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INTRODUCTION

Pourquoi s'intéresser au dopage equin ?

Depuis quelques années, les médias se sont emparés du phénomene du dopage,
décrivant notamment de nombreuses affaires dans le cyclisme. Cependant, dans
le monde du cheval, méme si le dopage est peu médiatisé, il est néanmoins
présent.

En effet, au niveau des courses, il existe des enjeux financiers considérables. La
recherche permanente de la performance peut entrainer des comportements
frauduleux. Le cheval de course est un véritable athléte et sa préparation physique
similaire & un sportif de haut niveau. C'est pourquoi, au méme titre que le sportif,
son entraineur peut étre amene a utiliser des produits dopants pour aider un

cheval a se surpasser ou bien masquer une blessure.

Pour lutter contre le développement de ces méthodes frauduleuses, il existe une
réglementation bien précise et de nombreux contréles, pour tout cheval déclaré a
Fentrainement dans une éecurie de course. Une liste de catégories de substances

interdites a notamment été établie par les autorités compétentes.

Cependant, certains contrdles se sont revélés positifs alors que ['entraineur
affirmait n'avoir eu recours a aucune thérapeutique illicite. 1l s'est avéré que les
substances mises en cause, pouvaient provenir de l'alimentation: dopage que

I'on peut qualifier de non intentionnel (1).



En effet, les molécules impliquees le plus fréquemment lors de ces controles
positifs, se retrouvent dans I'alimentation pour deux raisons :
- l'aliment peut étre pollué suite a une contamination de la chafne de
fabrication ou d'un stockage inapproprié ;
- ou bien, il peut s’agir de constituants naturels de Faliment (1).
Il est difficile pour le fabricant et pour t'utilisateur de s’assurer que 'aliment est
exempt de toute substance pouvant étre considérée comme dopante.

En collaboration avec le L. A.B de Chatenay-Malabry, une étude pilote consacrée

aux contaminants alimentaires a été mise en place.

Les molécules étudiées sont les suivantes :
- la caféine
- la théobromine
- 'atropine

- la scopolamine

Cette étude expérimentale se déroule selon un protocole bien précis, sur un
effectif de chevaux réduit, afin de déterminer la dose a partir de laguelle un cheval

pourra étre contrélé positif. Le but est donc de connaitre la dose journaliere

folérable (DJT) des polluants les plus fréquemment rencontrés chez le cheval,
afin de ne pas « positiver » les contrdles réalisés.

Les expérimentations animales sont réalisées sur le site des Haras Nationaux de
Pompadour. Elles consistent a effectuer, aprés une administration par voie orale
de chacune des molécules précitées, des préléevements puis des dosages

drinaires.

La premiére partie de cette étude est consacrée a des généralités concernant le
dopage . sa réglementation et sa prévention en ce qui concerne les courses
hippiques ; la seconde partie a I'experimentation en elle-méme avec :

- en premier lieu, une étude specifique des quatre molécules choisies ;

- et en second lieu, Fanalyse expérimentale.
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PREMIERE PARTIE :
ASPECTS REGLEMENTAIRES
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ASPECTS REGLEMENTAIRES

1. INTRODUCTION

Tout d’abord, il convient de preciser les motifs qui ont conduit a prévoir une
répression de l'acte de dopage. Il faut s'intéresser non seulement au respect de la

régularité des courses, mais aussi a la protection de la santé de I'animal (2).

Un cheval doit étre apte a gagner une course par ses propres moyens, sans que
I'on ait recours a des artifices chimiques. Ceci est trés important sur le plan de
'élevage ;. la performance d'un cheval doit étre attribuable uniquement a ses
qualités intrinseques, car la sélection des futurs reproducteurs est basée
principalement sur les résultats obtenus par ce cheval au cours de sa carriére (2).

D’autre part, l'intégrité des courses doit étre respectée car il existe des enjeux
considérables au niveau du Pari Mutuel Urbain. Si les chevaux sont dopés, les

parieurs risquent d’étre dupés !

En ce qui concerne le bien-étre du cheval (welfare pour les anglo-saxons), il faut
noter qu'une substance active est toujours potentiellement toxigue.
L’administration de médicaments par des personnes non qualifiees peut donc se
révéler dangereuse pour 'animal. De plus, masquer une douleur qui est un signal

d'alarme, peut engendrer des risques importants pour le cheval.

2. QUELQUES DATES

Pourtant, depuis des temps reculés, 'homme a essaye d’accroitre artificiellement

les performances du cheval. Par exemple, des entraineurs américains utilisérent
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les premiers alcaloides en 1890. Cette pratique fut ensuite introduite en Europe
puis en France en 1901 (1).

Les premiéres mesures seront adoptees des 1903. Cependant, il est encore
difficile de dépister les fraudes compte tenu du moindre avancement de la chimie
analytique et des méthodes de détection (1).

Ce n'est qu’au début des années 50, que les premiéres analyses pour le contrdle
antidopage dnt eté mises en place au laboratoire de toxicologie de la Faculté de
Pharmacie de Paris. Celui-ci fut délocalisé a Chatenay-Malabry ol sont situés les
locaux actuels du laboratoire de la Fédération Nationale des Courses Francgaises
depuis 1973 (3).

Aujourd’hui, ce laboratoire gére plus de 25 000 prélevements par an et permet
ainsi de mieux lutter contre 'essor du dopage gréce a des méthodes de détection

trés performantes (3).

3. TEXTE DE REFERENCE

3.1. Le code des courses

l.es sociétés de courses hippigues ne sont pas des féderations agréées par le
Ministére de la Jeunesse et des Sporis mais dépendent du Ministere de
I'Agriculture.

On distingue deux sociétés :
-une pour les courses de trot . Le Cheval Frangais

-une pour les courses de galop - France Galop

II existe donc deux codes des courses dont les textes sont trés voising | aucune

distorsion ne doit apparaitre enfre eux pour qu'ils soient approuvés par le
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Ministére de 'Agriculture conformément aux dispositions de l'article 12 du décret
n°® 97-456 du 5 mai 1997.

Le code des courses (établi par le comité de France Galop) consacre son
deuxiéme titre & 'organisation des courses et au contréle de leur réguiarité.

Au niveau du chapitre X, la 2° partie porte sur le contrdle de l'absence de
substance prohibée dans le prélevement biologique effectué sur le cheval et donc
de I'absence d'administration d’un produit ou d’un traitement interdit.

--------------------------------------------------

Ces deux notions sont définies au niveau de I'article 198 du code des courses.

3.2.1.Principe général

Il est acté qu'un cheval entrainé en France ou entrainé a I'étranger et engageée
dans une course en France, « ne doit pas avoir fait 'objet de 'administration d’un
stéroide anabolisant, d'un facteur de croissance, d’une substance agissant sur
I'érythropoiése ou d’'un transporteur d'oxygene synthétique, ni receler une telle
substance dans ses tissus, fluides corporels ou excrétions ».

« Il ne doit également pas receler dans ses tissus... une autre substance prohibee
dont la présence ne peut étre justifiee par 'administration d’'un traitement prescrit

par une ordonnance ».

Il est donc autorisé d'utiliser certaines substances médicamenteuses pour soigner
un cheval a l'entrainement si celles-ci sont prescrites par un vétérinaire. Par
contre, un cheval déclare partant dans une course ne doit receler aucune
substance prohibée ou 'un de ses métabolites dans son organisme.

14



3.2.2.Les substances interdites

Une substance prohibée est une substance appartenant a 'une des catégories de
substances figurant en annexe 5 du code des courses. || s'agit des catégories

suivantes :

- substances agissant sur le systeme nerveux

- substances agissant sur le systéme cardio-vasculaire

- substances agissant sur le systéme respiratoire

- substances agissant sur le systeme digestif

- substances agissant sur le systéme urinaire

- substances agissant sur le systéme reproducteur

- substances agissant sur le systeme musculo-squelettique

- substances agissant sur le systéme hémolymphatique et sur la circulation
sanguine

- substances agissant sur le systeme immunitaire autres que celles
qui sont présentes dans les vaccins agréés

- substances agissant sur le systeme endocrinien, les sécrétions endocrines
et leurs homologues synthétiques

- substances antipyretiques, analgésiques et anti-inflammatoires

- substances cytotoxiques

- agents masquants

L'analyse des prélévements effectués ne doit pas faire apparaitre la présence
d'une substance prohibee, mais cependant il existe quelques exceptions. Il s'agit
soit de substances endogenes, soit de substances provenant de la nourriture du
cheval.

Pour certaines molécules des seuils ont étés fixés. Un prélévement ne peut alors

étre déclaré positif que si la concentration de la substance dépasse ce seuil.
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Internationalement définis par les analystes et vétérinaires officiels et fixés par les

commissaires de France Galop, les seuils ont été établis pourles substances

présentées dans les tableaux 1a et 1b qui suivent :

Tableau 1a : concenftrations autorisées pour certaines substances

endogénes
CONCENTRATION ORIGINE DE LA SUBSTANCE et
SUBSTANCES
AUTORISEE PROPRIETES
Substance endogéne
_ Glucocorticoide a activité
Hydrocortisone 1 pg/mi d'urine . . .
anabolisante, anti-inflammatoire,
euphorisante. ..
Testostérone

-pour les hongres

-pour les femelles

0,02 ug/mi d'urine
Rapport . Testostérone /
epitestostérone =12

dans f'urine

Substance endogene
Stéroide anabolisant.

Méthoxytyramine

4ug de 3-methoxytyramine
par mi d'urine

Substance endogene

Métabolite de la [évodopa utilisée pour
stimuler la production endogene
d’hormone de croissance.

Substance endogene
Présent sous forme de bicarbonates

Dioxyde de '
37 mmol/ml de plasma permettant une meilleure
carbone . . _
« élimination » de 'acide lactique
notamment.
Rapport
estrane-3p3,17a-~diol / . _
Nandrolone Substance endogene anabolisante.

5(10)estrene-3p,17a-diol =1

dans l'urine

16




Tableau 1b : concentrations autorisées pour certaines substances pouvant

provenir de I'alimentation

CONCENTRATION ORIGINE DE LA SUBSTANCE
SUBSTANCES
AUTORISEE et PROPRIETES
Alimentation naturelle
Arsenic 0,3 pg/mi d'urine Connu historiquement pour ces

proprietés toniques.

Diméthyt sulfoxide

15 pg/mi d’urine
1 pg/mi de plasma

Alimentation naturelle

Vecteur permettant une meilleure
action de certaines substances
anti-inflammatoires et possédant
lui-méme de legéres propriétés
anti-inflammatoires.

Théobromine

2 ug/ml d'urine

Alimentation industrielie
Métabolite de la caféine a
proprietes stimulantes.

Acide salicyligue

750 ug/ml d'urine
6,5 ug/ml de plasma

Alimentation naturelle

Propriétés antalgiques.

Il est précisé gue de tels seuils peuvent étre fixes pour des substances provenant

d’aliments normaux, c'est a dire de plantes traditionnellement broutées ou

récoltées, ainsi que pour des substances trouvées en trés faible quantité dans les

aliments semi-manufacturés et qui proviennent de contamination en cours de

fabrication ou de transport ou apportées comme facteurs d’appétence. Ceci est le

cas de la théobromine, en particulier.
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L'article 200 du code des courses precise les conditions dans lesquelles doivent

étre effectués ces prélévements ainsi que leur analyse.

3.3.1.les préléevements biologiques

lls peuvent étre faits a n'importe quel moment, que ce soit a 'entrainement, avant
OuU apres une course.

En principe, ce sont les chevaux vaingqueurs qui seront contrélés. Cependant, les
contréles inopinés, sur le lieu méme d'entrainement ne sont pas a exciure,

Les opeérations de prélevement sont réalisées sous la responsabilité d'un
vétérinaire agréé par ia Fédération Nationale des Courses Frangaises, a la
demande des commissaires de course.

L'entraineur ou un de ses representants doit étre present pendant le prelevement

afin de s'assurer de sa régularité.

Quelle est |a nature des preléevements ?

il est notamment procedé a des prélevements d'urine ou de sang, dans le cas ou
le cheval ne fournirait pas suffisamment d’'urine,

En effet, le vétérinaire doit recueillir suffisamment d’'urine pour partager le volume
en deux parties d’environ 60mi chacune (une pour P'expertise et l'autre pour la
contre-expertise s'il y a lieu).

Dans certains cas, il est également possible de prélever de la sueur, de la salive,
ou encore des crins. Cependant, ces milieux biologiques ne permettent pas un
contréle aussi efficace que l'urine, plus riche.

Le vétérinaire doit ensuite conditionner les deux prélevements dans le flaconnage
prevu a cet effet, les identifier individuellement a l'aide d’'un code, puis les mettre
sous scellés. L’ anonymat et Vinviolabilité doivent étre garantis.

A Tissue du prélévement, il est établi un procés-verbal qui sera signé par te
vétérinaire et 'entraineur ou son représentant.

lL.es prélévements sont acheminés dans les meilleurs délais au laboratoire de ia

Federation Nationale des Courses Francaises.
18



3.3.2.’analyse des prélévements

Elle est effectuée au L A.B de Chatenay-Malabry qui est le laboratoire de la FNCF.
Seule la premiere partie du prélevement, encore appelée flacon « A», est
analysée.

La deuxieme partie ou flacon « B » ne sera utilisée que si la premiére analyse
s'est réveélée positive. Dans ce cas, la contre-expertise devra étre réalisée dans un
autre laboratoire choisi parmi les laboratoires agréés figurant sur une liste publiée
au Bulletin Officiel des courses.

Dés que la seconde analyse débute, 'anonymat est leve et 'entraineur du cheval
concerné sera alors informé du résultat de l'analyse de la premiére partie du
prélevement.

Si ce laboratoire confirme la presence de substances prohibees, il adresse un
rapport d'analyse a la FNCF qui le transmet ensuite aux commissaires de course

avec le premier rapport d’'analyse et le procés verbal établi au préalable.

e e e e = e R e e L L L L L L T T L T T T

Elles sont mentionnées au niveau de 'article 201 du code des courses.

3.4.1.Sanctions applicables au cheval

Si l'analyse du prélevement biclogique révéle la présence d'une substance
prohibée, une enquéte est ouverte par les commissaires.

Ceux-ci peuvent interdire a P'entraineur de faire courir le cheval avant la fin de
I'enquéte et pour une durée déterminee ( 1 an minimum en cas d'utilisation de
stéroide anabolisant, facteur de croissance, substance agissant sur
I'érythropoiése, transporteur d’oxygéne synthétique).

Lorsque Tinfraction est justifiée, les commissaires doivent, s'il a couru, distancer le

cheval de la course a I'occasion de laquelle a été effectué le prélévement.
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3.4.2.8anctions applicables a I'entraineur

Les commissaires peuvent infliger, a I'entraineur du cheval contréle positif, une
amende pouvant atteindre 15 000 euros.

I's peuvent, en outre, suspendre ou retirer son autorisation d'entrainer,

4, MESURES PREVENTIVES

4.1. Les données essentielles

uuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuu

La réglementation concernant le dopage des chevaux de course est trés restrictive
et permet ainsi de limiter les tentatives de fraude.

En effet, un cheval participant a une course doit se trouver au mieux de sa forme.
Si son état de santé nécessite 'usage de substances médicamenteuses, il est
considéré comme inapte a courir,

Néanmoins, un entraineur est responsable de la bonne santé des chevaux qui lui
ont été confiés. li se doit d'apporter tous les soins nécessaires a un cheval
malade.

Des régles précises ont été établies en ce qui concerne [lutilisation des
médicaments pour soigner les chevaux a l'entrainement dans une écurie de
course.

La prévention n'est pas synonyme d'interdiction absolue mais il est indispensable
de s’entourer de cerfaines précautions. Il est important de connaitre les produits
autorisés ainsi que les principes de medication.

4.2, La médication

4.2.1.Principes a respecter

Pour un cheval déclaré a I'entrainement, I'entraineur doit pouvoir justifier, a l'aide

d'une ordonnance, I'utilisation de certaines substances interdites.
20



Cette prescription doit comporter .

- le nom du cheval ou son numero SIRE ;
- le nom du médicament ;
- la posologie et la durée du traitement ;

- les précautions a prendre avant de faire recourir le cheval.

Ces ordonnances doivent étre numérotees chronoclogiquement au fur et 8 mesure
des traitements prescrits et conservées dans un classeur pendant au moins un an.
De plus, les vétérinaires doivent renseigner les entraineurs sur les délais a
respecter avant la participation du cheval a une course. Cependant, les temps de
détection présentent des limites ; ils ne sont pas totalement fiables et sont donnés
a titre indicatif.

En cas de doute sur I'élimination d’'une substance prohibée, il est conseillé de
procéder a une analyse dite «de courtoisie » . 1l suffit de contacter le Service de
Biologie Equine de la FNCF afin d’obtenir un modéle de demande d'analyse.

Les prélévements de sang ou d'urine du cheval, ainsi que la demande ddment
remplie et les ordonnances, devront étre adressés au L.A.B a Chatenay-Malabry.
En cas de doute sur la présence éventuelle de contaminants alimentaires, le
principe est le méme, mais l'ordonnance sera remplacée par 'étiquette des

aliments.

Un resultat negatif d’analyse de dépistage ne préjuge en rien de l'application du
Code des Courses en ce qui concerne les analyses post-courses et les

conséquences d'un résultat positif de telles analyses.

4.2.2.Les substances autorisées

Il existe quelques produits qui ne contiennent pas de substances entrant dans
I'une des catégories de substances prohibées.

Il s'agit notamment de substances antiseptiques, anti-parasitaires et de vaccins.
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4.2.2.1. Les antiseptiques

Ce sont des produits tres couramment utilises pour les « premiers soins », et trés

utiles pour soigner toute sorte de plaie . Les plus connus sont présentés ci-aprés.

Principes actifs Exemple de spécialités
Benzoxonium (chiorure) ASBONAL*

chlorhexidine ACTIBOMBE*

Aluminium ALUSPRAY*

Eosine disodigue EOSINE AQUEUSE GIFRER*
Polyvidone iodé VETEDINE”

Chlorure de benzalkonium VETOTRIX*

Hypochlorite de soude SOLUTION DE DAKIN*
Mercurobutol, sulfate de lauryle et de| MERCRYL LAURYLE"
sodium

4.2.2.2. Les anti-parasitaires internes et externes

Les produits autorisés ne doivent contenir que des substances a activite
strictement anti-parasitaire (cf tableau suivant).

Indication Principes actifs Exemple de spécialites
Fenvalerate ACADREX 80~
Anti-parasitaires (pyréthrinocides)
externes lindane VETICIDE*
perméthrine STOMOXINE ANIMAL™
pyrantel STRONGID*
oxybendazole EQUIMINTHE"
Anti-parasitaires ivermectine EQUVALAN*
internes febentel RINTAL*
mébendazole TELMIN®
Citrate de pipérazine VETOPERAZINE*
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4.2.2.3. les vaccins agréés

L as vaccins concernés sont des vaccins bénéficiant d’une autorisation de mise sur
te marché pour le cheval en France.

Il s’agit de vaccing obligatoires parmi lesquels on retrouve les specialités

suivantes :

Exemples de spécialités Maladies concernées
RABISIN® rage

PNEUMEQUINE™ rhinopneumonie

GRIPIFFA* EQUIGRIP* grippe équine

EQUIFFA* grippe equine + rhinopneumonie
TETAGRIPIFFA* grippe équine + tetanos
TETAPUR* tétanos

Les vaccins ne peuvent étre délivres que sur présentation d'une ordonnance.
{.e vétérinaire doit mettre a jour le livret signalétique du cheval a chaque nouvelle

vaccination.

5. CONCLUSION

La lutte contre le dopage s'intensifie chaque jour dans le monde des courses

hippiques comme dans de nombreux sports.

L'objectif des contréles antidopage est de veiller a la régularite des courses d'une
part, et de protéger la santé de I'animal d'autre part.

De nombreuses restrictions sont imposées par la réglementation et il faut
connaitre et respecter certains principes de medication.

Malgré toutes les précautions prises par les professionnels par rapport a 'usage
des médicaments, ils peuvent étre confrontés a des accusations de dopage. Les
substances détectées sont parfois des substances pouvant provenir de
Palimentation. Les probiémes de positivité causés par ces contaminants
alimentaires au niveau du contréle antidopage sont connus depuis longtemps
mais il est intéressant d'étudier certaines molécules frequemment mises en cause.
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DEUXIEME PARTIE : .
LES CONTAMINANTS
ALIMENTAIRES
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LES CONTAMINANTS ALIMENTAIRES

1. INTRODUCTION

Les contrdles antidopage chez le cheval pourraient étre comparés a ceux
pratiqués chez les sportifs, pourtant, it existe une différence caractéristique.

Dans les deux cas, de nombreuses molécules peuvent étre détectées.

Il peut étre question de dopants majeurs ( anabolisants, hormones de croissance)
ou encore de molécules thérapeutiques ( A.LS et AILN.S, antalgiques,
anesthesiques locaux ).

Mais en ce gui concerne les chevaux, on distingue une catégorie particuliere, celle
des contaminants de 'alimentation.

Ces substances polluantes provenant de la nourriture quotidienne du chevai
posent un probléme singulier. En effet, elles provoquent la positivité des
prélévements effectués lors des controles, a l'insu de Pentraineur (2).

L’étude des molécules les plus frequemment rencontrées permet de mieux

comprendre leur réle par rapport au contréle antidopage.

2. ALIMENTATION DU CHEVAL

e cheval est un herbivore monogastrique.

L'herbe constitue Faliment naturel du cheval mais il n’est pas suffisant notamment
pour un cheval qui doit fournir des efforts physiques quotidiennement.

Un cheval de course a I'entrainement doit recevoir une nourriture appropriée et qui
permet de couvrir correctement ses besoins énergétiques.

Les rations sont distribuées en trois repas principaux par jour et il faut adapter leur

contenu en fonction de 'activité de 'animal (4).
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2.2. les aliments traditionnels

B Rl E R I I e b e g e el e )

2.2.1. les fourrages

lls sont essentiellement constitués par le foin et la paille.

Pour obtenir le foin, il suffit de faucher une prairie. Sa composition varie donc en
fonction des herbes qui poussent sur cette prairie. On note en général, une
predominance de graminées (poacées), mais on ne peut pas connaitre la
constitution exacte du foin recolté.

Cependant, il existe des prairies artificielles gui sont ensemencées de fagon a
obtenir un mélange de plantes calcule, ou encore pour recueillir une espéce
unigue comme la luzerne par exemple(5).

Le foin est un aliment fondamental pour le cheval car il lui apporte non seulement
des elements nutritifs, mais il sert aussi de lest car ses fibres cellulosigues sont
facilement digestibles (6).

La paille, au contraire, est peu digestible et ralentit le transit intestinal (8). Les
pailles les plus utilisées sont celles d’avoine et de blé. Bien qu'elles représentent
un certain volume alimentaire, elles composent avant tout la litiere de 'animal (5).

Les fourrages constituent la base de la ration alimentaire mais toutefois, un cheval
en activité doit obligatoirement consommer des aliments concentrés en énergie en

complément du foin et de la paille (8).

2.2.2.les grains

2221. l'avoine

C'est le grain le mieux équilibre, il est energétique mais avant tout excitant.

Il peut étre donné entier ou aplati pour permettre une meilleure digestibilité (5).
L'avoine convient fres bien a 'alimentation du cheval de course compte tenu de
ces proprietes excitantes (B).
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2.2.2.2. les autres grains

De nombreuses graines de céréales peuvent étres employées
- l'orge occupe le second rang apreés I'avoine parmi les grains distribues
aux chevaux. Elle est plutdt utilisée pour nourrir un cheval au repos.
- le mais est le grain le plus énergétique et sert a remettre un cheval en
état.

- le blé, le seigle ou le son représentent une utilisation secondaire (5).

2.3. les aliments industriels

X L L e T e e e

Les alimenis industriels sont plus couramment appelés granulés.
Il en existe différentes sortes, distribués par diverses marques et leur composition

est trés variée. Certains sont « complets » et d'autres « complémentaires ».

En général, ils sont fabrigués a base de :
» grains de céréales ;
» fourrages déshydratés ;
» produits et sous produits de graines oléagineuses ;

> produits et sous produits de la fabrication du sucre.

Sont additionnés a ces différents éléments :
» des vitamines (A, D, E);

> des minéraux (cuivre, calcium, phosphore).

L'utilisation de ces aliments industriels garantit une alimentation riche en
protéines, glucides, matiéres grasses et cellulosiques, vitamines et minéraux (6).
Leur apport nutritionnel peut donc étre suffisant mais ils sont surtout employes en
complément de l'alimentation traditionnelle, mélangés a I'avoine par exemple (4).
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3. ETUDE DES CONTAMINANTS ALIMENTAIRES

De nombreux contrél_es antidopage effectués sur les chevaux de course ont
révele la présence de substances pouvant provenir de la contamination des
aliments (2).

Les molécules retrouvées sont principalement des alcaloides tels que Patropine, Ia
'scopo[amine, la cafeine ou la théobromine.

Il est important de bien connaitre les caractéristiques chimiques et
pharmacologiques des contaminants alimentaires ainsi que leur origine afin de

migux cerner leur réle par rapport au dopage chez le cheval,

3.1. les molécules mises en cause

.—-_—--lunnmmﬂm-nd——-—-—-——uﬂ——--——qu—-—-

Cette etude porte sur les molécules qui ont été testées au cours de
Fexperimentation et qui sont fréquemment responsables de la positivité des
préleévements réalisés lors des contréles antidopage.

Elle concermne quatre alcaloides dont deux sont tropaniques et deux purigues.

3.1.1. alcaloides tropaniques :

ATROPINE et SCOPOLAMINE

L'atropine et la scopclamine sont des alcaloides vrais a noyau tropane.

a

noyau tropane]
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3.1.1.1. L’atropine

v' Structure chimique

L'atropine est 'ester racémique de I'acide tropique et du tropanol.

Sa structure est tres proche de celle de 'nyoscyamine qui correspond a l'atropine

lévegyre (7).
‘On distingue 2 réactions d'estérification :

- tropanol + acide DL tropique - atropine (atropine racémique)

- tropanoi + acide L tropigue — hyoscyamine (atropine Iévogyre)

P
L/

v' Caractéristiques chimiques

L’atropine est une base faibie utilisée sous forme de sulfate.
Le sulfate d'atropine est une poudre cristalline blanche, inodore, trés soluble dans

I'eau, facilement soluble dans l'alcool, pratiqguement insoluble dans le chloroforme

et dans I'éther (8).

v’ Action pharmacologique

L'atropine est une substance parasympatholytique qui inhibe la fixation de
l'acétylcholine sur les récepteurs muscariniques au niveau des organes recevant

une innervation parasympathique.Cette inhicition est compétitive et réversible.
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Cet antagonisme entraine des effets sympathomimétiques au niveau des organes

concernés (7).

* au niveau cardiaque : elle induit temporairement une bradycardie puis
éleve le rythme cardiaque par suppression de l'action frénatrice du
vague ;

g niveau vasculaire ; on observe une 1égére vasoconstriction avec une
hypertension modéree |

* au niveau des fibres musculaires lisses : 'atropine induit le relachement
des fibres lisses. On observe :

- une diminution du tonus et du péristaltisme intestinal ;

- une paralysie des uretéres et une diminution de I'excrétion
de f'urine ;

- une opposition a 'action bronchoconstrictrice de
F'acetylcholine. |

*»  Au niveau des differentes sécretions : elle freine les sécrétions salivaire,
sudorale, gastrique, pancréatique, bronchigque et lacrymale ;

» Au niveau cculaire : Fatropine induit une mydriase passive, une difficulté
d'accommodation et une augmentation de la pression intra-oculaire .

De plus, l'atropine a une action au niveau central. Administrée a forte dose, elle
provogue une excitation importante alors qu'a dose faible elle a une action
sédative plus ou moins marguée (9).

Cependant, il faut noter que l'atropine agit differemment selon les especes. Le

cheval est moins sensible que 'homme (10).

v' Indications et emplois

» antispasmodique
Chez le cheval, les coliques intestinales sont une des pathologies les plus

freqguemment rencontrées. L'atropine est utilisée en thérapeutique pour son effet
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inhibiteur sur les muscles lisses dont la contracture provoque les spasmes
intestinaux responsables de ces coliques.
Exemple de specialité = ATROPINE 0,1% AGUETTANT *: la posologie est de
0,05 ml de solute injectable de sulfate d’atropine a 0,1% par kg pour les eguins
adultes (11) soit environ 25 mg d'atropine.

D'autre part, Patropine est employée comme antispasmodique bronchique en
association a des substances antitussives et fluidifiantes. Elle est indiquée dans le
traitement des affections bronchiques aigués et chroniques, en particulier
Femphyséme pulmonaire.

Exemple de spécialité = EKUPULMIL *: la posologie est de 80 g en deux prises
quotidiennes soit 86 mg d'atropine (11).

¢ Autres indications
- en anesthésie . I'atropine est indiquée pour prévenir les syncopes cardiagues et
diminuer les secrétions salivaires et bronchiques ;
- en ophtaimologie : elle est utilisée en tant que mydriatique pour faciliter 'examen
de I'ceil et pour calmer les douleurs et diminuer les sécrétions dans les affections
du globe oculaire. (10,11)
Exemple de specialité = VT doses atropine 1% *:la posologie est de 2 & 5 gouttes

de collyre selon la taille de Fanimal.

3.1.1.2. la scopolamine

v Structure chimique

La scopolamine est aussi un alcaloide dérivé du tropanol.
Elle est aussi appelée hyoscine car on croyait autrefois que la scopolamine était
I'ilsomere de I'hyoscyamine (8).
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Elle est issue de la réaction d'estérification suivante -

Scopanol + acide L tropique ~> lscoéolamir@

v' Caractéristiques chimiques
La scopolamine est une base faible qui se présente sous forme de cristaux
incolores ou blancs, peu sclubles dans I'eau, mais tres solubles dans I'alcool,
I'éther, le chloroforme ou les acides dilués (8).
Le sel habituellement employé est le bromhydrate, trés soluble dans I'eau (10).

v' Action pharmacologique
Comme latropine, cet alcaloide a des propriétés parasympathoiytiques
périphériques. Cependant, son action sur le coeur est beaucoup moins marquee et
son activite mydriatique est plus rapide, intense, mais moins durable que celle de
Fatropine (10).
Par contre, ses effets sur le systéme nerveux central sont nets. La scopotamine
déprime en particulier les aires motrices et elle est sédative, ce qui 'oppose &

Feffet excitant de 'atropine (9).

Utilisée sous forme de bromobutylate, son action parasympatholytique s'exerce en
particulier sur I'intestin et les voies urinaires ou encore sur les voies génitales (10).
Ceci explique l'absence des effets secondaires de I'atropine sur I'activité des
glandes salivaires et sudorales et sur la fonction cardio-respiratoire (11).
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v’ Indications et emplois
Aujourd’hui, la scopolamine n'est plus utilisée en médecine vetérinaire.
Chez le cheval, la scopolamine n'était utilisée qu'en tant que spasmolytique
intestinal. En effet, les dérivés synthétiques n'ont pas d’effets centraux.
Elle était donc indiquée dans le traitement des coliques ; la specialité la plus
employée était le bromure de N-buthylhyoscine : le BUSCOPAN *.
A coté de cette spécialité humaine, il existait sur le marché des médicaments
vétérinaires d'autres spéciaiités comme ENTEROGEL* (voie orale) ou
ESTOCELAN* (voie IV lente) dans lesquelles la scopolamine agissait en tant
gu’antispasmodique.
La dose active de scopolamine pour la voie orale est de 500 mg matin et soir; et
de 80 & 120 mg pour la voie intraveineuse.
Le bromure de N-butyl scopolamine est associé dans le premier cas a des
antibiotiques, ou dans le second cas a un analgésique {11).
Ces médicaments ont été retirés du marché pour des raisons économiques
essentiellement.

3.1.1.3. propriétés dopantes

L. 'atropine et |la scopolamine sont considérées comme des molecules dopantes car
elles intégrent au moins Fune des catégories de substances interdites par le code
des courses.
Ces molécules ne paraissent pas étre des dopants majeurs, mais elles rentrent
dans les catégories de substances agissant sur :

¢ le systeme digestif

« le systéme cardio-vasculaire

» le systéme respiratoire

+ le systeme nerveux

Quels bénéfices peut rechercher un entraineur en utilisant de telles molécules ?
Il peut employer des médicaments a base d’atropine pour soigner un cheval qui
souffre de coliques ou de troubles respiratoires. Si ce cheval participe a une
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course dans des délais moindres, il pourra étre contréié positif. L'acte de dopage
repose plus sur le fait qu'il ne respecte pas le temps de repos accordé a ce cheval
malade, que sur les bénefices apportés par la substance elle-méme.

Par contre I'administration de tels médicaments & un cheval sain va permettre a
Fanimal d'améliorer ces performances notamment par [eur action sur le systéme

respiratoire,

3.1.2.alcaloides puriques :

CAFEINE et THEOBROMINE

La caféine et la théobromine sont des bases puriques : eiles sont composées d'un
noyau purine qui résulte de l'associaticn d'un noyau pyrimidine et d'un noyau
imidazole.

Les bases puriqgues sont des alcaicides atypiques de part leur propriétés
chimiques particulieres mais elles font néanmoins partie de la classe des

alcaloides (7).

3.1.2.1. la caféine

v’ structure chimique

La caféine est un dérivé xanthique. Elle est aussi appelée 1,3,7-triméthylxanthine

Q CH,
H3C\N N
LI
o~ >N~ "N
|
CH

3

ou encore meéthylthéobromine (8).

Sa formule est la suivante ;

34



v' caractéristiques chimiques

La caféine se présente sous la forme d'une poudre cristalline blanche de saveur
ameére. Elle est assez soluble dans 'eau, facilement soluble dans le chioroforme et
I'eau bouillante (8).

C’est une base faible a caractére amphotere (10).

v action pharmacologique

Les bases xanthigues inhibent I'activité des phosphodiestérases et engendrent
ainsi l'augmentation du taux d’AMPc (3'5’ Adénosine monophosphate cyclique).
Ainsi, la caféine a un effet antagoniste sur les récepteurs membranaires de
I'adénosine, nucléotide neuromodulateur du systéme nerveux centrai (12).

La caféine agit principalement au niveau du systéme nerveux central et des
systemes cardio-vasculaire et respiratoire (7).

» Au niveau cortical : la caféine stimule le cortex cérébral; c'est un
psychostimulant puissant agissant notamment sur I'état d’éveil. De plus,
elle permet de diminuer ia sensation de fatigue.

» Au niveau bulbaire : elle a une action sur les cenires bulbaires vagal,
vasomoteur et respiratoires. Ceci se fraduit pardes propriétés
analeptiques cardio-respiratoires.

La caféine provoque :
> Une augmentation du rythme et du débit cardiaque par action
chronotrope et inotrope positive et une légére vasodilatation
péripherique;
> un effet diurétique par action sur le glomeérule rénal ;
> un relachement des fibres muscuiaires lisses, en particulier au

niveau des bronches.
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v indications et emplois
La caféine entre dans la formulation de nombreuses spécialités notamment en
associations avec des substances antalgiques comme ['aspirine, le paracétamol et
la codéine par exemple (7).
Actueilement, sur le marché, il n'y a plus de médicaments contenant de la caféine

en tant que principe actif & part entiére.

Parmi les spécialités les plus employées, on distinguait :
» la spécialité CAFEINE AGUETTANT* soluté injectable a 25 % indiguée
comme  stimulant de lactivité nerveuse et dans le traitement des

défaillances cardiaques et respiratoires (9).

3.1.2.2. la théobromine

v’ structure chimique

La théobromine est aussi un dérivé xanthique. Elle est encore nommee 3,7-

diméthytxanthine (8).

Sa formule est la suivante : 0
CH3
H /
\N N
LA
® rlq N
CH,

khéobromine

v' caractéristiques chimiques
Elle se présente sous forme de cristaux anhydres blancs, amers, presque
insolubles dans l'eau, le benzéne, mais soluble dans le chloroforme bouillant et
'eau de chaux (8).

Tout comme la caféine, c'est une base faible a caractere amphotere {10).
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v action pharmacofogique

La théobromine est un métabolite de la caféine (obtenu par déméthylation). Ses
effets sont analogues a ceux de la caféine ; elle stimule le cortex cérébral et les
centres bulbaire, vasomoteur et cardio-respiratoire (9). Cependant, son action sur
la diurése est nettement plus marquee. Sa puissante action diurgtique est due a

Ifrritation gqu'elle provoque sur les epithéliums renaux (8).

v emplois
il n'existe plus de spécialités a base de théobromine mais son emploi est possible
sous forme de poudre associée a du lactose.
Administrée par voie orale, elle est utilisée en tant que diurétique afin de traiter
l'insuffisance rénale {surtout chez le chien) {(10).

3.1.2.3. propriétés dopantes

Les bases xanthigues possedent des proprietés dopantes. En effet, ses
substances font partie de la liste des substances prohibées par leur action sur les

systemes nerveux, cardio-vasculaire, respiratoire et urinaire.

La caféine en particulier, est fréquemment employée pour ses propriétés
stimulantes du systéme nerveux central. C'est un excitant puissant qui permet

incontestablement d’'améliorer les performances des chevaux de courses.

La théobromine par contre n'apparait pas comme un dopant majeur : ses effets
sur le systeme nerveux central sont peu marqués, mais elle est intéressante en

tant que métabolite car elle peut étre le reflet d’'une administration de caféine (13).

3.2. origine de la contamination_alimentaire
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3.2.1. quels aliments suspectés ?

L.es chevaux étant des herbivores, il est évident que les molécules responsables

de la positivité des prélevements ont une origine végétale.
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Les chevaux peuvent donc absorber ces polluants directement en mangeant des

fourrages composés de plantes séchées non sélectionnées; ou bien par
lintermédiaire des aliments industriels.

En effet, ces aliments semi-manufacturés représentent la premiére source de
contamination si 'on se réfere aux enquétes menées a posteriori en cas de
prélévement positif (1,2).

lls sont suspectés en priorite car |la présence de contaminants peut non seulement
provenir des matiéres premiéres en elles-méme, mais aussi d'un mauvais
nettoyage de la chaine de fabrication.

Dans tous les cas, il est nécessaire de procéder & des analyses de |'alimentation
pour déterminer la cause de contamination. Un exemple sera developpe dans la

troisiéme partie concernant l'expérimentation réalisée en collaboration avec le
C.N.E.F(Club de Nutrition Equine Francais).

3.2.2. quelles plantes ?

Il existe de nombreuses plantes contenant les alcaloides mis en cause

- atropine et la scopolamine sont notamment présentes dans les plantes
de la famille des solanacées ;

- la caféine et la théobromine quant a elles, proviennent essentiellement de
plantes appartenant a différentes families telles que les sterculiacées, les

rubiacées ou encore les théacées.

3.2.2.1. plantes contenant de [latropine et de la
scopolamine
> famille des solanacées

En France, cette famille est representée par 3 principales espéces .

¢ Atropa belladona , la belladone

+ Datura stramonium, le datura officinal ou stramoine

s Hyocyamus niger, la jusquiame noire
Ces trois espéces sont des plantes herbaceées a feuilles alternes, simples, non

stipulées.
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La belladone est une plante a tige dressée (1a1.5 m) qui croit dans les clairiéres
et les décombres, de préférence en terrain calcaire.
Le datura est une espece abondante en Europe de 0.8 a 1.2 m de hauteur qui
affectionne les terrains incultes et les bords des chemins.
La jusquiame noire est elle aussi assez abondante en Europe. Elle pousse sur des
sols sablonneux @ terrains vagues, talus et décombres.
Les fleurs pentaméres ont un calice gamosepale persistant, des &tamines
insérées sur le tube de la coroile, un gynecée a deux carpelles.
Les fruits varient selon 'espece :
- le fruit de la belladone est une baie noire ; ,
- celui du datura est une capsule tétraloculaire a dehiscence muitiple ;
- celui de la jusquiame est une capsule bilocuiaire s'ouvrant par un
couvercle (une pyxide).

Tous les organes de ces solanacées indigenes renferment des alcaloides (7).

v’ Teneur en alcaloides tropaniques :

plante |Teneur en alcaloides | Atropine / hyoscyamine | Scopolamine

belladone 0,3a086% 903295 % 2%
datura 0,2a05% 65 % 35 %
jusquiame 0,042015% 75 % 25 %

La présence des alcaloides confere a ces solanacées leur toxicité. En effet, ces
plantes font partie des especes toxigues car elles peuvent occasionner des
symptémes nerveux aux chevaux qui en mangeraient. |l faut noter que les
intoxications végétales sont rares chez le cheval qui évite de consommer les

végétaux toxiques pour lui (5).
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Cependant, il est possible de retrouver ces plantes dans des fourrages de qualité
moindre. Le cheval nourri avec de tels fourrages pourrait alors étre positif lors d’un
contrGle antidopage. Dans ce cas, la pollution alimentaire est dite naturelle.

3.2.2.2 plantes contenant des bases puriques

.

» famille des rubiacées

Coffea sp, les caféiers sont de petits arbres originaires des zones montagneuses
du sud-ouest de I'Ethiopie puis acclimates dans différentes contrées chaudes du
globe comme les Antilies et le Brésil principalement.

Ces arbrisseaux présentent des feuilles entieres, persistantes et [uisantes. Les
fleurs sont blanches et odorantes, regroupées en verticilles a P'aisselle des feuilles.
Le fruit est une drupe verte, devenant rouge a maturité et renfermant deux
graines. Celles-ci sont plus connues sous le nom de « café ». Ce café « en grain »
est obtenu a partir du cafe « en cerise » qui devra étre dépulpé puis débarrassé
de son endocarpe (dépulpage puis déparchage).

l.e grain de café contient environ 2% de caféine mais la teneur peut varier selon

les espéces (7).

» Famille des théacées
Camellia sinensis, le théier est un arbrisseau originaire des foréts asiatiques
pluvieuses. Il est actuellement cultivé en inde et en Chine par exemple mais aussi
sur le continent africain.
La cafeine est présente dans les feuilles du théier qui sont des feuilles
persistantes, molles et duveteuses lorsqu’elles sont jeunes et presque glabres
lorsqu’elles sont agees (7).

» Famille des sterculiacées
Deux especes de cette famille sont a retenir :
o Theobroma cacao, le cacaoyer
Petit arbre des foréts d’Amérique centrale tropicale et des foréts équatoriales
d’Amérigue du sud, il est aujourd’hui cultivé, principalement en Afrigue de I'ouest

et en Amérigue du sud.
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|.e cacaoyer est caractérisé par I'insertion directe de ses fleurs sur le tronc et les
branches.

Le fruit est appelé cabosse: c'est un fruit trés volumineux, fusiforme, a paroi
coriace de couleur jaune a rouge. Il renferme vingt a quarante graines, les feves,
recouvertes d'une pulpe blanche. Ces feves, a I'état frais sont inodores, trés
ameéres et devront étre travaillées afin d’obtenir une certaine valeur gustative et
permettre la fabrication du chocolat. Elles contiennent majoritairement de la
théobromine mais aussi de la caféine.

Cependant, la theobromine existe aussi dans les coques de la graine dénommées

cosses de cacao (7).

o Cola sp., les kolatiers
Les kolatiers sont des arbres de moyenne grandeur croissant dans les zones
équatoriales de 'Afrique de 'ouest.
Le fruit se compose de follicules ouverts, regroupés en eétoile, et qui contiennent
cing a dix graines chacun. Les graines recouvertes d'un tégument pulpeux, aussi
appelées noix de cola, renferment principalement de la caféine (7).

» aufres plantes
o llex paraguariensis, le maté
Le maté est un arbre de la famille des Aquifoliaceées, originaire d’Amérique du sud,

et dont les feuilles contiennent de la caféine (7).

o Paullinia cupana, le guarana
Cette plante grimpante est cultivée en Amazonie. Elle porte de petits fruits de
couleur rouge vif dont les graines sont utilisées pour leurs proprietés tonifiantes
dues a la présence de caféine (7).
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v' Teneur en alcaloides puriques

Plantes |Teneur en caféine| Teneur en théobromine
Caféier 0623 %

Théier 2a4%

Cacaoyer 0,05a20,3% 143 %
Kolatier environ 2,5 % traces

Les végétaux cités ci-dessus ne sont pas des végétaux indigénes et ne peuvent
pas entrer dans la composition de fourrages étant donne que ce sont des
arbustes. lls ne représentent donc pas une source de contamination alimentaire
naturelle (1).

Les aliments contaminés par les bases xanthiques ne peuvent étre que des
aliments élaborés par 'industrie.

Parmi ces plantes, seul le cacaoyer peut étre directement désigné comme polluant
alimentaire. En effet, dés 1915, pendant la premiére guerre mondiale, les cosses
de cacao ont été employées pour remplacer une partie de {avoine dans
Ialimentation des chevaux (8). Non seulement, elles constituent un apport
calorique intéressant mais elles permettent aussi d’ameéliorer le golt des aliments.
Aujourd'hui, l'industrie utilise les cosses de cacao comme facteur d'appétence et
des aliments en contenant ont déja été mis en cause dans des cas de contrbles

positifs a la caféine.
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4. CONCLUSION

Le risque de pollution des fourrages ou des aliments industriels est bien réel, tout
comme le risque de retrouver par la suite des molécules dopantes au niveau des
prélévements urinaires.

Les substances choisies pour notre étude ne devraient pas occasionner d'offense
majeure pour les chevaux, si elles sont administrées a faible dose. C’est pourquoi,
lidée de déterminer les doses journalieres tolérables pour ces molécules, va
permetire de prendre en compte le fait que la qualite et I'innocuité des aliments est

difficilement maitrisable.
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TROISIEME PARTIE :
ETUDE EXPERIMENTALE
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ETUDE EXPERIMENTALE

1. INTRODUCTION

Constatant une augmentation des cas positifs relatifs a une contamination de la
nourriture des chevaux controlés, une étude pilote est mise en place par le
laboratoire de la Fédération Nationale des Courses Frangaises ( L.A.B ).

L'objectif de cette elude consacree aux contaminants alimentaires est de
déterminer les concentrations urinaires de certaines molécules, en fonction des
doses administrées dans Palimentation du cheval.

Ces doses calculées par rapport aux données expérimentales fournies par la

littérature.

Au cours de cette expérimentation, quatre molécules seront testées. Il s’agit des
alcaloides étudiés dans la deuxieme partie : 'atropine, la scopolamine, la caféine
et la théobromine.

Des échantillons urinaires seront recueillis puis analysés au L.A.B a Chatenay-
Malabry. Dans ce laboratoire, sont réalisés tous les contrbies antidopage
concernant les courses de chevaux en France. Les méthodes d’analyse utilisées
lors de l'expérimentation seront identiques a celles employées pour e contréle
antidopage chez le cheval. C'est pourquoi, il faudra s’intéresser de prés aux
aspects technigues et analytiques de ces méthodes.

2. PRESENTATION DE L'ETUDE PILOTE

Cette étude consacrée aux contaminants alimentaires est bien une étude pilote

car personne n'avait entrepris aucun travail expérimental jusqu’alors.
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Malgré tous les désagréments causes par ces dopants spécifiques a l'espece
équine, il n'y a que tres peu données et de publications concernant le role de ces
contaminants alimentaires. Cette expérimentation pionniére suit néanmoins un
protocole expérimental précis afin d’opeérer de fagon cohérente.

Le principal objectif de cette expérimentation est de ne plus retrouver dans les
urines, de substances ayant une activité pharmacologique dopante mais pouvant
étre d'origine alimentaire.

En effet, comme nous l'avons vu précedemment, la contamination des aliments
peut avoir des sources diverses et seuls des contrbles de qualité trés stricts
pourraient certifier que la nourriture n’est pas poliuée.

Il est donc nécessaire d’aborder le probleme autrement, en déterminant les doses
journalieres tolérables (DJT) pour I'atropine, la scopolamine, la caféine et la

théobromine afin d'éliminer le risque de positivité lors des contrdles antidopage.

———————————————————————————

2.2.1.mise en place de '’expérimentation

L’expérimentation animale s'est déroulée au Haras National de Pompadour et plus
précisement aux écuries du Chateau.
Les tests ont été realisés sur huit chevaux de sexe et d’age indifferents.

2.2.2 nourriture et supplémentation

222.2.1. nourriture

Les chevaux utilisés pour 'expérimentation doivent étre nourris a l'aide d’aliments
testés négativement par le laboratoire avec les méthodes de screening
habituelles.

Cette nourriture ne comportant aucune trace de I'une des quatre molecules, est

donnée aux chevaux au moins trois jours avant le début de 'expérimentation.
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2222 supplémentation

L'atropine, la scopolamine, la caféine et la théobromine sont administrées aux
chevaux sous forme de gélules mélangées a 'alimentation.

Pour chaque motlecule, on distingue une dose forte et une dose faible.

Le protocole d’administration est présenté dans le tableau suivant :

CHEVAUX MOLECULE ET DOSAGE
Cheval 1 Caféine faible
Cheval 2 Caféine forte
Cheval 3 Théobromine faible
Cheval 4 Théobromine forte
Cheval 5 Scopolamine faible
Cheval 6 Scopolamine forte
Cheval 7 Atropine faible
Cheval 8 Atropine forte

Chaque cheval est supplémenté par deux geélules par jour réparties en deux
prises, le matin et le soir.

La duree du traitement est de sept jours.

Le premier jour de l'expérimentation correspond a J 0; le second & J+1; le

troisiéme a J+2 ... le dernier & J+46.

2.2.3.prélévements urinaires

Le prélévement d'urine est une étape délicate car les chevaux ne sont pas
toujours cooperants. En effet, un cheval urine de préférence dans un box propre,
bien paille et au calme.

Toutefois, les chevaux ont 'habitude d’uriner spontanément aprés un effort et c’est
pourquotl les prélevements sont réalises le matin au retour du travail.

La pratique de ce prélévement exige beaucoup de patience et de savoir faire, ainsi

qu'une bonne connaissance de 'animal.
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2.2.3.1. matériel et méthode

L'urine est recueillie a 'aide d’un matériel adapté fourni par le L.AB. Il s’agit d’'un
récipient en matiére plastique a usage unique auquel s’adapte un long manche en
bois. Un recipient est place devant chaque box afin d'étre opérationnel dés que le
cheval rentre du travail.

Pour faciliter le déroulement de I'expérimentation, les chevaux sortent deux par
deux. Des leur retour, une personne se place discrétement a l'intérieur du boxe et
attend la miction. Le récipient est placé délicatement sous le jet d’urine afin de ne

pas perturber le cheval et de recueillir un volume suffisant.

2.2.3.2 conditionnement et stockage

Les prélevements doivent étre réalisés dans le méme timing tout au long de
'essai.
On procéde de la fagon suivante .

o prelevement témoin & J —1

o prélévement a J+4

o prelevement a J+6

Au total, on pratique frois prélevements par cheval d'un volume de 100 mi

environ.

Une fois le prelevement terminé, lurine est transférée dans un flacon
préalablement étiqueté.
L’étiquette comporte :

» le numeéro du cheval

» le nom de la molecule et son dosage

» e jour du prélévement

Chagque flacon clairement identifié est conservé a + 4 °C,
Les 24 prélevements sont envoyés au laboratoire dés la fin de I'expérimentation

animale pour étre analysés.
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Cette derniere phase de 'expérimentation se déroule au laboratoire de la FNCF.
Lidentification et le dosage des molécules a partir des échantillons urinaires se
fait essentiellement par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrometrie de masse (GC/MS).

Nous rappelons dans cette partie le principe de cette méthode, puis nous
détaillerons les conditions d’analyse relatives a notre étude expérimentale.

2.3.1. principe général

2.3.1.1. phase d’extraction

Cette methode de recherche nécessite une phase d'extraction préalable adaptée
aux proprieétés physico-chimiques de chaque molécule (2).

['extraction consiste a faire passer le compose a extraire de la phase aqueuse ou
il se trouve initialement présent (urine) vers une phase organique (solvant
d'extraction). Pour cela, le pH de la phase aqueuse est modifié de maniére a
rendre prédominante la forme non ionisée de la substance que I'on désire isoler.
Ainsi les acides faibles seront extraits apres acidification, alors que les bases
faibles subiront une extraction en milieu basique (1).

Les extraits ainsi obtenus sont ensuite soumis & une chromatographie séparative.

2.3.1.2. principe de fa GC/MS

v La chromatographie en phase gazeuse

La CPG est une meéthode de séparation basée sur la distribution entre deux
phases de composes d'un mélange volatil. La phase mobile est gazeuse et la
phase fixe ou stationnaire peut étre liquide ou solide.

Les composés qui ne sont pas naturellement a I'état gazeux sont rendus volatils

par élevation de tempeérature afin d’étre analysés par CPG (13).

49



Pour la CPG, l'appareillage est constitué de plusieurs éléments :
» |a source de gaz
» |a chambre d'injection

v |e four dans lequel se frouve la colonne.

Le gaz vecteur ou éluant est un gaz trés pur sous pression ; le choix du gaz
vecteur dépend de la nature de I'échantillon et du détecteur.

La chambre d’injection doit provoquer la volatilisation instantanée de I'échantillon
introduit et assurer un melange hcmogéne avec le gaz vecteur.

Le four porte les colonnes de chromatographie a la temperature desirée. Ces
colonnes sont des colonnes capillaires constituées d'un long tube creux dont les
parois de silice sont recouvertes d'un film de phase stationnaire. La polarité de
cette phase doit étre proche de celles des molécules a chromatographier (13).

v' La spectrométrie de masse

La spectrometrie de masse est une méthode d’analyse trés specifique permettant
d’identifier une molécule par 'étude de son spectre de masse.

Le spectrometre de masse est un appareil qui crée des ions a partir de
'échantillon a analyser et sépare ses derniers suivant le rapport m/z (masse /

charge de l'ion).

L'appareillage comprend :
* yne source d'ions
» un analyseur de masse

= un détecteur et une interface électronique informatigue.

Les molécules sont ionisées en mode impact électronique, analysees puis
détectées. Le détecteur est un multiplicateur d'électrons constitué d'une chaine de
dynodes. A la sortig, le signal est amplifié puis mesuré par un systéme numérique

d'acquisition des données et de traitement des informations par ordinateur.
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L'acquisition des données se fait en mode « frill scan ». Cette méthode permet de
superposer au courant ionique total, le profil d'un ion dont on veut plus

particuliérement suivre la détection (13).

2.3.2. méthodes et conditions d’analyse relatives a

'expérimentation

Des leur réception au laboratoire d'analyse de Chéatenay-Malabry, les
prelevements urinaires vont étre enregistrés sous un numéro de référence
laboratoire. lls sont ensuite placés en chambre froide en attendant d'étre analysés.

2.3.2.1. recherche de fa caféine et de la théobromine

Cette recherche qualitative se déroule en deux étapes :
- extraction alcaline de 'echantilion
- analyse de 'extrait par chromatographie gazeuse couplée a la

spectrometrie de masse.

Préparation et mise a pH de 'urine

Apres avoir prélever une prise d'essai de 8 mi d'urine, il suffit d'ajouter I'étalon
interne (diazépam}), 4 ml d'eau déminéralisée et 500 mg de sulfate d'ammonium.
Ensuite, on ajuste le pH de 'urine entre 9,4 et 9,8 avec de 'ammoniaque et on

centrifuge.

Extraction sur cartouche Bond Elut C18 HF

La premiere étape de I'extraction repose sur le conditionnement de la cartouche
par passage successif de methanol et d’'eau avant de charger de P'urine préparée.
La cartouche étant chargée, on la rince successivement par de P'eau et de
I'hexane. Entre les deux rincages, on séche la cartouche.

L'élution se fait par du chloroforme. Aprés avoir recueilli I'éluat, on procéde a

levaporation du solvant. L'extrait sec est repris dans 50 yl d’acetate d'éthyle.
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Analyse par GC / MS

v matériel

L'analyse par GC / MS est faite a 'aide d'un chromatographe HP 5890 avec une
colonne capillaire Alitech AT 35 couplée a un spectromeétre de masse HP 5971,
L'injecteur est de type HP 7673.

v' Conditions de chromatographie

Parameétres chromatographiques

(Gaz vecteur
Longueur de colonne
Diamétre intérieur

Epaisseur du film

Pression en téte de colonne

Temperature de l'injecteur

Paramétres d’'injection

Helium
30m
0.25 mm
0.25 um
13 psi
280 °C
1t en mode splitless

45 sec

programme de température

Température initiale (°C) | Température finale (°C) | Rampe (°C/min) | Durée (min)
80 60 0 0.5
60 200 22
200 270 10
270 305 30 6
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v’ paramétres d’acquisition :

Mode d’acquisition Impact electronique en scan
Balayage 2.5 scan/ sec
Temperature interface GC / MS 295 °C
Gamme de masse 40 & 500 uma
2.3.2.2. recherche de I'atropine et de la scopolamine

Cette recherche qualitative se déroule en quatre étapes :

]

hydrolyse

extraction sur carfouche

dérivation

analyse par chromatographie gazeuse couplée a la spectromeétrie de
masse.

Hydrolyse

Tout d’abord, on préléve une prise d’'essai de 5 mi a laguelle on ajoute I'étalon
interne (atropine-d3). Ensuite, le pH est ajuste a 6.4 (+/- 0.2) a l'aide d'1 ml de
tampon phosphate pH 6.5 1M,

L'urine ainsi préparée va subir I'action de deux enzymes : la B-glucuronidase et la
protéase. On incube a I'étuve, une heure a 55 °C puis on centrifuge. On récupére
3.6 ml de surnageant auxquels on ajoute 1 ml de tampon phosphate pH 6.0 1M.
Le pH est ajusté a2 5.9 avec de I'acide acétique.

Extraction sur carfouche

Une cartouche de type Worldwide Monitoring ( ref : CSDAU 503) est conditionnée
par passage d'eau, de methanol et de tampon phosphate pH6.0 1M,

On fait ensuite passé I'échantillon d'urine hydrolysé et mis & pH sur la cartouche.
Celle-ci est rincée successivement par de l'acide acétique 1M et du méthanol.
Entre les deux ringages, on séche la cartouche.
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L'élution se fait par 8 ml du melange dichlorométhane / isopropanol /

ammoniaque. On évapore I'éluat sous courant d’azote a 55 °C.

Dérivation pour analyse par GC/MS

En ce qui concerne 'analyse de l'atropine et de la scopolamine, il est nécessaire
de réaliser une dérivation afin de pouvoir bien fixer les molécules.

Pour cela, 'extrait sec est repris par du dichloromethane que 'on va ensuite
évaporer a 45 °C au bioc chauffant pendant 12 heures. Au résidu bien sec, on
ajoute 50 pl d'un meélange toluéne anhydre / MSTFA (70/30). L'échantillon est
alors placeé une heure au bloc chauffant a 45 °C.

Analyse par GC/MS

L'analyse par GC / MS se fait & l'aide d’'un chromatographe HP 5890 série !l
équipé d'une colonne capillaire HP-5MS couplé a un spectrométre de masse HP
MSD 5972, L'injecteur est de type HP 7873 piloté par PC équipé du logiciel HP
ChemStation.

v conditions de chromatographie

paramétres chromatographiques

Gaz vecteur Hélium
tongueur de colonne 25m
Diametre intérieur 0.2 mm
Epaisseur du film 0.33 um
Pression en téte de colonne 11.5 psi
Température de l'injecteur 275 °C
Parametres d’injection 2 ul en mode splitless
45 sec
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programme de température

Température initiale (°C) | Temperature finale (°C) | Rampe ( °C/min) | Durée (min)
80 80 0.5
80 200 18
200 305
305 305 0 5
v paramétres d’acquisition
Mode d'acguisition Impact electronique en scan
Balayage 1.3 scan / seconde
Température de I'interface GC / MS 285°C
Gamme de masse 50 & 600 uma

2.3.3. limites de détection

Il est important de préciser quelles sont les limites de détection des méthodes du

LA.B car elles seront nécessaires au calcul des doses a administrer lors de

Fexpérimentation.

Les LOD ( limit of detection) pour chacune des molécules sont les suivantes :

MOLECULE

LOD méthode

Atropine

10 ng/mi

Scopolamine

10 ng/mi

Caféine

30 ng/mli

Théobhromine

2 ug/ml
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3. ANALYSE DES ALIMENTS

-------------------------------

Les chevaux utilisés pour 'expérimentation recoivent trois repas par jour et une
ration de foin matin et soir.
Deux types d’aliments composent les principaux repas :

» un mélange d'orge et d'avoine concassées

» des granulés fabrigués industriellement par [I'établissement Correze

aliments.

Moment du repas | Type d’aliments ( quantité en litre }

Matin Orge + avoine concassées (2 L)

Midi Orge + avoine concassées (4 L)
+ granules (1 L)

Soir Orge + avoine concassées (4 L)

--------------------------------

Les granulés sont constitués a partir des ingredients suivant .
» grains de céréales

produits et sous-produits de grains de céréales

produits et sous-produits de graines oléagineuses

A A

fourrages séchés
produits et scus-produits de ia fabrication du sucre
minéraux

Y ¥ V¥

produits cellulosiques
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3.3. contrble des aliments

----------------------------

Pour mener a bien I'expérimentation, il faut s'assurer que la nourriture regue
quotidiennement ne contient aucune trace d’atropine, de scopolamine, de caféine
ou de théobromine.

Un échantillon de chague type d'aliment (avoine, orge et granulés ) va étre envoyé

au laboratoire afin d'y étre analyseé.

3.3.1.réception et analyse des échantillons

3.3.1.1. réception et identification

Parmi les échantillons regus, seul I'aliment « cheval complet » en granulés retient
notre attention car les aliments industriels représentent la principale source de
contaminants alimentaires, comme nous 'avons vu précédemment.

Dés sa réception, un numéro d'identification est attribué a I'echantillon afin de

garantir sa tragabilité au sein du laboratoire.

3.3.1.2 analyse et résultats

Suivant les modes opératoires référencés au laboratoire, I'échantillon est analyse

pour une recherche exclusive d'atropine, scopolamine, caféine et théobromine.

Le rapport d'analyse mentionne les résultats présentés dans le tableau suivant :

ALIMENTS MOLECULES RECHERCHEES

CAFEINE : négatif
GRANULES CHEVAL THEOBROMINE : négatif
ETABLISSEMENTS CORREZE ALIMENTS | ATROPINE : positif
SCOPOLAMINE : négatif

l.'analyse révéle la présence d'atropine dans les granules.
Bien que l'atropine n'ai été retrouvée que sous forme de traces, cet aliment devra
étre modifié puis contrélé une nouvelle fois.
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3.3.2.conséquences des résultats obtenus

3.3.2.1. modification des ingrédients

Etant donné la positivité des aliments, le fabricant s’'est engagé a modifier la
composition qualitative des granulés avant de les soumetire a un nouveau

controle,
Deux ingrédients vont étre supprimes :
s la paille en granulés

» les produits mélassés

La nouvelle formule détaillée de l'aliment « cheval complet » en granulés est la

suivante :
avoine noire juzerne déshydratée
orge pulpe de betterave
mais, corn gluten tourteau de tournesol
son de blé minéraux

Ces granulés nouvellement formulés ont subi un deuxieme contrdle au L.AB et
les résultats de cette analyse sont négatifs.

Nous pouvons donc en conclure que l'atropine provenait de I'un des deux
ingrédients supprimés. L'origine exacte de la contamination n'est pas connue car
aucune recherche supplémentaire n'a été effectuée. Néanmoins, la nouvelle
formule établie par les établissements Correze aliments est bien exempte de tout

contaminant alimentaire.

3.3.2.2. conséquence par rapport a l'expérimentation

Afin de débuter 'expérimentation dans les délais prévus, les granulés Correze
aliments vont étre remplacés par des granulés deja testés négativement ; il s'agit
de 'aliment UAR « Hippo 63 ».
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4. DETERMINATION DES DOSES A ADMINISTRER

Pour déterminer les doses d'atropine, de scopolamine, de caféine et de
théobromine a administrer au cours de I'experimentation, il faut essentiellement

s'intéresser aux données pharmacocinétiques fournies par la littérature.

Ftudier la pharmacocinétique d’'une substance consiste a administrer celle-ci a un
animal, puis a la doser par des méthodes sensibles et sélectives, dans les jiquides
biologigues (1).
Dans le cadre de notre expérimentation, il faut s'intéresser au devenir des
molécules dans I'organisme du cheval aprés une administration par voie oraie.
On distingue quatre phases pharmacocinétiques :

* [absorption

o la distribution

¢ les biotransformations

o« ['élimination

4.1.1.absorption et distribution

L'absorption est définie comme le passage d'une substance dans les liquides
circulants et en particulier dans le sang.

Aprés une administration d’'une géiule par voie orale, 'absorption est précédée
d’'une phase de mise & disposition qui correspond a la libération du principe actif &
partir de sa forme galénique.

’absorption du principe actif se fait ensuite par la voie digestive.

Les substances circulant par voie sanguine sont alors distribuées dans

I'organisme avant de subir diverses transformations.
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4.1.2.métabolisme et élimination

La biotransformation d'une substance est un ensemble de reactions chimiques
ayant pour conseéquence de modifier la structure des molécules. Elle donne
naissance a de nouvelles molécules appelées métabolites de dégradation.
L'élimination d’'un composé en nature ou de son meétabolite correspond a la
libération de celui-ci dans le milieu extérieur. Elle se fait principalement par la voie
rénale. Les dosages urinaires permettent donc de connaitre la quantité de
substance eliminee.

L'atropine et la scopoiamine sont éliminées en grande partie sous forme glucuro-
conjuguée, alors que la caféine et la théobromine se retrouvent dans les urines
sous forme libre en majorite.

Le calcul des doses experimentales repose sur les données pharmacocinétiques
et dépend des limites de détection des methodes employées au laboratoire (voir
tableau p 55).

4.2.1. calcul du minimum minimorum a partir des
critéres analytiques
Le minimum minimorum correspond a la quantité de substance minimale éliminée
par voie urinaire et par jour.

it est facile de calculer le minimum minimorum en fonction de la diurese et de la
LOD. Considérant gqu'un cheval peut émettre un volume urinaire minimal _de 5

litres_par jour, on obtient les résultats suivant pour chacune des molécules :
» caféine = 30x5=150 ug/j
* théobromine = 2x5=10mg/j

* atropine et scopolamine = 10x 5=50 ug/j
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4.2.2.calculs a partir des données de la littérature

Dans un premier temps, nous cherchons a connaitre quelies sont les quantités
minimales de cafeine, théobromine, scopolamine et d’atropine qu’'un cheval peut

ingérer par jour sans dépasser les limites de détection.

4.2.2.1. caféine

Aprés une administration de 2 g de caféine, les concentrations urinaires atteignent
des niveaux de l'ordre de 15 000 ng/ml (14).

Pour ne pas dépasser 30 ng/ml cela suggére que la dose par voie orale doit étre
de l'ordre de 4000 ugfiour.

Choisissant de ne pas depasser une dose journaliere 4000 pg/jour au total et
appliquant un facteur de securité de 5, nous obtenons une DJT de 800 ug/jour
pour la caféine.

4.2.2.2. théobromine

Lorsque I'on donne des aliments contenant de la théobromine a raison de 1.2
mg/kg d'aliment pendant 4 jours, les concentrations urinaires maximales sont de
550 ng/mi (15) c'est a dire inferieures a la LOD qui est de 2 pug/ml. Considérant
gu’un cheval ingéere environ 10kg d'aliment soit 12 mgfjour de théchbromine et que
I'on veut s'approcher de la LOD, il faut multiplier la dose par 3,6.

La dose calculée de théobromine est de 43 mg/jour mais en prenant un facteur de
sécurité de 5, nous obtenons une DJT de 8.7 mgfjour.

4.2.2.3. scopolamine

Avec une dose par voie orale de 7.65 pg/kg de poids corporel, le pic des
concentrations urinaires de scopolamine a éte de 100 ng/ml (16).

En conséquence, pour ne pas dépasser la LOD de 10 ng/ml, la dose doit étre de
I'ordre de 0.765 ug/kg de poids corporel.

Avec un facteur de sécurité de 5 et pour un cheval de 500 kg, nous obtenons une
DJT de 75 pg/jour pour ia scopolamine,
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4.2.2.4. atropine

Pour une dose par voie orale de 2.33 ug/kg de poids corporel, le pic des
concentrations urinaires d'atropine a été d’environ 10 ng/ml (16) C'est a dire la
LOD.

Avec un facteur de sécurite de 5 et pour un cheval de 500 kg, nos obtenons une
DJT de 233 pgl/jour pour 'atropine.

4.2.2.5. conclusion : doses journaliéres tolérables

pour un cheval de 500 kg

Minimum minimorum | Données expérimentales
Caféine 150 ugfjour 800 ugfiour
Théobromine 10 mg/iour 8.7 mgfjour
Scopolamine 50 ugfiour 75 ugljour
Atropine 50 ugfjour 233 pg/jour

5. EXPERIMENTATIONS

5.1. introduction

o

L’étude expérimentale débute par une premiére expérimentation ol nous testons
les doses calculées précédemment. Ensuite, nous réaliserons d'autres
expérimentations en augmentant les doses administrées par paliers. Ainsi, nous
pourrons déterminer, pour chaque substance, la dose a partir de laguelle Jes

urines deviennent positives.

Dans un premier temps, nous détaillerons le déroulement de la premiere
expérimentation. Par la suite, il faudra s'intéresser aux résultats obtenus au cours

des autres études expérimentales effectuees.
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5.2.1.protocole d’administration

L'expérimentation animale se déroule sur 8 joursde J—-1aJ + 6.

|'administration des 4 molécules étudiées se fait quotidiennement a partir de J 0,

a l'aide de gelules mélangeées a la nourriture.

Les chevaux sont nourris avec des aliments UAR testés négatifs comme nous

'avons vu auparavant, trois jours avant le début de 'expérimentation.

Pour chaque substance, nous avons déterminer une dose faible et une dose forte

en fonction des résultats obtenus par le calcul.

Nous choisissons deux chevaux par molécule qui recevront chacun une gélule le

matin et une gélule a midi.

Protocole o’administration 1

molécuies matin | midi
Cheval n°1 | Caféine faible 250 pg | 250 pg
Cheval n°2 | Caféine forte 500 ug | 500 ug
Cheval n°3 ; Théobromine faible | 2.5 mg | 2.5 mg
Cheval n°4; Théobromine forte |10 mg | 10mg
Cheval n°5 | Scopolamine faible | 25 ug |25 ug
Cheval n°6 | Scopolamine forte |50 ug |50 ug
Cheval n°7 | Atropine faible 50 ug 150 ug
Cheval n°8 | Atropine forte 150 g | 150 ug
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5.2.2.résultats de Pexpérimentation 1

5.2,2.1. présentation des résultats

Les résultats obtenus lors de la premiére expérimentation sont présentés dans le
tableau suivant :

molécule  Dose journaliére | Prélevement | Résultat final
J-1 négatif
500 ug J+det)+6 négatif
Caféine J=1 négatif
1000 ug J+tdetd+6 negatif
J-1 négatif
5 mg Jtdetd+86 negatif
Théobromine J—1 negatif
20 mg J+detJ+6 négatif
J-1 négatif
100 ug J+4etd+86 négatif
Atropine J—1 négatif
300 ug J+4detl+6 negatif
J—1 négatif
50 ug J+detJ+6 négatif
Scopolamine J—1 négatif
100 g J+4et)J+6 negatif

5.2.2.2. discussion

Aprés une supplémentation pendant 7 jours avec des doses de :
> 1000 ug / jour de caféine
¥ 20 mg / jour de théobromine
> 300 pg / jour d’atropine
» 100 pg / jour de scopolamine,
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nous pouvons constater que les résultats obtenus sont tous négatifs.

l.es doses qui ont été adminisirées lors de cette expérimentation 1 sont donc trop
faibles pour que I'on décele la présence de I'une des quatre substances étudiées.
En effet, pour déterminer les DJT, Il faut savoir a partir de quelles doses les

prélevements urinaires deviennent positifs.

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

Au cours des ces deux experimentations, de nouvelles doses vont étre testées
afin de déterminer plus précisément quelles sont les doses journaliéres tolérables

pour la caféine, la théobromine, I'atropine et la scopolamine.

Les doses administrées au cours des expérimentations 2 et 3 sont trés nettement
supérieures aux doses testées lors de la premiére expérimentation.

Celles-ci sont choisies de fagon plus ou moins aléatoire en fonction des résultats
obtenus au cours des multiples contréles antidopage realisés au LAB depuis de
nombreuses annees.

5.3.1. expérimentation 2

5.3.1.1. protocole d’administration 2
cheval molécules Doses a administrer pendant 7 jours
matin midi
N°1 Caféine faible 2mg 2mg
N°2 Caféine forte 4 mg 4 mg
N°3 | Théobromine faible 22.5 mg 22.5 mg
N°4 | Théobromine forte 43 mg 43 mg
N°5 Atropine faible 2 400 ug 2 400 ug
N°6 Atropine forte 4 800 ug 4 800 ug
N°7 | Scopolamine faible 1 500 ug 1500 ug
N°8 | Scopolamine forte 3 000 ug 3 000 ug
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5.3.1.2. présentation des résultats

molécule | Dose journaliére |Prélévements| Résuitats

J-1 negatif
cafeine 4 mg Jt4detJ+6 negatif
J -1 néegatif
8 mg J+det)+6 negatif
J-1 négatif

théobromine 45 mg J+detJ+8 1,15 ug/ mi
J-1 négatif

86 mg J+detd+6 2,15 pg/ mi
J -1 negatif
atropine 4 800 ug J+detJ+86 négatif
J-1 négatif
9 600 ug J+4et)+6 négatif
J =1 négatif
scopolamine 3 000 ug J+4etJ+6 négatif
J-1 négatif
6 000 g J+detJ+6 negatif

5.3.1.3. discussion

Les prélevements urinaires réalisés a J — 1 se révelent tous négatifs et ceci
permet d'affirmer I'absence de contamination dans le processus analytique.

L'examen des résultats obtenus au cours de cette deuxiéme expérimentation
montre gue seule la théobromine a été mise en évidence lors de I'analyse des

urines.
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v Aspect qualitatif : examen du chromatogramme et du spectre de

masse pour la théobromine

L'étude du chromatogramme obtenu aprés analyse d'un échantillon des urines
d’'un cheval suppiémenté en théobromine révéle la présence d'un pic au temps de
rétention de 8,43 minutes (figure 1a).

Le spectre de masse réalisé sur le composé ainsi isolé montre la présence de
fragments de masses m/z 208, m/z 180 et m/z 109 caractéristiqgues de la
théobromine (figure 1b).

Ce résultat est en accord avec les données spectrales et chromatographiques
obtenues & partir d’un échantillon témoin supplémenté en théobromine et analysé

dans les mémes conditions.

v Aspect quantitatif

Pour une dose de 45 mg / j de théobromine, le taux urinaire est de 1,15 pyg / m!
alors que pour une dose de 86 mg /|, celui-ci est de 2,15 pg / ml. La comparaison
entre la dose faible et la dose forte montre que les résultats sont cohérents.

Pour la théobromine, il existe déja un seuil fixé a 2 pug / ml. Pour obtenir un tel taux
urinaire, la dose administrée au cheval se situerait donc autour de 80 mg / j. Donc,

pour ne pas dépasser ce seduil nous pouvons fixer une DJT de 75 mg.

D'autre part, les résultats pour la caféine, Vatropine et la scopolamine étant
négatifs, nous pouvons en conclure que les doses administrées sont encore trop
faibles pour déceler la présence de ces molécules dans les echantillons urinaires

testés.
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figure 1b . spectre de masse
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5.3.2. expérimentation 3

5.3.2.1. protocole d’administration 3
cheval molécules Doses a administrer pendant 7 jours
matin midi
N°7 Caféine faible 8 mg 8 mg
N°2 Caféine forte 20 mg 20 mg
N°5 Atropine faible 7.5 mg 7.5 mg
N°6 Atropine forte 22.5mg 22.5mg
N°7 | Scopolamine faible 7.5 mg 7.5 mg
N°8 | Scopolamine forte 15 mg 15 mg
5.3.2.2 présentation des résultats
molécule | Dose journaliére | prélévement | Résuitat final
J =1 negatif
Caféine 16 mg J+4etJ+6, 40 ng/ ml
J-1 Négatif
40 mg J+rdetd+6: 70ng/ml
J -1 négatif
Atropine 15 mg J+4etd+6; 20 ng/ ml
J -1 négatif
45 mg J+4etJ+6 969 ng/ mi
J-1 négatif
scopolamine 15 mg J+4et)+6, 88ng/ml
J-1 négatif
30 mg J+d4etJ+6] 346 ng/ ml




5.3.2.3. discussion

Pour cette troisieme expérimentation, nous pouvons observer encore une fois que
tous les prélévements urinaires réalisés a | — 1 sont négatifs. L'absence de
contamination dans le processus analytique est donc confirmée.

Par contre les résultats montrent que pour les trois molécuies, les prélévements

urinaires réalisés apres supplémentation sont positifs.

v’ Aspects qualitatifs : examen des chromatogrammes et des spectres

de masse pour la caféine, I'atropine et fa scopolamine

a) caféine
lon 194,00 (103,70 1o 104,701 8421000
16, 04
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figure 2a : chromatogramme

L'étude du chromatogramme obtenu aprés analyse d'un échantillon de 'urine d’un
cheval supplementé en caféine révele la présence d'un pic au temps de rétention

de 10,63 minutes.
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Figure 2b : Spectre de masse

Le spectre de masse réalisé sur le composé ainsi isolé montre la présence de
fragments de masses m/z 194, m/z 109 et m/z 82 caractéristique de la caféine.
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b) atropine
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figure 3a : chromatogramme

L'étude du chromatogramme correspondant a I'échantillon de Yurine d'un cheval
supplémenté en atropine révéle la présence d'un pic au temps de rétention de

14,11 minutes.
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Figure 3b : Spectre de masse

Le spectre de masse montre la présence de fragments de masses m/z 124 et m/z

361 caractéristiques de I'atropine.
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¢) scopolamine

‘Abundance lon 138.00 (137.70 to 138.70): F123521.0
15.23

7000G0
600000
500000
400000
300000
200000

106000
4

1

S S S

Time:-> 14IQJdZ§1$§91g§§1£§g14951500150515!015?5352015251530J53515401545155035551550156513?01‘?5

Abundance o T ion 154 .00 (153,70 1o 154 70): F123521 0
15.23
200000
150000
100000
50000

rrrrrrr

Time--» M701475148{)1485l4901495150015051510¥515152015251530153515401545155015551560156515?0157c

figure 4a : chromatogramme

'examen du chromatogramme correspondant a un échantilion de l'urine d'un
cheval supplémenté en scopolamine révéle la présence d’'un pic au temps de

rétention de 15,23 minutes.
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Figure 4b : Spectre de masse

Le spectre de masse réalisé sur ce composé montre la présence de fragments de
masses m/z 138 et m/z 154 caractéristiques de la scopolamine.
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v Aspects quantitatifs :

a) caféine
Apres administration d'une dose de16 mg /| de caféine, le taux urinaire obtenu est
de 40 ng / ml alors que pour une dose de 40 mg /|, le résultat est de 70 ng / ml.
Sachant que pour 8 mg/ j (cf. expérimentation 2) fa caféine n'est pas décelée
dans les urines, nous pouvons conclure que la DJT se situe entre 8 et 16 mg /

jour.

b) atropine
Au cours de ceite expérimentation, l'atropine est administrée sous forme de
poudre orale afin de rejeter 'hypothése d’une mauvaise absorption digestive. Les
gélules ont eté remplacées par la spécialité EKYPULMIL".
Les résultats obtenus aprés I'administration d'une dose de 15 mg / j d'atropine
(soit 1 cuilléres & soupe matin et soir EKYPULMIL*) donnent un taux urinaire de
20 ng / mi alors que pour une dose de 45 mg /| (soit 3 cuilleres a soupe matin et
soir) , le taux est de 969 ng / mi soit environ 1 ug / ml.
Sachant que pour 9.6 mg / j ( cf. expérimentation 2), 'atropine n'est pas décelée
dans les urines, nous pouvons admettre que la DJT se situe entre 10 et 15 mg.
L.a posologie usuelle de ce médicament étant de 2 cuilléres a soupe matin et soir,
nous pouvons donc en conclure que les taux urinaires obtenus apres une
administration d'atropine sous sa forme médicament sont plus importants gue

ceux obtenus aprés une contamination alimentaire.

¢) scopolamine

Les taux urinaires de scopolamine atteignent 88 ng /ml et 346 ng / ml pour des
doses respectives de 15 mg/jet 30 mg /.

D’aprés les résultats obtenus lors de la deuxieme expérimentation, la scopolamine
n'est pas décelée dans les urines pour une dose de 6 mg / j. Nous pouvons donc
en conclure que fa DJT se situe entre 6 et 15 mg.
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6. CONCLUSION

| 'expérimentation concernant les contaminants alimentaires s'est deroulee selon
le protocole préconisé pour cette étude, mais néanmoins il a fallu élargir notre
recherche en fonction des résuitats obtenus.

En effet, les résultats fournis par la premiére expérimentation étant tous negatifs
nous avons réalisé d’autres essais avec de nouvelles doses a tester.

Les résultats finaux obtenus au cours des expérimentations sont présentés dans

le tableau récapitulatif qui suit .

MOLECULE Estimation de la Dose Journaliére Tolérable
THEOBROMINE 75 mg

CAFEINE entre 8 et 16 mg

ATROPINE entre 10 et 15 mg
SCOPOLAMINE entre 6 et 15 mg

Pour la théobromine, nous avons fixé une DJT bien précise car pour cette
molécule, il existe officiellement un seuil urinaire autorisé de 2 ug / ml.

Pour la caféine, I'atropine et la scopolamine, nous considérons que la DJT se situe
a la limite de la positivité des prélévements. Ces résultats ne sont pas definitifs, ce
ne sont que des estimations mais représentent une avancée non négligeable par
rapport aux problémes causés par les contaminants alimentaires. De nouveaux
travaux expérimentaux réalisés sur un plus grand nombre de chevaux et
s'appuyant sur ces résultats, permettront certainement de fixer précisément une
DJT pour ces frois molécules, afin de ne pas interférer avec le contrble

antidopage.
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CONCLUSION GENERALE
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CONCLUSION GENERALE

Alors que les axes de recherche et les publications scientifiques concernant le
contréle antidopage sont plus frequemment orientés vers le genre humain, I'étude
du role des contaminants alimentaires mis en cause chez le cheval permet de

mettre en avant cette categorie « d’agents dopants » propre aux animaux.

Dans le monde des courses hippigues, de nombreux cas de dopage averé sont
dépistés chaque année. Cependant, il est possible qu’'un prélevement positif ne
soit pas forcément synonyme de fraude, notamment s'il s'agit de substances
pouvant provenir de l'alimentation.

En effet, des molécules comme l'atropine ou la scopolamine, sont des principes
actifs présents dans les plantes de la famille des solanaceées, elies-mémes tres
répandues dans nos prairies et pouvant poliuer les fourrages distribués aux
chevaux. De plus, il est établi que la cafeine et la théobromine contenues dans les
résidus de cosses de cacao entrant dans la composition de certains aliments
industriels, peuvent provoquer la positivité des prélevements.

La contamination des aliments est un phénoméne connu depuis longtemps et
méme si les cas de positivité diminuent chaque année, cest un probleme
récurrent. Au cours de notre étude expérimentale, nous avons pu le prouver un
nouvelle fois avec 'exemple des granules Corréze aliments qui contenaient de

I'atropine.

Lors d’'un contréle positif mettant en cause un éventuel contaminant alimentaire,
une enquéte est menée afin d'établir la responsabilité de 'entraineur. Celle-ci peut
étre partiellement dégagee si la preuve de la poilution de lalimentation est
apportée, mais la disqualification du cheval reste inévitable. Pour échapper a de
tels désagréments, il faut s'assurer de la qualité et de linnocuité des aliments

aupres du fabricant auguel devraient étre imposées des normes tres strictes.
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En outre, il existe une deuxieme solution qui repose sur la détermination des
Doses Journaliéres Tolérables pour ces polluants de l'alimentation. Ces DJT
permettraient de ne pas positiver les contréles antidopage.

Les travaux expérimentaux réalisés sur les quatre molécules choisies pour notre
étude fournissent des resultats interessants. Nous avons pu faire une estimation
de ta DJT pour la théobromine, ia caféine, 'atropine et la scopolamine mais

d’'autres expérimentations animales seront nécessaires.

En effet, pour cette etude pilote, nous n'avons pas tenu compte des possibles
variations individuelles. Il serait donc intéressant d’exploiter les résultats obtenus
en réalisant de nouveaux travaux sur un effectif de chevaux plus important et en
fixant des criteres de sexe et d’age par exemple.

Néanmoins, les DJT établies au cours de nos expérimentations montrent bien que
des aliments faiblement poliués ne devraient pas engendrer la positivité des
prélévements urinaires réalisés lors des contrdies antidopage.

De plus, méme si l'atropine, la scopolamine, la caféine et la théobromine restent
des substances prohibées, nous pouvons admettre, qu'administrées & faibles
doses, elles ne sont peut-étre pas susceptibles d’'influencer la performance des
chevaux par rapport a d’'autres agents dopants.

Cette étude permet donc d’entrevoir une amélioration au niveau du contrdle
antidopage en diminuant les risques de contamination des prelevements urinaires
par des substances provenant de I'alimentation. Ainsi, les contrdles, plus axés sur
la détection d’'autres molécules considérées comme des dopants majeurs, seront

d'autant plus efficaces.
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RESUME :

La premiéere partie de ce travail est consacrée aux aspects reglementaires de la
lutte contre le dopage dans le domaine des courses hippiques. Parmi les
nombreuses substances prohibées, il existe une catégorie spécifique au niveau du
contrble antidopage chez le cheval : les contaminants alimentaires. Certaines
molécules, comme l'atropine, la scopolamine, la caféine et la théobromine,
pouvant provenir de lalimentation quotidienne des chevaux, peuvent étre
détectées lors de l'analyse des prélevements urinaires réalisés dans le cadre du
contréle antidopage.

Ceci pose un réel probleme et, la seconde partie de cette étude permet de mieux
connaitre 'origine de la contamination des aliments et de bien définir le réle de
ces polluants.

Dans une troisieme partie, I'étude expérimentale mise en place par le L A.B en
collaboration avec le Haras National de Pompadour, a permis de déterminer
quelles sont les doses d'atropine, de scopolamine, de caféine et de théobromine,
administrées par voie orale, qui ne provoquent pas la positivité des urines. En
fonction des résultats obtenus au cours des différentes expérimentations, nous
avons pu établir une estimation des Doses Journalieéres Tolérables pour chacune
de ces molécules.

MOTS-CLES :

- contrdéle antidopage - caféine

- contaminants alimentaires - théobromine
- atropine - cheval

- scopolamine

JURY :

President : Monsieur le Professeur HABRIOUX

Juges : Monsieur BONNAIRE, Docteur eS Sciences pharmaceutiques
Monsieur COMBY, Maitre de conférence
Madame HYLLAIRE, Docteur en pharmacie




