddlebred in Saddlebred, S-D: Saddlebred in Draft).
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Intravenous glucose tolerance test (IVGTT) in foals at 3
days of age

Experimental procedure. Foals were muzzled to prevent
them from suckling 4 h before the procedure. Just before starting
the test, a catheter (14G, Introcan-W Certo, BBraun, Melsungen,
Germany) with an extension tube was placed in the left jugular
vein. Foals were infused intravenously with glucose (0.25 g/kg,
30% glucose, BBraun) over 1 min through this catheter. Blood
samples were collected on EDTA from the right jugular vein at —
l min and 1, 3, 5, 7, 9, 12, 15, 30 and 60 min after glucose
infusion for immediate measurement of glycemia using an
automated analyzer (Medisense Optium Xceed). Blood samples
were centrifuged at 3,500 g for 10 min and plasma was separated
and stored frozen at —20°C until insulin assay.

Calculations. The areas under the glucose and insulin
response curves (AUC) were calculated with the trapezoidal
method, reflecting the integrated plasma concentration after
glucose administration from —1 to 60 min above the pre-infusion
baseline for all positive values. Maximum plasma glucose and
msulin increments at each time point and AUC for insulin and
glucose were compared.

Hyperinsulinemic euglycemic clamp in foals at 200 days
of age

Experimental procedure. The procedure reported below is
adapted from previous published work [29]. One catheter (14G,
Introcan-W Certo, BBraun) was placed in each jugular vein after
feed had been withheld for 12 h. One of the catheters was used for
infusion of 30% glucose and insulin (recombinant human insulin,
Actrapid, 100 IU/mL, Novo Nordisk A/S, Bagsvaerd, Denmark)
and the other one for blood sampling. A priming dose of 45 mU of
insulin/kg diluted in 0.9% sodium chloride (Aguettant, Lyon,
France) was given intravenously within 2.5 min to induce
hyperinsulinemia. Immediately after the administration of the
insulin priming dose, insulin infusion was started with a constant
infusion rate of 6 mU/kg/min. Glucose infusion was started
simultaneously with an infusion rate of 8.6 umol/kg/min. During
the msulin and glucose infusions, glycemia was measured every
10 min using the same automated analyzer as described above.
The glucose infusion rate was adjusted when the preceding
glycemia value differed from the euglycemic concentration (range
4.4 to 6.7 mmol/L) until a steady state was obtained. The steady
state was maintained for at least 40 min and 3 blood samples were
collected on EDTA (at the beginning, middle and end of the
steady state), centrifuged at 3,500 g for 10 min and plasma was
separated and stored at —20°C until insulin assay.

Calculations. The glucose metabolism rate was calculated as
follows: M (mmol/kg/min)=INF (mmol/kg/min)—SC (mmol/
kg/min), where M is the glucose metabolism rate, INF is the
glucose infusion rate and SC is the space correction factor. The SC
was calculated as follows: SC (mmol/kg/min) = (G2—G1)x0.019,
where G1 and G2 are the glycemia values before and after each
10-min period.

Plasma leptin analysis

Mare’s plasma leptin concentrations were measured in duplicate
with a homologous double-antibody RIA developed in our
laboratory [30] with some modifications. The primary antibody
was obtained from goats immunized against recombinant equine
leptin (a gift from A. Gertler, the Hebrew University, Rehovot,
Israel). Standards (0.75 to 40 ng recombinant equine leptin/mL)
and samples (aliquots of 100 uL) diluted to 350 pL in PABET
(Protein Assay Buffer with EDTA and Tween 20) pH 7.2 were
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incubated for 24 h at room temperature (R'T) with equine leptin
antiserum (50 pLL at 1:3,000 initial dilution). After the initial
incubation, 100 pL of '’I- equine leptin (diluted in the same
buffer without EDTA) were added to each tube and the incubation
continued at RT. After approximately 24 h the tubes were placed
at 4°C until the end of the assay the next day. The antigen-
antibody complex was precipitated following a 35-min RT
incubation with 100 pL. of a rabbit anti-goat antiserum and by
centrifugation at 2,700 g for 35 min. The limit of detection was
1.0 ng/ml. Intra- and inter-assay coefficients of variation were less
than 10% and 10-13%, respectively.

Plasma NEFA analysis

Mare plasma NEFA concentrations were measured in duplicate
with an enzymatic-colorimetric method using a Cobas Mira-
analyzer (Roche, Mannheim, Germany) with a commercial kit for
NEFA (NEFA-HR(2), Wako Chemical GmbH, Neuss, Germany).
The minimum level of detection was 10 umol/L. Intra- and inter-
assay coefficients of variation were 2.7% and 4.5%, respectively.

Plasma IGF-1, T5 and T, analyses

Foal fasting plasma IGF-1, T3 and T, concentrations were
measured in duplicate with commercial RIA kits (IGF-1-RIACT,
OCPE07-T3 and OCPGO07-T4, CISbio International, Gif sur
Yvette, France) validated for use in horses. The minimum levels of
detection were 1.0 ng/mL, 0.1 ng/mL and 2.5 ng/mL, respec-
tively for plasma IGF-1, Ty and T,. The intra- and inter-assay
coeflicients of variation were 3.5% and 6.0% for plasma IGF-1,
7.8% and 8.2% for plasma T3 and 4.7% and 8.0% for plasma T4,
respectively.

Plasma insulin analysis

Foal fasting and post-bolus plasma insulin concentrations were
measured in duplicate with a double antibody RIA as previously
described. The minimum level of detection was 0.1 pg/mL and
the intra-assay coefficients of variation were 7.2% and 5.8%,
respectively.

Statistical analysis

All results are expressed as median [quartile 1 - quartile 3] and
are presented as curves (median and interquartile range) or
boxplots (minimum to maximum). Most values are presented in
Table S2 for mare parameters and in Table S3 for foal
parameters. Statistical analysis were carried out using R software
(www.r-project.org/, version i386 2.15.2).

Analyses on mares were performed in two stages: 1) the effect of
the maternal breed and 2) the effect of embryo transfer were
studied. Mare parameters (body weight, body score, NEFA and
leptin) were analyzed at each time point using the coin plug-in for
Remdr [31] with the Kruskal-Wallis test followed by the NDWD
post-hoc test for question 1 (pony us saddlebred vs draft mares) and
with the Mann-Whitney rank sum test for question 2 (P-P s S-P
and P-D vs S-D).

Three factors of variation were successively analyzed in foals: 1)
breed effect (pony vs saddlebred controls), 2) effect of increased
fetal growth in ponies and 3) either restricted or increased fetal
growth in saddlebred foals. Non repeated measures were analyzed
using the coin plug-in for Remdr with the Mann-Whitney rank
sum test for question 1 (P-P vs S-S) and 2 (P-D vs P-P) and with the
Kruskal-Wallis test followed by the NDWD post-hoc test for
question 3 (S-P vs S-S vs S-D) [32]. Repeated measures were first
analyzed using the F1 LD F1 model of the nparLLD function to
calculate an ANOVA-type statistic followed by paired comparison
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to answer the question of a group effect for each pair of groups
[32]. Data were then analyzed at each time point with the Mann-
Whitney rank sum test for question 1 (P-P 25 S-S) and 2 (P-D vs P-
P) and with the Kruskal-Wallis test followed by the NDWD post-hoc
test for question 3 (S-P vs S-S vs S-D). Sex-associated differences
were also studied within each control groups with the Mann-
Whitney rank sum test (males us females).

Data were considered statistically significant for p<<0.05. P-
values below 0.0005 are indicated as p<<0.000.

Results

Pregnancy and parturition outcomes

The number of foals and sex ratio within groups are shown in
Table 1. Over the two breeding seasons (2011 and 2012), 21 P-P
and 28 S-S control foals were born and 6 P-D, 6 S-P and 8 S-D
experimental foals were obtained. All the mares delivered
spontancously at term. All the foals were healthy but 3 S-P foals
(out of 6) exhibited signs of prematurity/dysmaturity [33] and
needed assistance to stand and suckle for the first days after birth.
Consequently, 3 S-P foals and their pony dams were not allowed
to go to pasture before 30 days of age as their counterparts did. Six
S-S foals died: 2 fillies and 3 colts died from diarrhea and 1 colt
was cuthanized because of septic arthritis in the first week after
birth. One S-D foal was rejected by its draft dam and was bottle-
fed until weaning. Data collected for these foals were however not
discarded from further analysis because they were not identified as
outliers for any studied parameter. All the foals were weaned at
180 days of age. Values for mares and foals parameters are shown
in Table S2 and Table S3.

Mares during gestation and lactation

Body weight. Mare body weights remained constant
throughout gestation as illustrated in Figure 2A, with marked
differences between breeds (median body weight 375.0 kg [319.5—
406.3], 635.5 kg [589.2-671.8], and 827.7 kg [780.0-874.0] in
pony, saddlebred and draft mares, respectively). Body weight
decreased in all mares after foaling (—9.3%, —10.5% and —1.3%
in pony, saddlebred and draft mares, respectively, p<0.000). Body
weights remained stable thereafter until around 2 months
postpartum when they gradually decreased until weaning at 6
months.

At the time of ET into ponies, when several recipients were
available, the larger pony mare was selected as recipient in order
to reduce putative problems linked to the foal’s size at parturition.
Indeed, pony mares pregnant with a saddlebred fetus were
significantly heavier with larger withers” height compared to pony
mares carrying pony pregnancies (body weight 402.5 kg [389.5—
425.3] and 355.0 kg [298.5-398.8] (p<<0.000) and withers’ height
132.5 cm [129.8-136.0] and 126.5 cm [121.0-129.5] (p<<0.05) in
S-P and P-P mares, respectively).

Body Condition Score (BCS). BCS remained constant
throughout gestation as illustrated in Figure 2B, with marked
differences between obese pony mares (5.0 points [4.5-5.0]) and
saddlebred and draft mares just above the superior limit for
optimal body condition (3.75 points [3.25-4.0] and 3.75 points
[3.5-4.0], respectively). Pony and saddlebred mares lost 0.5 and
0.4 point body score between the 1 1'" month of gestation and day
1 postpartum, whereas body scores remained unchanged in draft
mares. BCS continued to fall during lactation, the loss being
higher in pony mares (—1.5 point) compared to saddlebred and
draft mares (—0.75 and —0.5 points). At weaning on day 180
postpartum, pony and saddlebred mares were at the lower limit for
what is considered the optimal body condition (2.5 points [2.5—
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3.6] and 2.5 points [2.5-3.3]) whereas the draft mares’ BCS had
not really changed since the 5% gestational month (3.25 points
[3.0-3.8]).

Non Esterified Fatty Acids (NEFA). Plasma NEFA concen-
trations reflect lipomobilization and increase in the case of
negative energy balance. NEFA concentrations remained stable
throughout gestation as illustrated in Figure 2C. There was no
significant difference for NEFA between pony, saddlebred and
draft mares on the 5" and 9™ gestational months but NEFA
concentrations were significantly higher in pony vs saddlebred (p<<
0.05) and draft mares (p<<0.000). NEFA concentrations started to
rise on the 9" and 11" month of gestation in pony mares and in
saddlebred/draft mares, respectively. They reached their maxi-
mum 1 day after foaling in the 3 breeds. NEFA concentrations
remained relatively stable throughout lactation, levels being
significantly higher in pony mares at 5 months postpartum than in
saddlebred mares at 6 months postpartum (p<<0.05).

Pony and draft mares carrying saddlebred pregnancies tended
to have higher NEFA concentrations at 5 months of gestation
compared to pony and draft mares carrying pony pregnancies,
respectively (p=0.058 and p=0.057). In contrast, after birth,
pony mares suckling saddlebred foals had significantly lower
plasma concentrations than those suckling control foals 5 months
postpartum (p<0.05) but not before.

Leptin. Plasma leptin concentrations during pregnancy are
llustrated in Figure 2D. Depending on times, they were
significantly (p<<0.000) or tended to be higher in pony uvs
saddlebred. They were significantly higher in pony vs draft mares
(p<<0.000) at all time points until parturition. Leptin remained
stable after parturition, was low and not significantly different
between breeds. Leptin concentrations fell from the 11" month of
gestation in all mares except for the 3 groups of mares carrying
saddlebred pregnancies where they started to decrease at 5 (S-P) or
9 (S-D, S-S) months of gestation. They reached their lowest
concentration on day 1 postpartum except for control pony mares
where lowest plasma concentrations were reached on day 90
postpartum.

Breed effects in control foals (P-P vs S-S)

P-P and S-S pregnancies lasted 331.9 days [326.7-337.7], with
no significant breed effect. At birth, P-P foals were significantly
lighter than S-S foals (25.5 kg [22.5-32.0] s 49.4 kg [43.9-55.4],
p<<0.000). These body weight differences were maintained until
day 180 and confirmed at each time point (Figure 3A).

IGF-1 concentrations were strongly related to the foal’s breed
and were significantly higher in P-P vs S-S foals at all time points
from birth to day 180 (significant group effect, p<<0.000)
(Figure 4A). A significant group effect was also observed for T
concentrations (p<<0.000). Tj3 concentrations were significantly
lower at birth (Figure 5A) (p<<0.005) but were significantly higher
on days 3, 90 and 180 (p<<0.000) in P-P us SS foals. No significant
group effect was observed for T concentrations (Figure 6A) and,
as a result, T3/ T, ratio was significantly different between breeds
(p<<0.000). T5/T4 ratio was significantly decreased at birth (p<
0.05), unaffected on day 3 and significantly increased on days 90
and 180 in P-P us S-S foals (p<<0.000 and p<<0.005).

Fasting glucose was also breed specific with a significant group
effect (p<<0.000). P-P foals had significantly higher fasting glucose
than S-S foals, except on days 3 and 140 (Figure 7A). During
IVGTT on day 3, plasma glucose AUC tended to be lower in P-P
vs S-S foals (131.0 mmol/min/L [102.8-142.8] vs 160.0 mmol/
min/L [112.3-196.6], p=0.056). Other parameters remained
mainly unaffected (Figure 8). Clamps on day 200, however,
highlighted breed specific glucose metabolism rates (M): glucose
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metabolism was significantly reduced in P-P s S-S foals
(0.013 mmol/kg/min [0.011-0.018] »s 0.020 mmol/kg/min
[0.014-0.030], p<<0.001, Table S3), indicating increased insulin
resistance in pony vs saddlebred foals.

Sexual dimorphism in control foals

Data were analyzed for sexual dimorphism in 12 female vs 9
male control pony foals and in 16 vs 12 male control saddlebred
foals. In both breeds, fillies and colts had similar gestational length
and weight until 6 months of age. Saddlebred fillies had
significantly higher IGIF-1 concentrations on day 90 (p<<0.05)
and higher T3 concentrations on days 3 and 90 (p=0<0.05 for
both) than saddlebred colts. In pony foals, significantly decreased
T4 levels were observed in pony fillies us colts on day 180 (p<<0.05).
There was a significant effect of the sex on fasting glucose in
saddlebreds with increased concentrations in fillies us colts on days
90 and 140 (p<<0.01). In contrast, fasting glucose in pony foals
remained unaffected by the sex. No significant sex effect was found
for IVGTT and clamps in either of the two breeds. Because the
sex ratio was unbalanced, sex specificities were not investigated
within experimental groups.

PLOS ONE | www.plosone.org

Effect of increased fetal growth in pony foals

Although not significant when both breeding seasons were
analyzed together, it should be noted that, in the first breeding
season, P-D pregnancies (332.1 days [321.7-333.1]) were signif-
icantly shorter compared to P-P pregnancies (339.1 days [334.3—
343.1], p<0.05). Altogether, P-D foals (40.1 [33.6-40.9] kg) had a
significantly 57.3% increased birth weight (p<<0.000) compared to
P-P controls and remained significantly heavier until day 180
where they still had a significantly increased body weight (+37.0%,
p<<0.000) (Figure 3B).

IGF-1 concentrations remained unaffected by transfer into a
draft mare except on day 3 where P-D foals had significantly
higher plasma concentrations than P-P controls (p<<0.05)
(Figure 4B). T3 concentrations were significantly reduced in P-D
vs P-P foals on days 3, 90 and 180 (p<<0.000) (Figure 5B) whereas
T, concentrations were significantly reduced only on days 0 and 3
(p<0.05 and p<<0.000, respectively) (Figure 6B). T5/T, ratios
were subsequently significantly increased on day 3 (p<0.05) and
decreased on days 90 and 180 (p<<0,05) in P-D us P-P foals.

Fasting glucose was affected the same way, with significantly
reduced plasma concentrations on days 30, 90 and 180 (p<<0.005)
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Figure 3. Foals’ body weights from birth to weaning in the five
groups. A: P-P (@) vs S-S (H). B: P-P (@) vs P-D (O). C: S-P (V) vs S-S
(M) vs S-D (A) (P-P: Pony in Pony, P-D: Pony in Draft, S-P: Saddlebred in
Pony, S-S: Saddlebred in Saddlebred, S-D: Saddlebred in Draft). Curves
are presented as medians and interquartile ranges. The median values
between the asterisks differ significantly from each other (F1-LD-F1
model followed by Mann-Whitney or Kruskal-Wallis test, p<<0.05). In
graph C, median values under the lower and upper dotted lines
between asterisks significantly differ between S-P and S-S and between
S-P and S-D, respectively. NB: Different scales were used for A, B and C
in order to show the differences.
doi:10.1371/journal.pone.0102044.g003

in P-D vs P-P foals (Figure 7B). No significant group effect was
found on glucose parameters during IVGTT on day 3 (Figure 8)
nor during clamps on day 200 (Table S3). P-D foals, however, had
significantly higher insulin AUC (p<<0.05, Figure 8C2), higher
plasma insulin increments at 3, 9, 30 and 60 minutes (p<<0.05,
Figure 8A2), as well as higher maximal insulin increments (p<
0.05) compared to P-P foals.
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Figure 4. Foals’ plasma IGF-1 levels from birth to weaning in
the five groups. A: P-P (full yellow) vs S-S (full green). B: P-P (full
yellow) vs P-D (chequered blue). C: S-P (striped pink) vs S-S (full green)
vs S-D (chequered red) (P-P: Pony in Pony, P-D: Pony in Draft, S-P:
Saddlebred in Pony, S-S: Saddlebred in Saddlebred, S-D: Saddlebred in
Draft). Curves are presented as medians and interquartile ranges. The
median values under the asterisks differ significantly from each other
(F1-LD-F1 model followed by Mann-Whitney or Kruskal-Wallis test, p<<
0.05).

doi:10.1371/journal.pone.0102044.g004

Effect of increased or reduced fetal growth in saddlebred
foals

S-P pregnancies were significantly longer compared to S-S
(344.0 days [334.5-353.8] »s 330.8 days [325.9-336.3], respec-
tively, p=0.05) and S-D pregnancies (328.0 days [327.0-334.1],
p<<0.05) pregnancies. There was no significant difference in
gestational length in S-D us S-S.

Body weight in S-P, S-S and S-D foals are represented in
Figure 3C. S-P foals (31.0 kg [28.0-41.5]) tended to be lighter at
birth compared to S-S controls (—37.2%, p=0.078). They
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Figure 5. Foals’ plasma T; levels from birth to weaning in the
five groups. A: P-P (full yellow) vs S-S (full green). B: P-P (full yellow) vs
P-D (chequered blue). C: S-P (striped pink) vs S-S (full green) vs S-D
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Curves are presented as medians and interquartile ranges and the scale
on the y-axis is semi-logarithmic. The median values under the asterisks
differ significantly from each other (F1-LD-F1 model followed by Mann-
Whitney or Kruskal-Wallis test, p<<0.05.

doi:10.1371/journal.pone.0102044.g005

remained significantly lighter than S-S controls until day 30 (p<
0.000) at which time the difference was no longer significant,
although S-P bodyweight at 6 months of age was significantly less
by 29% compared to S-S controls. S-P foals were also significantly
lighter than S-D foals from birth to 180 days (p<<0.000), with a
significantly lighter birth weight (—42.3%, p<<0.000). In contrast,
the bodyweights of S-D foals were not significantly different
compared to S-S controls.

IGF-1 concentrations in saddlebred foals were not affected by
transfer into either a pony or a draft mare (Figure 4C). S-P foals
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Figure 6. Foals’ plasma T, levels from birth to weaning in the
five groups. A: P-P (full yellow) vs S-S (full green). B: P-P (full yellow) vs
P-D (chequered blue). C: S-P (striped pink) vs S-S (full green) vs S-D
(chequered red) (P-P: Pony in Pony, P-D: Pony in Draft, S-P: Saddlebred
in Pony, S-S: Saddlebred in Saddlebred, S-D: Saddlebred in Draft).
Curves are presented as medians and interquartile ranges and the scale
on the y-axis is semi-logarithmic. The median values under the asterisks
differ significantly from each other (F1-LD-F1 model followed by Mann-
Whitney or Kruskal-Wallis test, p<<0.05).

doi:10.1371/journal.pone.0102044.g006

only differed from S-S controls by elevated T3 concentrations on
day 3 (p<<0.05, Figure 5C). There was no difference between S-P
and S-S foals for T, (Figure 6C) and T3/ T, ratio. In contrast, T
concentrations were significantly increased on day 180 (p<<0.05)
and Ty concentrations were significantly increased on days 0 and 3
(p<<0.000 and p<<0.05) in S-P vs S-D foals (Figures 5C and 6C),
resulting in significantly higher T3/ T} ratios on day 180 in S-P us
S-D foals (p<<0.000). Saddlebred foals were not affected by transfer
into a draft mare with no significant difference between S-D and
S-S foals.
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Figure 7. Foals’ fasting glucose from birth to weaning in the
five groups. A: P-P (@) vs S-S (H). B: P-P (@) vs P-D (O). C: S-P (V) vs
S-S (M) vs S-D (A) (P-P: Pony in Pony, P-D: Pony in Draft, S-P: Saddlebred
in Pony, S-S: Saddlebred in Saddlebred, S-D: Saddlebred in Draft).
Curves are presented as medians and interquartile ranges. The median
values under the asterisks differ significantly from each other (F1-LD-F1
model followed by Mann-Whitney or Kruskal-Wallis test, p<<0.05). In
graph C, median values under the simple and double asterisks
significantly differ between S-P and S-S and between S-P and S-D,
respectively.

doi:10.1371/journal.pone.0102044.g007

Fasting plasma glucose was significantly higher in S-P vs S-S
foals on days 30 and 90 (p<<0.005) and in S-P vs S-D foals on days
180 and 200 (p<<0.000 and p<<0.05) (Figure 7C). No significant
group effect was found for plasma glucose AUC during IVGTT on
day 3 but the maximal increment in glucose was significantly
higher in S-P vs S-D foals (13.0 mmol/L [9.8-13.8] vs 8.3 mmol/
L [6.9-11.3], p<<0.05, Figure 8Bl). The maximum insulin
increment tended to be reduced in S-P compared to S-D foals
(p=0.081). Clamps demonstrated no difference in S-P vs S-S or in
S-D s S-S foals. But S-P and S-D differed from each other by
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increased M in S-P on day 200 (0.025 mmol/kg/min [0.020—
0.035] »s 0.016 mmol/kg/min [0.013-0.020], p<0.05, Table S3).

Discussion

In the present study, we have confirmed that ponies can not be
considered miniature versions of saddlebreds. Ponies were
systematically fatter than saddlebreds, as confirmed by higher
BCS and plasma leptin concentrations in pony mares, inducing
confounding factors during pregnancy between obese pony and
normal weight saddlebred and draft mares. In foals, significantly
higher plasma IGF-1 and Tj concentrations were observed in
ponies vs saddlebreds in the first six months of age. Ponies also
appeared to have higher fasting glycemia at most times and
reduced glucose metabolism at 6 months compared to saddle-
breds. Little sexual dimorphism was observed in both breeds on
the parameters studied here.

Reduced fetal growth induced by transfer of saddlebred
embryos into pony mares resulted in reduced weight until one
month of age. IGF-1 concentrations remained unchanged by
embryo transfer. T5 concentrations were increased shortly after
birth compared with saddlebred controls. Moreover, “restricted”
S-P foals had higher fasting glucose concentrations. Direct
comparison with “enhanced” S-D foals highlighted that S-P foals
had increased fasting glucose but a tendency towards reduced
insulin secretion with unaffected glucose clearance after IVGTT,
indicating increased glucose tolerance and increased insulin
sensitivity, respectively, as well as a higher glucose metabolism at
6 months of age, confirming increased insulin sensitivity.

Enhanced fetal growth affected the ponies more than the
saddlebreds, possibly due to a larger difference in body size
between ponies and draft mares compared to saddlebreds and
draft mares. P-D foals remained heavier than their pony controls
until weaning and had significantly reduced T3 and T, concen-
trations. IGF-1 concentrations remained unchanged by embryo
transfer. Fasting glucose was decreased at most times and early
glucose tolerance tests indicated insulin resistance in “enhanced”
neonatal foals compared to control ponies in which insulin
resistance developed at 6 months of age.

One limitation of this study is that control groups were
produced by artificial insemination, whereas experimental groups
were produced by embryo transfer. Although data are lacking in
the horse, it has been previously shown in humans and in rodent
models that assisted reproductive technologies such as w wvitro
fertilization and/or ovarian hyperstimulation as well as culture
media could lead to imprinting disorders and abnormalities in
post-natal growth, body composition, glucose metabolism, behav-
ior or systolic blood pressure in adult offspring [34—38]. Combined
effects of hyperstimulation and embryo treatment have been
demonstrated on /419 gene imprinting [35,36] but it is still unclear
whether embryo transfer as such with limited embryo culture time
induces long term effects. In the present study, hyperstimulation
was not used. Embryos were maintained in culture media in an
Equitainer for a maximum of 6 hours before transfer as usually
performed in practice.

Elliott et al (2009) showed that parity was the main factor
affecting birthweight, with a limited impact of age in Thorough-
bred horses [39]. Here, draft mares were significantly younger
than the two other breeds which could result in foals with a
reduced birth weight. This did not prevent P-D foals from being
significantly heavier than P-P. On the other hand, saddlebred
mares had a significantly higher parity compared to both other
groups, which may have caused the increased birth weight of S-S
foals. The combined effects of young draft mares and higher parity
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p<0.05). In graph B2, the asterisk indicates a significant difference between S-P and S-S.

doi:10.1371/journal.pone.0102044.g008

of saddlebred mares may have contributed to the lack of effect in
S-D foals. Due to the low number of animals in some groups, it
was not possible to test this hypothesis with statistical analysis.
However, correction of the data with regards to parity according
to Elliott et al (2009) (+0.7 kg per each unit increase in parity) did
not alter the results on foal weight at birth [39].

The metabolism of pony mares was different from that of the
other mares used in this study: pony mares could be considered as
obese in the beginning of the project, with maximal BCS of 4.5 to
5. Indeed, ponies have in general higher BCS, are more resistant
to insulin than standardbred horses [29,40,41], possess higher
plasma insulin and leptin concentrations [22] and express
components of the equine metabolic syndrome [42]. These
metabolic characteristics are the source of confounding factors in
this study where the smaller breed was also metabolically different.
Unfortunately, fasting blood samples were not collected from the
mares before pregnancy so it is not possible to confirm
hyperinsulinemia in non-pregnant pony mares, although excess
BCS is associated with decreased insulin sensitivity in horses
[43,44]. Plasma leptin concentrations were similar to that reported
by others in pregnant mares [30,45-47]. Although seasonal
variations have been observed in horses [48], all mares were
collected at the same time in the season over the two years and also
at the same time in the day (morning), thus reducing the variability
due to the environment. Leptin concentrations started to decrease
earlier in gestation in S-P mares, indicating that the burden of
carrying a large fetus may have induced earlier lipomobilization in
pony mares, although NEFA only increased at 9 months of
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pregnancy and BCS remained stable until just prior to foaling. As
shown by others, maternal plasma leptin decreased sharply after
birth in all groups, together with increased NEFA and a
progressive reduction in BCS associated with lactation [49]. The
rapid postpartum decrease in circulating leptin may be due to a loss
of placental leptin because placental leptin mRNA expression has
been reported in humans [50,51], rats [52] and sheep [53].
Unpublished data from our laboratory however indicates that the
equine placenta does not express leptin. A postpartum reduction in
circulating leptin concentrations has been reported in humans
[50,51] and Japanese monkeys [54], but not in rats [52] or sheep
[55].

In the present study, birth weights were significantly increased
by 57% in enhanced P-D foals and decreased by 37% in restricted
S-P foals. This is consistent with enhanced Pony-in-Thoroughbred
and restricted Thoroughbred-in-Pony foals where a 15% increase
and reduction in body dimensions, respectively, were reported
[56]. Growth profiles from both enhanced and restricted foals
differed from their respective breed controls, with P-D remaining
heavier than P-P and S-P remaining lighter than S-D foals, in
contrast to what was reported in the pony and thoroughbred
embryo transfer experiments where differences had disappeared
by 6 months of age [56]. The effects on weight gain were probably
higher in the present study because of the bigger size difference
between the breeds. Although catch-up growth is often observed in
IUGR animals [57-60], this was not observed in this study,
probably due to the limited milk production in pony mares.
Similarly, increased milk production in draft mares could account
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for the growth advantage in P-D foals, since milk yields are known
to be breed specific [61] and to be increased with the mare’s size
[61]. Hormones and growth factors such as T3 [62], leptin [63],
IGF-1 and insulin [64] and thyroid stimulating hormone (T'SH)
[49] are also supplied through the mare’s colostrum. In Quarter
horses, milk leptin, IGF-1 and TSH concentrations were at their
maximum the day of parturition and reached minimum at 2
months postpartum (leptin and TSH) or became undetectable by 12
days postpartum (IGF-1) [49]. Those elements moderate the
importance of the genetic growth potential, highlighting the
importance of the effects of the pre- and post-natal environments
on growth until weaning.

Glucose homeostasis depends on both the secretion of insulin by
the pancreatic B cells and the sensitivity of skeletal muscles and
adipose tissue to insulin. Although a slight sexual dimorphism was
observed in saddlebred foals for fasting glucose (with fillies having
a slightly more elevated fasting glycemia compared to colts), no
other difference related to sex was observed, maybe due to the
reduced number of animals in this study. Here, restricted foals
were growth retarded compared to their own breed counterparts
and appeared slightly dysmature although their gestation length
was increased. Dysmaturity, which shares many clinical charac-
teristics with prematurity [33], is associated with a reduced insulin
secretion in the immediate post-natal period compared to full term
foals [65]. Indeed, insulin secretion tended to be reduced in S-P
foals at 3 days of age but fasting glucose was increased at most
times, suggesting insulin dysregulation. As also described in one
month old sheep [66,67], glucose metabolism was increased in S-P
foals at 6 months of age, indicating increased insulin sensitivity,
which is in agreement with data in several species showing that
IUGR in the absence of post-natal catch-up growth improves
insulin sensitivity [57,68,69]. In horses, pancreatic maturation is
complete around 3 months of age [70], so changes observed at 6
months should not be associated with pancreatic immaturity. In
contrast, as also shown previously in ponies transferred into
thoroughbred recipient mares [27], P-D had increased B cells
response to a glucose bolus compared to P-P foals. Subsequently,
P-D had lower fasting plasma glucose concentrations than P-P
until 6 months of age although insulin sensitivity remained normal
as demonstrated by clamps. S-D foals followed a similar trend for
glucose metabolism as observed with P-D foals. Differences were
not as marked when compared with their normal size S-S controls
but were mostly significant when they were compared with the
TUGR S-P. This suggests that these effects were not related to the
breed but mainly to the experimental manipulation of growth.

IGF-1 and thyroid hormones are some of the major hormonal
factors involved in post-natal growth. IGF-1 is one of the most
important regulators of growth in the newborn, mediating most
effects of growth hormone (GH). Plasma IGF-1 concentrations,
although strongly related to the foal’s breed and higher in pony
compared to saddlebred foals, were consistent with previously
published data [30,49,71] and followed similar trends, with
increased concentrations between birth and 3 months of age, as
described elsewhere [64,71,72]. In humans, IUGR babies have
low plasma concentrations of IGF-1 [73]. In horses, bottled fed
foals have lower plasma IGF-1 concentrations compared to those
nursing on the mare [71,72], but Panzani e al. found no statistical
differences in plasma IGF-1 concentrations between sick, induced
or naturally delivered foals [72]. Neither reduction nor enhance-
ment of prepartum growth affected IGF-1 in the present study.

Thyroid hormones play a crucial role in energy metabolism,
thermoregulation, metabolism of nutriments and inorganic ions
and for stimulation of growth. They optimize the action of
catecholamines and stimulate the synthesis and action of IGF-1
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and GH [74]. Plasma T'5 concentrations were breed-related, being
higher in pony us saddlebred foals, whereas plasma T, concen-
trations remained unchanged between breeds. This is consistent
with previous work demonstrating that plasma Ts and T,
concentrations differ between breeds of horses, with no correlation
with adult body size and no obvious correlation with physiological
status [75]. Thyroid hormones concentrations at birth in foals are
higher than at any physiological age in any species and it has been
hypothesized that this could be due to the high thermogenic
capacity and the rapid growth in this species [76]. Here, growth-
enhanced P-D foals had decreased T, concentrations in the
immediate postpartum period and decreased T3 concentrations from
birth to weaning compared to P-P controls. Interestingly,
increased weight gain is observed in hypothyroid patients [77],
as was observed in these foals. In contrast, S-P foals had elevated
T, and T5 concentrations in the first days following parturition
compared to saddlebred controls. Since increases in circulating T's
in the immediate post-natal period were shown to be closely
related to adrenocortical activity [78], an increased stress in utero in
S-P foals due to IUGR may have contributed to the increased
neonatal T3 concentrations in this group. In older individuals,
hyperthyroidism is accompanied by an increased metabolic rate,
increased thermogenesis and weight loss despite increased food
intake [77,79,80]. The increased metabolic rate observed through
the clamps in the S-P foals is in agreement with the increased
thyroid hormones. Moreover, since about 80% of T'5 is produced
by the hepatic deiodination of Ty [81], the increased T3/ T4 ratio
observed in S-P foals probably reflects increased hepatic
deiodinase activity and the contrary is observed in P-D foals.

In conclusion, this work demonstrates that the modification of
fetal growth through the transfer of large/small breed embryos
into recipients of a small/large breed modifies post-natal growth
and thyroid hormones profiles with no catch-up growth at least
until weaning. Moreover, glucose metabolism is affected, which
may affect further capacity to perform in equestrian sports.
Although long term effects have not been studied here, data
obtained in other species and in humans strongly indicate that fetal
IUGR and fetal overgrowth both induce increased susceptibility to
metabolic diseases in adulthood [82]. This may be of importance
in the presence of an increasing prevalence of the equine
metabolic syndrome [42,83].
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Table S1. Nutritional value of the diets on farms 1 and 2.

158,51

5,30 2,9 208,00 1,83 71,72
4,50 2,8 169,22 1,58 59,48
4,50 2,8 169,00 1,61 60,36
10,11 6,4 459,03 1,59 72,01

489,00




9,00
9,80
9,60
8,60
10,6

58
7.1
8,3
73
84
8,5

10,9

440,00
446,50
497,00
456,00
732,00
622
976

1,28

1,32
1,02
1,25
1,35

63,33
59,88
62,47
87,14
73,14
89,54

DM: dry matter, UFC: horse feed unit, MADC: horse digestible crude protein. P-
P: Pony in Pony, P-D: Pony in Draft, S-P: Saddlebred in Pony, S-S: Saddlebred in
Saddlebred, S-D: Saddlebred in Draft.
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ABSTRACT

We have previously demonstrated that embryo transfer between breeds of
different sizes in equids can increase or restrict fetal growth, which elicits different
adaptive responses in post-natal growth and glucose metabolism until weaning at
180 days of age. Post-weaning effects, however, remain to be described. In this
study, fetal growth was enhanced or restricted through ET using pony
(P), saddlebred (S) and draft (D) horses. Control P-P (n = 21) and S-S (n = 28)
pregnancies were obtained by Al. Enhanced and restricted pregnancies were
obtained by transferring P or S embryos into D mares (P-D, n =6 and S-D, n = 8) and
S embryos into P mares (S-P, n = 6), respectively. Control and experimental foals
were raised by their dams and recipient mothers, respectively. Weight gain, growth
hormones and glucose homeostasis were investigated in the foals from weaning on
day 180 to day 540. P-D foals remained heavier on days 180 (+37%), 360 (+33%)
and 540 (+29%), with increased T3 concentrations on day 180 compared to P-P
foals. P-D foals had lower fasting glucose, but increased NEFA concentrations on
days 180, 360 and 540, with similar glucose clearance after IVGTT on day 360 and
similar insulin sensitivity during euglycemic clamps on day 540 compared to P-D
foals. S-P foals were lighter (-32%), with higher T3 and lower NEFA concentrations,
on day 180 compared to S-D foals. S-P foals caught up with them thereafter. They
had higher fasting glucose on days 180, 360 and 540. Both S-P and S-D groups had
slower glucose clearance than S-S foals after IVGTT on day 360, but all three
saddlebred groups had similar insulin sensitivity during clamps on day 540. None of
our antenatal manipulation affected post-weaning IGF-1 and leptin concentrations.

Thus, combined effects of the enhanced fetal and pre-weaning environments
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persisted until 18 months of age in ponies. Fetal and pre-weaning restriction in
saddlebreds induced catch-up growth and progressive change from hyper to normal
insulin sensitivity. This confirms different adaptive responses to early developmental
events and suggests potential further evolution of glucose metabolism regulation

beyond 18 months of age.

INTRODUCTION

Developmental conditions play an important role in determining some of the
physiological characteristics of adults, as demonstrated by epidemiological studies in
humans [1-6] and experiments in animal models [7,8]. An adverse fetal environment
may alter an individual's post-natal blood pressure and glucose tolerance [9],
pancreatic islet [10], renin-angiotensin system [11] and hypothalamic-pituitary-
adrenal axis [12] function, depending on the timing, duration and nature of the intra-
uterine perturbation [13], as well as on the genotype and sex of the individual.
Although a reduced birth weight (considered as a marker of suboptimal fetal growth)
was first pointed out as an indicator of increased risks of developing metabolic
pathologies in adults, it is now established that excess birth weight also leads to
adverse programming, with risks following a U-shaped curve in relation to birth
weight [14-17]. The critical time of tissue plasticity in response to environmental
stimuli, however, extends beyond birth and particularly to the suckling period during
which lactation is an important programming factor [13,18,19]. Nutritional
management during this early post-natal period may either improve or exacerbate

structural and functional alterations programmed in utero.



Studies of the Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD) are
particularly relevant in horses, which are used to perform in challenging sport
disciplines. It has previously been shown that intra-uterine growth retarded (IUGR)
equids are prone to various pathological conditions from birth to adult age, such as
abnormalities in the pulmonary microstructure, respiratory dysfunction, neuropathies,
hyperlipidemia and musculoskeletal injuries [20,21]. Using artificial insemination to
cross-breed Shetland ponies and large Shire horses [22] or using the transfer of
Polish pony embryos into the uterus of draft mares [23,24], Walton and Tischner
were the first to demonstrate the importance of the maternal environment to modulate
the foal's genetic potential for fetal and post-natal growth, as the breed-specific
growth potential of the foal can be regulated by the size of the mare. More recently,
Allen and colleagues used embryo transfers between breeds of different sizes
(ponies and Thoroughbreds) as a model of restricted (Thoroughbred-in-pony) or
increased (pony-in-Thoroughbred) nutritional supply to the fetus [25]. Restricted or
increased fetal and post-natal growth [25,26] were associated with neonatal
alterations in glucose sensitivity of B pancreatic islets [27], adrenocortical
development [28], blood pressure and catecholamine response to hypotension [29].
In terms of nutrition, long term programming effects of maternal nutrition have also
been demonstrated as foals born to dams fed a high-starch diet in late gestation tend
to be less insulin sensitive five months after birth compared to foals born to dams fed
a low-starch diet [30]. Epidemiological studies highlighted the adverse effects of
feeding concentrates to pregnant mares, but also to foals for the first year of age, on

post-natal development of osteochondrosis lesions [31].



As a consequence, there is a need for further studies to examine the long term
impacts of developmental perturbations in horses, as fetal development and post-
natal growth represent two potential windows of intervention to optimize athletic
capacities. The present study is the continuation of previous work in which fetal
growth was enhanced by transferring pony and saddlebred embryos into draft mares
or restricted by transferring saddlebred embryos into pony mares. This was shown to
induce different adaptive responses in terms of growth, endocrine profiles and
glucose metabolism in pre-weaning foals [32]. Overgrown ponies born to draft dams
were less sensitive to insulin earlier than normal ponies, with reduced thyroid
hormones and fasting glucose levels, whereas in utero growth retarded saddlebreds
were more sensitive than saddlebreds born to draft dams, with elevated thyroid
hormones and fasting glucose levels. Here, we investigated weight gain, glucose
homeostasis and endocrine factors involved in both growth and energy regulation in

the same foals from weaning to 18 months of age.

MATERIALS AND METHODS

The animal studies were approved by the local animal care and use committee
(« Comité des Utilisateurs de la Station Expérimentale de Chamberet ») and received
ethical approval from the local ethics committee (« Comité Régional d’Ethique pour

'Expérimentation Animale de Limousin ») under protocol number 5-2013-5.

Establishment of experimental and control groups
Experimental and control groups were established over 2 successive breeding

seasons (foaling in 2011 and 2012) using semen from 1 pony and 2 saddlebred
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stallions as previously described [32]. Following embryo recovery after ovulation in
the pony and saddlebred donor mares and between-breed transfer of the embryos
into synchronized pony and draft recipient mares, 6 Pony-in-Draft (P-D),
6 Saddlebred-in-Pony (S-P) and 8 Saddlebred-in-Draft (S-D) experimental foals were
produced. Twenty-one Pony-in-Pony and 28 Saddlebred-in-Saddlebred control foals
were produced by artificial insemination using the same stallions as for embryo
production. Experimental and control foals were raised by their surrogate mother and

biological dam, respectively. All the foals were weaned at 180 days of age [32].

Nutrition and general care of post-weaning foals

From weaning at 6 months of age to 12 umonths of age (xwinter months),
foals were housed in open barns consisting in a covered area with straw and free
access to an outdoor run. The diet of the foals was calculated to cover nutritional
needs of foals as defined by INRA recommendations according to age and adult
bodyweight. Foals in farm 1 received oat, soybean cake and hay with free access to
minerals and vitamins (Sodical, Salins Agricultire, France), with the exception of S-P
foals occasionally receiving extra commercial pellets (Eperon, Tellus Nutrition
Animale, France) or corn grain. Foals on farm 2 received a homemade pellet of
barley, soybean cake, molasses and minerals and vitamins (Excel Prima S, Chaveau
Nutrition, France) with hay, as well as hailage when needed. Feedstuff was
distributed in two daily meals (morning and evening) on farm 1, but pellets were
distributed by an automated concentrate feeding system. which enables the foals to
access their pellets on demand, in several meals. Quality of feedstuff was measured.

Males were gelded around 9 months of age.



From 12 months to 18 months of age (spring and summer months), grazing
was available 24 h/day for fillies and geldings which were conducted in one same
herd on each farm. From 18 to 24 months of age (winter months), they were housed
in open barns again, as previously described, except that those on farm 2 had no
automated concentrate feeding system. As a consequence, feedstuff was distributed
in two daily meals in both farms. Foals on farm 1 received commercial pellets
(Eperon, Tellus Nutrition Animale, France) with free access to minerals and vitamins
(Sodical, Chauveau Nutrition, France), with the exception that S-P foals received
additional oat and hay. Foals on farm 2 were fed the same homemade pellet as
described above, with hay and hailage. Nutritional offer was calculated to cover
nutritional needs of foals as defined by INRA recommendations according to age and
adult bodyweight [33]. Quality of feedstuff was measured.

Foals were vaccinated and dewormed as for standard care throughout the

protocol.

Weight gain monitoring and blood sampling in post-weaning foals

Foals were weighed at 180, 270, 360 and 540 days of age. Blood samples
were collected on EDTA from the jugular vein between 9 AM and 10 AM after
overnight fasting at 180, 360 and 540 days of age. They were centrifuged at 3,500 g
for 10 minutes and plasma was separated and stored at -20C until Insulin-like
Growth Factor-1 (IGF-1), thyroid hormones (thyroxine T, and triiodothyronine Tj),
non-esterified fatty acids (NEFA) and leptin assay. IGF-1, T, and T3 are essential
factors of growth and energetic homeostasis. Plasma NEFA concentrations reflect
the mobilization of body fat in case of energy deficit, whereas plasma leptin

concentrations are used as a proxy for adiposity.



Glucose metabolism monitoring in post-weaning foals

Glycemia was measured at 180, 200, 360 and 540 days of age after overnight
fasting using an automated analyzer (Medisense Optium Xceed®, Abbott, lllinois,
USA). Intravenous glucose tolerance tests (IVGTT) were performed in foals at
360 days of age after overnight fasting and using a 0.25 g/kg glucose bolus over 2
minutes, as described previously [32]. Hyperinsulinemic euglycemic clamps were
performed in foals at 540 days of age as described previously [32]. Briefly, a priming
dose of 45 mU of insulin/kg IV was first injected to induce hyperinsulinemia.
Immediately thereafter, insulin and glucose were infused at a rate of 6 mU/kg/min
and 8.6 pmol/kg/min, respectively. The glucose infusion rate was adjusted to reach a

steady state of 4.4 to 6.7 mmol/L that was maintained for at least 40 min.

Biochemical analyses

Plasma IGF-1, T4 and T3 concentrations were measured in foals in duplicate
with commercial RIA kits (CISbio International, Gif-sur-Yvette, France) as previously
described [32]. The minimum levels of detection were 1.0 ng/mL, 2.5 ng/mL and 0.1
ng/mL, respectively for plasma IGF-1, T, and T3. Intra- and inter-assay coefficients of
variation were respectively 3.5% and 6.0% for plasma IGF-1, 4.7% and 8.0% for
plasma T,and 7.8% and 8.2% for plasma Ts.

Plasma NEFA concentrations were measured in foals in duplicate with an
enzymatic-colorimetric method using a Cobas Mira-analyzer with a commercial kit
(Roche, Mannheim, Germany) as previously described (8). The minimum level of
detection was 10 pmol/L. Intra- and inter-assay coefficients of variation were 2.7%
and 4.5%, respectively. Plasma leptin concentrations were measured in mares and

foals in duplicate with a homologous double-antibody RIA as previously described
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(8). The limit of detection was 1.0 ng/ml. The intra-assay coefficient of variation was

less than 10%.

Plasma insulin concentrations during glucose metabolism tests were
measured in duplicate with a double antibody RIA as previously described (15). The
minimum level of detection was 0.1 pg/mL. Intra- and inter-assay coefficients of

variation were 7.2% and 5.8%, respectively.

Statistical analysis
All results are expressed as median [quartile 1 — quartile 3] and presented as
curves (median and interquartile range) or boxplots (minimum to maximum).

Statistical analyses were carried out using R software (www.r-project.org/, version

1386 2.15.2). Three questions were analyzed : 1) effect of the breed (P-P vs S-S), 2)
effect of increased fetal growth in pony foals (P-P vs P-D) and 3) effect of either
restricted or increased fetal growth in saddlebred foals (S-P vs S-S vs S-D).
Non-parametric  statistical analyses were used. For non-repeated
measurements, the Mann-Whitney test was applied for questions 1 (P-P vs S-S) and
2 (P-D vs P-P) and the Kruskal-Wallis test, followed by the NDWD post-hoc test, was
used for question 3 (S-P vs S-S vs S-D), using the coin plug-in for R commander
[33]. Repeated measures were analyzed by non-parametric ANOVA using the F1 LD
F1 model of the nparLD function, followed by paired comparison [34]. Mann-Whitney
or Kruskal-Wallis followed by the NDWD post-hoc tests, as appropriate, were then
applied at each time point. All p-values were adjusted using the FDR (Benjamini-

Hochberg) method. Effects were considered significant when p-value<0.05.



RESULTS

Breed effects in control foals

The body weight of all control foals increased significantly over the 360-day
period (p<0.001), but the weight gain of P-P foals was significantly less than S-S
foals (+68.0 kg [66.0-78.5] in P-P vs +123.6 kg [103.7-143.8] in S-S, p<0.001). P-P
foals were always significantly lighter than S-S foals (-36.8%, -40.0%, -45.5% and -
44.2% on days 180, 270, 360 and 540, respectively; p<0.001 at each age)
(Figure 1A).

Plasma IGF-1, T, and T3 concentrations decreased significantly in all control
foals over the 360-day period (p<0.0001). P-P foals had significantly higher plasma
IGF-1 concentrations than S-S foals at all stages (p<0.001 at each sampling time).
Plasma T, concentrations were significantly higher in P-P than in S-S foals on day
360 (p=0.014) and plasma T3 concentrations were significantly higher in P-P than in
S-S foals on day 180 (p<0.001) (Figure 2A, 3A et 4A). Ts/T,4 ratios were also higher in
P-P than in S-S foals on days 180 and 360 (p=0.013 and p=0.014).

Plasma NEFA concentrations were significantly reduced in P-P foals vs S-S
foals at all stages (p<0.001, p=0.006 and p=0.034 on days 180, 360 and 540,
respectively) (Figure 5A). Leptin concentrations decreased over the 360-day period
(p<0.001), but were not different between both control groups at any stage.

P-P foals always had significantly higher fasting plasma glucose than S-S
foals (p<0.001, p=0.016, p<0.001 and p<0.001 on days 180, 200, 360 and 540,
respectively) (Figure 6A). P-P foals also had significantly higher glucose AUC and
higher glucose increment than S-S foals during IVGTT on day 360 (p=0.009 and

p<0.001), as well as lower glucose metabolism rate than S-S foals during clamps on
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day 540 (Figure 7A, 7B and 7C), indicating a higher insulin sensitivity in S-S vs P-P

foals.

Effect of increased fetal growth in pony foals

As for controls, the body weight of P-D foals increased significantly over the
360-day period (p<0.001). There was no significant difference between the two
groups for body weight gain over the period studied (+70.4 kg [64.2-80.5] in P-D vs
+68.0 kg [66.0-78.5] in P-P) and thus, P-D foals remained heavier than P-P controls
(+37.0%, p=0.001, +32.5%, p=0.058 and +29.4%, p=0.017, on days 180, 360 and
540) (Figure 1B).

As for controls, plasma IGF-1, T, and T3 concentrations decreased
significantly in P-D foals over the 360-day period (p<0.001). IGF-1 and T4
concentrations remained unaffected by transfer in a draft mare, but T3 concentrations
were significantly reduced in P-D vs P-P foals on day 180 (p=0.026) (Figure 2B, 3B
and 4B). T3/T,4 ratios did not differ between the two groups over the 360-day period.

Plasma NEFA concentrations were always significantly higher in P-D vs P-P
foals (p=0.009, p=0.025 and p=0.009 on days 180, 360 and 540, respectively)
(Figure 5B). In contrast, there was no significant difference for plasma leptin
concentrations at any stage.

Fasting glycemia was significantly reduced in P-D vs P-P controls at all stages
but day 200 (p=0.009, p=0.046 and p=0.005 on days 180, 360 and 540, respectively)
(Figure 6A). Nevertheless, glucose responses during IVGTT on day 360 and glucose
metabolism rate during clamps on day 540 were not significantly different between

the two groups (Figure 7A, 7B and 7C).
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Effect of increased or reduced fetal growth in saddlebred foals

As for controls, the body weight of S-P and S-D foals increased significantly
over the 360-day period (p<0.001) and there was no significant difference in weight
gain between the three saddlebred groups (+141.6 kg [135.3-158.3] in S-P vs
+123.6 kg [103.7-143.8] in S-S vs +129.8 kg [107.5-135.9] in S-D). S-P foals did not
differ from S-S controls in terms of body weight. They remained lighter than S-D foals
on days 180 (-31.9%, p=0.044) and caught up with S-D foals thereafter, with no
significant difference between both groups on days 270 and 360. S-P foals, however,
tended to be lighter than S-D foals on day 540 (-16.9%, p=0.097). The body weight of
S-D foals was not different from that of S-S controls (Figure 1C).

As for controls, plasma IGF-1, T, and T3 concentrations decreased
significantly over the 360-day period (p<0.001). IGF-1 and T, concentrations
remained unaffected by transfer either in a pony or a draft mare, but T;
concentrations were significantly increased in S-P vs S-D foals on day 180 (p<0.001)
(Figure 2C, 3C and 4C). S-P foals also had significantly higher T3/T,4 ratios than S-D
foals on day 180 (p<0.001).

Plasma NEFA concentrations were significantly reduced in S-P vs S-D foals
on day 180 (p<0.001), but all 3 groups had similar NEFA concentrations on days 360
and 540 (Figure 5C). Plasma leptin concentrations decreased over the 360-day
period (p<0.001), but there was no difference between groups at any time.

Fasting glycemia was significantly higher in S-P foals than S-D foals at all
stages but on day 200 (p<0.001, p=0.010 and p=0.009 on days 180, 360 and 540,
respectively) (Figure 6A), but neither S-P nor S-D foals differed from S-S controls. All
3 groups had similar glucose AUC, but both S-P and S-D groups had significantly

increased maximum glucose increment compared to S-S controls during IVGTT on
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day 360 (p=0.002 and p=0.042, respectively) (Figure 7A and 7B). All saddlebred

groups had similar glucose metabolism rate during clamps on day 540 (Figure 7C).

DISCUSSION

In the present study, experimental and control foals were monitored for growth
and glucose metabolism parameters over one year after weaning at 6 months of age.
The present data confirm that ponies differ from saddlebreds not only by their
conformation, but also from a physiological and metabolic point of view. Although not
described by Peugnet and colleagues [32], as expected in those breeds, the weight
gain was significantly smaller in control pony foals than in control saddlebred foals
from birth to weaning. Here, weaned ponies grew slower, were lighter, had higher
plasma IGF-1 concentrations, had lower plasma NEFA concentrations and had
higher fasting glycemia together with a reduced glucose metabolism compared to
weaned saddlebreds all over the monitoring period. Thus, both breeds showed
specific weight gain profiles over the 18 first months of extra-uterine life, as expected
when selecting both breeds to establish the enhanced vs restricted fetal growth
model. Breed specificities observed for plasma T3 concentrations at 6 months of age
and for plasma T, concentrations at 12 months of age, however, had vanished by
18 months of age.

Enhanced fetal growth induced by the transfer of pony or saddlebred embryos
into draft mares had stronger effects in ponies than in saddlebreds, likely because of
a larger difference of body size in pony vs draft mares compared to saddlebred vs
draft mares. Enlarged P-D foals remained heavier than control P-P foals and their

fasting glycemia matched that of saddlebred foals (i.e., it was lower than control P-P
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foals). Plasma NEFA concentrations were also increased throughout the monitoring
period. Effects that were observed on plasma T3 concentrations at 6 months of age
had vanished by 18 months of age and glucose metabolism was similar between
both pony groups.

Restriction of fetal growth induced by the transfer of saddlebred embryos into
pony mares did not affect the foals' post-weaning growth and metabolism when
compared to control saddlebreds. Direct comparison of restricted S-P foals with S-D
foals, however, highlighted some alterations of the studied parameters. Indeed, S-P
foals were lighter than their S-D counterparts at 6 months of age, but caught up with
them by 9 months of age and became undistinguishable from the rest of the
saddlebred herd at the end of the monitoring period. Increased plasma T3
concentrations and decreased plasma NEFA concentrations at 6 months of age also
returned to normal by 18 months of age. Finally, although S-P foals had higher
fasting glycemia than S-D foals, their glucose metabolism was not different from the

other saddlebred groups at 18 months of age.

Increased fetal growth was induced by transferring pony embryos into draft
dams (+57% body weight at birth) [32]. Thereafter, the weight growth curve of P-D
foals paralleled that of control ponies. As a consequence, P-D foals were still 29%
heavier than control ponies at 18 months of age. Although Allen and colleagues also
increased birth weight after the transfer of pony embryos into Thoroughbred mares
(P-Th) foals with a 58% increase in body weight at birth) [26,35], in that experiment,
the weight gain slowed down in P-Th foals compared to controls and thus, the two
groups were not different from 9 to 28 months of age [26]. Thereafter, P-Th foals

started to gain weight faster again and were 15% heavier than control ponies at the
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end of the study at 36 months of age. An explanation could be found in the difference
between the Thoroughbred and draft breeds in terms of body size (antenatal growth
being a determinant factor of post-natal growth), but also in terms of milk yield, which
is supposed to increase with breed size and therefore to be higher in draft compared
to Thoroughbred mares [36,37]. Thus, effects of the increased intra-uterine space
could be have been amplified post-natally in pony foals born to draft dams in the
present study. The feeding management of the foals in both studies could also be
guestioned. In both studies, foals were weaned around 6 months of age, in pasture
during summer months and supplemented with concentrates during the winter
months (November to Mars inclusive). There is not enough nutritional data available,
however, to take this comparison forward.

S-D foals were undistinguishable from control saddlebreds in terms of body
weight in both the pre- [32] and post-weaning period. We hypothesize that the size
difference between the saddlebred and draft breeds was not large enough to impact
significantly on growth patterns.

On the other side, intra-uterine growth retardation (IUGR) was induced by
transferring saddlebred embryos into pony dams (-37% and -42% body weight at
birth compared to S-S and S-D foals, respectively) [32]. S-P foals caught up with
control saddlebreds within the 1% month after birth [32] and with S-D foals between
weaning at 6 months of age and 9 months of age. Only a tendency for lower body
weight in S-P vs S-D foals was found at the end of the study (-17% at 18 months of
age). Allen and colleagues also observed fetal growth retardation in Thoroughbred-
in-pony (Th-P) foals (-37% body weight at birth compared to control Thoroughbreds),
but catch-up growth occurred later than in the present work (around 14 months of

age) [26]. These observations are consistent with previous reports of accelerated
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growth in the first months of post-natal life in IUGR children [38-40] or in the 2"
month of post-natal life in IUGR lambs induced by placental restriction [41-44].
Interestingly, placental restriction was demonstrated in restricted Th-P foals, with

lighter placentas, with a reduced exchange surface area and reduced volume [35].

Catch-up growth in restricted S-P foals could be linked to the increased
plasma T3 concentrations (as compared to S-D foals) before weaning. This
phenomenon was indeed observed in placentally restricted IUGR lambs that had
increased plasma T3 concentrations between 15 and 25 days of age, which
corresponds to the period of maximal catch-up growth in this model [45]. Moreover,
the plasma T3 concentrations in spontaneous IUGR lambs correlate positively with

subsequent weight gain in the 1% month postpartum [46].

Catch-up growth has been related to increased adiposity in later life in humans
[47] and to an increased proportion of perirenal fat in 45-day old lambs born after
placental restriction [43]. Here, no direct measurement of body composition was
made in foals, but we measured plasma leptin concentrations, which are closely
related to fat stores in horses [48,49], but no difference was observed between
groups. Therefore, it would reasonable to assume that fat deposit was similar
between experimental and control groups. Surprisingly, increased plasma NEFA
concentrations in P-D vs P-P foals and decreased plasma NEFA concentrations in S-
P vs S-D foals were observed in the post-weaning period. The exact opposite was
showed in terms of plasma glucose concentrations which were decreased in P-D vs

P-P foals and increased in S-P vs S-D foals. The modification of fetal growth,
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together with a different post-natal environment, therefore induced different adaptive

responses of the “glucose-fatty acids cycle” proposed by Randle and colleagues [50].

IGF-1, thyroid hormones and NEFA are key factors for post-natal growth and
maturation. In the five groups, plasma IGF-1 concentrations peaked at 90 days of
age then decreased until 18 months of age where they were at their lowest. Both
plasma T, and T3 concentrations were highest at birth then continuously decreased
until 18 months of age. Control pony foals had higher plasma IGF-1 concentrations
than control saddlebreds from birth to 18 months of age, whereas plasma T;
concentrations were increased only in the pre-weaning period [32]. Plasma IGF-1
concentrations remained unaffected by embryo transfers in either a pony or a draft
mares until 18 months of age. On the opposite, enhanced P-D and restricted S-P
foals demonstrated respectively decreased and increased plasma T4 and T3
concentrations compared to their respective controls in the pre-weaning period.

Those effects vanished in the post-weaning period.

Here, we confirm innate differences between breeds in terms of glucose and
insulin dynamics. Indeed, shortly after birth, glucose clearance and insulin secretion
in response to intravenous glucose was the same between both breeds [32]. We
have previously shown that control ponies were largely hyperglycemic compared to
control saddlebreds from 1 month of age and insulin sensitivity was markedly
decreased shortly after weaning as demonstrated by hyperinsulinemic euglycemic
clamps [32]. Here, hyperglycemia together with decreased insulin sensitivity in
control ponies was confirmed until 18 months of age. Therefore it seems that breed

specificities in terms of glucose homeostasis are established in the 1% month
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postpartum. Glucose intolerance and increased insulin secretion in response to oral
glucose has been described in ponies with a previous history of laminitis [51], as well
as in healthy Shetland ponies (2 to 8 years old) who also decreased insulin
sensitivity during hyperinsulinemic euglycemic clamps [52] and again, in healthy
ponies (5 to 16 years old) using frequently sampled intravenous glucose tolerance
tests [53].

An increased insulin secretion was observed after intravenous glucose
infusion in enhanced P-D foals vs control ponies in the immediate post-natal period,
consistent with an early decreased insulin sensitivity [32], just like P-Th foals [27].
This was preserved until 18 months of age where both pony groups were similar to
each other in terms of insulin sensitivity. P-D foals, however, were still hypoglycemic
ponies at this age. Lambs born after a therapeutic manipulation causing accelerated
fetal growth [54] also exhibited an increased insulin secretion in response to
intravenous glucose in the 2" month postpartum [55].

Growth retarded S-P foals were consistently hyperglycemic saddlebreds from
1 to 18 months of age. They showed decreased insulin secretion in response to
intravenous glucose injection shortly after birth and increased insulin sensitivity as
demonstrated by hyperinsulinemic euglycemic clamps shortly after weaning [32]. At
18 months of age, however, S-P foals were as sensitive to insulin as control
saddlebreds. This consistent with observations of naturally IUGR piglets which had
normal glucose and insulin responses to intravenous glucose at 3 months of age and
poor glucose tolerance at adult age (12 months of age) [9] and even more consistent
with data from placental restricted lambs which had increased insulin sensitivity until
1 month of age [10,44]. Then adult male sheep had reduced insulin sensitivity with

decreased insulin secretion due to impaired 8 cell function [10,56]. A mechanism for
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the transition from enhanced to reduced insulin sensitivity was shown in a rat model
of placental restriction by uterine artery ligature in late pregnancy. Progressive
silencing of the Pdx1 gene by epigenetic marks (reduction of histone acetylation and
increase of DNA methylation at the promoter level) gradually impacts pancreatic

development and cell differentiation [57].
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FIGURES

FIGURE 1. Body weight from weaning to 18 months of age in the five groups. A: P-P
(®) vs S-S (m). B: P-P (o) vs P-D (0). C: S-P (¥) vs S-S (m) vs S-D (Q). (P-P: Pony-in-
Pony, P-D: Pony-in-Draft, S-P: Saddlebred-in-Pony, S-S: Saddlebred-in-Saddlebred,
S-D: Saddlebred-in-Draft). Curves are presented as medians and interquartile
ranges. In graphs A and B, * indicate a significant difference between both groups
(F1 LD F1 model followed by Mann-Whitney test and adjusted with Bonferroni
Hochberg FDR, p<0.05). In graph C, * indicate a significant difference between S-P
and S-D (F1LDF1 model followed by Kruskal-Wallis test and adjusted with

Bonferroni Hochberg FDR, p<0.05).

FIGURE 2. Plasma IGF-1 concentrations from weaning to 18 months of age in the
five groups. A: P-P (plain yellow) vs S-S (plain green). B: P-P (plain yellow) vs P-D
(chequered blue). C: S-P (striped pink) vs S-S (plain green) vs S-D (chequered red).
(P-P: Pony-in-Pony, P-D: Pony-in-Draft, S-P: Saddlebred-in-Pony, S-S: Saddlebred-

in-Saddlebred, S-D: Saddlebred-in-Draft). * indicate a significant difference between
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groups (F1 LD F1 model followed by Mann-Whitney or Kruskal-Wallis test and

adjusted with Bonferroni Hochberg FDR, p<0.05).

FIGURE 3. Plasma T, concentrations from weaning to 18 months of age in the five
groups. A: P-P (plain yellow) vs S-S (plain green). B: P-P (plain yellow) vs P-D
(chequered blue). C: S-P (striped pink) vs S-S (plain green) vs S-D (chequered red).
(P-P: Pony-in-Pony, P-D: Pony-in-Draft, S-P: Saddlebred-in-Pony, S-S: Saddlebred-
in-Saddlebred, S-D: Saddlebred-in-Draft). * indicate a significant difference between
groups (F1 LD F1 model followed by Mann-Whitney or Kruskal-Wallis test and

adjusted with Bonferroni Hochberg FDR, p<0.05).

FIGURE 4. Plasma T3 concentrations from weaning to 18 months of age in the five
groups. A: P-P (plain yellow) vs S-S (plain green). B: P-P (plain yellow) vs P-D
(chequered blue). C: S-P (striped pink) vs S-S (plain green) vs S-D (chequered red).
(P-P: Pony-in-Pony, P-D: Pony-in-Draft, S-P: Saddlebred-in-Pony, S-S: Saddlebred-
in-Saddlebred, S-D: Saddlebred-in-Draft). * indicate a significant difference between
groups (F1 LD F1 model followed by Mann-Whitney or Kruskal-Wallis test and

adjusted with Bonferroni Hochberg FDR, p<0.05).

FIGURE 5. Plasma NEFA concentrations from weaning to 18 months of age in the
five groups. A: P-P (plain yellow) vs S-S (plain green). B: P-P (plain yellow) vs P-D
(chequered blue). C: S-P (striped pink) vs S-S (plain green) vs S-D (chequered red).
(P-P: Pony-in-Pony, P-D: Pony-in-Draft, S-P: Saddlebred-in-Pony, S-S: Saddlebred-

in-Saddlebred, S-D: Saddlebred-in-Draft). * indicate a significant difference between
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groups (F1 LD F1 model followed by Mann-Whitney or Kruskal-Wallis test and

adjusted with Bonferroni Hochberg FDR, p<0.05).

FIGURE 6. Fasting glycemia from weaning to 18 months of age in the five groups. A:
P-P (plain yellow) vs S-S (plain green). B: P-P (plain yellow) vs P-D (chequered
blue). C: S-P (striped pink) vs S-S (plain green) vs S-D (chequered red). (P-P: Pony-
in-Pony, P-D: Pony-in-Draft, S-P: Saddlebred-in-Pony, S-S: Saddlebred-in-
Saddlebred, S-D: Saddlebred-in-Draft). Curves are presented as medians and
interquartile ranges. In graphs A and B, * indicate a significant difference between
both groups (F1 LD F1 model followed by Mann-Whitney test and adjusted with
Bonferroni Hochberg FDR, p<0.05). In graph C, * indicate a significant difference
between S-P and S-D (F1 LD F1 model followed by Kruskal-Wallis test and adjusted

with Bonferroni Hochberg FDR, p<0.05).

FIGURE 7. Glucose parameters during metabolic tests in the five groups. A: Glucose
area under the curve during IVGTT on day 360. B: Maximum glucose increment
during IVGTT on day 360. C: Glucose metabolism rate during hyperinsulinemic
euglycemic clamps on day 540. (P-P: Pony-in-Pony (plain yellow), P-D : Pony-in-
Draft (chequered blue), S-P: Saddlebred-in-Pony (striped pink), S-S: Saddlebred-in-
Saddlebred (plain green), S-D: Saddlebred-in-Draft (chequered red)). * indicate a
significant difference between groups (F1 LD F1 model followed by Mann-Whitney or

Kruskal-Wallis test, p<0.05).
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TABLE 1. Number of foals monitored after weaning and until 18 months of age with

sex ratio within the five groups.

PP PD SP SS  SD

Number of Born in 2011 5 5 2 13 8
foals Born in 2012 6 1 4 8 0
monitored Total 11 6 6 21 8

Number of females / number of males 6/5 42 214 13/8 6/2

(P-P: Pony-in-Pony, P-D: Pony-in-Draft, S-P: Saddlebred-in-Pony, S-S: Saddlebred-

in-Saddlebred, S-D: Saddlebred-in-Draft).
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ABSTRACT

Embryo transfers between breeds of different siwe® carried out to investigate the
role of early life events on growth, bone and tage turnover and predisposition to
osteochondrosis (OC) in foals. Control pony anddkdited pregnancies were obtained by
artificial insemination (P-P, n=11 and S-S, n=Hnhanced and restricted pregnancies were
obtained by transferring pony or saddlebred embiytsdraft dams (P-D, n=6 or S-D, n=8)
or saddlebred embryos into pony dams (S-P, n=@)trGloand experimental foals were raised
by their dams and recipient mares, respectivelyl aeaned at 6 months of age. Body
measurements were recorded from birth to 18 moonthage. Serum concentrations of
osteocalcin, bone-specific alkaline phosphatasaliy); C-telopeptide of type Il collagen
(CTX-II) and hydroxyproline were measured. X-raysre/ performed shortly after weaning
and at 18 months of age for evaluation of OC stdtatal growth was enhanced in P-D foals
(+61% body weight, p=0.005 and +16% withers’ height0.004 at birth) with overgrowth of
most body segments. As a result, P-D foals welle3886 heavier and 9% taller at 18 months
of age (p=0.024 and p=0.003). Transient pre-weanauyiction of osteocalcin, b-AIP and
hydroxyproline concentrations were observed in sived foals (p=0.005, p=0.059 and
p=0.004). In contrast, fetal growth was restricteds-P foals (-42% body weight, p<0.001
and -12% withers’ height, p=0.005 at birth) complatie S-D foals. Some body measurements
of S-P foals (body weight, shoulder and hip widtitew slower before weaning but
subsequently caught up after weaning. Others, hexveNd not catch up, resulting in reduced
body weight (-17%; p=0.033) and withers' height4:5=0.022) in S-P compared to S-D
foals at 18 months of age. Only osteocalcin serwoncentrations varied in S-P foals
compared to one or the other saddlebred group$, @étreased (p<0.001) and increased

(p=0.043) concentrations shortly after birth levatgl at weaning, respectively. The relative



risk of developing OC was increased in restrictel ®als compared to S-S and S-D foals
shortly after weaning (3.14, p<0.001 and 3.34, §26). All S-P foals were OC positive just
after weaning but only two of them were still OCsfiive at 18 months of age. These data

confirm the impact of the intra-uterine environmentgrowth and skeletal health in horses.

Key words: alkaline phosphatase, collagen, growthrse, osteocalcin, osteochondrosis

INTRODUCTION

The Developmental Origins of Health and Diseasdemelopmental programming are
based on the observations that alterations in titaélopment caused by an environmental
stimulus have long term impacts on post-natal developmerd determine the adult
phenotype and predisposition to non-communicabteatie (Barker and Osmond, 1986;
Barker et al., 1989; Barker, 1990; Barker et @93a; Barker et al., 1993b). As demonstrated
by experimental models in foals, post-natal consaqges of adverse intra-uterine conditions
include alterations of growth patterns at leastl ihyears of age (Allen et al., 2004; Peugnet
et al., 2014) and alterations of insulin secretd sensitivity, not only in the immediate
postpartum period (Forhead et al., 2004; Ousey et al., 2608jgnet et al., 2014), but also
several months later (George et al., 2009; Peuginalt, 2014) and even beyond one year of
age (Peugnet et al., in preparation). Besides, paaemiological study recently showed a
detrimental effect of feeding pregnant mares witnaentrates on the development of
osteochondrosis (OC) in their one- to three-yedraftspring (van der Heyden et al., 2013).
This supported the previous hypothesis of a fetigiiro of OC (Rejno and Stromberg, 1978;
Carlsten et al., 1993; Carlson et al., 1995; Hensbal., 1997; Olstad et al., 2007). As a

matter of fact, the incidence of OC in foals hasrbeelated to postprandial hyperglycemia



and hyperinsulinemia (Glade and Belling, 1984),stay a defect in chondrocytes maturation
and subsequent bone formation (Glade and Reim88§; Henson et al., 1997). This has
been investigated through epidemiological studieagan et al., 2001) and the study of
experimental foals fed higis low energy rations (Glade and Belling, 1984; Savag al.,
1993; Ralston, 1996). To date, however, the fetairo of OC has not been demonstrated
experimentally.

We previously induced increased restricted fetal growth using embryo transfers
between breeds of different sizes (ponies, sadeltisband draft horses). Increased Pony-in-
Draft foals developed an early resistance to insuihereas restricted Saddlebred-in-Pony
foals demonstrated a higher sensitivity to inswinweaning (Peugnet et al., 2014). The
purpose of the present research was to explorefteets of between-breed embryo transfers
on growth patterns and osteoarticular status iseheals. Body measurements and four
biomarkers linked to bone and cartilage turnovestgocalcin, bone-specific alkaline
phosphatase, C-telopeptide of type Il collagen amdroxyproline), together with bone
health, as assessed through radiographic exanmsatiere monitored from birth to 540 days

of age.

MATERIALS AND METHODS

Animal studies were approved by the local aninsaecand use committee (“Comité
des Utilisateurs de la Station Expérimentale den@eet”) and received ethical approval
from the local ethics committee (“Comité RégiondEttique pour I'Expérimentation

Animale du Limousin”) under protocol number 5-2(8.3-



Establishment of experimental and control groups

Experimental and control groups were establishest @vsuccessive breeding seasons
(foaling in 2011 and 2012) using semen from 1 pang 2 saddlebred stallions as previously
described (Peugnet et al., 2014). Pony mares wasatdd at the French Institute for
Agricultural Science (INRA) experimental farm in dolly, France (farm 1). Saddlebred and
draft mares were located at the “Institut Franghis Cheval et de I'Equitation” (IFCE)
experimental farm in Chamberet, France (farm 2)disle mares’ age was 6.2 years (range
3.0 to 19.2 years). Both herds included primiparamsl multiparous mares (up to 10
pregnancies). The distribution of mares betweenggaccording to withers’ height, age and
parity is shown is Table 1.

Following embryo recovery after ovulation in thengoand saddlebred donor mares
and between-breed transfer of the embryos intorspmized pony and draft recipient mares,
6 Pony-in-Draft (P-D), 6 Saddlebred-in-Pony (S-Phd a8 Saddlebred-in-Draft (S-D)
experimental foals were produced. Eleven Pony-inyPand 21 Saddlebred-in-Saddlebred
control foals were produced by artificial insemioatusing the same stallions as for embryo

production (Figure 1).

Management of mares and foals

Planes of nutrition of mares and foals were presipuveported (Peugnet et al., 2014)
(and Peugnet et al., in preparation). They were #mtording to current INRA
recommendations for pregnant and lactating mareis fan growing foals (Martin-Rosset,
2012). Briefly, pregnant mares were kept on padrora first pregnancy diagnosis at 14 days

(spring) until November, when they were housedards and fed a diet based on straw and



hay complemented with concentrates (soybean or @mah pellets (Eperon, Tellus
Nutrition Animale, France) with free access to mahesalts on farm 1 and either homemade
pellets containing barley, soybean cake, molassg®rals and vitamins or moha hay on farm
2). The pregnant mares’ diet was adjusted to reqments according to body weight and
month of pregnancy.

After foaling, all mares and their foals returntedgrazing. Experimental and control
foals were raised by their surrogate mother ordgiglal dam, respectively. At each farm,
fillies and colts were managed in one group indame pasture until weaning at 6 months of
age. From weaning, foals were housed together &m dyarns and fed a diet based on straw
and hay complemented with concentrates (oat anbesoycake with free access to mineral
salts on farm 1 and homemade pellets containintgyyasoybean cake, molasses, minerals
and vitamins on farm 2). All colts were gelded ar@d® months of age. From 12 months of
age, fillies and geldings were conducted in oneugrm the same pasture until 18 months of
age. At this time, they were housed in open bagasnaand fed concentrates (commercial
pellets (Eperon, Tellus Nutrition Animale, Frana®) farm 1 or hay and the same diet as
described above in terms of feedstuff on farm Qgamgitatively adjusted to their current stage

of growth (Martin-Rosset, 2012). Foals were vadadand dewormed as for standard care.

Body measurements in foals

Foals where weighed on the day after birth, at® Hndays of age, then at monthly
intervals until weaning at 180 days of age anddhier at 270, 360 and 540 days of age.
Others body measurements were made at the samebagdsr 3 and 15 days of age.
Measurements were made with the foal standing Igueet a flat floor. Withers' height, as

well as shoulder and hip width were measured uaingeasuring rod. The length of the left



front leg was determined using a tape measureeapdipendicular distance from elbow to
floor. Chest circumference immediately caudal ® withers was measured using a flexible
tape measure. Width of the left front cannon bonas wletermined at the smallest
circumference of the cannon bone using a Verniépera Daily body weight and withers’

height gain were calculated for 1-month periodsnfrd to 180 days of age and then from
180 to 270, 270 to 360 and 360 to 540 days of Bgth parameters were also calculated over

the pre- and post-weaning periods (1 to 180 daggefand 180 to 540 days of age).

Blood sampling and biochemical markers assays in &s

Jugular vein blood samples were collected intotdbes between 9:00 and 10:00 AM
at 3 days of age after 4 hours fasting, at 140 daysye after 6 hours fasting and at 180 and
360 days of age after overnight fasting. After a&gation at 3,500 g for 10 minutes, serum
was separated and stored at -20°C until assay.

Serum concentrations of osteocalcin were measuresingleton with a commercial
ELISA kit (AC-11F1, Immunodiagnostic Systems, Pafisance) validated for use in the
horse in the Frank Duncombe Departmental Laboratghttp://www.labo-frank-
duncombe.fr/). Photometric measurement was setatvalength of 450 nm. The minimum
level of detection was 0.5 ng/mL. The intra- antkirassay coefficients of variation were
4.0% and 1.8%, respectively.

Serum bone specific alkaline phosphatase (b-AlR\centrations were determined
using the Hydrasys SEBIA’s semi-automated agareselgctrophoresis system (Hydragel 7
& 15 ISO-PAL, SEBIA) as recommended by the Inteoral Federation of Clinical

Chemistry (http://www.ifcc.org) (Schumann et aD12).



Serum concentrations of CTX-Il were measured inglston with a commercial
ELISA kit (AC-08F1, Immunodiagnostic Systems, Pafisance) validated for use in the
horse in the Frank Duncombe Departmental Laboratinptometric measurement was set at
a wavelength of 450 nm. The minimum level of detectwas 3.7 pg/mL. The intra- and
inter-assay coefficients of variation were 4.8 2ntbo, respectively.

Serum concentrations of hydroxyproline were meabuime singleton with a
colorimetric assay adapted by the Frank DuncombpaBmental Laboratory (Jaeschke,
1975; Valette et al., 2007). Hydroxyproline is exted from serum with perchloric acid and
oxidized by chloramide-T. A red compound was therormied with p-
dimethylaminobenzaldehyde. Photometric measurenvastset at a wavelength of 558 nm.

The minimum level of detection was 0.25 mg/L.

Radiographic examination

Radiographic examinations at 200 and 540 days efwage performed with a mobile
computed radiography system, associated with ay>generator Gierth RHF 200 ML. The
Vetray CR2430 scanning system was used to devélopetcent phosphor plates and the
numeric images were treated and viewed with VeWwsion analyzing software V.4.4.4
(VetRay GmbH, Pfaffenhofen, Germany). Foals werdatsd using romifidine (Sedivet,
Boehringher Ingelheim, Belgium, 0.06 mg/kg intraves) alone or combined with
butorphanol (Dolorex, IntervetSchering Plough Behgj 0.020 mg/kg intravenous) when
needed. Eleven successive views were obtained dingorto a standardized protocol
previously reported (van der Heyden et al.,, 20I3)o0 experimented examiners analyzed
separately the digital radiographs, using the neetbforadiographic interpretation previously

described (Denoix, 1990). Foals were classifie@&spositive according to the presence of



one or more OC lesions identified by both examin@€ was diagnosed according to the

presence of lesions as previously described (vaar®ve 2006; van der Heyden et al., 2013).

Statistical analysis

Results are presented throughout as median cuntesnterquartile range or boxplots
(minimum-maximum). Statistical analyses were cdrrigut using R software (www.r-
project.org/, versioni386 2.15.2).

Repeated data from body measurements and from bkensaassays were analyzed
according to two age periods: the pre-weaning stirgen 1 to 180 days of age) and the post-
weaning stage (from 180 to 540 days of age). Bepattificities were first analyzed (PvB
S-S). Subsequently, the effects of the transfeoofy embryos (P-Ps P-D) and the effects of
the transfer of saddlebred embryos (8sSS-P and S-D) were tested. Repeated data were
analyzed in each period using the F1 LD F1 modehefnparLD function for all analyses,
followed by paired comparison to compare saddlelyedips (Noguchi et al., 2012). If a
significant group effect was found (p-value<0.083ta were analyzed at each time point
using the Mann-Whitney or the Kruskal-Wallis teslidwed by the NDWDpost hoc test, as
appropriate. All p-values were adjusted using tB&KBenjamini-Hochberg) method.

Relative risks, odds ratios and associated 95%demfe intervals (Cl) related to the
presence or lack of OC lesions were calculated gusthe MedCalc software
(http://www.medcalc.org/, v13.3.3). Significancevéés were determined using the chi-
squared test.

P value < 0.05 was considered significant whereaslgpe >0.05 and <0.1 was
considered as a tendency. Significant p-valuegmdencies indicated by the F1 LD F1 test

are shown in the text. Adjust@dst-hoc p-values are notified in graphs.



RESULTS

Breed-specific effects (P-Rs S-S)

Body measurements in S-S and P-P foals are showAigure 2A and Figure 3. All
body measurements increased significantly with tihmeughout each period in both control
groups (p<0.001 for all measurements in both psjicdlll body measurements were subject
to a significant breed effect in both periods (€A for all measurements in both periods, but
p=0.001 for shoulder width and p=0.016 for hip \Widch the pre-weaning period). S-S foals
were significantly heavier and had significantlgler withers' height, front leg length, chest
circumference and cannon bone width than P-P fataésch time point. S-S foals also had a
significantly higher shoulder and hip width thafPReals at most time points, but had similar
shoulder width as P-P foals at 30 days of age é@ecy p=0.094) and similar hip width as P-
P foals at 30, 60 and 90 (tendency, p=0.074) dd&ysge. Weight and height gains were
significantly higher in S-S compared to P-P foadoth the pre- and post-weaning periods

(Figure 9).

Serum biomarkers concentrations in S-S and P-B fa@ shown in Figure 4. All
biomarkers concentrations decreased significanttii wime throughout each time period in
both control groups (p<0.001 for all biomarkersbioth periods, except that p=0.0067 for
osteocalcin concentrations in the post-weaningopgriNo breed effect was found for
osteocalcin concentrations at any time. CTX-1l @dIP concentrations, however, differed
significantly between breeds for each period (p@0.@br CTX-Il in both periods; p=0.025
and p=0.006 for b-AlP in the pre- and post-weamagods).Post hoc analysis indicated that

S-S foals had higher b-AlP concentrations than fedfs at 180 days (tendency, p=0.057),
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significantly higher CTX-II concentrations than Fdals at 180 days of age and higher CTX-
Il concentrations at 360 days of age. Hydroxypmlooncentrations differed significantly
between breeds only in the post-weaning period.(834). S-S foals had significantly higher

hydroxyproline concentrations than P-P foals at @&s of age.

The incidence of OC is shown in Figure 10. Assediaelative risks and odds ratios
are presented in Table 2. In the 11 P-P foals,cattepresented one OC lesion in the right
front fetlock joint at 200 days of age that hadchgigeared at 540 days of age. Within the 21 S-
S foals, six foals had up to two OC lesions in s$tile, hock or hind fetlock joint at 6-8
months, which were not present any more at 540 dhgge. Two other foals had up to three
OC lesions in the hock or hind fetlock joints, omly540 days of age. The relative risk and
odd ratios for developing OC, however, were nohificant in S-S compared to P-P foals,

neither at 200 nor at 540 days of age.

Effects of embryo transfer into a draft mare for pay foals (P-Pvs P-D)

Body measurements of P-P and P-D foals are showhigare 2b and Figure 5.
Cannon bone width was measured in all pony foalh(i?-P and P-D groups) only at 360
and 540 days of age, hence some comparisons cotildenmade before this age. At birth,
body weight and withers' heights were significanthcreased by 60.6% and 15.7%,
respectively, in P-D compared to P-P foals. All padeasurements increased significantly
with time throughout each period in both P-P and Broups (p<0.001 for all measurements
in both periods). All body measurements were suli@@ significant group effect in each
period (p<0.001 for all measurements in both pexiduit p=0.016 for shoulder width and

p=0.011 for hip width in the pre-weaning period g+d0.017 for shoulder width and p=0.008
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for hip width in the post-weaning period). P-D fakere significantly heavier and had
significantly increased withers' height, front leggth and chest circumference compared to
P-P controls, but shoulder width was not differegiween groups at any time. The hip width
of P-D foals was also significantly increased coragdao P-P controls at 1, 180, 360 and 540
days of age. Similar tendencies were observedifowidth at 120 (p=0.094), 150 (p=0.086)
and 270 (p=0.086) days of age. The width of thenoanbone was increased in P-D foals
compared to P-P controls at 360 and 540 days af Aigthe end of the monitoring period,
body weight and withers' height were still sigrafntly increased by 30.4% and 8.5% in P-D
compared to P-P foals. Weight gain was increasd® hfoals compared to P-P controls in
the pre-weaning period, whereas no difference wasd between both groups in terms of

height gain (Figure 9).

Serum biomarkers concentrations for P-P and P-Ix fage shown in Figure 6. All
biomarkers concentrations decreased significanitly time throughout each period (p<0.001
for all biomarkers in both time periods), but fateocalcin in the post-weaning period in the
P-D group, where osteocalcin concentrations inecdsetween 180 and 360 days of age.
Osteocalcin, b-AlP and hydroxyproline concentragiamere subject to a significant group
effect in the pre-weaning period (p=0.005, p=0.8568 p=0.004, respectively). P-D foals had
significantly lower osteocalcin and hydroxyprolir®ncentrations than P-P controls at
140 days of age. P-D foals tended to have loweasicin concentrations at 180 days of age
(tendency, p=0.075) and decreased b-AIP concemtisatit 3 and 140 days of age (tendencies,

p=0.075 and p=0.092, respectively) compared toféaRR.

The incidence of OC in P-D and P-P foals is showfigure 10. Associated relative

risks and odds ratios are presented in Table 2nRhe 6 P-D foals, one presented an OC
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lesion in the right stifle joint at 200 days of atat had disappeared at 540 days of age. One
other foal had an OC lesion in the right hind feklgoint at 200 days of age that was still
observed at 540 days of age. The relative risksaalttiratios for developing OC, however,

were not significant in P-D compared to P-P foatsther at 200 nor at 540 days of age.

Effects of between-breed embryo transfer in saddlebd foals (S-Svs S-Pvs S-D)

Body measurements of S-P, S-S and S-D foals anersio Figure 2C and Figure 7.
Cannon bone width was not measured in S-D foalsrbe270 days of age, hence some
comparisons could not be made before this age.irit, lbody weight and withers' height
were significantly decreased by 42.3% and 12.49%-id compared to S-D foals. All body
measurements increased significantly with timeulmut each period in the S-P, S-S and S-
D groups (p<0.001 for all measurements in bothqgos). All body measurements were
subject to a significant group effect in the preaweg period (p<0.001 for all measurements,
except that p=0.003 for shoulder width and p=0.@#k%ip width). There was a significant
group effect only for withers' height, front leghgggh and chest circumference in the post-
weaning period (p<0.001 for the three measuremeaus) a tendency was observed for body
weight (p=0.069). S-P foals had similar bodyweighithers' height, shoulder and hip width
than S-S controls at each time point. S-P foalsyever, had significantly shorter front legs
compared to S-S controls at 270, 360 and 540 dayg® a significantly decreased chest
circumference than S-S controls at 540 days of age&vell as significantly decreased cannon
bone width than S-S controls at each time point fou a tendency at 270 days of age;
p=0.053). S-P foals were significantly lighterthwva significantly shorter withers' height and
smaller chest circumference than S-D foals at dawh point, except at 270 days of age

where they were similar. The front legs of S-P $oakre also significantly shorter compared
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to S-D foals at each time point, with a tendenc2 @ days of age (p=0.054). Shoulder and
hip width were significantly decreased in S-P coradao S-D foals from 1 to 180 days of

age and were similar thereafter. The cannon borgesigmificantly thinner in S-P than S-D

foals at 270, 360 and 540 days of age.

In contrast, no difference was found for the congoer of body measurements of S-D
foals and S-S controls. At the end of the monigmeriod, body weight and withers' height
were still significantly decreased by 16.9% and4ié S-P compared to S-D foals. Weight
gains were significantly less, whereas height gaiage significantly larger in S-P compared

to S-D foals in the pre-weaning period. No mordedédnce was found thereafter (Figure 9).

The concentrations of biomarkers in S-P, S-S afdf&als are shown in Figure 8. All
biomarkers concentrations decreased significanilly ime throughout each period in the S-
P, S-S and S-D groups (p<0.001 for all biomarkerbath periods, except that p=0.009 for
osteocalcin concentrations in the post-weaningoperiNo significant group effect was found.
Osteocalcin concentrations, however, were sigmfigalower in both S-P and S-D foals
compared to S-S controls at 3 days of age, as aglkignificantly lower in S-D foals
compared to S-P foals at 180 days of age. Hydrmly@m concentrations were also

significantly lower in S-D compared to S-S foal8atays of age.

The incidence of OC is shown in Figure 10 and aaseat relative risks and odds
ratios are presented in Table 2. All of the 6 &4 presented up to two OC lesions in the
stifles or fetlocks joints at 200 days of age. Omp of them (the two with two OC lesions at
200 days of age) were still OC-positive at 540 dafsage. From the 8 S-D foals, one
presented two OC lesions at 200 and 540 days oflefjdnind fetlock and right hock joints),

one had an OC lesion in the left front fetlock jcam 200 days of age only and one other foal
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had an OC lesion in the right hind fetlock joint540 days of age that was not present before.
The relative risk and odd ratio was significantreased in S-P foals compared to S-S controls
(p=0.0009), as well as compared to S-D foals (pZIBY) at 200 days of age, but not at 540
days of age. No significant decrease in the retatigk or odd ratio was found in S-D

compared to S-S foals, neither at 200 nor at 548 daage.

DISCUSSION

The period studied here is the period of rapid jpasal growth in foals. Ponies,
saddlebreds and draft horses were chosen in tisergrenodel because of their difference in
body size, as illustrated by the body measuremaggsribed above in pony and saddlebred
control foals. Increased fetal growth was inducgdhe transfer of pony embryos into draft
dams (+61% body weight and +16% withers' heighttiréh), confirming a previous report of
fetal overgrowth in Pony-in-Thoroughbred foals (¥%&ody weight and +14% withers’
height at birth) (Allen et al., 2002; Allen et a004). Reduced body weight (-42%) and
withers' height (-12%) at birth, indicating intrgetine growth restriction (IUGR), was
induced by the transfer of saddlebred embryospotoy dams. This confirms previous report
of fetal growth retardation in Thoroughbred-in-Poioals (-37% body weight and -12%
withers’ height at birth) (Allen et al., 2002; Afleet al., 2004). Such an interaction between
maternal and fetal genotypes has also been dedanlmmws and pigs (Ferrell, 1991; Biensen
et al.,, 1999). Modulation of the fetal growth pdtahby the maternal environment is
controlled by the placental morphology (mass, swfarea and volume) and function as
demonstrated by the increased development of theuoatyledons in the restricted placentas

in Thoroughbred-in-Pony pregnancies (Allen et2002).
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In pony foals, increased fetal growth resulted wersize throughout the 18-month
period: all body measurements were largely andistamgly amplified with the exception of
shoulder width which remained unaffected. P-D fotierefore underwent an overall
harmonious overgrowth. In contrast, the growthgratt in S-D foals were very close to those
of S-S controls. Very few differences were foundbady measurements between S-P and S-S
foals, but for the cannon bone that was thinnesughout the 18-month period, as well as for
the front leg that was shorter in the post-weamiegod and for the chest circumference at 18
months of age in S-P foals. Restricted S-P foalewkarly different from S-D foals, being
consistently lighter and smaller, with reduced tlesumference and narrower shoulder and
hips in the pre-weaning period. Although post-nagawth was slower until weaning, S-P
foals caught up with the other saddlebred horse®aaly as 9 months of age. This is
consistent with previous reports of acceleratedvgrahroughout the first months of life in
IUGR infants (Hokken-Koelega et al., 1995; Karlbeagd Albertsson-Wikland, 1995;
Karlberg et al., 1997) or in lambs after restrigtimf placental implantation (De Blasio et al.,
2007). All body measurements of S-P foals, howewerge not uniformly affected, leading to
disharmonious growth. Allen and colleagues als@plesi catch-up growth in Thoroughbred-
in-Pony foals for body weight, height and girtht BUGR foals still had shorter front legs and
thinner cannon bones at 3 years of age (Allen.e28D4). This raises the question of joint
health as comparatively short legs and narrow catromes could alter the load distribution
across the equine locomotory system and increasepthssure on the joint, inducing
predisposition to orthopedic problems (Stock andtIDR006). Shorter and thinner bones,
decreased biomechanical strength of bones andasederisk fracture have already been
related to slowed-down intra-uterine growth andhia first year after birth in humans (Javaid
et al., 2006; Oliver et al., 2007; Dennison et2013). Indeed, post-natal growth of the foal is

not only a result of antenatal growth, but is atdependent on post-natal nutrition, in
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particular milk supply from the mare, at leastttoe first two to three months after birth. Milk
yield increases with breed size and therefore ghdri in draft compared to saddlebred and
pony mares (Doreau and Boulot, 1989b, a). Thiscc@xplain the enhanced pre-weaning
growth in P-D foals and the slowed-down pre-weargragwvth in S-P compared to S-D foals.
Differences between milk supply between pony aradt anares were probably too large to be
compensated by previously hypothesized adaptatmtise foal's demand (Cymbaluk et al.,

1993).

Enchondral ossification is a complex mechanism twh& associated with growth.
This phenomenon occurs in the cartilage growthepdatd is responsible for the longitudinal
bone growth on either side of the primary ossifaatenter, under the control of endocrine
factors. Among these, Insulin-like Growth Factg¢tgF-I) and thyroid hormones (thyroxin, T
and trilodothyronine J) concentrations were previously investigated i pnesent model of
between-breed embryo transfer (Peugnet et al.,)2@t Peugnet et al., in preparation).
Here, factors directly related to bone metabolismd function were investigated. Osteocalcin
is released by osteoblasts (Price et al., 1981 ;d0daret al., 1987). It is a sensitive marker of
osteoblastic activity and bone formation in patlgglcn humans (Delmas et al., 1983), sheep
(Pastoureau et al., 1991) and horses (Billinghetstl., 2004; Donabedian et al., 2008) and
correlates with growth rate in numerous speciesuticg horses (Lepage et al.,, 1990).
Osteocalcin release by osteoblasts is stimulated@fyl (Chenu et al., 1990) and; T
(Gouveia et al., 2001). Although breed-specifisitiszzere previously demonstrated for
osteocalcin concentrations between Thoroughbreendhr Trotters and Selle Francais
(Valette et al., 2007), no significant differenceasvobserved here between ponies and

saddlebreds.
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Here, P-D foals had both decreased osteocalcinTart@ood concentrations until
weaning, whereas S-P foals had both increased aadt@o and § blood concentrations at
weaning (Peugnet et al., 2014). Decreased osta@ocatigether with increased 3T
concentrations in S-P foals at 3 days of age, heweseem to oppose the previous
observation, although these data are consistehtatiservations in sheep where osteocalcin
concentrations in lambs born with low birth weigin¢ also reduced at birth (Pastoureau et al.,
1991). Moreover, the lower osteocalcin concentratiat 3 days of age and the increased
fasting glucose from 1 to 18 months of age in th&R S-P foals (Peugnet et al., 2014) (and
Peugnet et al.,, in preparation) are consistent Wik elevated glycemia observed in
osteocalcin knockout mice (Lee et al.,, 2007). Camspas between ponies and other
experimental models, however, have to be performild caution, because ponies are a
model of innate insulin resistance (Rijnen and ganKolk, 2003) and even such a dramatic
increase of fetal growth was not able to durabfgafinsulin sensitivity (Peugnet et al., 2014)
(and Peugnet et al., in preparation). Bone alkatihesphatase (b-AlP) concentrations are
known to correlate with growth and to parallel ostcin patterns of secretion in horses
(Lepage et al., 1991) but to vary between breeids ahe year of age (Valette et al., 2007). b-
AIP is considered a marker of chondrocytes diffeation and its biological activity is
stimulated by T and T (Smeets and van Buul-Offers, 1986; Ohlsson et1£192) and
inhibited by IGF-I (Magnusson et al., 1997). He®Be$S foals had higher b-AlP together with
reduced F concentrations compared to P-P foals at weanihg. [Bwer b-AlP at weaning
may be related to the reduction in plasma IGF-ktheg time (Peugnet et al., 2014). In
experimentally overgrown foals, the decreased b-Adéhcentrations in P-D foals,

concomitantly with decreased &nd T concentrations before weaning, make sense.
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Both osteocalcin and b-AlIP were used as markelb®oé anabolic processes. CTX-II
and hydroxyproline were then chosen as markersatdbolic processes. Hydroxyproline
accounts for 13% of the amino-acids in collagenanales and most of the hydroxyproline
released in the circulation comes from the degradadf bone matrix in growing horses
(Jaeschke, 1975). As for osteocalcin and b-AlPumeehydroxyproline concentrations
decrease with age in growing horses (Yamamoto, ;281 den Boom et al., 2004) and when
the severity of osteoarthritis lesions increasemn (den Boom et al.,, 2004). Osteocalcin
knockout mice have a deficiency in bone resorpéind it could be expected that the plasma
concentrations of hydroxyproline would be reduceddy et al., 1996). In the present work,
both P-D and S-D foals had decreased hydroxypratireasurements compared to their
respective controls, respectively at 140 and 3 dafysge, which may be related to the
reduced osteocalcin concentrations in both groupsha same ages. Differences in
hydroxyproline concentrations have been previousported between three light breeds in
the first few days after birth (Valette et al., ZD0but this is the first observation of increased
hydroxyproline levels in saddlebred horses comp#rgubnies at one year of age.

CTX-1l is released during the degradation of thgan@omponent of the cartilage
extracellular matrixi.e., type Il collagen, which is synthesized by chomgtes. Type I
collagen is essential for cartilage tissue terstilength and stiffness (Mayne, 1989; Kuettner,
1992) and CTX-Il is a good marker of the severitg &volution of cartilage degradation in
humans (Garnero et al., 2008). Synovial fluid comaions of CTX-II are elevated in young
horses at the end of growth (5 to 6 years old) theerease in horses aged 7 to 13 years and
increase again in older horses (14 to 23 years(Ble, 2012). The present study highlights a
decrease of serum CTX-II concentrations throughioaifirst 18 months after birth in the five
groups. Only an effect of the breed was found amrseCTX-Il levels, with saddlebreds

having higher levels than ponies from weaning, Wh@as not reported before.
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Enchondral ossification occurs in the epiphyseatilage as well, between the

secondary ossification centers and the articulai@ge and provides the shape of the ends of
long bones. Endocrine control in this region ofgdones is the same as in growth plates. OC
lesions in horses have been hypothesized to otegiram a local defect of enchondral
ossification in the epiphyseal cartilage which diracytes fail to undergo normal
differentiation and/or maturation (Jeffcott and Ken, 1998; Ytrehus et al., 2007; Lecocq et
al., 2008). That some bone characteristics andetdtepathologies have a fetal origin is
expected based on studies of human cohorts (Cat@dr, 1997; Dennison et al., 2005) and
indeed, in the present work, the most notewortisyltan terms of OC lesions came from the
restricted S-P group. All S-P foals were affecte@@ days of age. Most lesions disappeared
thereafter and the relative risk was not signifttaimcreased anymore at 540 days of age. All
four biochemical markers studied here were preWoredated to joint lesions, including OC
lesions, or to lameness. Only osteocalcin and CiTiXdre precisely related to OC lesions
presence, number and/or severity (Valette et &072 Fyfe, 2012). In Dutch Warmblood
foals, synovial fluid osteocalcin concentration vel®wn to correlate with the presence of
OC positively at 5 months of age and negativelyl himonths of age (Billinghurst et al.,
2004). In Selle Francais foals, serum osteocalomcentration at 2 weeks of age correlates
with OC lesions number at 5.5 months of age and postmortem score of OC based on
histological examination at 11 months of age (Daudn et al., 2008). Synovial fluid CTX-
Il concentration also increases in presence of €¥hs (Trumble et al., 2009; Cleary et al.,
2010) and correlates negatively with the lameneseesn Thoroughbred horses (Fyfe, 2012).
b-AIP activity is known to decrease in hypertropblondrocytes near OC lesions in pigs
(Ekman and Rodriguez-Martinez, 1991).

Here, there were no correlations between the peesehOC and biochemical markers

in serum, probably because of the low number ofsfoa each group. We observed an
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increased (but non-significantly) incidence of Gaddlebred foals, which is consistent with
the low number of papers reporting OC in poniedeéd, to our knowledge, only one paper
reported OC in four pony foals (Voute et al., 2QMhereas its prevalence can rise up to 44%
in some populations of saddlebred horses (van égdéh et al., 2008). Since insulin inhibits
chondrocytes maturation, the low incidence of O@anies may be related to the low insulin
sensitivity previously demonstrated in this breBgnen and van der Kolk, 2003; Peugnet et
al., 2014) (and Peugnet et al., in preparation)tl@nopposite, the higher incidence of OC in
S-P foals at 200 days of age is consistent withviposly report of enhanced insulin
sensitivity at this age and hyperglycemia up tomi@nths of age (Peugnet et al., 2014).
Further investigations of insulin sensitivity inFSfoals showed that they returned to normal
values of sensitivity at 18 months of age (Peugnedl., in preparation). This could partly
explain the resorption of most primary lesions obsé at 200 days of age. Whether our foals
underwent different postprandial responses remenbe determined. The importance of
these data regarding OC must therefore be integbneith caution and calls for further work

in this area, given the fact that osteoarticulatust of mares and stallions are unknown.

In summary, the present study demonstrates thatficeditbns of fetal growth in
equids through the transfer of embryos of largsemall breeds into recipient mares of large
or small breed mares alters durably the post-maitaith, with some catch-up growth in case
of intra-uterine restriction. Body conformation adfected in both IUGR and overgrown
groups and this induces effects on skeletal dewedoy. Impacts of early life events on bone
and cartilage turnover seem to be transient asteffgere mainly seen shortly after weaning
but not thereafter. These data bear importanceiticplar for embryo transfer practice. For
example, when a limited withers’ height is requifed registration in the stud-book, equine

breeders have to select recipient mares which coafiton approaches that of biological
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dams. Paying attention to the recipients’ conforomatould also be of interest in an attempt
to reduce bony pathologies incidence amongst ecuopelations. Further investigations are
needed to further explore what prenatal and past-maaternal influences are most relevant

for post-natal skeletal development in foals.
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FIGURES

FIGURE 1. Establishment of control and experimental pregresici

FIGURE 2. Foals’ body weights from birth to 18 months of agéhe five groups. A: control

groups, P-Rss S-S; B: pony groups, P¥ P-D; C: saddlebred groups, S¥®S-S vs S-D.
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Curves are presented as medians and interquatiees. Median values under the asterisks
differ significantly between both groups in graghand B and between S-P and S-D groups

in graph C (F1 LD F1 followed by Mann-Whitney oruskal-Wallis test, adjusted p<0.05).

FIGURE 3. Foals’ body measurements from birth to 18 monthageaf in P-P and S-S control
groups. A: withers’ height; B: chest circumferen€e;front leg length; D: shoulder width; E:
hip width; F: cannon bone width. Curves are presg@ts medians and interquartile ranges.
Median values under the asterisks differ signifitadbetween both groups (F1 LD F1
followed by Mann-Whitney or Kruskal-Wallis test,jasted p<0.05) and median values under

letters T tend to differ between both groups (Od&fusted p<0.1).

FIGURE 4. Foals’ biochemical markers at 3, 140, 180 and 38& df age in P-P and s-S
control groups. A: osteocalcin; B: bone-specifikalihe phosphatase; C: CTX-Il; D:
hydroxyproline. Scale on the y-axis is logarithmAsterisks indicate significant differences
between both groups (F1 LD F1 followed by Mann-Wait or Kruskal-Wallis test, adjusted

p<0.05) and letter T indicate tendencies to diffetween both groups (0.05<adjusted p<0.1).

FIGURE 5. Foals’ body measurements from birth to 18 monthags in both pony groups.
A: withers’ height; B: chest circumference; C: ftdeg length; D: shoulder width; E: hip
width; F. cannon bone width. Curves are presentednadians and interquartile ranges.
Median values under the asterisks differ signifitadbetween both groups (F1 LD F1
followed by Mann-Whitney or Kruskal-Wallis test,jasted p<0.05) and those under letters T

tend to differ between both groups (0.05<adjuste@l D).
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FIGURE 6. Foals’ biochemical markers at 3, 140, 180 and 38&df age in both pony
groups. A: osteocalcin; B: bone-specific alkalifmogphatase; C: CTX-Il; D: hydroxyproline.
Scale on the y-axis is logarithmic. Asterisks imdéc significant differences between both
groups (F1 LD F1 followed by Mann-Whitney or Krusidallis test, adjusted p<0.05) and

letter T indicate tendencies to differ between lpthups (0.05<adjusted p<0.1).

FIGURE 7. Foals’ body measurements from birth to 18 monthagef in the three saddlebred
groups. A: withers’ height; B: chest circumferen€e;front leg length; D: shoulder width; E:
hip width; F: cannon bone width. Curves are presg@ts medians and interquartile ranges.
Median values under the asterisks differ signifisabetween S-P and S-D groups, those
under the sharps differ significantly between SAd &-S groups (F1 LD F1 followed by
Mann-Whitney or Kruskal-Wallis test, adjusted p<g).@nd those under letters T tend to

differ between S-P and either S-D or S-S groug3sadjusted p<0.1).

FIGURE 8. Foals’ biochemical markers at 3, 140, 180 and 388 df age in the three
saddlebred groups. A: osteocalcin; B: bone-spedfi@line phosphatase; C: CTX-Il; D:
hydroxyproline. Scale on the y-axis is logarithmAsterisks indicate significant differences
between groups (F1 LD F1 followed by Mann-Whitnay Kruskal-Wallis test, adjusted

p<0.05).

FIGURE 9. Daily gains in body weight (A) and withers’ heig{®) in foals of the five

groups.

FIGURE 10. Incidence of osteochondrosis in foals of the fiveups.
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TABLE 1. Distribution of mares between the five groups adowy to age, parity and

withers’ height (median [minimum-maximum]) and nuenlof foals obtained each year with

sex ratio within each group.

P-P P-D S-P S-S S-D
Mares’ breed Pony Draft Pony Saddlebred Draft
Withers' height (cm) 121 [117-129] 158 [149-171] 133 [123-139 160 [1620] 158 [149-161]
Age (years) 9[3-13] 5 [3-6] 9 [3-10] 7 [4-19] 4 [3-6]
Parity 1[1-4] 1[1-3] 1[1-2] 2 [1-10] 1[1-2]
Foals’ breed Pony Pony Saddlebred Saddlebred Saddlebred
Number of foals in 2011 5 5 2 13 8
Number of foals in 2012 6 1 4 8 0
Total number of foals 11 6 6 21 8
Number of females 6 4 2 13 6
Number of males 5 2 4 8 2
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TABLE 2. Foals’ relative risk and odds ratio of osteochosdrin the five groups at 200 and

540 days of age.

Pair of groups compared Age Relative risk and oddgatio Z-statistic il\g/g;lflcance
Relative risk 3.1429
200 days 95% ClI _ 0.4307-22.9316 1129 p=0.2587
Odd’s ratio 4.0000 1201 D = 0.2299
95% ClI 0.4161-38.4557 ) )
S-Sversus P-P - :
Relative risk 2.7273 0.666 b = 05056
540 days 95% ClI _ 0.1422-52.3069 )
Odd’s ratio 2.9487 0.679 D = 0.4973
95% ClI 0.1299-66.9545 ) )
Relative risk 3.6667
200 days |95%C1_ 0.4125-32.5801 | -16° p=0.2438
Odd’s ratio 5.0000 1183 b = 0.2367
95% ClI 0.3477-71.9036 ) )
P-D versus P-P e
Relative risk 5.1429 1.048 D = 0.2945
540 days 95% ClI . 0.2407-109.8950 )
Odd’s ratio 6.2727 1072 b = 0.2838
95% ClI 0.2183-180.2428 ) )
Relative risk 3.1429 .
200 days 95% ClI . 1.5967-6.1863 3314 P =0.0009
Odd's ratio 31.0000 2230 b = 0.0258*
95% ClI 1.5147-634.4601 ) '
S-Pversus S-S : :
Relative risk 3.5000 1413 D =0.1576
540 days 95% ClI _ 0.6159-19.8880 ) )
Odd’s ratio 4.7500 1365 D =01722
95% ClI 0.5072-44.4849 ) )
Relative risk 0.8750
200 days |95%C1_ 0.2206-3.4699 0.190 p=08493
Odd’s ratio 0.8333 0.192 D = 0.8476
95% ClI 0.1298-5.3500 ) )
S-Dversus S-S : .
Relative risk 2.6250 1061 D = 0.2887
540 days 95% ClI . 0.4414-15.6099 )
Odd’s ratio 3.1667 1.044 D = 0.2965
95% ClI 0.3636-27.5760 ) )
Relative risk 3.3429 _ N
200 days |95%C1_ 1.1428 2204 p=00275
Odd's ratio 33.8000 2139 b = 0.0324*
95% ClI 1.3435-850.355 ) '
S-Pversus S-D : -
Relative risk 1.3333 0.342 D = 0.7325
540 days 95% ClI 0.2562-6.9398 ) )
Odd’s ratio 1.5000 0.341 b =07334
95% ClI 0.1455-15.4612 ) )
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FIGURE 2

A. Body weight (kg) in controls

365 - ; =
295+
2254
155-
85-
. - S-S
15- T T T T T T T T T T T T T T
0 90 180 270 360 450 540days
B. Body weight (kg) in ponies
2759 - : 2
223 ! 5 gﬂ.~-~'” :
N . 7 2
1194 :
67 - P-P:
: .0+ P-D:
15 i T T T T T i T T T T T T T T T T T i
0 90 180 270 360 450 540days
C. Body weight (kg) in saddlebreds

390+

3164 :

242+

168

94-

. *

-
-
-
-
-
-

- SS:
4 S-D

20

0 90 180 270 360 450 540days

36



FIGURE 3

A. Withers' height (cm)
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FIGURE 4

A. Osteocalcin (ng/mL) C. CTX-II (pg/mL)
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FIGURE 5

A. Withers' height (cm)
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FIGURE 6

A. Osteocalcin (ng/mL)
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FIGURE 7

A. Withers' height (cm)
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FIGURE 8

A. Osteocalcin (ng/mL)
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FIGURE 9

A. Daily weight gain (kg/day)
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FIGURE 10

A. 200 days of age B. 540 days of age

[ OC-free 2093 OC-free -
:- OC-positive = OC-positive

H.ﬂ,., [ A

P-P P-D S-P S-S S-D P-P P-D S-P S-S S-D

Number of foals
—
<




Origines développementales de la santé et des maladies du poulain - Pauline Peugnet | 2014

2.5. Article: “Intra-uterine growth enhancement or restriction after
between-breed embryo transfer is associated with structural and
functional alterations of the equine term placenta”

Peugnet P, Valentino S, Robles M, Dahirel M, Aubriére MC, Wimel L, Duchamp G, Chaffaux S,
Dubois C, Reigner F, Serteyn D, Tarrade A, Chavatte-Palmer P

Article en préparation pour soumission a Reproduction.

| 178






Intra-uterine growth enhancement or restriction after between-breed embryo
transfer is associated with structural and functional alterations of the equine

term placenta

Peugnet P.2, Valentino S.?, Robles M.?, Dahirel M.2, Aubriére M.C.2, Wimel L.°,
Duchamp G.°, Chaffaux S.2, Dubois C.’, Reigner F.°, Serteyn D.%, Tarrade A.2¢,

Chavatte-Palmer P.?¢

4INRA, UMR1198 Biologie du Développement et Reproduction, F-78350 Jouy en
Josas, France; °IFCE, Station Expérimentale de la Valade, F-19370 Chamberet,
France; °INRA, UE1293, F-37380 Nouzilly, France; “Clinique équine, Faculté de
Médecine Vétérinaire, CORD, Université de Liége, B-4000 Liége, Belgique; *PremUp

Fondation, F-75006 Paris, France

Corresponding author:
Dr Pascale Chavatte-Palmer / INRA - UMR1198 Biologie du Développement et
Reproduction / Domaine de Vilvert / F-78350 Jouy en Josas / France /

pascale.chavatte@jouy.inra.fr / +33 1 34 65 25 58

Keywords

Fetal programming, placenta, stereology, gene expression, embryo transfer, horse



Abstract

Introduction: In horses, fetal growth is largely determined by maternal uterine
size. For embryo transfer practice, recipients of different breeds are often used but
effects have not been evaluated.

Methods: Fetal growth was enhanced by transferring pony (P-D) or saddlebred
embryos into draft mares (S-D). Growth restriction was obtained by transferring
saddlebred embryos into ponies (S-P). Control P-P, S-S and D-D pregnancies were
obtained by artificial insemination. Placental gross morphology, stereology and
expression of genes involved in nutrient transfer, vascularization and growth by RT-
gPCR was analyzed.

Results: Placental weight and surface area were increased in S-S and D-
Dvs P-P and in D-Dvs S-S. Absolute surface and volume of trophoblast and
microcotyledonary vessels were higher in S-S and D-D vs P-P. The expression
of most genes was decreased in P-P vs other breeds. P-D foals were 57% heavier
than P-P foals and S-D foals were 9% heavier than S-S, with heavier and larger
placentas. Absolute trophoblast surface and volume were not different, although
absolute surface and volume of microcotyledonary vessels were increased in P-D
vs P-P. Transcript levels remained unchanged in overgrown placentas vs controls. S-
P foals were 37% lighter vs S-S foals, with smaller placentas than S-S and S-D.
There was no difference in absolute values in S-Pvs S-S and S-D placentas,
but IGF2 and SLC38A2 expression was reduced in S-P vs S-S and/or S-D.

Conclusion: Intra-uterine growth manipulation led to marked changes in
placental morphology, morphometry and gene expression which may lead to post-

natal effects.



Introduction

Developmental conditions determine some of the metabolic characteristics of
adults [1-4], with a U-shaped curve of increased risk both in small and large for
gestational age children [5,6]. This can also be applied to the Horse industry [7,8].
About 15,000 and 3,000 equine embryos were transferred, respectively, in the USA
and in Europe in 2012 [9]. The choice of the recipient mare (conformation and breed)
may modify fetal growth and induce detrimental effects in the foals. To evaluate
these effects, an experimental model of enhanced versus deprived fetal growth was
obtained by transferring pony embryos into Thoroughbred mares and vice versa.
Shortly after birth, enlarged pony foals had increased pancreatic 3 cell sensitivity to
glucose [10] and reduced catecholamine response to acute stress [11]. Their growth
was increased compared to controls until 3 years of age [12,13]. Conversely, scaled-
down Thoroughbred newborns had an enhanced catecholamine response to acute

stress shortly after birth [11] and caught up with controls by 3 years of age [12,13].

The placental ability to transfer adequate nutrient supply to the fetus is
determined by placental growth and size, morphology, blood flow, transporter
abundance and placental intrinsic nutrient consumption and production [14-16]. The
role of the placenta in developmental programming is supported by epidemiological
observations and experimental models [15,17]. In equids, placentation is non-
invasive, diffuse and epitheliochorial. Microcotyledons with intense branching
maximize the contact surface between endometrium and trophoblast for hemotrophic
exchanges. Histotrophic exchanges take place in-between the microcotyledonary

units, where trophoblastic cells become pseudo-stratified and specifically adapted to



absorb the exocrine material from the uterine glands [18-20]. Placental structure was
pointed out as the primary control mechanism for alterations in foals' growth and
metabolism in Allen's experiment using pony and Thoroughbred embryo transfers
[13]. Functional mechanisms associated with these structural changes remained

uninvestigated.

Here, fetal growth was reduced by transferring saddlebred embryos into pony
mares or increased by transferring pony or saddlebred embryos into draft mares
(Peugnet et al. submitted). Placental development was investigated in terms of

morphology, histology, stereology and gene expression.

Materials and methods

Animal studies were approved by the local animal care and use committee
and received ethical approval from the local ethics committee ("CREEAL") under

number 5-2013-5.

The study was conducted over 2 successive breeding seasons (foaling in
2011 and 2012). Pony mares (n=27) were housed and pony embryos (n=61) were
produced at the "Institut National de la Recherche Agronomique" experimental farm
(farm 1, 4732'36.12"N, 044'38.96"E, 120 m). Sad dlebred (n=28) and draft (n=22)
mares were housed and saddlebred embryos (n=48) were produced at the "Institut
Francais du Cheval et de I'Equitation” experimental farm (farm 2, 4534'55.17"N,

143'16.29"E, 442 m). Median mares' age was 6.2years (range 3-19 years).



Primiparous and multiparous mares (up to 10 gestations) were used. The

experimental protocol is summarized in Supplementary Figure 1.

Control pregnancies

Pony-in-Pony (P-P, n=21), Saddlebred-in-Saddlebred (S-S, n=28) and Draft-
in-Draft (D-D, n=8) pregnancies were obtained by artificial insemination using semen
from 1 pony, 2 saddlebred and 1 draft stallion, respectively. Follicular growth and
ovulation were monitored by ultrasonography to determine the timing of insemination.

Pregnancy was checked 14 days after ovulation by ultrasonography.

Experimental pregnancies

Pony-in-Draft (P-D), Saddlebred-in-Pony (S-P) and Saddlebred-in-Draft (S-D)
pregnancies were obtained using standard embryo transfer procedures [21].
Recovered Day 7 embryos were washed in Emcare Holding® solution (ICPbio),
transported in Equitainer® (Hamilton Research) to the other experimental farm (3-
4 hours) and transferred immediately into synchronized recipients 5-7 days post-

ovulation. Pregnancy was diagnosed by ultrasonography after 7 days.

Mares Management and placental sampling

From ovulation, mares were kept on pasture with free access to mineral salts.

From the 5" gestational month, mares were housed in boxes and fed a diet based on



straw and hay with concentrates in farm 1 and either homemade pellets or moha hay
in farm 2, with free access to mineral salts (Supplementary Table 1).

At delivery, allantochorion was sampled near the umbilical cord: 1 cm?
fragments were fixed in 4% formaldehyde for histological analysis and 3 mm?
fragments were snap-frozen in liquid nitrogen for molecular analysis. Foals and fetal
annexes (allantochorion with amnios) were weighed the next morning and the gross

allantochorion surface measured as described previously [22].

Histological and stereological analysis

Allantochorion samples were embedded in paraffin. Sections (7um) were
stained with hematoxylin/eosin and scanned using NanoZoomer Digital Pathology®
(Hamamatsu Photonics). Trophoblast, microcotyledonary vessels, connective tissue
vessels and connective tissue relative surface (Sv) and relative volume (Vv) were

measured by One Stop Stereology (MercatorPro®, ExploraNova, [23]).

Gene expression analysis

Total RNA from allantochorion samples was isolated as previously described
[24] and purified using the RNeasy® Mini kit (Qiagen) according to the manufacturer's
instructions. Reverse transcription and real time quantitative PCR were performed as
previously described [25]. Gene-specific primers are shown in Table 1. Data were
analyzed using QbasePLUS® (Biogazelle). Calibrated normalized relative quantities
(CNRQ) were also calculated as previously described [25]. GAPDH (Glyceraldehyde-

3-Phosphate Dehydrogenase), RPL32 (Ribosomal Protein L32) and SCAMPS3



(Secretory Carrier Membrane Protein 3) [26], as selected by geNorm, were used as

reference genes.

Statistical analysis

Data are presented as medians [quartilel-quartile3]. Statistical analyses were
performed using R software (www.r-project.org/, version i386-2.15.2). Breed (P-P vs
S-S vs D-D) and maternal environment (P-P vs P-D and S-P vs S-S vs S-D) effects
were tested. After verification of homogeneity of variances, data were analyzed by
non-parametric ANOVA using permutations (aovp function, ImPerm package,

http://cran.r-project.org/web/packages/ImPerm/index.html),  with  group, parity

(primiparous vs multiparous), foal sex and breeding season as cofactors. If the
overall effect was significant, pairwise comparisons using permutational t tests were

performed. p<0.05 was considered significant.

Results

Pregnancies

Pregnancy data are shown in Table 2: 21 P-P, 28 S-S and 8 D-D control and
6 P-D, 6 S-P and 8 S-D experimental foals were delivered spontaneously during
spring and summer (range April 6”‘-August 13”‘) with >75% in May/June, all within
the normal gestational age range. There were no effects of parity and fetal sex on
pregnancy length in any group. Pregnancy length was similar in control pregnancies

with no effect of the breeding season. Pregnancy was 6 days shorter in P-D vs P-P



(p=0.019), with a breeding season effect (p=0.007): pregnancy was 11 days shorter
in P-P and 10 days shorter in P-D in 2012 vs 2011). Conversely, pregnancy was
13 days longer in S-P vs S-S (p=0.010) and 16 days longer in S-P vs S-D (p=0.003)
without breeding season effect. Gestation length was unchanged between S-D and

S-S.

Parturition

All foals were healthy at birth, but for 2 S-P foals (out of 6) that needed
assistance to stand and suckle from the dam for the first hours after birth. They were
bottle-fed with colostrum and ewe milk until first suckling. Birth weights are shown in
Figure 1. Control P-P foals were lighter than S-S (p=0.003) and D-D foals (p=0.003).
S-S foals were lighter than D-D foals (p=0.003). In S-S, primiparous dams delivered
lighter foals (-11.7 kg, p=0.001) than multiparous mares. P-D foals were heavier than
P-P (+57.3%, p<0.001). Pony foals from both groups were lighter by 3.5 kg in 2012
vs 2011(p=0.001). S-P and S-D foals were respectively lighter (-37.2%, p=0.003) and
heavier (+8.9%, p=0.056) than S-S. S-P foals were lighter by 36.8% than S-D

(p=0.003).

Placental morphology

Median placental mass, surface area and efficiency are shown in Figure 1.
P-P placentas were lighter and smaller than S-S (p=0.003 and p=0.003) and D-D
placentas (p=0.003 and p=0.003). Only the surface area was reduced in S-S vs D-D

placentas (p=0.011). In S-S and D-D, primiparous dams delivered lighter placentas



(p=0.034 and p=0.047). Placental efficiency did not differ between P-P and S-S but
was increased in D-D vs S-S (p=0.048). P-D placentas were heavier (p<0.001) and
larger (p<0.001) than P-P controls, with placental efficiency tending to decrease
(p=0.053). S-P and S-D placental weights were respectively reduced (p=0.003) and
increased (p=0.017) vs S-S controls. The same effect was observed for placental
size (p=0.003 in S-P vs S-S and p=0.040 in S-D vs S-S). Both placental weight and
surface area differed between S-P and S-D (p=0.003 and p=0.003). Placental

efficiency was unchanged between S-P, S-S and S-D.

Placental morphometry

Histological sections of placentas are shown in Figure 2. No gross difference
was observed between controls and experimental groups. Stereological data are
shown in Figure 3 A, C, E, G. No difference was found between controls. Trophoblast
Sv (p=0.017) and connective tissue Vv (p=0.047) were decreased in P-D vs P-P,
whereas connective tissue vessels Vv tended to increase (p=0.065). In contrast,
trophoblast Sv (p=0.027) and microcotyledonary vessels Sv (p=0.072) increased or
tended to increase in S-P vs S-D. Microcotyledonary vessels Vv was increased in S-
P vs S-S (p=0.012). There was no effect in S-S vs S-D. Absolute values - Here,
allantochorion volumes were missing. Allantochorion volumes, however, were
measured in 27 saddlebred mares in 2013. A linear relation was found with placental
weight (volume (L) = 0.89 x weight (kg)). This relation was extrapolated to the
present study and total placental volumes were estimated, as well as absolute

surface and volume of stereological parameters (Figure 3 B, D, F, H).



Absolute surface and volume of trophoblast and microcotyledonary vessels
were reduced in P-P vs S-S placentas (p=0.003, p=0.003, p=0.008 and p=0.021,
respectively) and D-D placentas (p=0.003, p=0.003, p=0.003 and p=0.021,
respectively). Absolute surface and volume of microcotyledonary vessels were
increased in P-D vs P-P (p=0.023 and p=0.001, respectively). No difference was
found between groups of saddlebred placentas for surface and volume of both

structures.

Placental gene expression

Studied genes are listed in Table 1. CNRQ of differentially expressed genes
are shown in Table 3. Relative expression of IGF2, IGF1R, IGF2R and TGFB1 was
higher in S-S vs P-P placentas (p=0.010, p=0.006, p=0.003 and p=0.003) and that of
IGF2, IGF1R and IGF2R higher in D-D vs P-P placentas (p=0.006, p=0.006 and
p=0.006). Relative expression of IGF2 tended to be lower and that of TGFB1 was
higher in S-S vs D-D placentas (p=0.055 and p=0.018). IGF1R values were lower in
primiparous compared to multiparous mares in the P-P and D-D groups (p=0.028).
IGF1R expression was also reduced in 2012 vs 2011 in S-S (p=0.010). IGF2
expression was reduced in S-P vs S-S (p=0.009) and S-D (p=0.050) placentas.
Relative expression of SLC2A1, SLC38A2 and LPL was higher in S-S vs P-P
placentas (p=0.003, p=0.011 and p=0.006, respectively). SLC38A2 expression was
reduced in S-P vs S-S (p=0.021). SLC38A2 expression tended to be lower in S-P
female vs S-P male placentas (p=0.067). Relative expression of KDR was higher in

D-D vs P-P (p=0.003) and higher in D-D vs S-S (p=0.003).
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Discussion

Strong breed specificities were observed in placentas and were expected on
weights and surface areas. Despite no histological differences, genes mostly
involved in feto-placental growth and nutrient transport had their expression
decreased in pony placentas compared to saddlebred or draft placentas.

Embryo transfer into a breed of a different size induced fetal overgrowth or
growth restriction. Overgrowth was associated with increased placental size and
weight in ponies and saddlebreds, whereas growth restriction was associated with a
decrease in both parameters, compared to controls. Although trophoblast Sv was
reduced in overgrown ponies, gene expression remained unchanged. In contrast,
trophoblast Sv and microcotyledonary vessels Sv and Vv were increased in restricted
saddlebred placentas compared to control or overgrown saddlebreds, with a reduced

expression of IGF2 and SLC38A2.

Although pregnancy length is usually shorter in ponies [13,27], no breed effect
was observed here. Pregnancy was shorter in overgrown P-D vs P-P, P-D foals
being heavier than P-P foals. This probably indicates an earlier maturation since
those foals were not dysmature at birth [28,29]. Conversely, pregnancy was longer in
restricted S-P, with lighter foals compared to other groups. The mechanism leading
to earlier parturition might be related to an advanced or delayed cortisol surge in
fetuses, in direct relation with genetic fetal growth potential as a proxy for readiness

for birth [28,30,31].
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Placental weight and surface area increased with breed size, although
placental weight was similar between both largest breeds. Placental weight was
increased in multiparous saddlebred and draft mares as previously described [32].
Placental efficiency was increased in control draft vs saddlebred dams, indicating
breed further differences than just size and weight.

As expected [13], placental size and weight were increased for overgrown
pony and saddlebred foals compared to controls, but placental efficiency was
reduced in P-D vs P-P. This may be because in P-D pregnancies, placental weight
increased more than foal birth weight did. Thus, a pony fetus growth remains limited
by its genetic potential, even when transferred in a lush intra-uterine environment.
This was not the case for S-D, for which placental efficiency remained unchanged
compared to S-S. This may be due to the fact that saddlebred foals are closer to draft

foals in terms of conformation.

Stereological data confirm previous data in ponies and Thoroughbreds [22,27],
although no difference was found for Sv and Vv of microcotyledonary components. In
pigs, where placentation is also diffuse and epitheliochorial, placental vascular
density and surface area are reduced in the smaller Meishan compared to the larger
European Yorkshire breed. In contrast to the present study, however, the Meishan
breed compensates for smaller exchange surface area by an increased placental
vascular density [33].

Trophoblast Sv and connective tissue Vv were reduced and connective tissue
vessels Vv increased in P-D vs P-P. Trophoblast and microcotyledonary vessels Sv
and microcotyledonary vessels Vv were reduced in S-D vs S-P. There was no effect

in S-S vs S-D. The surface and volume of microcotyledonary vessels, however, were
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higher in P-D than P-P placentas. Sv data are in contrast with Allen's work
demonstrating an increase in microcotyledonary Sv in ponies-in-Thoroughbreds [22].
Absolute values, however, are increased in both studies and agree with the present
macroscopic evaluation which indicates reduced placental efficiency. Maternal parity
affects microcotyledonary growth, with reduced Sv in maiden and old mares [34].
Here, maternal parity was included in the statistical model, in contrast to Allen's work,
which may explain some of the observed difference.

Trophoblast and microcotyledonary vessels Sv were higher in S-P than S-D
placentas, suggesting an adaptation in restricted saddlebred fetuses, so as to
increase surface exchange, although comparison of absolute values did not reach
statistical significance. These data are in contrast to Allen's work where
Thoroughbreds-in-ponies placentas had a lower microcotyledonary Sv than control

Thoroughbred placentas [22].

Gene expression was lower in pony than saddlebred or draft placentas.
Expression of growth factors and their receptors (IGF2, IGF1R and IGF2R, TGFB1),
of transporters and enzymes involved in nutrient exchanges (SLC2A1, SLC38A2 and
LPL) and of the VEGFa receptor KDR involved in placental vascularization, were
down-regulated in pony pregnancies compared to saddlebred or draft pregnancies. In
pigs, comparisons between Asian and European breeds demonstrated differences in
placental expression of genes involved in key metabolic pathways, which could be
related to different feto-maternal metabolisms [35-37].

No differential gene expression was associated with enhanced fetal growth
[38]. It may be because placentas were collected at term, reflecting only terminal

result of the pregnancy or because the increase in growth was driven through other
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factors than those studied. Alternatively, fetal growth may have mainly been driven
by the increased placental size due to the increased uterine capacity. In overgrown
ponies-in-Thoroughbreds, insulin secretion was increased in response to a glucose
injection one day after birth [10]. Here, insulin secretion was also increased in P-D
foals [39]. If present in the fetus, this increase may have driven fetal overgrowth.
IGF2 expression was reduced in S-P compared to S-S and S-D placentas. In
mice, the IGF2/H19 pathway regulates fetal growth via placental growth. Deletion of
different IGF2 promoters induces placental and fetal weight reduction [40]. SLC38A2
expression was shown to decrease in the placenta of intra-uterine growth retarded
human fetuses [41] and rats [42]. This may be a common response to growth

restriction in mammals.

Conclusion

In horses, between-breed embryo transfers lead to enhanced or restricted fetal
growth. This correlates with placental growth, with morphometric changes in both
trophoblast and microcotyledonary vessels and changes in the expression of genes
involved in feto-placental growth and nutrient transfer. Phenotypic and physiological
study of the preweaning foals demonstrates that post-natal growth and metabolism
are affected (Peugnet et al, submitted). Further investigations will focus on
mechanisms relating placental effects to post-natal phenotype, in particular using
high throughput genomic and epigenetic approaches. In practice, the present data
demonstrate that special care should be paid to recipient mare selection for embryo

transfer in horses.
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FIGURES

FIGURE 1. Foal birth weight (A), placental mass (amnios + allantochorion mass, B),
allantochorion surface area (C) and placental efficiency (birth weight to placental
mass, D) within the 6 groups of pregnancies. P-P (full yellow, n=21): Pony-in-Pony;
P-D (chequered blue, n=6): Pony-in-Draft; S-P (striped pink, n=6): Saddlebred-in-
Pony; S-S (full green, n=28): Saddlebred-in-Saddlebred; S-D (chequered red, n=8):
Saddlebred-in-Draft; D-D (full purple, n=8): Draft-in-Draft. Boxplots of controls with
different superscripts (a, b, ¢) and boxplots of experimental groups under the
asterisks are significantly different (ANOVA using permutation tests followed by

pairwise comparison tests, p<0.05).

FIGURE 2. Histological sections of term allantochorion within the 6 groups, showing
the allantois (a) and the connective tissue (ct) with its fetal vessels (vc) above which
the histotrophic trophoblast (hi) and then the microcotyledons (m) with the
hemotrophic trophoblast and fetal vessels. Hematoxylin/eosin staining. P-P (A):
Pony-in-Pony; P-D (D): Pony-in-Draft; S-P (E): Saddlebred-in-Pony; S-S (B):

Saddlebred-in-Saddlebred; S-D (F): Saddlebred-in-Draft; D-D (C): Draft-in-Draft.

FIGURE 3. Surface density (Sv) and volume fraction (Vv) for the trophoblast (A, C)
and microcotyledonary vessels (E, G) and absolute surface and volume for the
trophoblast (B, D) and microcotyledonary vessels (F, H) within the 6 groups of
placentas. P-P (full yellow, n=19): Pony-in-Pony; P-D (chequered blue, n=4): Pony-
in-Draft; S-P (striped pink, n=6). Saddlebred-in-Pony; S-S (full green, n=18):

Saddlebred-in-Saddlebred; S-D (chequered red, n=8): Saddlebred-in-Draft; D-D (full
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purple, n=8): Draft-in-Draft. Boxplots of experimental groups under the asterisks are
significantly different (ANOVA using permutation tests followed by pairwise

comparison tests, p<0.05).
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TABLE 1. Gene-specific primers and accession number or reference.

Candidate gene

Forward and reverse primers

Accession number

H19

F 5-GGACCCCAAGAACCCTCAAG-3'
R 5-GGGACTTGAAGAAGTCCGGG-3'

NR_027326

IGF2

F5-TTTCTTGGCTTTTGCCTCGT-3'
R 5'-CCTGCTGAAGTAAAAGCCGC-3'

NM_001114539.1

IGF1-R

F 5-CGAGAAGACCACCATCAACAAC-3'
R 5-TGGCAGCACTCGTTGTTCTC-3'

XM_001489765.2

IGF2-R

F 5-GTCGGCTTGCCAGATGAGAT-3'
R 5'-TACTGATGGAGACGGCCTCA-3'

XM_001491469.2

EGF-R

F 5-GTCTGGAAGTTTGCGGATGC-3'
R5-CTTGGGCCCATTTCTTGCAC-3'

XM_001497730.2

TGFB1

F5-TTGATGTCACCGGAGTCGTG -3'
R 5'-CCACGCGGAGTGTGTTATCT-3'

NM_001081849.1

SLC2A1

F 5-TGTGCTCATGACCATCGCC-3'
R 5'-AAGCCAAAGATGGCCACGAT-3'

NM_001163971.1

SLC38A1

F 5'- AAATGAACTACCCTCCGCCA -3

R 5' ACACAGAGGGAGAATTATGCCAA-3

XM_001489402.

SLC38A2

F 5-ACAGCTCGAACAGCGACTTCA-3'
R5-TTCTTCCCCAAATTCGATTCA-3'

NM_001081849.1

CD36

F 5'-GGTCTACGCCGTGTTTGGAG-3'
R 5-CCGTGCAGAAGCAGTGGTTA-3'

XM _005609038.1

LPL

F 5-AGTTGGGTGCCAAAACTTGTG-3'
R 5-GCTTGGTGTACCCCGCAGAC-3'

XM_001489577.2

VEGFa

F 5- TACCTCCACCATGCCAAGTG -3'
R5-GTCTCGATTGGACGGCAGTA -3'

NM 001081821.1

Flt1

F 5-AGTGTGAGCGGCTCCCTTATG-3'
R 5-ATGCCAAATGCAGATGCTTG-3'

XM_003363176.1

KDR

F 5-CAGTGGGCTGATGACCAAGA-3'
R 5-TCCACCGAAGATTCCATGCC-3'

XM_001916946.2

eNOS

F 5-TTCGGGAGAGTGAGCTGGTA-3'
R 5-CAATCCCGCGCATCAAAGAC-3'

XM_001504650.3

Reference gene

Forward and reverse primers

Accession number

F 5'-CGATGGTGAAGGTCGGAGTAA-3

GAPDH R 5-TGAAGGGGTCATTGATGGCG-3 NM_001163856.1
F 5-TGAAGTGCTGCTCATGTGCA-3
RPL32 R 5-GGGATTGGTGATTCTGATGGC-3'  —homAG00000007201
SCAMPS F 5-CTGTGCTGGGAATTGTGATG-3 261

R5-ATTCTTGCTGGGCCTTCTG-3'
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TABLE 2. Number

of pregnancies with median age and withers height,

primiparity/multiparity and sex ratio within the six groups. P-P: Pony-in-Pony; P-D:

Pony-in-Draft;

S-P: Saddlebred-in-Pony;

Saddlebred-in-Draft; D-D: Draft-in-Draft.

S-S: Saddlebred-in-Saddlebred; S-D:

Mares and recipient mares Pregnancies Foals
Withers o o : . :
Groups Age height . .A) .A) Foalings Foalings Foalings 3 9
(years) (cm) primiparous multiparous 2011 2012 total
9.0 126.5
P-P [5.1- [121.0- 57 43 10 11 21 9 12
10.1] 129.5]
45 157.5
P-D [3.8- [150.5- 67 33 5 1 6 2 4
6.0] 162.0]
8.6 132.5
S-P [4.6- [129.8- 83 17 4 2 6 4 2
9.3] 136.0]
7.2 159.5
S-S [4.3- [156.0- 32 68 18 10 28 12 16
13.0] 163.5]
3.7 158.0
S-D [3.3- [154.3- 75 25 8 0 8 2 6
4.2] 160.5]
5.2 155.5
D-D [4.2- [158.0- 38 63 0 8 8 5 3
5.3] 159.8]
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TABLE 3. Calibrated normalized relative quantity (CNRQ) for differentially expressed
genes within the 6 groups of placentas. P-P (n=19): Pony-in-Pony; P-D (n=4): Pony-
in-Draft; S-P (n=6): Saddlebred-in-Pony; S-S (n=21): Saddlebred-in-Saddlebred; S-D
(n=8): Saddlebred-in-Draft; D-D (n=8): Draft-in-Draft. (ANOVA using permutation

tests followed by pairwise comparison tests, p<0.05).

CNRQ Group significant effects
Gene PP PD SP SS SD DD Differing P Coefficient
groups value
PP vs SS 0.010 x1.49
070 074 055 104 086 141 PPvsDD 0006  x2.01
IGF2 | [0.60- [0.56- [0.34- [0.67- [0.65- [0.96- SSvsDD 0055  x1.36
092] 095 066] 1.38] 1.12] 2.02] SPvsSS 0009  x1.89
SP vs SD 0.050 x1.56
059 056 063 093 065 094 PPvsSS 0006  x1.58
IGFIR | [0.48- [0.47- [0.37- [0.61- [0.44- [0.69-
0.78] 0.68] 074] 1.47] 1.30] 1.30] PPvsDD ~ 0.006  x1.59
062 065 06l 097 082 088 PPvsSS 0003  x156
IGF2R | [0.53- [0.55- [0.41- [0.68- [0.62- [0.70-
066] 1.14] 068 1.31] 1.14] 1.33] PPvsDD ~ 0.006 ~ x1.42
053 072 123 150 071 061 PPvsSS 0003  x2.83
TGFBL |[0.42- [0.26- [0.80- [0.96- [0.63- [0.34-
076] 1.12] 230] 2.20] 2.03] 0.93] DDvsSS 0018  x2.46
069 059 068 095 08 080
SLC2A1 | [0.61- [0.57- [0.57- [0.80- [0.66- [0.67- PPvsSS 0003  x138
075] 1.63] 075 1.19] 1.30] 1.06]
058 064 058 10l 055 067 PPvsSS 0011  xL.74
SLC38A2 | [0.54- [0.56- [0.46- [0.55- [0.49- [0.64-
0.66] 1.67] 065 1.40] 091] 0.98] SPusss  Glal e
066 078 077 108 069 076
LPL |[053- [0.74- [0.59- [0.67- [0.50- [0.63- PPvsSS 0006  x1.64
074] 0.82] 088 140] 095 087]
069 057 065 071 093 127 PPvsDD 0003  x.84
KDR |[0.58- [0.46- [0.55- [0.55- [0.75- [0.95-
0.80] 1.13] 0.81] 098 1.29] 1.75] SSvsDD 0003~ x1.79
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SUPPLEMENTARY FIGURE 1. Establishment of control and experimental

pregnancies by artificial insemination (Al) and embryo transfer (ET), respectively.
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SUPPLEMENTARY TABLE 1. Nutritional value of the diets on farms 1 and 2.

FARM 1 IN NOUZILLY

PREGNANT AND LACTATING PONY MARES ('ﬁg") o M’(“g'?c OMIUE - MADCIUR
Ovulation to gestational month 5 Pasture

Gestational months 5to 8 5,23 2,3 158,551 2,28 69,16
Gestational month 9 5,30 2,9 208,00 1,83 71,72
Gestational month 10 450 2,8 169,22 1,58 59,48
Gestational month 11 450 2,8 169,00 1,61 60,36
;gf;)lo days after foaling (P-P mares in 2011 and 2012 and S-P mares in 1011 64 45903 1,59 72.01
First 2 months after foaling (S-P mares in 2011) 9,00 54 489,00 1,66 90,01
Until weaning at age 6 months Pasture

POST-WEANING P-P and S-P FOALS (igﬂ) v Mg?c OMIUF - MADCIUR
Age 7 to 12 months (P-P foals born in 2011 and 2012) 3,90 2,8 228,00 1,41 81,99
Age 6 months (S-P foals born in 2011) 4,90 25 129,61 1,99 52,76
Age 7 months (S-P foals born in 2011) 4,90 3,3 358,00 1,50 109,25
Age 7 to 8 months (S-P foals born in 2012) 5,30 4,4 446,91 1,21 101,77
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FARM 2 IN CHAMBERET

PREGNANT AND LACTATING SADDLEBRED MARES (ID(gI) l‘(':F Mg?c DM(/:UF MADé:/UF
Ovulation to gestational month 5 Pasture
Gestational month 5 8,29 5,9 3445 1,42 58,89
Gestational month 6 9,70 7,3 448,0 1,33 61,37
Gestational month 7 9,80 8,3 497,0 1,18 59,88
Gestational month 8 9,10 7,3 463,6 1,24 63,23
Gestational months 9 and 10 9,50 7,1 601,0 1,34 84,65
Gestational month 11 9,1 6,7 540 1,36 80,60
First 3 days after foaling 15,4 152’ 1364,5 1,23 109,16
Until weaning at age 6 months Pasture
PREGNANT AND LACTATING DRAFT MARES (ID(gI) l‘(':F Mg?c DM(/:UF MADé:/UF
Ovulation to gestational month 5 Pasture
Gestational month 5 7,60 58 440,00 1,31 75,86
Gestational month 6 9,00 7,1 446,50 1,28 63,33
Gestational month 7 9,80 8,3 497,00 1,18 59,88
Gestational month 8 9,60 7,3 456,00 1,32 62,47
Gestational months 9 and 10 8,60 84 732,00 1,02 87,14
Gestational month 11 10,6 8,5 622 1,25 73,14
First 3 days after foaling 14,7 1;), 976 1,35 89,54
Until weaning at age 6 months Pasture

DM UF MADC DM/UF MADC/UF
POST-WEANING P-D FOALS (kg) C @) C/Z fo !
Age 7 to 12 months (P-D born in 2011) 3,05 1,5 143,00 2,09 97,95
Age 7 and 8 months (P-D born in 2012) ? 1,9 208,73 ? ?
POST-WEANINNG S-S AND S-D FOALS (22;/') v M’(“g'?c OMIUF MADCIUR
Age 6 to 12 months (S-S and S-D born in 2011) 3,05 1,5 143,00 2,09 97,95
Age 6 to 12 months (S-S born in 2012) 4,93 1,9 208,73 2,57 108,71
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ABSTRACT

In stud management, broodmares are commonly fed concentrates in late pregnancy. This
practice, however, was shown to correlate with an increased incidence of osteochondrosis in foals,
which may be related to insulin sensitivity. Here, pregnant multiparous saddlebred mares were fed
fodder only (group F, n=13) or both fodder and cracked barley (group B, n=12) from the 7" month of
pregnancy until term, as calculated to cover nutritional needs of broodmares. Diets were given in
two daily meals. All mares and foals returned to pasture after parturition. Post-natal growth, glucose
metabolism and osteoarticular status were investigated in pre-weaning foals. B mares maintained an
optimal body condition score (>3.5), whereas that of F mares decreased and remained low (<2.5) up
to 3 months of lactation, with a significantly lower bodyweight (-7%) than B mares throughout the last 2
months of pregnancy. B mares had increased plasma glucose and insulin after the first meal and after
the second meal to a lesser extent, which was not observed in F mares. B mares also had increased
insulin secretion during an intravenous glucose tolerance test (IVGTT). Plasma NEFA and leptin were
only slightly affected by diet in mares during pregnancy or in early lactation. Neonatal B foals had
increased serum osteocalcin and slightly increased glucose increments and clearance after glucose
injection, but these effects had vanished at weaning. Body measurements, plasma IGF-1, T4, Ts,
NEFA and leptin concentrations, insulin secretion during IVGTT, as well as glucose metabolism rate
during euglycemic hyperinsulinemic clamps after weaning, did not differ between groups.
Radiographic examination of joints indicated increased osteochondrosis relative risk in B foals, but this
was not significant. These data demonstrate that B or F maternal nutrition has very few effects on foal

growth, endocrinology and glucose homeostasis until weaning, but may induce cartilage lesions.



INTRODUCTION

Epidemiological observations in humans have linked early-life events with a range of
degenerative pathologies in adulthood. Individuals with small birth weight are at greater risk of
developing coronary heart disease, hypertension, type Il diabetes or osteoporosis in later life [1].
Because fetal growth is primarily determined by the nutrient supply, studies of the Developmental
Origins of Health and Disease have first focused on maternal undernutrition and nutritional
deficiencies. Indeed, individuals who were exposed in utero to the Dutch Famine were more
susceptible to develop metabolic syndrome in adult life [2]. The concept was extended to all forms of
malnutrition, since higher risk to develop diseases as an adult was found in both individuals born small
and individuals born large, with a U-shaped curve [3,4].

Developmental programming of the offspring by maternal nutritional imbalance has been
investigated experimentally in mammals using various models aimed at compromising the fetal
nutrient supply [5]. In horses, there is a growing body of evidence indicating immediate and long term
post-natal consequences of fetal adaptations to intra-uterine stimuli. Experimental models of lush
versus deprived fetal nutrient supply have been obtained by transferring embryos from small ponies
into large Thoroughbred, saddlebred and draft mares and conversely. Growth patterns were altered up
to three years of age [6-8]. Glucose homeostasis, as well as thyroid hormones concentrations, was
affected until weaning [8,9].

The effect of maternal nutrition was partly investigated by Ousey and her colleagues: feeding
pregnant mares with moderate versus high amounts of concentrates throughout pregnancy did not
affect birth weight, but enhanced pancreatic B cell sensitivity to glucose in newborns born to mares in
the moderate group [10]. Besides, feeding pregnant dams with a high starch diet from the 7" month of
pregnancy induced a trend towards lower insulin sensitivity in foals at 160 days of age [11]. Recently,
an epidemiological study demonstrated that foals born to dams supplemented with concentrates
during pregnancy had an increased incidence of osteochondrosis lesions compared to those born to
dams that were not supplemented [12].

In practice, broodmares are often fed high energy rations in late pregnancy i.e., at the time of
maximal fetal growth, which may have detrimental effects in the newborn but also in the adult horse.

The present study investigates the effects of adding a limited amount of carbohydrates-concentrated



feed to the diet of broodmares on their foals’ post-natal growth, glucose metabolism and joint health.
Cracked barley was chosen as a concentrate in order to provide additional energy to mares for the last
four months of pregnancy and because it is commonly used in stud management. Foals were
monitored from birth to weaning for growth, glucose homeostasis, endocrine factors involved in both
growth and energy regulation (Insulin-like Growth Factor-I, IGF-I; thyroid hormones, T, and T3), as well
as biomarkers of bone cell activity during growth (osteocalcin; hydroxyproline; C-telopeptide of type I

collagen, CTX-II).

MATERIALS AND METHODS

Animals

Animal studies received ethical approval from the local ethics committee (“Comité Régional

d’Ethique pour I'Expérimentation Animale du Limousin”) under protocol number 5-2013-5.

Mares and establishment of pregnancies

Twenty-five mares (Selle Francais, Anglo-Arab and Saddlebred) were used (median age: 9
years; range 6 to 21). They were raised in the “Institut Francais du Cheval et de I'Equitation”
experimental farm (Chamberet, France, 4534'55.17"N, 143'16.29"E, 442 m). All mares were
multiparous (median parity: 3; range 2 to 11 foals). Twenty-five pregnancies were obtained by artificial

insemination (from May 9" to June 29”‘) using semen from one saddlebred stallion.

Management and feeding of mares and foals

From ovulation, grazing was available 24 h/day with free access to water and mineral salts.
Pregnant mares were conducted in one same herd. From November 21% (median gestational day 186;
range 145 to 196), they were moved to individual boxes in the same barn. They were fed hay and
haylage until December 5" (median gestational day 200, range 159 to 210), when they were allocated
to a “fodder” (group F, n=13) or “barley” (group B, n=12) feeding group, with equal repartition between
groups according to age, parity and withers’ height (Table 1). Group F was fed hay and haylage,

whereas group B was fed hay, haylage and a homemade mix of cracked barley with vitamins and



minerals (Excel Prima S®, Chauveau Nutrition, Cholet, France). Group F received vitamins and
minerals simultaneously to concentrates distribution in group B. Diets were distributed in two daily
meals (8:45 AM and 3:45 PM), with free access to water. Dietary offer was adjusted according to
mares’ bodyweight at median gestational days 208, 221, 241, 272, 282, 304, 321 and 332, in
accordance with current recommendations for broodmares [13]. A different hay batch was used near
parturition because the batch used at the start of the experiment was out of stock. The quality of
feedstuff was measured (Table 2). The daily quantity of feeds given to mares according to gestational
age is shown in Table 3.

All foals were born during spring (from April 8" to June 3“’). Mares and foals returned to
grazing 3 days after foaling. Fillies and colts were raised in one group in the same pasture until
weaning at 180 days of age by complete, abrupt separation of mares and foals. Foals were then
housed in open barns, fed hay twice a day and complemented individually (using an automatic
concentrates feeder) with homemade pellets containing barley, soybean cake, molasses and vitamins
and minerals (Excel Prima S®, Chauveau Nutrition, Cholet, France) in agreement with current
recommendations for growing foals [13], with free access to water. The daily nutritional supply to

weanlings is given in Table 4. Foals were dewormed at median age 142 days (range 105 to 161).

Body measurements and blood sampling in mares and foals

Mares were weighed and their body condition score (BCS - scale 1 to 5 [14]) was estimated by
two trained, independent operators monthly during pregnancy, in the 1% day, the 1%, 2" 3 and 6™
month of lactation. Jugular vein blood samples were collected on EDTA tubes monthly during
pregnancy, in the 1% day, the 1%, 3" and 6" month of lactation between 9:00 AM and 10:00 AM to
measure plasma concentrations of non-esterified fatty acids (NEFA) which reflect the mobilization of
body fat in case of energy deficit and leptin which are a proxy for adiposity.

Foals were weighed and measured for withers’ height, front leg length, chest circumference,
shoulder and hip widths in the morning following birth and then monthly until weaning at 180 days of
age. Jugular vein blood samples were collected on EDTA and serum tubes before first suckling, at
3 and 30 days of age after 4 h fasting, at 60 and 90 days of age after 6 h fasting and at 180 days of
age after overnight fasting to measure plasma concentrations of IGF-1, T, and T3 which are essential

factors of bone longitudinal growth through enchondral ossification, as well as serum concentrations of



osteocalcin, hydroxyproline and CTX-Il which are biomarkers of bone and cartilage turn-over. Fasting
glucose concentrations were measured at 3, 30, 90, 130, 180 and 210 days of age using an
automated analyzer (Medisense Optium Xceed®, Abbott, lllinois, USA). Plasma or serum was

separated after centrifugation and stored at -20C.

Glucose metabolism testing in mares and foals

Assessment of the daily effect of diet on plasma glucose and insulin

Jugular vein blood samples were collected each hour over a 10-hour period on December 17"
(median gestational day 212; range 171 to 223), starting at 8:30 AM and ending at 6:30 PM, for
immediate measurement of plasma glucose concentrations using an automated analyzer. Plasma was

separated after centrifugation and stored at -20C.

Intravenous glucose tolerance test (IVGTT) in mares and foals

IVGTT were performed in mares in August (before dietary treatment, at median gestational
age 96; range 53 to 107) and in February (after the start of the dietary treatment, at median
gestational age 276; range 237 to 286), as well as in foals at median ages 3 and 130 days (range 125
to 138). The procedure and calculations were previously described [8].

Food was withheld from mares the evening before the procedure, whereas foals were muzzled
to prevent suckling 4 h (at 3 days of age) and 6 h (at 130 days of age) before the procedure. Animals
were intravenously infused with glucose (0.25 g/kg, 30% glucose) over 5 min in mares, 1 min in 3-day
old foals and 2 min in 130-day old foals. Jugular vein blood samples were collected on EDTA tubes in
mares at -5 min and 5, 7, 9, 12, 15, 30, 60, 90, 120, 150 and 180 min after the injection started, in 3-
day old foals at -5 min and 1, 3, 5, 7, 9, 12, 15, 30 and 60 min after the injection started and in 130-

day old foals at -5 minand 2, 3, 5, 7, 9, 12, 15, 30, 60 and 120 min after the injection started.

Hyperinsulinemic euglycemic clamp in foals
Hyperinsulinemic euglycemic clamps were performed in foals at median age 210 days (range

202 to 216). The procedure and calculations were previously described [8].



Biochemical analyses

Plasma NEFA analysis

Plasma NEFA concentrations were measured in mares and foals in duplicate with an
enzymatic-colorimetric method using a Cobas Mira-analyzer with a commercial kit (Roche, Mannheim,
Germany) as previously described [8]. The minimum level of detection was 10 pmol/L. Intra- and inter-

assay coefficients of variation were 2.7% and 4.5%, respectively.

Plasma leptin analysis
Plasma leptin concentrations were measured in mares and foals in duplicate with a
homologous double-antibody RIA as previously described [8,15]. The limit of detection was 1.0 ng/ml.

The intra-assay coefficient of variation was less than 10%.

Plasma insulin analysis
Plasma insulin concentrations during glucose metabolism tests were measured in duplicate
with a double antibody RIA as previously described [8,15]. The minimum level of detection was

0.1 pg/mL. Intra- and inter-assay coefficients of variation were 7.2% and 5.8%, respectively.

Plasma IGF-1, T, and T; analyses

Plasma IGF-1, T, and T; concentrations were measured in foals in duplicate with commercial
RIA kits (CISbio International, Gif-sur-Yvette, France) as previously described [8,15]. The minimum
levels of detection were 1.0 ng/mL, 2.5 ng/mL and 0.1 ng/mL, respectively for plasma IGF-1, T, and
Ts. Intra- and inter-assay coefficients of variation were respectively 3.5% and 6.0% for plasma IGF-1,

4.7% and 8.0% for plasma T, and 7.8% and 8.2% for plasma Ts.

Serum osteocalcin, hydroxyproline and CTX-Il analyses

Serum osteocalcin and CTX-ll were assayed in foals in simple with commercial ELISA kits
(Immunodiagnostic Systems, Paris, France) validated for use in the horse in the Frank Duncombe
Departmental Laboratory. Photometric measurements were set at a wavelength of 450 nm. The

minimum levels of detection were 0.5 ng/mL and 3.7 pg/mL, respectively for osteocalcin and CTX-II.



Intra- and inter-assay coefficients of variation were respectively 4.0% and 1.8% for osteocalcin and
4.8% and 2.4% for CTX-II. Serum hydroxyproline concentrations were measured in foals in simple with
a colorimetric assay as previously described [16,17]. Photometric measurements were set at a

wavelength of 558 nm.

Radiographic evaluation of osteoarticular status in foals

Radiographic examination at median age 218 days (range 183 to 239) was performed
according to a previously reported procedure [12]. Foals were sedated using romifidine (0.06 mg/kg
intravenous of Sedivet, Boehringher Ingelheim, Belgium) alone or combined with butorphanol
(0.02 mg/kg intravenous of Dolorex, Intervet/Schering Plough, Belgium) when needed. Two
experimented examiners analyzed individually the digital radiographs, using the method of
radiographic interpretation previously described [18]. Foals were classified as OC-positive according to
the presence of one or more OC lesions identified by both examiners. OC was diagnosed according to

the presence of lesions that were previously described [12,19].

Statistical analyses

Results are expressed as median [quartile 1 - quartile 3] and presented as curves (median
and interquartile range IQR) or boxplots (minimum to maximum). Statistical analyses were carried out
using R software (www.r-project.org/, version 2.15.2).

In mares, repeated measures were divided in three periods (pregnhancy before diet, pregnancy
during dietary treatment and lactation) and were analyzed in each period by non-parametric ANOVA
using the F1-LD-F1 model of the nparLD function [20], taking into account the diet and time. If the
dietary effect or diet:time interaction were significant, B and F mares were compared using the Mann-
Whitney test at each time point. P-values from the Mann-Whitney tests were adjusted using the FDR
(Benjamini-Hochberg) method.

In foals, repeated measures were analyzed using the F2-LD-F1 model of the nparLD function,
taking into account the diet, sex and time [20]. If the diet effect, diet:time interaction, sex effect or

sex:time interaction were significant, B and F foals, as well as fillies and colts, were compared using



the Mann-Whitney test at each time point. P-values from the Mann-Whitney tests were adjusted using
the FDR (Benjamini-Hochberg) method. Non-repeated measures were analyzed using the Mann -
Whitney test with no adjustment.

Effects were considered significant for p-values<0.05. For repeated measures, p-values in the
text are those from the F1-LD-F1 and F2-LD-F1 tests, whereas asterisks in the figures indicate
adjusted p-values<0.05 from the Mann-Whitney tests. For non-repeated measures, p-values in the text
are those from the Mann-Whitney tests.

Relative risks and odds ratios related to osteochondrosis presence or absence were
calculated using MedCalc software (http://www.medcalc.org/, v13.3.3) and analyzed using chi-squared

tests. They were considered significant for p-values<0.05

RESULTS

Nutritional offer to mares

Figure 1 presents the nutritional offer to mares according to gestational age. It differed
significantly between both diets for net energy (NE, expressed in horse feed units, p<0.001), horse
digestible crude proteins (HDCP, p=0.007), raw cellulose (RC, p<0.001) and calcium to phosphorus
ratio (Ca/P, p<0.001), with significant diet:time interactions (p<0.001 for the four parameters).

The NE offer was significantly higher in B versus F mares from gestational days 200 to 321
and similar between both groups from gestational day 321 to parturition. Diet B provided up to 59.9%
more NE than diet F from gestational days 241 to 272.

The HDCP offer was significantly higher in B versus F mares from gestational days 200 to
304. It was similar between both groups from gestational days 304 to 321, after which the HDCP
supply was significantly lower in B versus F mares until parturition. Diet B provided up to 89.2% more
HDCP than diet F from gestational days 241 and 272 and up to 14.6% less HDCP than diet F from
gestational day 321 to parturition.

The RC and Ca/P offers were significantly lower in B versus F mares from gestational days

200 to parturition. Diet B provided up to 39.8% less RC from gestational day 321 to parturition.



Effects of diets in mares

Pregnancy and parturition outcomes

Twenty-five preghancies were obtained that were allocated to group F (n=13) and group B
(n=12). All mares delivered spontaneously within the normal pregnancy length (range 331 to
356 days). One B foal with abnormal presentation caused dystocia in the mare and died. Pregnancy
data relative to this mare were not discarded from further analysis. Twenty-four healthy foals were
obtained (n=13 in group F; n=11 in group B): 7 fillies/6 colts in group F and 5 fillies/6 colts in group B.
One F mare died and her colt was weaned at 150 days of age. Another F colt died around 150 days of

age from septicemia. All other foals were weaned at 180 days of age.

Bodyweight and BCS in mares

Figure 2 presents mares’ bodyweights and BCS. Statistical analyses of BCS were performed
from the 2" month of pregnancy.

From gestational days 0 to 195, bodyweights were similar between both groups, but varied
significantly with time (p<0.001). From gestational days 210 to 315, a significant dietary effect
(p=0.016) and time effect (p<0.001) were observed on bodyweights, with a significant diet:time
interaction (p=0.009). F mares were significantly lighter than B mares on gestational days 270 (-6.1%),
285 (-6.2%), 300 (-8.0%) and 315 (-8.5%). From suckling days 1 to 180, a significant time effect
(p<0.001) and diet:time interaction (p=0.034) were observed on bodyweights, whereas the dietary
effect tended to be significant (p=0.067). F mares tended to be lighter than B mares on suckling days
1, 15, 30 and 60.

From gestational days 45 to 195, BCS were similar between both groups, but varied
significantly with time (p<0.001). From gestational days 225 to 315, no time effect was observed, but
BCS were significantly affected by diet (p<0.001), with a significant diet:time interaction (p=0.007). F
mares had significantly lower BCS on gestational days 225, 255, 285 and 315. From suckling days 30
to 180, a significant dietary effect (p<0.001), time effect (p<0.001) and diet:time interaction (p<0.001)

were observed. F mares had significantly lower BCS on suckling days 30, 60 and 90.
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Glucose homeostasis in mares

The effect of maternal diet and meal time on daily glucose and insulin concentrations was
studied. Data are shown in Figure 3. Plasma glucose concentrations varied significantly with diet
(p<0.001) and time of the day (p<0.001) with a significant diet:time interaction (p<0.001). B mares had
significantly higher plasma glucose concentrations at 8:30 AM, 10:30 AM, 2:30 PM, 3:30 PM, 4:30 PM,
5:30 PM and 6:30 PM than F mares. Plasma insulin concentrations varied significantly with diet
(p=0.013) and time of the day (p<0.001) with a significant diet:time interaction (p=0.015). B mares had
significantly higher plasma insulin concentrations at 10:30 AM and tended to have higher
concentrations at 9:30 AM, 11:30 AM, 2:30 PM and 5:30 PM.

IVGTT were performed before and after the dietary treatment started. Data are shown in
Figure 4. No difference between groups was observed in August. Plasma glucose increments, AUC
and maximal increment during IVGTT in February were unaffected by diet. Plasma insulin increments,
however, were significantly higher in B versus F mares at 7, 12, 15, 30, 60 and 90 min after the
injection started (p=0.002 for the dietary effect). Plasma insulin AUC was significantly increased in B
versus F mares (p=0.009), and the maximal plasma insulin increment tended to be significantly higher

in B versus F mares (p=0.057).

Plasma NEFA and leptin in mares

Figure 5 presents mares’ plasma NEFA and leptin concentrations. Statistical analyses of both
parameters were performed from the 2" month of pregnancy.

From gestational days 45 to 195, plasma NEFA concentrations were similar between both
groups but varied significantly with time (p<0.001). From gestational days 225 to 315, a significant
dietary effect (p=0.007) and time effect (p<0.001) were observed on plasma NEFA concentrations. F
mares had higher plasma NEFA concentrations than B mares on gestational days 225 and 315.
Throughout suckling, plasma NEFA concentrations varied significantly only with time (p<0.001).

From gestational days 45 to 195, plasma leptin concentrations were similar between both
groups but varied significantly with time (p<0.001). From gestational days 225 to 315, no significant
dietary or time effect was observed. Throughout suckling, plasma leptin concentrations varied
significantly with time (p=0.019) and the dietary effect and diet:time interaction tended to be significant

(p=0.089 and p=0.090). F mares tended to have lower plasma leptin concentrations on suckling day 1.
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Effects of diets in foals

Body measurements in foals
Table 5 presents foals’ bodyweight, withers’ height and chest circumference at 1 and 180 days
of age. All body measurements increased significantly with age (p<0.001) without any significant

dietary or sex effect. Daily weight gain remained unchanged by diet or sex.

Glucose homeostasis in foals

Fasting glycemia decreased significantly as foals became older (p<0.001), reached a nadir at
90 days of age and remained stable thereafter. Fasting glycemia was unaffected by diet or sex.

Table 5 presents data from glucose metabolism testing. During IVGTT at 3 days of age,
plasma glucose concentrations peaked 3 min after the start of the glucose injection. Plasma glucose
increments were significantly affected by diet (p=0.012), tended to be higher 3 min post-injection and
were significantly higher 5 min post-injection in F versus B foals. Plasma glucose AUC tended to be
higher in F versus B foals (p=0.087) and maximal increments were unaffected by diet. Plasma insulin
concentrations peaked 5 min after the glucose injection started. Plasma insulin increments, AUC and
maximal increments were unaffected by diet. During IVGTT at 130 days of age, plasma glucose and
insulin increments were not affected by diet anymore. No sex effect was observed at both ages.

No dietary effect was observed on glucose metabolism rates during hyperinsulinemic
euglycemic clamps at 210 days of age. Fillies, however, had a significantly higher glucose metabolism

rate than colts (p=0.042).

Plasma NEFA and leptin in foals
Table 5 presents foals’ plasma NEFA concentrations at 3 and 180 days and plasma leptin

concentrations at 180 days. No effect of age, diet or sex was observed on both parameters.

Plasma IGF-1, T, and Tz in foals
Table 5 presents plasma IGF-1, T, and T3 concentrations at 0 and 180 days of age. Plasma
IGF-1 significantly increased whereas T, and T3 concentrations significantly decreased as foals

became older (p<0.001 for the three parameters), without any significant dietary effect. Plasma IGF-1
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concentrations were subject to a significant sex effect (p=0.008), with fillies having significantly lower
plasma concentrations than colts at birth, 130 and 180 days of age. Plasma T, and T3 concentrations

were unaffected by sex.

Serum osteocalcin, hydroxyproline and CTX-II

Table 5 presents serum osteocalcin, hydroxyproline and CTX-ll concentrations at 3 and
130 days. All three parameters decreased significantly as foals became older (p<0.001 for all three
parameters). Only serum osteocalcin concentrations tended to be affected by diet (p=0.054) with a
diet:time interaction (p=0.055). F foals tended to have lower serum osteocalcin concentrations than B

foals at 3 days of age. No sex effect was found on any of the three parameters.

Osteochondrosis lesions

Seven foals were osteochondrosis-positive at 218 days of age: 2 fillies in group F (16.7%)
versus 5 foals (4 fillies and 1 colt) in group B (45.5%). Neither relative risks nor odds ratios differed
between both groups (Table 6). Both affected foals of group F presented 2 osteochondrosis lesions,
localized in the right hock and left stifle for one foal and in both hocks for the other foal. The five
affected foals of group B presented only one osteochondrosis lesion, localized in one or the other of
the hocks for 2 of them, localized in one or the other of the stifles for 2 other foals and in the left front

fetlock for the last one.

DISCUSSION

Cracked barley provided additional net energy and digestible proteins to mares from the 7™
month of pregnancy. Barley containing meals induced a sharp peak of both glycemia and insulinemia
in the morning, followed by a second rise of glycemia in the afternoon associated with a slight increase
of insulinemia. Barley enabled mares to maintain optimal body condition throughout pregnancy and
lactation and to gain bodyweight until parturition. On the opposite, mares fed fodder dramatically lost
body condition until return to pasture and gained less bodyweight throughout pregnancy. They

demonstrated energy deficit as shown by transient higher plasma NEFA concentrations during dietary
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treatment. In the 9" month of pregnancy, insulin secretion in response to glucose injection was
markedly lowered in mares fed fodder, with unaffected glucose clearance.

No difference was found in pregnancy length, foals’ measurements or endocrine factors of
growth from birth until weaning. F foals, however, tended to be more tolerant to glucose at 3 days of
age, as demonstrated by amplified glucose response and slowed-down glucose clearance after
injection, without any variation in insulin response. F foals also had lower osteocalcin concentrations at
the same age. Those alterations were corrected at the time of weaning. Preliminary data on
osteoarticular status shortly after weaning showed increased incidence of osteochondrosis lesions in

foals born to dams fed barley but this was not significant.

B mares received more net energy (up to 59.9% more) and digestible proteins (up to 89.2%
more) than F mares between the 7™ and 10" month of pregnancy. Energy supply was similar between
both groups thereafter, whereas F mares received more proteins than B mares. Hay batches given
from the 10" month of pregnancy differed from that used from the 7" to 10" month of pregnancy by
their nutritional properties, with higher energy, nitrogen, phosphorus and calcium contents. Energy
provided by each diet differed by their amounts, but also by their nature: fodder provides mainly
energy derived from volatile fatty acids, whereas barley provides energy derived from simple
carbohydrates. Nitrogen concentrations in both diets did not exceed 100% of current INRA
recommendations for broodmares [13]. Besides, the calcium to phosphorus ratio remained in a range
from 1 to 3, as recommended to avoid calcium absorption defects and bone demineralization due to
phosphorus excess, as well as magnesium and trace elements (manganese, zinc, iron, copper and
iodine) absorption defects due to calcium excess [13]. On the opposite, B mares received lower
amounts of fiber (up to 39.8% less) i.e., less than 30% fiber whereas F mares received between 28%
and 35% fiber. Fiber excess (>30%), however, is susceptible to limit digestibility of other compounds

of the diet, as well as the feed intake necessary to cover nutritional requirements [13].

B mares maintained BCS higher than 3.5 until parturition which is considered optimal for future
lactation. On the opposite, F mares’ BCS fell below 2.5 until parturition which is considered insufficient
[14]. F mares’ BCS did not start to increase before the 2" suckling month. This could have altered milk

composition since reforming body stores prevails over lactation in mares. Indeed, in thin mares, close
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to 30% of the energy intake enables stores deposit, whereas in fat mares, most energy is used for milk
lipids synthesis [21]. Such a loss of body condition and such lower bodyweights were previously
reported in Quarter Horse mares conducted in pasture (estimated to receive 100% of NRC digestible
energy recommendations) versus mares conducted in pasture and supplemented with grain mix
(120% of NRC digestible energy recommendations) in the last third of pregnancy. Light breed mares
receiving low versus high starch isocaloric and isonitrogenous diets from the 7" month of pregnancy

also lost body condition and presented lower bodyweights, even if to a lesser extent [11].

F mares presented a transient increase in plasma NEFA concentrations at the start and at the
end of the dietary treatment compared to B mares. This suggests increased lipids mobilization in lean
mares, as previously described in non-pregnant light breed mares in which digestible energy
restriction increased by 2.5 plasma NEFA concentrations [22]. Plasma leptin concentrations, which are
related to fat deposit and BCS in mares [23], were mainly unchanged between both diets. Only a
tendency for lower plasma leptin concentrations was found in F mares on the 1* suckling day,
although a decrease could also be expected before parturition as shown in mares conducted in
pasture only [24] or fed a moderate energy diet [25]. Decreased plasma leptin concentrations are
consistent with the lower BCS observed in our mares, but variations are so weak that they moderate

potential increased lipids mobilization suggested above.

Plasma glucose and insulin concentrations in B mares peaked within 2 h after the 1% meal and
only slightly increased after the 2" meal, as was found in non-pregnant mares receiving various
amounts of supplements of varying composition (mainly cracked corn, cottonseed hulls, corn gluten
meal and molasses) [22]. Daily plasma glucose and insulin concentrations in response to feeding or
fasting were in the same range as reported in non-pregnant mares [22], young geldings [26] and adult
mares and stallions [27]. On the other side, energy and nitrogen restriction did not affect glucose
clearance rate, but decreased insulin secretion during IVGTT in F mares in the 9" month of
pregnancy. This is consistent with reports of unaffected glucose clearance rate but reduced insulin
secretion during IVGTT in non-pregnant mares fed half energy and half protein requirements (both
groups receiving concentrates). Frequently-sampled intravenous glucose tolerance test (FSIGT) in

pregnant mares fed high versus low energy diets in the last trimester, however, did not evidence any
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alteration in insulin sensitivity, glucose effectiveness or B cell responsiveness, nor in late pregnancy
neither later in lactation [28]. But the authors repeated the experiment in order to increase variations in
body condition between both groups (high BCS in the high energy fed group versus low BCS in the
low energy fed group), so that they induced lower insulin sensitivity and lower acute insulin response
to glucose in mares fed the low energy diet [29]. This diminished responsiveness of B cells is
consistent with our results. This is surprising since insulin sensitivity is known to decline throughout
pregnancy [30]. We could have expected amplified B cell secretion to compensate for the lower
insulin-mediated glucose uptake. Such an inadequate B pancreatic function, together with severe
insulin resistance reflects gestational diabetes mellitus in thin women [31], quite similarly to our low-

BCS mares fed fodder only.

The diets that we used elicited different glucose and insulin responses in mares. Thus, fetal
development could have been affected by barley supplementation. Pregnancy length and foals’ body
measurements at birth were similar between both groups. This is consistent with previous work
inducing dietary metabolic variations in pregnant mares [10,11,24,32]. As discussed above, body
condition of mares could have affected immunoglobulins concentrations in colostrum [32] or milk
composition [21]. Milk data are not available at this time. Foals’ growth, however, is used as an indirect
marker of milk yield. Here, none of the foals’ body measurements was affected by the dams’ diet until
weaning. These data are consistent with similar leptin concentrations at weaning, indicating similar fat
deposit in both groups at this age. We were not able to measure foals’ plasma leptin concentrations
earlier in the suckling period but foals born to dams fed either a high or low energy diet were shown to
have similar plasma leptin concentrations in the first two weeks [25]. In the same way, all foals had

similar lipid mobilization as shown by similar plasma NEFA concentrations until weaning.

Here, fasting glucose concentrations from birth to weaning were independent from the mares’
diet. Energy and nitrogen restriction in late pregnancy, however, slightly affected glucose tolerance of
F foals in the immediate post-natal period. F foals had similar insulin secretion to B foals but slowed-
down glucose clearance rate. This coincides with lower insulin sensitivity and glucose effectiveness
observed during FSIGT in 2-week old foals born to dams fed a low energy diet [28]. We found that all

effects on glucose and insulin homeostasis had vanished in F foals at weaning and again, this is
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consistent with data from 4-month old foals born to dams fed a low energy diet [28]. Concomitantly, F
foals tended to have lower serum osteocalcin concentrations. Osteocalcin is a hormone released by
osteoblasts which stimulates 8 cell proliferation and expression of insulin-encoding genes in B cells
[33]. Its action on adipocytes also increases adiponectine release, which improves tissues sensitivity
to insulin by enhancing glucose uptake by cells [34]. This could be an explanation for a tendency for

higher glucose tolerance in F foals.

It is established that cereals-rich rations of foals increase their predisposition to
osteochondrosis [35-39], because they enhance postprandial glycemia and evoke a peak of
insulinemia [40]. Insulin is involved in cartilage metabolism through the Growth Hormone, IGF-I [41]
and thyroid hormones [42], reducing chondrocytes maturation and bone formation. To date, only one
epidemiological study demonstrated an adverse effect of concentrates in the ration of the pregnant
mare on the development of osteochondrosis in foals [12]. Here, radiographic examination showed
that F foals were less affected by osteochondrosis than B foals in the immediate post-weaning period,
even if not significant. These could be related to the lower serum osteocalcin concentrations observed
in B foals earlier and would be consistent with previous report in foals with severe radiographic
findings [17]. This is in favor of a deleterious impact of feeding pregnant mares with concentrates in
late pregnancy on osteoarticular status in foals. But osteochondrosis is a dynamic pathology and most
lesions are susceptible to have evolved at one year of age. Further examination is needed to confirm

this observation.

In conclusion, our management of broodmares feeding elicits two different metabolic
responses as regards energy balance and glucose homeostasis. Mares fed fodder seem to develop a
syndrome close to gestational diabetes mellitus in women. This is worrying since it has been
demonstrated to persist in the following pregnancy [43]. Few effects observed on foals’ metabolism
had disappeared at weaning, but other factors could have been affected and any events in later life

could reveal new programming aspects by the plane of nutrition of pregnant mares.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Daily nutritional offer (median and IQR) to broodmares in late pregnancy: net energy (A),
horse digestible crude proteins (B), raw cellulose (C), and calcium to phosphorus ratio (D). HFU: horse
feed units, BW: bodyweight. Values under the asterisks significantly differ between groups (Mann-

Whitney test with FDR adjustment).

Figure 2. Mares’ bodyweight (A) and body condition score (B) (median and IQR) throughout
pregnancy and lactation. O: ovulation, D: start of the diet, F: foaling, W: weaning. Values under the
asterisks significantly differ between groups and those under letter “T” tend to differ between both

groups (Mann-Whitney with FDR adjustment).

Figure 3. Mares’ plasma glucose (A) and insulin (B) concentrations (median and IQR) over a 10-hour

monitoring period a fortnight after start of the diet. M: meals. Values under the asterisks significantly
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differ and those under letter “T” tend to differ between both groups (Mann-Whitney with FDR

adjustment).

Figure 4. Mares’ plasma glucose and insulin increments (median and IQR) during IVGTT before (A, B)
and after (C, D) start of the diet. The 5-min period between both dotted lines stands for the glucose
injection time. Values under the asterisks significantly differ between both groups (Mann-Whitney with

FDR adjustment).

Figure 5. Mares’ plasma NEFA (A) and leptin (B) concentrations (median and IQR) throughout
pregnancy and lactation. O: ovulation, D: start of the diet, F: foaling, W: weaning. Values under the
asterisks significantly differ and those under letter “T” tend to differ between both groups (Mann-

Whitney with FDR adjustment).
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Table 1. Repartition of broodmares between groups “fodder” and “barley” according to age, parity and

withers’ height (median [quartile 1-quartile 3], minimum and maximum values).

Group “fodder” (n=13)
SF n=6, AA n=6, SD n=1

Group “barley” (n=12)
SF n=8, AAn=3, SD n=1

Parity (number of
foals)
Age (years)
Withers’ height
(cm)

[quartillt\e/l?[(—j(lq%:\rtile 3] Min  Max
3[2-3] 2 1

9.2 [8.1-10.2] 61 212

162.0 [160.0-165.0]  157.0 170.0

[quartillt\e/li(—j(;ir;rtile 3] Min  Max
3 [2-4] 2 8

8.6 [6.9-12.8] 61 191

162.5[160.5-165.0] 156.0 168.0

SF: Selle Francais, AA: Anglo-Arab or Anglo-Arabian type, SD: Saddlebred.
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Table 2. Quality of feedstuff given to broodmares of groups “fodder” and “barley” from November

(median gestational day 186) to parturition.

Chemical composition Mineral composition
(per kg of dry matter) (per kg of dry matter)
Netenergy  Horse digestible Raw :
(Horse feed crude proteins cellulose Calcium Phosphorus
units) (@) © @ .
Homemade mix 1.2 127 52.7 12.1 5.8
Haylage 0.6 104 249.0 7.7 3.8
Hay H1 0.5 30 372.0 3.7 2.1
Hay H2 0.6 88 30.8 6.6 3.8
Excel Prima S ° NA NA NA 375 62.5
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Table 3. Daily individual quantities of feeds given to pregnant mares of groups “fodder” and “barley”
from November (median gestational day 186) to parturition. H1 and H2 indicate when a different hay

batch was used.

. Group “barley” Group “fodder”
Median Type Barle Minerals and
gestational Meal of Hay Haylage ey Hay Haylage N
day hay | (kg) (ko) T kg)  (kg) vitamins
(kg) (kg)

845 1\ 1y | 3 15 0 3 15 0
AM

186 3:45
ay H1 5 15 0 5 15 0
e H1 3 1 1 g 15 0.027
AM

200 3:45
o H1 5 1 1 6 15 0.028
845 1\ 1y | 3 15 15 3 15 0.027
AM

208 3:45
ay H1 4 15 15 6 15 0.028
845 1\ 1y | 3 15 15 3 15 0.027
AM

221 3:45
ay H1 5 2 15 6.5 2 0.028
%1/'5 H1 | 3 25 15 3 15 0.027

241 345
ay H1 4 25 2 6.5 2 0.028
845 1\ 1y | 3 25 15 4 2 0.030
AM

212 3:45
ay H1 4 25 2 8 2 0.030
5;::\1/'5 HL | 1 3 15 3 2 0.030

282 3:45
o H1 3 6 2 6.5 55 0.030
5;::\1/'5 H2 | 1 3 15 3 2 0.030

304 345
o H2 3 6 2 6.5 5.5 0.030
845 1\ o | 1 3 15 3 3 0.035
AM

321 3:45
o H2 3 6 2 7 6 0.035
845 1\ o | 1 3 15 3 3 0.035
AM

332 3:45
o H2 3 6 2 7 6 0.035
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Table 4. Daily nutritional supply to weanlings (6 to 12 months of age).

Chemical composition
(per kg of dry matter)

Mineral composition
(per kg of dry matter)

Net energy Horse dig es_tlble Raw cellulose Calcium Phosphorus
(Horse feed crude proteins
units) ) (9) (9) (9)
Homemade pellet 1.13 102 63.9 7.10 4.90
Hay 0.62 95 315.5 5.85 2.38
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Table 5. Foals parameters in groups “fodder” and “barley” (median [quartile 1-quartile 3]). Median

values with letter T tended to differ between both groups (Mann-Whitney with FDR adjustment).

Age Group “fodder” Group “barley”
(days) (n=13 or n=12) (n=11)
. 1 53.7 [50.0-59.7] 54.3 [50.3-58.3]
Bodyweight (kg) 180 2415 [224.1-266.5] 249.6 [243.5-252.4]
— 1 101.0 [100.0-102.5] 100.5 [99.3-103.0]
Withers' height (cm) 180 134.0 [130.5-136.0] 131.0 [130.0-133.5]
. 1 85.0 [85.0-90.0] 85.0 [82.3-86.3]
Chest circumference (cm) 180 144.0 [139.3-146.8] 142.5 [140.0-143.5]
] 0 164.6 [147.4-194.2] 189.9 [165.2-200.7]
IGF-1 (ng/mL) 180 272.7 [223.8-382.8] 335.6 [287.1-362.3]
(gD 0 408.4 [328.6-427 1] 370.7 [352.9-423.3]
+(ng 180 26.4 [21.0-29.2] 22.4[18.3-24.6]
0 5.7 [4.2-6.5] 5.4 [3.9-8.5]
Ts (ng/mL.) 180 0.36 [0.31-0.53] 0.36 [0.31-0.44]
3 787.0 [612.0-889.0] 679.0 [452.5-822.5]
NEFA (umolL) 180 647.5 [417.5-024.5] 660.0 [426.0-912.5]
Leptin (ng/mL) 180 1.3[1.2-1.4] 1.3[1.3-1.4]
. 3 68.9 [40.8-92.0]" 107.6 [56.2-165.2]"
Osteocalcin (ng/mL) 130 16.2 [13.3-21.6] 15.0 [9.9-22.5]
. 3 18,5 [14.5-21.3 16.8 [15.6-18.2
Hydroxyproline (mg/L) 130 8.3[[7.9-8.8] ] 8.8[[8.6-8.8] ]
] 3 2.5[1.9-2.6] 2.7[2.4-3.8]
CTX-Il (ng/mL) 130 1.1 [1.0-1.1] 1.1[1.1-1.2]
. 3 114.8 [106.6-133.7] 99.5 [77.1-120.4]
Glucose AUC (mmol.min/L) 130 411.0 [ 338.9-498.1] 409.6 [382.5-448 4]
. . 3 28.6 [20.0-37.4] 23.8 [17.8-29.9]"
Insulin AUC (ng.min/L) 130 30.2 [17.1-46.9] 33.7 [22.0-42.3]
Glucose metabolism rate 210 0.016 [0.014-0.022] 0.017 [0.016-0.021]

(mmol/kg/min)
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Table 6. Foals’ relative risk and odds ratio of osteochondrosis in groups “fodder” and “barley” at

218 days of age.

Group “fodder”

Group “barley”

(n=12) (n=11) Significance
Number of unaffected foals 10 6 Z statistic 9
. level
Number of osteochondrosis
" 2 5
positive foals
Relative ris k 0.3667 2.7273 _
95% confidence interval 0.08852-1.5187 0.6584-11.2964 1.384 p=0.1665
Odds ratio 0.2400 4.1667 1.452 D = 0.1466

95% confidence interval

0.0394-1.6486

0.6066-28.6219
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Figure 2.

A. Mares body weight (kg)
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Figure 3.

A. Daily plasma glucose (mmol/L) in mares
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Figure 4.
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A. Mares plasma glucose increment (mmol/L)
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Figure 5.
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Caractéristiques des (par rapport aux poulains de race selle)

Développement NI\ poids et surface

placentaire N\ expression des genes IGF-1I, IGF-IR, IGF-1IR, TGF81, GLUT1, SNAT2, LPL
A A glycémie jusqu’a lan %

NI\ concentration en AGNE jusqu’a 1 an %

- sensibles a I'insuline

Ostéochondrose | - d’animaux atteints (NS)

A A concentration en IGF-I jusqu’a 1 an %

A A concentration en T3 avant sevrage

Homéostasie
énergétique

IGF-1, T4, T3

Tableau 17. Principales différences observées entre les races poney et selle dans le cadre du modéle 1 de
transferts d’embryons inter-races. NS : non significatif.
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3. Synthese, limites et perspectives

3.1. Synthése des modeéles

L'objectif de cette these était de répondre a la question des origines
développementales des anomalies de ’'homéostasie glucidique et de la croissance osseuse
chez les poulains, d’abord dans le cadre du modele 1 de transferts d’embryons inter-races,
puis dans le cadre du modeéle 2 de supplémentation en concentré de la jument gravide.

3.1.1. Modele 1 : transferts d’embryons entre races de tailles différentes
Les résultats concernant les différences entre races sont résumés dans le Tableau 17.

Le modele 1 a permis de tester I'effet d’'une augmentation ou d’une restriction de la
croissance foetale sur la croissance, I’homéostasie glucidique et la prédisposition a
I'ostéochondrose du poulain de race poney ou selle aprés la naissance et jusqu’a 1 an %.
Ainsi, des transferts d’embryons de races poney et selle dans des juments de trait ont été
utilisés pour amplifier la croissance foetale, tandis que des transferts d’embryons de race
selle dans des ponettes ont été utilisés pour la restreindre. Jusqu’au sevrage, les poulains
témoins ont été élevés par leur mere biologique, tandis que les poulains expérimentaux ont
été élevés par leurs meres porteuses.

3.1.1.1. Croissance et métabolisme spécifiques des races poney et de selle

L’analyse des données associées aux races poney et selle a montré que les placentas
de race poney sont non seulement plus légers et plus petits, mais que l'allantochorion
présente aussi une expression diminuée des genes codant IGF-1l, IGF-IR, IGF-IIR, TGFpB1,
GLUT1, SNAT2 et LPL. Il existe aussi des spécificités de race sur le plan endocrine, puisque les
poulains de race poney ont des concentrations plasmatiques plus élevées que les poulains
de race selle en IGF-I jusqu’a 1 an % et en T3 jusqu’au sevrage. Contrairement aux poulains
de race selle, les poulains de race poney présentent aussi une glycémie a jeun augmentée
(des I'age de 1 mois) et des concentrations plasmatiques en acides gras non-estérifiés
diminuées (des le sevrage) jusqu’a 1 an %. Chaque race a donc aussi un métabolisme
énergétique propre. De plus, les clamps hyperinsulinémiques euglycémiques mettent en
évidence une sensibilité a I'insuline plus faible chez les poulains de race poney a 6 mois,
juste apreés le sevrage, et a 1 an %. Les tests intraveineux de tolérance au glucose montrent
aussi une aire sous la courbe du glucose et un pic de glycémie accrus chez les poulains de
race poney a lan. Enfin, a 6 mois, 9% des poulains de race poney sont atteints
d’ostéochondrose contre 29% des poulains de race selle. L'évolution des lésions est
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Poney-dans-Trait
ou poneys « augmentés »

Selle-dans-Poney
ou selles « restreints »

Environnement
maternel

Croissance
foetale pondérale
Développement
placentaire

Croissance post-
natale

Homéostasie
énergétique

Ostéochondrose

IGF-1, T4, T3

A A capacité utérine
Glycémie basse / ponette
A A production laitiere

Augmentée

A A poids et surface
Pas d’adaptation fonctionnelle

Amplifiée et harmonieuse

N\ glycémie jusqu’a 1 an %

A A concentration en AGNE jusqu’a 1 an %
Résistance précoce a l'insuline

Puis résistance de type poney

+ d’animaux atteints a 6 mois (NS)

N N concentration en T; avant sevrage
NI\ concentration en T, en néonatal

NI\ capacité utérine
Glycémie élevée / jument de trait
NI\ production laitiere

Restreinte

NI\ poids et surface

NI\ expression d’/GF-1l et SNAT2
Ralentie avant sevrage

Puis croissance de rattrapage
disharmonieuse

A A glycémie jusqu’a 1 an %

NN concentration en AGNE avant sevrage
A A de la sensibilité a I'insuline

Puis retour a une sensibilité de type selle
+ d’animaux atteints a 6 mois (***)

A A concentration en T; avant sevrage
A A concentration en T4 en néonatal

Tableau 18. Principaux effets du transfert d’embryon en jument de trait chez le poulain de race poney et en

ponette chez le poulain de race selle. NS : non significatif. *** significatif.




Origines développementales de la santé et des maladies du poulain - Pauline Peugnet | 2014

favorable dans ces deux lots. En effet, plus aucun poney ne présente de lésions a 1 an %,
contre 10% des poulains de race selle.

En résumé, I’ensemble de ces données démontre que les profils de croissance et les
profils métaboliques des races poney et selle sont bien distincts, les différences entre ces
deux lots apparaissant deés la vie foetale. Cette observation m’a permis de formuler deux
questions biologiques, celle des effets post-nataux du transfert d’embryon chez le poulain
de race poney d’une part et chez le poulain de race selle d’autre part.

3.1.1.2. Effets d’une croissance foetale amplifiée chez le poulain poney

Les résultats obtenus dans ce modeéle sont résumés dans le Tableau 18.

Le transfert d’'un embryon de race poney dans une jument de trait est associé a une
durée de gestation plus courte (- 6 jours) et a une croissance pondérale du feetus augmentée
de 57% par rapport aux poneys témoins. Les placentas sont aussi plus lourds et plus grands.
Apres la naissance, les poneys « augmentés » présentent une croissance pondérale amplifiée
jusqu’a 1 an % ou ils sont toujours 30% plus lourds que les poneys témoins. Cette
amplification de la croissance post-natale affecte tous les segments corporels mesurés et
peut donc étre qualifiée d’harmonieuse. Les poneys «augmentés» ont aussi une
concentration plasmatique en Ts réduite dés 3 jours et jusqu’au sevrage, puis similaire a celle
des poneys témoins en post-sevrage. Leur métabolisme énergétique est affecté sur le long
terme, puisqu’ils présentent des concentrations plasmatiques en acides gras non-estérifiés
accrue (de 3 mois a jusqu’a 1 an %) et une glycémie a jeun diminuée (dés 1 mois et jusqu’a
1 an %). De plus, les tests intraveineux de tolérance au glucose montrent que la sécrétion
insulinique a 3 jours des poneys « augmentés » est plus forte, sans que I'aire sous la courbe
du glucose soit affectée. Les clamps hyperinsulinémiques euglycémiques ne mettent pas en
évidence de différence entre les deux lots de poneys en termes de sensibilité a I'insuline a
6 mois puis a 1 an %. Enfin, 33% des « poney-dans-trait » sont atteints d’ostéochondrose a
6 mois et 17% a 1 an %. Cependant, cette augmentation du risque relatif de développer la
pathologie n’est pas significative.

En résumé, les poulains de race poney nés aprés transferts d’embryons dans des
juments de trait ont une croissance post-natale amplifiée, de fagcon harmonieuse, au moins
jusqu’a 1 an %. Ces poneys « augmentés » présentent une réduction de la concentration
plasmatique en hormones thyroidiennes de la naissance au sevrage. Leur métabolisme
énergétique est aussi altéré deés la naissance avec une résistance néonatale a l'insuline, et
au moins jusqu’a 1 an % avec de fortes variations de leur glycémie et des concentrations
plasmatiques en acides gras non-estérifiés (marqueurs de la lipolyse).
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3.1.1.3. Effets d’une croissance foetale restreinte chez le poulain de selle

Les résultats obtenus dans ce modeéle sont résumés dans le Tableau 18.

Chez les chevaux de selle, le transfert d’embryon dans une ponette rallonge la
gestation de 13 a 16 jours par rapport aux gestations « selle dans selle » et « selle-dans-
trait », respectivement. Il induit un retard de croissance intra-utérin, puisqu’a la naissance
les « selle-dans-poney » sont plus légers de 37 a 42% par rapport aux « selle dans selle » et
« selle-dans-trait »,, respectivement. Ces poulains « restreints » sont dysmatures, avec des
articulations hyperlaxes et nécessitent de |’assistance pour se lever dans les premieres
heures. De plus, ces gestations sont associées a des placentas plus légers et plus petits, dans
lesquels I'expression des génes codant IGF-Il et SNAT2 est diminuée. Apres la naissance, les
selles « restreints » présentent une croissance pondérale ralentie jusqu’au sevrage, puis ils
rattrapent les deux autres lots de poulains de race selle. Certains segments corporels restent
cependant plus courts sur I'ensemble de la période de suivi. Cette croissance de rattrapage
peut donc étre qualifiée de disharmonieuse. Les selles « restreints » ont de plus une
concentration plasmatique en T3 augmentée par rapport aux selles témoins a 3 jours et par
rapport aux « selle-dans-trait » au sevrage. Leur métabolisme énergétique est affecté sur le
long terme, puisqu’ils présentent une concentration plasmatique en acides gras non-
estérifiés réduite dés 3 mois et jusqu’au sevrage et une glycémie a jeun accrue des 1 mois et
jusqu’a 1 an %. Les tests intraveineux de tolérance au glucose montrent que les selles
« restreints » tendent a sécréter moins d’insuline a 3 jours, sans que l'aire sous la courbe du
glucose ne soit affectée. De plus, les clamps hyperinsulinémiques euglycémiques mettent en
évidence une sensibilité a I'insuline accrue a 6 mois et 1 an %. Enfin, le risque relatif de
développer des lésions d’ostéochondrose est significativement augmenté chez ces poulains
« restreints » a 6 mois puisque 100% des selles-dans-poneys présentent des lésions.
Cependant, la plupart de ces animaux présentent une évolution favorable des lésions et
seulement 33% de ces poulains sont encore atteints a 1 an %.

Ces données montrent par ailleurs que les profils physiologiques des « selle-dans-
trait » sont proches de ceux des selles témoins. Néanmoins, ce lot se distingue parfois du lot
« extréme » « selle-dans-poney », montrant que s’ils ne sont que peu affectés par
I’environnement maternel, ils ne sont pas pour autant indemnes de tout impact.

En résumé, le principal modele obtenu chez les poulains de race selle est un modele
de retard de croissance intra-utérin. Ces poulains de race selle nés aprées transferts
d’embryons dans des ponettes ont d’abord une croissance ralentie jusqu’au sevrage, puis
une croissance de rattrapage jusqu’a 1 an % ou, globalement, ils ressemblent aux autres
poulains de race selle. Néanmoins, certains segments corporels restant plus courts, leur
croissance est de type disharmonieux. Ces poulains « restreints » présentent une
augmentation des concentrations plasmatiques en hormones thyroidiennes de la
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Lot « orge »

Lot « fourrages »

Environnement
maternel

Homéostasie
énergétique

Ostéochondrose

Etat corporel stable et optimal

2 élévations de la glycémie et de I'insulinémie
- sensible a I'insuline

A A clairance du glucose

a sécrétion d’insuline égale

+ concentration en ostéocalcine

+ d’animaux atteints a 6 mois (NS)

NI\ d’état corporel

Glycémie et insulinémie constante
+ sensible a I'insuline

NN clairance du glucose

a sécrétion d’insuline égale

- concentration en ostéocalcine

- d’animaux atteints a 6 mois (NS)

Tableau 19. Principaux effets de 'apport d’orge dans la ration hivernale de la jument gravide chez le poulain de

race selle. NS : non significatif.
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naissance au sevrage, en miroir des poneys « augmentés » décrits ci-dessus. lls sont plus
sensibles a l'insuline dés la naissance et jusqu’au sevrage. Leur retour a une sensibilité
normale pour la race a I’age de 1 an % est cependant doublé de fortes variations de leurs
concentrations plasmatiques en acides gras non-estérifiés et de leur glycémie a jeun
jusqu’a cet age, de nouveau en miroir des poneys « augmentés ». L’environnement
maternel restreint a un effet négatif sur leur santé ostéoarticulaire puisque tous les

poulains de ce lot sont atteints d’ostéochondrose au sevrage.
3.1.2. Modele 2 : apport d’orge dans la ration de la jument gravide

Le modele 2 avait pour objectif de tester les effets de la supplémentation en orge de
la ration hivernale de la jument gravide (pratique d’élevage traditionnelle) sur la croissance,
I’'homéostasie glucidique et la prédisposition a I'ostéochondrose du poulain aprés la
naissance et jusqu’au sevrage. Ainsi, des juments de race selle multipares ont recu une
ration hivernale a base de fourrages (régime « fourrages ») ou constituée de fourrages et

d’orge (régime « orge ») a partir du 7°™ mois de gestation et jusqu’a la parturition. Chacun
de ces régimes a été distribué en deux repas quotidiens. Aprés la naissance des poulains, les

juments suitées ont été conduites au paturage.
Les résultats obtenus dans ce modeéle sont résumés dans le Tableau 19.
3.1.2.1. Des perturbations du métabolisme de la jument gravide puis allaitante

Les juments du lot «orge» maintiennent un état corporel optimal (note
d’état supérieure a 3,5) tout au long de la gestation et de la lactation, tandis que I'état
corporel des juments du lot «fourrages » diminue jusqu’a atteindre une note d’état
inférieure a 2,5. Ces dernieres ne rattrapent d’ailleurs pas I'état corporel du lot « orge »

avant le 4°™° eme

mois de lactation. Elles sont en outre plus légeres dés le 9°"~ mois de gestation

et jusqu’a la parturition. Cette différence de poids vif n’est plus qu’une tendance apres la

eme

parturition et, dés le 35" mois de lactation, les deux lots présentent des poids vifs similaires.
La perte d’état chez les juments du lot « fourrages » est associée a une augmentation
transitoire de la concentration plasmatique en acides gras non-estérifiés, en tout début, puis
en toute fin d’hivernage. D’autre part, chaque repas du régime « orge » induit une élévation
postprandiale de la glycémie et de l'insulinémie tres marquée suite au repas matinal et de
moindre intensité suite au repas de I'apres-midi, alors qu’aucune variation n’est observée
dans le lot « fourrages ». Enfin, les tests intraveineux de tolérance au glucose réalisés au

mois de février (au 9°™ mois de gestation) dévoilent une sécrétion d’insuline accrue en
réponse au glucose exogéne chez les juments du lot « orge » (I'aire sous la courbe du glucose

restant inchangée).
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3.1.2.2. Des perturbations transitoires du métabolisme du poulain

Chez les descendants, les parametres corporels et endocrines mesurées sont les
mémes d’un lot a I'autre entre la naissance et le sevrage. Cependant, les tests intraveineux
de tolérance au glucose chez les nouveau-nés agés de 3 jours montrent que les poulains du
lot « orge » tendent a avoir une aire sous la courbe du glucose diminuée, sans que leur
sécrétion insulinique ne soit affectée par rapport aux poulains du lot « fourrages ». Les
poulains du lot « orge » tendent aussi a avoir une concentration plasmatique en ostéocalcine
accrue a cet age. Au-dela de cette période néonatale et jusqu’au sevrage a 6 mois, les deux
lots ne présentent plus aucune différence en termes d’homéostasie glucidique. Enfin, la
premiere série de clichés radiographiques réalisée a I’age de 6 mois montrent que 45% des
poulains du lot « orge » présentent des lésions d’ostéochondrose contre 17% des poulains
du lot « fourrages ». Néanmoins, cette augmentation du risque relatif de développer la
pathologie a 6 mois n’est pas significative.

En résumé, la supplémentation de la ration hivernale avec de 'orge permet a la
jument gravide de maintenir un état corporel stable, mais induit des perturbations du
métabolisme glucidique postprandial et diminue la sensibilité a I'insuline de I'organisme.
Les quelques impacts métaboliques de cette nutrition précoce observés chez les poulains
sont de faible intensité et se limitent a la période néonatale. La supplémentation en orge
de la jument gravide pourrait augmenter la prédisposition du poulain a I'ostéochondrose,
en tout cas au sevrage.

3.2. Limites des modeles

Chacun des deux modeles utilisés dans cette these ont leurs limites. Ces dernieres
ont été partiellement discutées dans les articles précédents. L'objet de cette partie n’est pas
d’en dresser la liste exhaustive, mais de souligner les principaux facteurs confondants qui
doivent étre pris en compte dans I'utilisation des données issues de ces travaux.

3.2.1. Choix des méthodes de reproduction

Une des principales limites du modéle 1 réside dans I'obtention des lots témoins par
inséminations artificielles et des lots expérimentaux par transferts d’embryons. Des
modifications épigénétiques, établies au cours de la gamétogenése et du développement
préimplantatoire de I'embryon, sont impliquées dans la régulation de la chromatine aux
différentes étapes du développement des ovocytes et des embryons. Ces modifications
concernent entre autres la méthylation des ilots CpG de I’ADN ou I'acétylation des histones.
Elles sont responsables notamment de I'expression monoalléligue de certains geénes
(empreinte parentale) et d’'un remodelage global ou local de la chromatine (Reik et al, 2001;
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Li, 2002; Morgan et al, 2005; De La Fuente, 2006; Reik, 2007; Ciccone et Chen, 2009; Kota et
Feil, 2010).

Le stress engendré par la manipulation des gametes ou des embryons au cours de ces
phases critiques peut causer des altérations des marques épigénétiques. Un lien a été établi
entre les méthodes de procréation médicalement assistée (en particulier la fécondation in
vitro et I'injection intracytoplasmique de sperme) et des anomalies de la reprogrammation
épigénétique, susceptibles d’entrainer la mort des embryons ou des anomalies chez les
nouveau-nés tels que les syndromes d’Angelman, de Beckwidth-Wiedeman ou de Prader-
Willy (Cox et al, 2002; De Rycke et al, 2002; Thompson et al, 2002; Gosden et al, 2003;
Ludwig et al, 2005). Des études expérimentales chez 'Homme et |la souris ont montré que la
superovulation (Sato et al, 2007), la maturation in vitro de I'ovocyte (Kerjean et al, 2003;
Borghol et al, 2006; Wang et al, 2010) et le milieu de culture des gamétes et des embryons
(Doherty et al, 2000; Market-Velker et al, 2010) étaient susceptibles d’affecter la
reprogrammation épigénétique des embryons.

Les répercussions a long terme de ces manipulations antérieures a I'implantation
sont aujourd’hui une certitude. Donjacour et ses collégues ont observé un effet du milieu de
culture des embryons (blastocystes obtenus par fécondation in vitro, transférés apres 4 a
4,5 jours d’incubation dans des milieux différents) sur le poids, la taille du cceur et la
tolérance au glucose de souriceaux males pendant les 5 premiers mois postpartum, ainsi
gu’un effet de la fécondation in vitro sur I'expression des GLUT4 dans le tissu adipeux de
souris femelles adultes (Donjacour et al, 2014). Banrezes et ses collégues ont montré qu’une
période d’incubation beaucoup plus courte (15 heures) des embryons (obtenus a partir
d’ovocytes fécondés in vivo et transférés au stade deux cellules) dans des milieux induisant
des altérations de I'activité mitochondriale était susceptible d’affecter le poids des souris
adultes agés de 6 mois (Banrezes et al, 2011). Quelques études antérieures ont aussi relaté
un effet de la fécondation in vitro ou de l'injection intracytoplasmique de sperme sur le
poids, la tolérance au glucose, la sécrétion d’insuline, la quantité de tissu adipeux, la
concentration plasmatique en leptine et le comportement (anxiété, mémoire) de souris
adultes, souvent avec des réponses propres au sexe (Ecker et al, 2004; Fernandez-Gonzalez
et al, 2004; Scott et al, 2010). Chez I'ovin et le bovin, la culture des embryons issus de
fécondations in vivo ou in vitro conduit a une croissance foetale excessive (syndrome du
« gros veau ») (McEvoy et al, 1998; McEvoy et al, 2000; McEvoy et al, 2001), associée chez
I’agneau a une hypométhylation du promoteur de I'allele maternel du gene codant IGF-IIR
(Young et al, 2001). Ces aspects sont peu explorés chez I'équin, bien que quelques éléments
soient en faveur d’un impact de certaines manipulations, comme la maturation in vitro des
ovocytes, sur la mise en place de I'acétylation des histones (Franciosi et al, 2012).

Les éventuels effets du transfert d’embryon, associé a une durée limitée a quelques
heures de culture au stade blastocyste, restent inconnus sur le long terme. Dans cette étude,
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tous les embryons de races poney (lot P-T) et selle (lot S-P) ont été transportés d’une station
expérimentale a l'autre, en Equitainer, dans le méme milieu de culture pendant un
maximum de 6 heures avant que le transfert ne soit réalisé. Aucune des juments donneuses
d’embryons n’a fait 'objet d’une superovulation. En I'état actuel des connaissances, il
semble donc que les impacts des manipulations préimplantatoires aient été au moins
partiellement maitrisés. Les faibles différences entre les poulains de race selle issus de
transferts en juments de trait (lot S-T) et les poulains de race selle témoins issus
d’inséminations artificielles (lot S-S) entre la naissance et 18 mois sont pour l'instant peu
favorables a I'hypothése d’un biais induit par les différentes méthodes de reproduction
utilisées dans cette étude. Mais ces deux lots ont été produits dans la méme station et les
embryons n’ont pas nécessité de transport. L'observation précédente ne suffit donc pas a
écarter I'hypothése d’un biais induit par la durée de culture associée au transport.

D’autres parametres liés a la pratique du transfert d’embryons n’ont pas été pris en
compte, mais leurs effets potentiels méritent d’étre soulignés. Wallace et ses collegues ont
en effet produit des embryons de brebis obéses et a I'état corporel optimal avant de les
transférer dans des brebis sur-nourries. Cette étude a démontré que I'obésité des brebis
donneuses améliorait sensiblement la tolérance au glucose des agneaux a I’age de deux mois
(Wallace et al, 2014). Ces éléments complexifient notre modéle de transferts d’embryons
inter-races, puisque les ponettes donneuses des embryons transférés en juments de trait
(lot P-T) avaient des notes d’état corporel autour de 5, signe d’une obésité. Pour aller plus
loin, citons les travaux de Williams et ses collegues qui ont montré que |'embryon
préimplantatoire est sensible a toutes sortes d’aspects de la santé maternelle, tels qu’une
inflammation systémique, avec des conséquences sur le poids et la pression sanguine des
souris males adultes (Williams et al, 2011).

3.2.2. Interaction entre les environnements anté- et post-nataux

Aucun des deux modeles utilisés dans cette these ne peut étre considéré comme un
modele de programmation foetale au sens strict du terme. En effet, seules les données
collectées a la naissance témoignent de la manipulation de la croissance feetale. Il faut plutot
parler de deux modeles de programmation développementale, combinant les effets d’'une
manipulation du développement anténatal (d’une part, la restriction ou I'augmentation de la
capacité utérine, avec les facteurs confondant cités plus haut et d’autre part, I'apport d’orge
dans la ration de la jument gravide) et les effets de parameétres modulant le développement
post-natal, a savoir les parameétres de production laitiere propres a chaque race pour le
modele 1 et ceux propres a |'état corporel des juments gravides et allaitantes pour le
modele 2.

Rappelons que le rendement laitier varie d’une race a l'autre: il serait de 14 a
24,5 kg/jour pour une jument de trait de 700 kg, de 10 a 17,5 kg/jour pour une jument de
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selle de 500 kg et de 15 kg/jour pour une ponette de 300 kg (§1.1.2.2) (von Neseni et al,
1958; Doreau et al, 1986; Doreau et Boulot, 1989b; Martin-Rosset, 2012). Ni la production
laitiere, ni la quantité de lait ingérée par les poulains n’ont été mesurées dans cette étude. Il
est cependant probable que les poulains de race selle transférés en ponettes (lot S-P) aient
subi a la fois une restriction anténatale de I'espace utérin et une restriction post-natale de la
nutrition lactée. A contrario, les poulains de race poney transférés en juments de trait (lot
P-T) ont profité d’'une augmentation anténatale de la capacité utérine, dont les effets ont pu
étre amplifiés par la production laitiére excessive associée a la race trait (relativement a la
race poney). Ces réflexions doivent étre nuancées par le fait que la demande et a fortiori la
taille du poulain détermine en partie le niveau de production laitiere de la jument (§1.1.2.2).

L'alimentation en fin de gestation est aussi déterminante pour la croissance post-
natale du poulain via la production laitiere (Goater et al, 1981). Dans |'espece équine, la
reconstitution des réserves corporelles est prioritaire sur la lactation: chez les juments
maigres, pres de 30% de I'énergie ingérée est utilisée pour le dépot des réserves, tandis que
chez les juments grasses, une part plus importante de I'énergie est utilisée pour la synthése
des lipides du lait (§1.1.2.4.1) (Doreau, 1994). L’état corporel insuffisant des juments n’ayant
recu que des fourrages, en fin de gestation et pendant les tous premiers mois de lactation,
pourrait avoir affecté la quantité de lait produite ou sa composition. Cette hypothése est peu
probable, car les parametres de croissance mesurés dans les deux lots de poulains étaient
similaires, mais elle ne peut pas étre écartée.

Des méthodes de mesure de la production laitiere existent. La traite avec ou sans
injection d’ocytocine est la méthode la plus ancienne, mais elle surestime (avec ocytocine)
ou sous-estime (sans ocytocine) le rendement laitier (Doreau et Boulot, 1989a). La pesée du
poulain avant et aprés chaque tétée est aussi une possibilité. Selon les protocoles rapportés,
le poulain est séparé de sa mére de 45 minutes (Bouwman et van der Schee, 1978) a
8 heures (Doreau et Boulot, 1989a). Puis, a chaque tétée, la différence entre les deux pesées
est un indicateur de la quantité de lait ingérée. C'est une méthode peu fiable pour la mesure
du rendement laitier per se, puisqu’en espacant les tétées, la capacité sécrétoire de la
mamelle est susceptible de diminuer. La mesure de la quantité de lait ingérée aurait
cependant présenté un intérét dans le cadre de notre modeéle, mais cette technique
perturbe la relation jument-poulain et le comportement naturel de tétée et elle est lourde a
mettre en ceuvre, la fréquence de tétée étant élevée chez le poulain (toutes les heures chez
le nouveau-né). Une derniere technique existe, dans laquelle un marqueur radioactif (eau
lourde ou eau tritiée) est injecté par voie intraveineuse chez le poulain. Une relation
mathématique relie I'ingestion d’eau (de lait) a la concentration du marqueur dans
I'organisme. Cette méthode est trés fiable a condition que le lait soit la seule source d’eau
du poulain. Elle ne peut donc pas étre utilisée au-dela de I’dge de 2 mois (Oftedal et al, 1983;
Boulot, 1987). L'utilisation de deux marqueurs est alors nécessaire (un marqueur de I'eau
corporelle de la mere et un marqueur de I'eau corporelle de son petit) (Holleman et al, 1975;

| 250






Origines développementales de la santé et des maladies du poulain - Pauline Peugnet | 2014

Wright et Wolff, 1976), mais cette technique n’a jamais été utilisée chez le cheval du fait de
sa complexité.

La mesure de la composition du lait est aussi possible. Nous avons collecté des
échantillons de laits chez tous les animaux et a plusieurs stades. Les échantillons ont été
confiés au Dr. Ferlay et au Dr. Andueza de I’ « Unité de Recherche sur les Herbivores » de
I'INRA de Theix, qui mettent actuellement au point une méthode spectrométrique en proche
infrarouge pour mesurer la teneur en lactose et en matiére grasse du lait, dans le cadre du
projet QUALILAIT financé par I'IFCE. Les données de composition du lait de la naissance
(colostrum) a I'dage de 6 mois (sevrage) permettront de définir au moins partiellement la
nature des parameétres post-nataux impliqués dans les effets observés chez les poulains.

Un bon moyen de distinguer les effets de la manipulation de la croissance fcetale des
effets des parametres post-nataux aurait été de mettre en place des adoptions croisées,
comme souvent dans les modeles murins de programmation intra-utérine (Shepherd et al,
1997; Nyirenda et al, 2001; Ozanne et Hales, 2004; Khan et al, 2005; Wattez et al, 2014). Par
exemple, il aurait été intéressant de comparer des poneys portés par des juments de trait,
mais élevés soit par des ponettes, soit par des juments de trait (lot P-T actuel) ou méme de
les comparer avec des poneys portés par les ponettes, mais élevés par des juments de trait.
Les faibles effectifs obtenus dans chacun des lots expérimentaux n’auraient pas permis
d’établir autant de groupes apreés la parturition que ce soit dans le cadre du modeéle 1 ou 2.
De plus, un tel protocole aurait été trés complexe a gérer, les durées de gestation étant tres
variables chez la jument et les dates de poulinage étant donc imprévisibles (Howell et
Rollins, 1951; Rollins et Howell, 1951; Rossdale et Ricketts, 1983; Perez et al, 2003; Meliani
et al, 2011). Les méthodes d'adoption sont parfois difficiles a mettre en ceuvre (Chavatte,
1991). L'idéal pour établir un tel protocole aurait été d’induire la lactation chez des juments
non-gravides, ce qui est possible avec un traitement combinant progestérone, oestrogénes
et un antagoniste de la dopamine (sulpiride ou domperidone). La lactation peut étre induite
au printemps ou a I'automne, chez la jument cyclique ayant déja été gravide. L'induction de
la lactation permet I"adoption du poulain par la jument avec un comportement maternel
jusgu’au sevrage et une vitesse de croissance du poulain normaux (Chavatte-Palmer et al,
2002; Daels et al, 2002; Nagy et al, 2002; Porter et al, 2002).

3.2.3. Gestion de I’alimentation des poulains

La conduite de I'alimentation des poulains est un dernier élément critiquable du
modele de transferts d’embryons inter-races, inhérent a la répartition des animaux entre
deux stations expérimentales aux organisations différentes. Tout d’abord, certains poulains
de race selle transférés dans des ponettes (lot S-P) ont connus un environnement
nutritionnel plus riche et de composition différente de leurs congéneres pendant les deux
premiers mois postpartum, puisqu’ils n’ont pas pu étre conduits en pature avant cet dge. La
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guestion d’un éventuel effet de cette supplémentation maternelle sur le long terme reste en
suspens. Ces ponettes allaitantes ayant recu des concentrés, la mesure des teneurs en
lactose et matiere grasse de leur lait donnera une idée de I'ampleur de la perturbation
nutritionnelle par rapport au reste du lot. Soulignons toutefois que ces poulains ne different
pas du reste du lot pour les parametres étudiés en termes d’homéostasie glucidique, de
croissance et de statut ostéoarticulaire.

D’autre part, la gestion de la distribution des rations (outre leurs compositions
divergentes) au cours du premier hiver dans chacune des stations est discutable. De I'age de
6 a 12 mois, les poulains de la station de 'UEPAO (lots P-P et S-P) recevaient leurs aliments
concentrés en deux repas quotidiens, tandis que les poulains de la station de I'lFCE (lots P-T,
S-S et S-T) recevaient leur aliment concentré en plusieurs repas tout au long de la journée
via un distributeur automatique. Le premier systeme de distribution est susceptible de
provoquer deux pics quotidiens de glycémie et d’insulinémie, qui sont précisément des
facteurs rapportés dans I'étiologie de I'ostéochondrose (Glade et al, 1984; Glade et Reimers,
1985; Glade et Belling, 1986; Lewis, 1996; Henson et al, 1997). Il est alors troublant que les
poulains de race selle transférés dans des ponettes (lot S-P) soient les poulains présentant
une prédisposition accrue a l'ostéochondrose au cours de ce premier hiver. Cependant,
I'examen radiographique a été réalisé peu de temps apres le sevrage et le début de la
supplémentation hivernale, modérant cette hypothese. La distribution automatique de
I'aliment concentré en plusieurs repas tout au long de la journée atténue probablement
I'intensité des réponses glycémique et insulinémique quotidiennes, mais elle n’a pas été
mesurée. Un suivi sur une journée de ces réponses aux repas aurait apporté une information
complémentaire, mais aurait été difficle a mettre en oeuvre sans perturber le
comportement alimentaire naturel de ces poulains, qui se présentent spontanément au
distributeur pour obtenir leur ration.

Enfin, les aliments distribués aux poulains des deux modeles tout au long du
protocole auraient mérités une analyse plus avancée, notamment des teneurs en
oligoéléments. Pour n’en citer qu’un, le cuivre semble avoir son importance dans I'étiologie
des affections ostéoarticulaires juvéniles chez le cheval. Il s’agit en effet d’un facteur
d’hydroxylation indispensable a la formation de I'hydroxyproline, composant essentiel du
collagéne (Yuan et al, 2011) et d’un facteur nécessaire a la vascularisation du cartilage lors
du processus d’ossification enchondrale. Des études expérimentales ont montré que la
carence cuivrée augmente la prévalence de ces affections chez le poulain, tandis qu’une
supplémentation en cuivre aurait un effet protecteur (Bridges et Harris, 1988; Knight et al,
1990; Hurtig et al, 1993). Mais certains auteurs n’ont observé aucun effet bénéfique de la
supplémentation en cuivre sur ces affections (Pearce et al, 1998a; Pearce et al, 1998b). Il
semble d’autre part que le lait de jument soit pauvre en cuivre et que le poulain soit
tributaire de ses réserves hépatiques en cuivre pendant les premiers mois postpartum. Ces
réserves dépendent de I'apport de la ration de la jument gravide. Pearce et ses collegues ont
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montré que la supplémentation en cuivre des juments gravides diminuait la prévalence des
inflammations de certaines articulations et des lésions du cartilage (Pearce et al, 1998c),
alors que d'autres auteurs n’ont observé aucun effet de la supplémentation des poulinieres
(Gee et al, 2007) et aucune corrélation entre la teneur en cuivre du foie des poulains a la
naissance et le nombre de lésions d’ostéochondrose jusqu’a I'age d’un an. Cependant, la
diminution du nombre et de la gravité des lésions était plus importante chez les poulains
ayant les plus fortes teneurs hépatiques en cuivre a la naissance (van Weeren et al, 2003).
L’étude des apports en oligoéléments dans I'étiologie de I'ostéochondrose n’était pas I'objet
de ces travaux, mais leur mesure aurait permis d’écarter certains facteurs potentiellement
confondant.
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3.3. Perspectives

Il y a une dizaine d’années, les travaux de Allen et ses collegues validaient I'hypothese
d’'une programmation foetale de I'homéostasie glucidique (mesurée a I'age de 2 jours)
(Forhead et al, 2004), de la fonction cardiovasculaire (évaluée a I’age de 6 jours) (Giussani et
al, 2003) et de la fonction cortico-surrénalienne (pendant les premieres 48 heures
postpartum) (Ousey et al, 2004) du poulain. Ils confirmaient aussi I’hypothése des origines
développementales de la croissance jusqu’a I’'age de 3 ans (Allen et al, 2002), la lactation des
juments étant, la aussi, un facteur supplémentaire impligué dans le mécanisme
programmateur. Leurs travaux ouvraient de nombreuses voies a explorer. Cette thése s’est
concentrée sur les aspects de I'"homéostasie glucidique et de la croissance des poulains et
notre intérét pour le développement des lésions d’ostéochondrose a défini la fenétre
d’étude, de la naissance a I’dge de 18 mois.

Une partie de ces travaux a mis en avant des différences dans les régulations de
I’'homéostasie énergétique et de la croissance entre les poneys (Welsh) et les chevaux de
selle (Pur-Sang, Anglo-Arabe et Selle Francais). Jusqu’a présent, je n’ai décrit que les
différences existant entre ces deux races, sans m’attarder sur les chevaux de race trait
(Comtois et Bretons), excepté dans le cadre de mon étude de la fonction de transfert du
placenta. Ces derniers seront intégrés dans une prochaine analyse qui se concentrera sur les
spécificités de races en cours de croissance. Certaines différences de sensibilité a I'insuline
entre les poneys et les chevaux de selle adultes ont été décrites depuis plusieurs années
(Jeffcott et al, 1986; Rijnen et van der Kolk, 2003; Bamford et al, 2014), mais il est important
de garder a l'esprit que des différences existent aussi entre des races de tailles et
conformations plus proches, comme les Lusitaniens et les Trotteurs Américains (Bamford et
al, 2014). Ces spécificités de races doivent étre considérées lors de I'établissement des
modeles expérimentaux chez I'équin. Les poneys présentent certes I'avantage d’étre plus
faciles de manipulation du fait de leur petite taille, mais la question se pose de
I’extrapolation des données obtenues dans ce modele a d’autres races.

En termes de pratique du transfert embryonnaire dans l'espéce équine, les
différences métaboliques et endocrines entre les races méritent d’étre prises en compte
dans le choix de la receveuse lors du transfert d’embryon. Ainsi, les poulains de race selle
nés de porteuses de race poney (lot S-P) ont non seulement été confrontés a un espace
utérin restreint, mais aussi a un environnement riche en glucose, les données de la
littérature s’accordant sur la faible sensibilité a I'insuline des ponettes adultes (Jeffcott et al,
1986; Rijnen et van der Kolk, 2003; Bamford et al, 2014). Notre modele de transferts
d'embryons montre aussi l'importance de la taille de la receveuse sur la croissance du
poulain et alerte les personnels impliqués dans la pratique du transfert d’embryons, dans le
sens ou le choix de la receveuse est une composante essentielle de la santé du futur poulain.
La sélection d’une receveuse de conformation proche de celle de la donneuse n’est pas une
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nouveauté, I'impact de la taille de la jument sur la croissance post-natale du poulain ayant
été démontré par des croisements inter-races des 1938 (Walton et Hammond, 1938). Ce
facteur de sélection de la receveuse est particulierement essentiel lorsque les stud-books
n’approuvent les animaux que s’ils répondent a des criteres précis de taille au garrot.

Le modele de transferts d’embryons inter-races, en validant le concept de
programmation développementale chez le cheval au moins jusqu’a I’age de 18 mois, ouvre la
porte a3 de nombreuses questions, car de nombreux parametres de l’environnement
maternel sont susceptibles d’étre modulés par 'Homme au sein des élevages et ainsi de
modifier le phénotype post-natal. En cela, le modele d’apport d’orge dans la ration hivernale
de la jument gravide représente un modele tres proche des préoccupations de tous les
éleveurs. L'augmentation des apports énergétiques et protéiques maternels n’a eu que peu
d’impact sur 'lhoméostasie énergétique des poulains, avec des effets transitoires limités a la
période néonatale. Méme si les effets de I'environnement maternel sur le développement
du poulain jusqu’au sevrage ont été faibles, le suivi de ces animaux continue. En effet, le
modele de transferts d’embryons inter-races a démontré qu’une évolution de la régulation
du métabolisme énergétique en cours de croissance est possible, comme le démontre la
diminution de la sensibilité a I'insuline des poulains restreints (lot S-P) de la naissance a I’dge
de 18 mois. D’autre part, les poulains issus de ce second modele seront soumis a un
challenge alimentaire au cours de leur deuxieme hiver entre 18 et 24 mois et I'étude de leurs
réponses métaboliques et endocrines permettra peut-étre de révéler une programmation
précoce de I'organisme. D’autre part, notre apport d’orge dans la ration était relativement
limité (maximum 3,5 kg par jour), alors qu’en pratique, I'apport peut aller jusqu’a 6 kg dans
certains élevages de chevaux de course, constituant une raison supplémentaire de ne pas
écarter la piste de l'alimentation de la jument gravide dans I'étiologie des anomalies de
I’'homéostasie glucidique et des perturbations de la croissance osseuse chez le poulain.

La question se pose de savoir si c'est I'apport de concentré dans la ration (et les pics
postprandiaux de glucose et d’insuline) ou I'état corporel de la jument qui joue un réle dans
les effets observés sur les poulains dans le cadre de ce modele. C'est pourquoi un troisieme
modele a été mis en place dans notre équipe, ol deux lots de juments gravides ont recu une
ration hivernale a base d’orge en quantités suffisantes pour induire un surpoids voire une
obésité d’une part et un état corporel optimal d’autre part. Dans ce modele, les deux
régimes devraient induire des pics postprandiaux de glucose et d’insuline et permettre dans
une certaine mesure de se dédouaner de cet effet. Les poulains issus de ces gestations sont
nés au printemps 2014 et font partie des travaux de thése de Mlle Robles.

Face a la prévalence élevée de |'ostéochondrose dans les populations équines, que la
sélection génétique ne parvient pas a éradiquer, I'étiologie foetale des maladies du cheval
représente pour les éleveurs un espoir de prévenir précocement l'apparition de cette
pathologie aux lourdes conséquences économiques sur la filiere des sports hippiques et
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équestres. Les données relatives au développement des lésions d’ostéochondrose
présentées dans cette thése doivent a ce jour étre manipulées avec précaution, d’'une part
car certaines informations doivent encore étre précisées (la sévérité des lésions
notamment), d’autre part car les faibles effectifs ne sont pas représentatifs de la population.
De plus, des le plus jeune age, certains marqueurs biochimiques du turnover osseux
évoluent différemment chez les poulains de races Pur-Sang, Selle Francais et Trotteur
Francais (Valette et al, 2007), ce qui rend les comparaisons encore plus ardues et il semble
gue ces margueurs ne soient que peu informatifs du statut ostéoarticulaire de I'individu. A
ce jour, les données générées dans cette thése constituent des indices tendant a valider
I’hypothése d’une origine foetale du développement des Iésions d’ostéochondrose.

Aujourd’hui, de nombreuses questions restent en suspens. Les animaux des deux
modeles étudiés n’ont pas encore tous atteint I’age adulte et leur physiologie est encore
susceptible d’évoluer, difféeremment selon les manipulations précoces dont ils ont fait
I'objet. Des aspects inexplorés dans cette thése ont aussi pu étre affectés comme le
démontrent les travaux de Allen et ses collegues (systeme cardiovasculaire, fonction cortico-
surrénalienne). Les effets de la programmation développementale apparaissent souvent
chez l'individu vieillissant ou confronté a un évenement révélateur (« second hit ») (Hanson
et al, 2011; Barouki et al, 2012). lls peuvent aussi persister dans les générations futures
(Kaati et al, 2007; Aiken et Ozanne, 2014; Li et al, 2014; Vickers, 2014), comme démontré
chez 'Homme (Pembrey et al, 2006), la souris (Dunn et Bale, 2011; Fullston et al, 2012) ou
encore le porc (Gonzalez-Bulnes et al, 2014). Ces effets peuvent étre transmis par des
altérations de la fonction de reproduction de cette premiere génération. C’est pourquoi les
testicules des poulains des deux modeles ont été prélevés au moment des castrations par
I’équipe du Dr. Bouraima-Lelong du laboratoire « (Estrogenes Reproduction Cancer » de
I'Institut de Biologie Fondamentale Appliquée (Université de Caen). Elle se concentrera sur
I’étude des récepteurs aux cestrogenes dans les testicules (Pearl et al, 2011), d’abord avec
une analyse histochimique des récepteurs aux cestrogenes ER,, ERg et GPR30 dans les
différents types cellulaires sur coupe histologique, puis avec une recherche et une
guantification des transcrits de ces récepteurs par RT-qPCR et enfin, une quantification
relative des récepteurs aux cestrogenes dans les cellules de Leydig isolées par cytométrie de
flux. En effet, les oestrogénes seraient impliqués dans la régulation de la qualité de la
semence de I'étalon. Notre équipe prévoit aussi de suivre la croissance folliculaire des
pouliches de cette premiére génération et, par la suite, la production d’'une seconde
génération pourrait étre envisagée.

Enfin, la programmation foetale passe par |'apposition de marques épigénétiques au
niveau de I'ADN et des histones (Gabory et al, 2011; Jammes et al, 2011; O'Sullivan et al,
2012; Gabory et al, 2013). Le placenta est un organe facile d'acces, jouant un réle crucial
dans la modulation des effets de ces marques. Les marques épigénétiques n'ont pas du tout
été explorées dans cette thése, faute d'outils disponibles actuellement. Dans le futur, il est
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d'abord envisagé d'utiliser une approche génomique par séquencage direct de I'ARN dans le
placenta, pour déterminer quels genes sont modifiés par les différentes manipulations de la
croissance foetale utilisées dans ces travaux. Par la suite, une approche par géne cible pour
étudier la méthylation (pyroséquencage) sera utilisée, a moins que de nouveaux outils soient
disponibles. Ces approches permettront aussi d'explorer les éventuels dimorphismes sexuels
dans la réponse a I'environnement maternel qui n'ont pas pu étre abordés dans cette these.
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4. Conclusion

Au-dela de mon propre travail, jai résumé dans cette thése |'ensemble des
connaissances actuelles relatives aux origines développementales de la santé et des
maladies (DOHaD) chez I'équin. Ce concept selon lequel la plasticité des tissus du foetus et
du poulain a des effets sur le phénotype du cheval adulte permet d’envisager des
interventions précoces, qui pourraient permettre d’améliorer la santé et pourquoi pas les
performances de cet animal athléte, comme cela a été suggéré chez 'Homme (Hanson et al,
2011; Hanson et Gluckman, 2011).

L’objectif de cette thése était dans un premier temps de valider le concept de DOHaD
chez le poulain, au-dela de la période néonatale et jusque bien aprés le sevrage, puisque les
animaux ont fait I'objet d’un suivi jusqu’a I’adge de 1 an et demi. Pour y répondre, un modele
de transferts d’embryons inter-races a été mis en place afin de restreindre ou d’augmenter
la croissance foetale. L'objectif a été atteint puisque des réponses adaptatives et évolutives a
ces manipulations précoces du développement ont été observées, en termes de croissance,
de régulation de I’'homéostasie glucidique et de perturbations de la maturation du cartilage.

Dans UN second temps, |'objectif a été d’induire une perturbation de la croissance
foetale plus proche des préoccupations actuelles d’élevage. Un modele de juments gravides
supplémentées avec un aliment concentré versus non-supplémentées a ainsi été mis en
place. A ce jour, les poulains ont fait I'objet d’un suivi jusqu’au sevrage et les faibles effets
observés sur la tolérance au glucose des nouveau-nés avaient disparu a la fin de la période
d’étude. Les données du premier modele laissent cependant entrevoir la possibilité d’une
évolution du phénotype au-dela de cet age charniére.

Ces travaux ne permettent pas de répondre a I'ampleur des questionnements liés a la
DOHaD chez I'équin. lls apportent toutefois des éléments de réponse qui, s’ils ne peuvent
aujourd’hui étre traduits en recommandations a I’éleveur, suffisent a 'alerter sur I'impact de
la gestion des poulinieres a long terme.
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Origines développementales des anomalies de I’homéostasie glucidique, de la croissance osseuse et prédisposition a
I'ostéochondrose chez le poulain

Les adaptations du feetus aux stimuli intra-utérins ont des conséquences immeédiates puis a long terme sur sa santé apres
la naissance. Chez I'équin, ce concept connu sous le nom de DOHaD (Developmental Origins of Health and Disease) a été
validé a I'aide de croisements inter-races : la taille de la jument, qui conditionne I'environnement maternel pendant la
gestation puis la lactation, a un impact crucial sur la croissance postnatale du poulain, mais aussi sur la sensibilité a
I'insuline du nouveau-né. L'ostéochondrose, pathologie du cheval en croissance, est responsable de pertes financiéres
majeures pour la filiere équine. Elle a été reliée a des anomalies de I’'homéostasie glucidique et son origine anténatale est
fortement suspectée. Dans cette thése, nous avons mesuré lI'impact de perturbations expérimentales au cours du
développement foetal sur la croissance, ’"homéostasie glucidique et la prédisposition a I'ostéochondrose du poulain
jusqu’a I'age de 1 an %. Un premier modeéle de croissance foetale augmentée versus restreinte a été obtenu par transferts
d’embryons inter-races (« poneys dans traits » versus « selles dans poneys », respectivement). L’environnement maternel
« enrichi » de la jument de trait versus restreint de la ponette s’est révélé déterminant dans la régulation de la croissance
des différents segments osseux, de I'axe thyréotrope, de la fonction des cellules B pancréatiques, de la sensibilité a
I'insuline de I'organisme et de la santé ostéoarticulaire du poulain dés la naissance et jusqu’a 1 an %. Tout en validant le
concept de DOHaD chez I’équin, ce modéle souligne le soin qui doit étre apporté a la sélection des juments receveuses
dans la pratique du transfert d’embryons. En démontrant I'ampleur des effets post-nataux programmeés in utero et
pendant la lactation, ce modeéle alerte aussi I'éleveur sur la gestion des pouliniéres et ses impacts a long terme. En ce sens,
le second modele est en adéquation avec les préoccupations d’élevage puisqu’une perturbation de I'environnement
nutritionnel du feetus a été induite en apportant un concentré (orge) dans la ration hivernale de la jument gravide versus
des fourrages uniquement. A ce jour, 'impact de cette modification anténatale sur 'homéostasie glucidique du poulain
avant sevrage semble limité a la période néonatale, tandis que sa croissance n’est pas du tout affectée. En revanche, sa
prédisposition a I'ostéochondrose a I'age de 6 mois semble étre accrue, ce qui ne permet pas de présager de la suite car le
statut ostéoarticulaire du poulain dgé de 6 mois reste susceptible d’évoluer jusqu’a 1 an %. Ces travaux devraient
permettre d’ajuster les recommandations nutritionnelles chez les pouliniéres.

Mots clefs : cheval, DOHaD, placenta, croissance, homéostasie glucidique, ostéochondrose, transfert d’embryon,
nutrition

Developmental origins of abnormalities of glucose homeostasis, of bone growth and predisposition to osteochondrosis
in foals

Fetal adaptations to intra-uterine stimuli have immediate and long term effects on the offspring’s health after birth. In
equids, this concept known as the DOHaD (Developmental Origins of Health and Disease) was validated using cross-
breeding: the mare’s size which affects the fetal environment throughout gestation and then lactation, has a critical
impact on the foal’s post-natal growth, as well as on the neonate’s sensitivity to insulin. Osteochondrosis, a pathology of
the growing horse, induces heavy financial losses in the equine industry. It has been associated to abnormalities in glucose
homeostasis and its antenatal origin is highly suspected. The present research aimed to evaluate the impact of
experimental disturbances during fetal development on growth, glucose homeostasis and predisposition to
osteochondrosis in the foal until age 1% year. Increased versus restricted fetal growth was obtained using between-breed
embryo transfers (“ponies in draft horses” versus “saddlebreds in ponies”, respectively). The lush environment of the draft
mare versus the restricted environment of the pony mare turned out to be critical in the regulation of bone growth,
thyroid hormones secretion, B-cells function, insulin sensitivity and the osteoarticular status of the foal from birth to
1% year of age. This validates the concept of the DOHaD in equids and shows that recipient mares should be carefully
selected in embryo transfer practice. By demonstrating the scope of post-natal effects which were programmed in utero
and throughout the lactating period, it also alerts the breeder about the importance of broodmare management and its
long term impacts. Thus, the second model was developed to address breeders' practices. A disturbance of the nutritional
environment of the fetus was induced by supplementing mares in late pregnancy with concentrated feed (barley). So far,
only the neonatal foal's glucose homeostasis was affected, whereas all other studied parameters, including growth, were
not affected. The foal’s predisposition to osteochondrosis, however, was increased at 6 months of age, which does not
preclude that it will affect the animals afterwards since the osteoarticular status of the 6-month-old foal will evolve
beyond weaning time. This research could help adjust nutritional recommendations to broodmares.

Keywords: horse, DOHaD, placenta, growth, glucose homeostasis, osteochondrosis, embryo transfer, nutrition
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