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Introduction

La chirurgie du XXI° siécle développe de nouvelles techniques afin d’étre la moins invasive et
traumatisante possible pour I'organisme, avec de nombreuses recherches menées ces derniéres
années qui révolutionnent la maniére de visualiser le champ opératoire. Les procédures vidéo-
assistées (ccelioscopie, thoracoscopie, endoscopie...) en sont des exemples évidents, déja bien
implantés en médecine vétérinaire. Cependant, que cela soit en chirurgie ouverte ou en chirurgie
vidéo-assistée, le défaut de visibilité des tissus lésés ou d’intérét est parfois une limite majeure a
I'exécution rapide et précise de la procédure chirurgicale, tandis que la mauvaise délimitation lors
d’exérése chirurgicale de tissus cancéreux peut avoir de lourdes répercussions. Dans ce contexte,
le développement de techniques améliorant la vision du chirurgien devient primordial.

Bien que de nombreux auteurs étudient l'utilisation de colorants dans un contexte de
chirurgie humaine ou de chirurgie expérimentale, peu s’intéressent a leur applicabilité dans le monde
vétérinaire. Pourtant, ces méthodes ne se limitent pas, seulement, a une utilisation en chirurgie
humaine. En effet, la demande et le nombre d’actes chirurgicaux réalisés sur les animaux de
compagnie dans la pratique vétérinaire sont croissants.

Ainsi, ces éléments nous invitent & nous interroger sur l'utilisation de ces colorants en
chirurgie vétérinaire. L’objectif de ce manuscrit est de présenter une synthése de la littérature sur
les colorants utilisés en chirurgies humaine et vétérinaire et ainsi d’identifier la place de ces
techniques peropératoires dans la pratique vétérinaire.

Aprés avoir présenté l'histoire de la synthése des colorants, leurs caractéristiques et
classification chimique, nous ferons ensuite le bilan des connaissances actuelles de leur utilisation
en chirurgie, des protocoles appliqués ainsi que de leurs effets secondaires en chirurgie vétérinaire
ou, a défaut, en chirurgie humaine. Enfin, nous nous intéresserons au développement futur de ces
techniques au sein de la pratique de la chirurgie humaine et vétérinaire.
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Premiere partie : Généralités, contexte et
enjeux des colorants en chirurgie

1 Introduction

Depuis des millénaires, la couleur fascine 'homme et est un moyen d’expression privilégié tant dans
I'art, I'artisanat que dans la vie quotidienne (Fues, 2019).

Bien que les colorants naturels, notamment d'origine minérale, aient été les premiers
colorants utilisés, les colorants synthétiques connaissent un essor sans précédent depuis le XIX®
siécle. lls sont rencontrés dans de nombreux secteurs tels que le monde du textile, I'industrie agro-
alimentaire ou encore le monde médical, la production mondiale de prés de 10 000 colorants
synthétiques est devenue essentielle et est, a ce jour, estimée a 700 000 tonnes de colorants/an
(Langhals, 2004).

Au fil des siécles, l'utilisation des colorants s’est développée dans différents domaines
scientifiques tels que la physique et la chimie mais également dans la recherche médicale et s’est
intensifiée lorsque 'usage des colorants a été associé a I'imagerie médicale (Bonnemain et Guerbet,
1995 ; Bonnemain, 2000a ; Bonnemain, 2000b ; Bonnemain, 2005 ; Fues, 2019).

Ainsi, dans cette partie nous étudierons les généralités sur les colorants avec en premiére
partie, I'histoire de la synthése des colorants, leurs définitions et caractéristiques puis en seconde
partie, leur utilisation diagnostique a 'aide de techniques d'imagerie interventionnelle.

2 Généralités sur les colorants

21 Histoire des colorants

Les colorants d’origine minérale semblent étre les premiers a avoir été utilisés par 'lhomme. En effet,
leur facilité de préparation consistant a broyer la matiere premiére (terres colorées, plantes) a permis
une utilisation précoce dans la parure du corps, les peintures telles que celles réalisées dans les
grottes de Lascaux ainsi que les objets du quotidien (céramiques, textiles) (Fues, 2019). Le premier
écrit rapportant Il'utilisation de colorants date de 2 600 ans avant J.-C. en Chine et décrit la
préparation du rouge vermillon a partir de cinabre, espéce minérale composée de sulfate de mercure
(Fues, 2019). Les couleurs ne pouvaient étre extraites qu’a partir d’éléments naturels (extraits de
plantes, de lichen ou d’origine animale) jusque vers la fin du XIX® siecle (Fues, 2019).

L’histoire de la couleur de synthése remonte au XVII° siécle. Dans les années 1630, I'épouse
du vice-roi du Pérou, dona Eleonor, est miraculeusement guérie d’une fiévre intermittente connue
sous le nom de malaria (ou paludisme) grace a une poudre, de couleur variable entre le jaune et le
rouge, a base d’écorce de quinquina (de La Souchére, 2019). Cette poudre rapidement importée en
Europe fut le traitement de choix pour les fiévres décimant les habitants dans les grandes villes de
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'époque (de La Soucheére, 2019). La réputation de ce traitement gagna le reste de I'Europe ou le
paludisme était encore particulierement répandu (de La Souchére, 2019).

Le 26 juin 1820, deux pharmaciens parisiens, Joseph Bienaimé Caventou et Pierre Joseph
Pelletier, isolent le principe actif de I'écorce de quinquina jaune qu’ils baptisent alors quinine (de La
Souchére, 2019). Cette synthése est une révolution dans le traitement du paludisme : en effet,
I'activité et les effets thérapeutiques du quinquina dépendent de la qualité des récoltes, ainsi que de
la nature et la qualité des écorces (de La Soucheére, 2019). Toutefois, la synthése de quinine est
encore réalisée a partir d’écorce de quinquina, matiére premiére dont la demande accrue ne permet
plus de subvenir aux besoins de la population (de La Souchére, 2019). Dés lors, de nombreux essais
de synthése en laboratoire ont eu lieu (de La Soucheére, 2019).

En 1854, seule la formule brute de la quinine (C2H24N20-) est connue (de La Souchére,
2019). Ainsi, en 1856, un jeune chimiste dénommé William Henry Perkin, assistant du célébre
professeur August Wilhelm Von Hofmann du Collége Royal de Chimie de Londres, est déterminé a
combattre le paludisme (de La Souchére, 2019). Il utilise les travaux sur les sous-produits du
goudron de houille de son professeur et tente de synthétiser la précieuse quinine (de La Souchere,
2019). Toutefois, c’est apres plusieurs essais et mélanges infructueux, qu’il obtient une solution de
couleur violette sans rapport avec le produit recherché (de La Soucheére, 2019).

W. Perkin, peintre et photographe a ses heures perdues, effectue alors plusieurs essais sur
des bandes de soie afin de voir le rendu de ce colorant sur différents supports (de La Souchére,
2019). La couleur violette obtenue par le colorant concurrengait sans difficulté I'éclat du pourpre de
Tyr, dont un gramme et demi de pigment était élaboré a partir de 12 000 coquillages murex, et était
également résistante a la lumiére, a I'eau et aux lavages (de La Souchére, 2019). W. Perkin dépose
alors son brevet le 26 ao(t 1856 et développe avec son frére, la petite usine Perkin & Sons a
Greenford Green, prés de Londres (de La Soucheére, 2019). La couleur fut d’abord nommeée violet
d’allyltotuidine puis pourpre d’aniline avant de devenir « mauvéine », terme aux consonances plus
frangaises (de La Souchére, 2019). La mauvéine devint rapidement la couleur préférée de
'impératrice Eugénie, épouse de Napoléon Il ainsi que de la reine Victoria (de La Souchere, 2019).

Conscient de la concurrence, W. Perkin vend son usine en 1873 pour se consacrer a des
recherches personnelles et publiant prés de 180 articles, s’imposant alors comme l'un des plus
grands chimistes du XIX® siécle (de La Souchére, 2019). La structure de la molécule de mauvéine
ne sera établie qu'en 1994 par Otto Meth-Cohn et son assistant Mandy Smith (de La Souchére,
2019). L’incroyable destinée de W. Perkin a inspiré et fait naitre une industrie basée sur le traitement
de résidus de goudron et de houille. Frangois Emmanuel Verguin, chimiste de Lyon, obtient en 1858
un composeé rouge fuchsia, commercialisé par la suite sous le nom de fuchsine (de La Souchére,
2019). S’en suit le noir d’aniline, le violet Hofmann, le violet de Paris...

La fin du XIX® siécle compte plusieurs milliers de colorants artificiels dont le faible colt de
production détrona complétement les colorations naturelles (végétales ou animales).

C’est au cours de la deuxieme moitié du XIX® siecle que des géants de I'industrie chimique,
principalement situé en Allemagne, profitent du succés de la fuchsine et voient le jour dans les
années 1860 : Bayer, Hoechst et BASF. Cette derniére est la premiére entreprise a avoir synthétisé
le bleu indigo ; teinte qui assura par la suite le succés des pantalons en toile de « jean » créé par
Loéb Levi Strauss (de La Souchére, 2019). Le monde des colorants s’étend également au domaine
pharmaceutique : certains colorants tels que le violet de gentiane ont des propriétés bactéricides et
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antifongiques, d’autres comme le bleu de méthyléne sont bactériostatiques, tandis que des colorants
comme le violet de méthyle sont des antiparasitaires (Bonnemain, 2005).

Depuis la découverte majeure de W. Perkin, l'industrie des colorants synthétiques s’est
considéerablement développée. Nous dénombrons a ce jour une production industrielle de prés de
10 000 colorants de synthése classés selon I'index de couleur (ou Color Index, C.l.), base de
données créée en 1925 et actuellement détenue par la Society of Dyers and Colourists et '’American
Association of Textile Chemists and Colorists. Cet index précise les caractéristiques structurelles,
physicochimiques des colorants ainsi que les principaux domaines dans lesquels ils sont utilisés
(Society of dyers and colourists & AATCC, 2018).

Ainsi, la fin du XVIII® siécle et le XIX® siecle marquent la naissance et I'essor des colorants
de synthése. Les secteurs de la chimie, de la pharmaceutique ainsi que du textile s’entrecroisent
alors.

Toutefois, 'usage médical, qu'il soit thérapeutique ou diagnostique de ces composés n’'a
réellement existé qu’au début du XX® siecle (Bonnemain, 2005). Ce n’est qu’en 1930 que l'usage
parentéral des colorants de synthése de développe : la lépre est alors soignée par le bleu de
méthyléne tandis que la filariose est traitée par le violet de méthyle (Bonnemain, 2005). Néanmoins,
apres que le XX°® siecle ait vu la réalisation de la synthése d’antibiotiques et d’anthelminthiques,
l'utilisation des colorants en tant que traitement s’est effacée progressivement (Bonnemain, 2005).

Aujourd’hui, le réle des colorants est tout autre. lls sont largement utilisés dans les industries
du textile, de I'imprimerie, de la cosmétologie pour leur simplicité de synthése, l'infinité de couleurs
a disposition mais également leur stabilité chimique. Face a la multitude de couleurs utilisée a I'neure
actuelle, seule une minorité de colorants, que nous allons étudier dans la suite de ce manuscrit, est
utilisée dans le monde meédical vétérinaire comme médicament a usage diagnostic voire
thérapeutique.

2.2 Définitions

Il estimportant de différencier les types de matiéres colorantes. Une matiére colorante se caractérise
par sa capacité a absorber les rayons lumineux du spectre visible compris entre 400 et 700 nm
(Fues, 2019). Ainsi, les composés colorés se différencient par leur structure chimique, qu’elle soit
organique ou non, et par leur origine, naturelle ou synthétique (Fues, 2019). Au sein des matiéres
colorantes, nous distinguons deux catégories dont la définition respective est importante pour la
suite de cette synthése bibliographique : les pigments d’'une part, et les colorants d’autre part.

Les premiers sont insolubles et nécessitent I'utilisation de produits auxiliaires, comme certains
liants communément présents en peinture, afin d’assurer leur cohésion avec le support (Fues, 2019).
Nous ne détaillerons pas cette catégorie tant elle est peu utilisée en chirurgie. Nous nous
intéresserons aux colorants qui, quant a eux, présentent une affinité intrinséque vis-a-vis du support
sur lequel ils sont appliqués (Fues, 2019). La coloration est alors progressive jusqu’a fixation de la
molécule (Fues, 2019).

Enfin, la définition d’un fluorochrome est importante puisqu’il s’agit d’'une molécule colorante,
visible a l'ceil nu ou non, permettant de marquer des éléments cellulaires et de les rendre
fluorescents et identifiables en utilisant un rayonnement d’excitation spécifique (Académie Nationale
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De Médecine, 2020a). Le bleu de méthyléne ou la fluorescéine sont des exemples de molécules
répondant a la fois a la définition de colorant et de fluorochrome puisqu’elles présentent une
coloration visible a I'ceil nu et une fluorescence lorsqu’elles sont éclairées par un rayonnement
spécifique (Duvall et Kershner, 2006 ; Tummers et al., 2014a). Le vert d'indocyanine, quant a lui, est
un fluorochrome strict, visible uniquement sous rayonnement d’excitation (Schaafsma et al., 2011 ;
Kraft et Ho, 2014 ; Lee et al., 2015).

23 Caractéristiques des matiéres colorantes et origine de la couleur

La vision de la couleur repose sur des phénoménes physiques, chimiques et physiologiques (Fues,
2019). L’'homme n’est capable de voir la couleur a l'ceil nu uniquement pour des ondes
électromagnétiques situées entre 400 et 700 nm. Une fois cette lumiére absorbée par la rétine, une
série de réactions photochimiques modifie la structure des protéines du systéme visuel. Ces
informations sont ensuite transmises par le nerf optique jusqu’au cerveau ou la perception visuelle
a lieu (Fues, 2019). Afin de voir les couleurs n’appartenant pas a des longueurs d’ondes visibles a
I'ceil nu pour ’lhomme, des technologies d'imagerie permettant d’augmenter le spectre du visible des
couleurs, que nous détaillerons dans la suite de ce manuscrit, peuvent étre utilisées.

La variété de couleurs visibles a I'ceil nu repose sur la diffusion ou I'absorption partielle ou
totale des radiations incidentes du rayonnement du spectre de la lumiére blanche. Si toutes les
radiations incidentes sont réfléchies, le corps apparait blanc ou transparent tandis que lors
d’absorption des radiations, ce corps est noir. Lorsqu’une image est éclairée par des rayonnements
infrarouges (IR) ou ultraviolets (UV), le dispositif d'imagerie requis interpréte les variations mineures
de gris et ainsi construire une nouvelle image ayant des couleurs visibles a I'ceil nu, créant ainsi une
« fausse couleur ».

Dans le cas ou I'absorption concerne une fraction constante des radiations lumineuses entre
400 et 700 nm, le corps est gris neutre (Fues, 2019). Blanc, gris et noir sont des couleurs
achromatiques (Fues, 2019). Les couleurs achromatiques se caractérisent par leur absorption
constante dans la bande visible tandis que les couleurs chromatiques absorbent une ou plusieurs
bandes de lumiére (Fues, 2019).

Des bandes d’absorption de courtes longueurs d'onde comme 400-430, 430-480, 480-550,
550-600 et 600-700 nm, ont comme couleur respective le jaune, l'orange, le rouge, le violet et le
bleu. La couleur verte se caractérise quant a elle par deux bandes d'absorption situées a 400-450
et a 580-700 nm (Fues, 2019). De plus, I'allure de la bande est un facteur important : plus elle est
étroite et son maximum élevé, plus la couleur sera pure et intense (Fues, 2019). Toutefois, ces
propriétés physiques n’expliquent pas le fait que certaines molécules soient colorées tandis que
d’autres ne le soient pas. La structure moléculaire des colorants est le point central de la vision de
la couleur.

Cette notion n’est pas nouvelle, en effet, en 1868, Graebe et Liebermann, connus pour leurs
travaux sur la synthése de l'alizarine, avaient déja remarqué que les colorants étaient des composés
chimiques insaturés (Fues, 2019). La théorie la plus célébre expliquant I'aspect coloré de certaines
molécules est celle établie par le chimiste allemand Otto Nicklaus Witt en 1876, d'aprés laquelle la
coloration est due a la présence de groupements insaturés, comportant plusieurs doubles liaisons,
les chromophores, de groupements ionisables, les auxochromes, et d’adjuvants favorisant la
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teinture en augmentant la solubilité du colorant ou sa liaison avec un support (Christie, 2001).
L’association de chromophores, d’auxochromes et d’adjuvants forme un chromogene (Christie,
2001).

Les auxochromes sont définis comme des groupements ionisables de types NH,, OH,
COOH, SOsH, permettant I'accroissement de l'intensité de la couleur (effet hyperchrome) ou le
déplacement de I'absorption vers les grandes longueurs d’onde (Christie, 2001). Les auxochromes
définissent la classe tinctoriale dont I'application principale a lieu dans le monde de I'industrie. Les
chromophores sont quant a eux, a la base de la classification chimique des colorants (Christie,
2001).

La théorie de Witt a cependant évolué depuis grace aux connaissances en mécanique
quantique : la lumiére est corpusculaire et ondulatoire. L'absorption d’énergie lumineuse par un
atome ou une molécule se fait par I'absorption de photons et se traduit par des transitions
électroniques (Christie, 2001). Le passage d'un électron excité d’'un niveau d’énergie supérieur a
son état fondamental émet une lumiéere dont la coloration dépend de la longueur d’onde associée a
I'énergie libérée (Christie, 2001).

Des lors, les chromophores sont des systéemes comportant un nombre suffisant de doubles
liaisons conjuguées ou les électrons sont délocalisés, associés a des donneurs et a des accepteurs
d'électrons : les auxochromes (Fues, 2019). En modifiant la nature des groupements auxochromes
sur un méme chromophore, il est possible de déplacer I'absorption vers les grandes longueurs
d'onde, soit vers le rouge, et ainsi de provoquer un effet bathochrome. Le phénoméne inverse est
I'effet hypsochrome, soit vers le bleu (Fues, 2019).

Le colorant est donc une molécule constituée d’'un groupe chromophore, d’un ou plusieurs
groupes auxochromes et d’un adjuvant. Quand le nombre de noyaux aromatiques augmente, le
systéme conjugué s’élargit. Ainsi il y a un déplacement vers de plus grandes longueurs d’'onde, la
couleur devient alors plus foncée (Zhenwang et al., 2000).

Exemples des principaux groupes chromophores et auxochromes (Tableau 1) :

Tableau 1 : Principaux groupes chromophores et auxochromes classés par intensité
croissante (d’aprés Mansour et al., 2011).

Groupes chromophores Groupes auxochromes
Azoique : (-N=N-) Amino : (-NHz)
Nitroso : (-N=0) Méthylamino : (-NHCH3)
Carbonyle : (-C=0) Diméthylamino : (-N(CHs)z2)
Vinyl : (-C=C) ou Méthine : (>C=) Hydroxyle : (-OH)
Nitro : (-NO.) Alkoxyl : (-OR)
Thiocarbonyle : (-C=S) Groupes donneurs d’électrons
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2.4 Classification des colorants

Comme expliqué précédemment, chaque chromophore, substance élaborée par I'organisme
(endogéne) ou apportée extérieurement (exogene), est constitué d'un systeme électronique de
délocalisation (doubles liaisons conjuguées) et d’'une chaine de groupes méthine (L.-C. Liu et al.,
2011). A ce squelette s’ajoute des atomes accepteurs ou donneurs d’électrons tels que I'oxygéne et
I'azote aux extrémités de la molécule (Sondak et al., 2013).

Les systémes de classification des colorants sont relativement complexes et ont bien souvent
une valeur limitée pour le chirurgien car ils sont basés sur une utilisation industrielle. La Figure 1
résume la classification des chromophores classiquement utilisés en chirurgie selon leur structure
chimique.

Figure 1 : Classification des chromophores utilisés en chirurgie selon leur structure
chimique (d’aprés Azzopardi et al., 2017).

Composé contenant un

chromophore
1
[ 1
Endogéne Exogéne
. Phénothiazines : i.e. Bleu
Porphyrine — — de méthyléne
Héme | Triarylméthanes : i.e. violet
de gentiane
. . e Triphénylamines : i.e. Bleu
Métabolites de l'heme Patenté Violet, Bleu isosulfan
L Xanthénes : i.e Fluorescéine,
Mélanine — Orange acridine
| Cyanines : i.e. Vert
Eumélanine — d'indocyanine
| Indigoides : i.e. Carmin
Phéomélanine — d'indigo
L Colorants azoiques : i.e.
Neuromélanine — Bleu trypan, Bleu Evans
2.4.1 Chromophores endogénes

Les chromophores endogénes se divisent en deux catégories : les structures de type porphyrine et
les structures de type mélanine (Figure 2) (Azzopardi et al., 2017).
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Figure 2 : Structures chimiques du cycle de porphyrine (a) et de mélanine (b)
(d’aprés Azzopardi et al., 2017).
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Cette figure illustre le systéme de délocalisation électronique de ces molécules liée a la présence
de systemes conjugueés.

Les structures de type porphyrine présentent un cycle de porphyrine. Ce cycle est un élément
constitutifs de nombreux chromophores endogénes de l'organisme : citons I'hémoglobine, la
bilirubine, la biliverdine et les cytochromes (Fabian et al., 1984). A noter qu'il est également présent
dans les chromophores exogénes naturels tels que les chlorophylles (Chen et al., 1933).

La mélanine, quant a elle, est formée de maniére plus complexe par l'oxydation de I'acide
aminé tyrosine, suivie d'une polymérisation (Fabian et al., 1984). Elle existe sous trois formes :
l'eumélanine (noir ou brune), la phéomélanine (pigment clair, fauve, rouge ou jaune) et la
neuromélanine (noire, bleue, présente dans le systéme nerveux central, le locus cceruleus et la
Substantia nigra et la zone réticulaire des glandes surrénales) (Breidablik et al., 2012).

2.4.2 Chromophores exogénes

2.4.2.1 Famille des dérivés de la phénothiazine
Les dérivés de la phénothiazine sont des chromophores visibles a I'ceil nu, & charge positive et
contenant des entités généralement composées de soufre de phénol et de nitrogéne (Figure 3)
(Azzopardi et al., 2017).

Le bleu de méthyléne est un exemple de ce type de composés et est classiquement utilisé
dans le marquage des vaisseaux lymphatique et la délimitation de tissus, notamment de tissu
tumoral (Winer et al., 2010 ; Radlinsky, 2012).
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Figure 3 : Structure chimique de la phénothiazine (a) et du bleu de méthyléne (b). (c)
Cytologie : cellules de joue humaine colorées au bleu de méthyléne
(d’apres (Wikipedia, 2019a ; Wikipedia, 2020a ; Wikipedia, 2020b)).

2.4.2.2 Famille des triarylméthanes

Les colorants triarylméthanes sont des composés organiques synthétiques contenant des squelettes
de triphénylméthane. Les composés de cette famille sont intensément colorés.

Cette famille de colorants est subdivisée a son tour en six sous-familles :
- Les triphénylméthanes,
- Les dérivés du violet de méthyle (ou violet de gentiane),
- Les dérivés de la fuchsine,
- Les dérivés du vert de malachite,
- Les dérivés du bleu victoria,

- Les dérivés du xanthéne.
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Figure 4 : Structures chimiques du triarylméthane (a), du violet de gentiane (b) et du vert
brillant (c) (d’aprés (Wikipedia, 2018 ; Wikipedia, 2019b ; Wikipedia, 2019c)).
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La Figure 4 montre les structures chimiques de la famille des triarylméthanes, du violet de
gentiane et du vert brillant. Comme nous le verrons par la suite, le bleu de Bonney est un mélange
1 :1 de vert brillant et de violet de gentiane dissous dans de I'éthanol (90 %) ou de I'alcool méthylé
industriel (Christmas et al., 1989) et est utilisé comme colorant lors de chirurgie urogénitale (Cardillo
et al., 2008).

2.4.2.21 Sous-famille des triphénylméthanes

Le triphénylméthane est un triaryiméthane dans lequel les trois groupes aryles sont des phényles. II
forme le squelette de base de plusieurs colorants synthétiques. Les composés de cette classe sont
a la fois des xénobiotiques et des contaminants environnementaux. De nombreux membres de cette
classe changent de couleur dans le spectre visible en fonction du pH environnemental, et certains
affichent méme une fluorescence dans l'infrarouge proche (NIR), nécessitant une technologie
d’imagerie spécifique pour étre observés.

Le bleu patenté violet et son isomére le bleu d'isosulfan, sont des dérivés du
triphénylméthane et sont utilisés chez I'animal en lymphangiographie majoritairement (Beserra et
al., 2016 ; Beer et al., 2018 ; Favril et al., 2018 ; Drugs.com, 2019a) (Figure 5).
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Figure 5 : Structures chimiques du bleu patenté violet (a) et de son isomére, le bleu
isosulfan (c). Couleur des cristaux de bleu patenté violet (b) (d’aprés (Wikipedia, 2019d ;
National Center for Biotechnology Information. PubChem Database, 2019a)).

(b)

B e <t

2.4.2.2.2 Sous-famille des xanthénes

Le xanthéne est un composeé organique tricyclique constitué d'un cycle de pyrane entouré de deux
cycles benzéniques (Figure 6) (Wikipedia, 2019e). Par extension, les colorants de la famille des
xanthénes sont des dérivés de la structure initiale. Ces composés sont la base d'une famille de
colorants tels que la fluorescéine (Figure 6 (b)), I'acridine orange ou les éosines. Ces colorants sont
visibles a I'ceil nu mais émettent une fluorescence de I'infrarouge proche lorsqu’ils sont utilisés avec
une lumiére bleue ou une technologie de spectroscopie proche de I'infrarouge (NIR). La fluorescéine
est classiquement utilisée chez I'animal en ophtalmologie et en neurochirurgie dans la délimitation
des berges de tissu tumoral (Haute Autorité de Santé, 2003 ; Nakano et al., 2018). L’acridine orange
est, quant a elle, un colorant dont I'indication chirurgicale est relativement récente et est utilisée dans
la délimitation des sarcomes post-injection félins (Martano et al., 2019).

Figure 6 : Structures chimiques du xanthéne (a) et de la fluorescéine (b) (d’aprés (National
Center for Biotechnology Information. PubChem Database, 2020a ; National Center for
Biotechnology Information. PubChem Database., 2020)).
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2.4.2.3 Dérivés de la cyanine

Les cyanines sont des colorants polyméthiniques, qui peuvent couvrir le spectre de I'IR a I'UV
(Azzopardi et al., 2017). La visualisation de ces colorants ne peut pas se faire a I'ceil nu et nécessite
donc l'aide de dispositif d'imagerie spécifique.

Leur structure chimique est constituée de deux cycles aromatiques séparés par une chaine
polyméthine (Azzopardi et al., 2017).

Il existe trois types de cyanines (Figure 7) :
- Les streptocyanines ou cyanines a chaine ouverte (l)
- Les hémicyanines (ll)

- Les cyanines a chaine fermée (lll)

Figure 7 : Structures chimiques des cyanines (d’aprés (Wikipedia, 2019f)).
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Le vert d'indocyanine (ICG) est le seul dérivé de cyanine autorisé par les agences de
médicaments nationales de France et des Etats-Unis (Azzopardi et al., 2017). Il s’agit du seul
colorant de cette famille utilisé. Comme nous le détaillerons par la suite, les utilisations de ce colorant
sont multiples : angiographie, lymphographie, délimitation de berges tissulaires (tissu tumoral
glandes parathyroidiennes par exemple chez I'animal) (Wakaiki et al., 2007 ; lida et al., 2013 ; Suh
et al., 2015 ; Favril et al., 2019) . L’Annexe 1 : Technologie de l'infrarouge proche - détaille les
différents systemes d’imagerie utilisés pour visualiser ce colorant lors de chirurgie.
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Figure 8 : Utilisation du vert d’indocyanine pour la distinction des nceuds lymphatiques
pelviens dans le cadre de métastases de cancers colorectaux chez ’lhomme et structure
moléculaire du vert d’indocyanine (d’aprés (Zhou et al., 2019 ; Wikipedia, 2020c)).

(c)

A :imagerie normale ; B : Imagerie guidée par fluorescence dans l'infrarouge proche, rehaussée
de vert d’indocyanine permettant une bonne délimitation du nceud lymphatique. (c) Structure
chimique du vert d’indocyanine.

2.4.2.4 Famille des indigoides

Les colorants indigo (Figure 9 (a)) et son analogue, le thioindigo (Figure 9 (b)) couvrent le spectre
du proche infrarouge (NIR) a l'ultraviolet (UV), en fonction de leur composition chimique et de leur
structure (Azzopardi et al., 2017). Ce sont des composés colorés, généralement insolubles, qui sont
solubilisés par I'ajout de groupes sulfonates (Azzopardi et al., 2017). Leur couleur varie selon le pH
de la solution. Par exemple, la couleur du carmin d’'indigo (Figure 9 (c)) est la fois sensible au pH et
aux réactions d’oxydo-réduction (Azzopardi et al., 2017). La visualisation de ces colorants est
majoritairement réalisée a I'ceil nu mais peut également étre effectuée sous spectroscopie NIR afin
d’améliorer la délimitation des tissus.

Comme nous le verrons par la suite, les dérivés d’indigoides présentent une toxicité pour les
voies respiratoires et peuvent occasionner une hypotension lors de leur injection (Kiernan, 2001).

Le carmin d’'indigo est utilisé chez ’'homme dans l'aide a la détection des néoplasies planes
du tube digestif : polypes et cancers du cdlon héréditaires non polyposiques (HNPCC) (Barbier, 2000
; Saurin, 2009 ; Di Martino, 2012).
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Figure 9 : Structure chimique de I'indigotine (a), du thioindigo (b), du carmin d’indigo (c).
Photographie de néoplasies intestinales marquées au carmin d’indigo lors d’endoscopie (d)
(d’aprés (Di Martino, 2012 ; Wikipedia, 2019g ; Wikipedia, 2020d)).
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2.4.2.5 Famille des azoiques

La famille des colorants azoiques est constituée d’un groupe « azo» et d'un systeme de
délocalisation défini par un cycle aromatique benzéne ou naphtaléne (Zhou et al., 1994). La couleur
des membres de cette classe est déterminée par les groupes latéraux et est visible a I'ceil nu ou en
utilisant une technologie NIR. L’azobenzéne (Figure 10 (a)) est la structure de base de cette famille
et est de couleur jaune (Wikipedia, 2019h ; Wahl, 2020). Les colorants azoiques, selon leur
complexité moléculaire, offrent toutes les nuances de couleur du spectre visible (Wahl, 2020).
Néanmoins, la complexité de la molécule altére l'intensité de la couleur, ce qui par exemple, rend
difficile 'obtention de colorations vertes.

Le bleu de trypan (Figure 10 (b)) est un exemple de colorant azoique ; il est utilisé comme
aide chirurgicale en chirurgies ophtalmique et neurologique et est ainsi nommé pour son action
antiparasitaire contre les trypanosomes (Wikipedia, 2019i). En neurochirurgie, le bleu de trypan
marque les cellules non viables et augmente la perméabilité de la barriére hémato-méningée
(Goldberg et al., 1991 ; Nodarian et al., 2008).
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Figure 10 : Structures chimiques de I’azobenzéne (a) et du bleu de trypan (b). Utilisation du
bleu de trypan pour évaluer la perte de viabilité cellulaire dans le mésencéphale (c) (d’aprés
(Michel, 1993 ; Wikipedia, 2019h ; Wikipedia, 2019i)).
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3 Colorants en chirurgie et imagerie interventionnelle

La recherche de techniques de visualisation in situ et en temps réel lors de chirurgies, remonte a la
Seconde Guerre Mondiale ou l'utilisation de lentilles et microscopes en peropératoire y est pour la
premiere fois décrite (Kriss et Kriss, 1998). La Figure 11 illustre les avancées dans la recherche
concernant I'imagerie optique clinique.

Depuis soixante-dix ans, le marquage du champ opératoire s’impose de plus en plus dans la
pratique chirurgicale. Les premiers fluorochromes furent créés par le chirurgien et cancérologue
George Eugene Moore entre 1940 et 1950 : il utilise la fluorescéine avec une lampe a UV en
oncochirurgie (Moore, 1947).

A partir de ce moment décisif, d’autres colorants furent introduits en chirurgie tels que les
colorants bleus pour la localisation du nceud lymphatique sentinelle dans le traitement du cancer du
sein, l'acide 5-aminolévulinique (5-ALA) en neurochirurgie (de Boer et al., 2015).
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Figure 11 : Frise chronologique du développement de I'imagerie optique clinique
(d’aprés de Boer et al., 2015 selon (Jolesz, 2014)).
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Ces colorants et fluorochromes sont un nouvel outil pour le chirurgien puisqu’ils lui permettent
de visualiser des structures tissulaires autrement invisibles a I'ceil nu ainsi que de processus
cellulaires et moléculaires (de Boer et al., 2015). Par exemple, il est impossible de différencier du
tissu sain des lésions cancéreuses malignes chez des patients présentant des métastases
péritonéales (de Boer et al., 2015). Soulignons qu’aucune étude n’a évalué a ce jour la sensibilité et
la spécificité ainsi que la précision diagnostique d’'un médecin exergant uniquement par inspection
et palpation de lésions tumorales (de Boer et al., 2015).

Il est possible de se rendre compte rétrospectivement de lintérét potentiel d’'une aide
peropératoire a la visualisation puisque le nombre d’études réalisées sur I'imagerie optique en
chirurgie humaine entre 1990 et 2010 a doublé et atteint prés de 200 publications en 2012 (de Boer
et al., 2015). Cet intérét pour les agents diagnostics utilisables en peropératoire est d’autant plus
accru en chirurgie oncologique et s’explique par la « lenteur » de la gestion actuelle de cancers
résécables. En effet, le résultat histologique met entre quatre et sept jours en moyenne pour parvenir
au chirurgien qui sera contraint de réitérer I'acte chirurgical (souvent plus traumatisant car la
résection doit étre plus large), dans le cas ou les marges de résection chirurgicales ne sont pas
saines (de Boer et al., 2015).

De plus, 'imagerie classiquement utilisée lors de bilan pré-opératoire (examen échographique,
tomodensitométrique, imagerie par résonance magnétique) n’a pas toujours sa place au niveau du
champ opératoire, tant pour des questions d’ordre pratique que pour la faible résolution optique sur
un champ aussi restreint. Pour la détection de Iésions de faible taille, 'examen tomodensitométrique
est de faible la résolution (quelques millimetres) par rapport a la vision directe a I'ceil nu (50 um) (de
Boer et al, 2015). Les techniques d'imagerie peropératoires sont adaptées a ce type
d’environnement : elles sont capables de détecter des lésions de taille pouvant aller jusqu’a 10 um
(Frangioni, 2008) et apportent informations en temps réel (de Boer et al., 2015).
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4 Statut réglementaire des colorants et fluorochromes
chirurgicaux

Les colorants et fluorochromes utilisés en chirurgie que nous allons étudier, ci-aprés, sont des
médicaments ou des dispositifs médicaux. Cette classification impacte leurs approvisionnements et
utilisations en médecines humaine et vétérinaire.

Un médicament est défini, par le Code de la Santé Publique (Article L.5111-1), comme une
« substance ou composition présentée comme possédant des propriétés curatives ou préventives a
I'égard des maladies humaines ou animales, [...] pouvant étre utilisée chez I'nomme ou chez I'animal
ou pouvant leur étre administrée, en vue d'établir un diagnostic médical ou de restaurer, corriger ou
modifier leurs fonctions physiologiques en exergant une action pharmacologique, immunologique ou
métabolique.» (« Code de la santé publique - Article L5111-1 », 2007).

Les demandes d’autorisation de mise sur le marché de médicaments sont examinées par I
Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé (ANSM) qui « évalue le
produit selon des critéres scientifiques de qualité, sécurité et efficacité : le nouveau produit doit
présenter un rapport bénéfice/risque au moins équivalent a celui des produits déja commercialisés. »
(ANSM, 2017a).

Un dispositif médical est défini par le Code de la Santé Publique (Article L.5111-1), comme
« tout instrument, appareil, équipement, matiére, produit, a I'exception des produits d'origine
humaine, ou autre article utilisé seul ou en association, y compris les accessoires et logiciels
nécessaires au bon fonctionnement de celui-ci, destiné par le fabricant a étre utilisé chez 'homme
a des fins médicales et dont l'action principale voulue n'est pas obtenue par des moyens
pharmacologiques ou immunologiques ni par métabolisme, mais dont la fonction peut étre assistée
par de tels moyens. Constitue également un dispositif médical le logiciel destiné par le fabricant a
étre utilisé spécifiqguement a des fins diagnostiques ou thérapeutiques. » (« Code de la santé
publique - Article L5111-1 », 2007).

La mise sur le marché des dispositifs médicaux s’effectue dans un cadre réglementaire
européen (ANSM, 2017b). Les fabricants doivent ainsi démontrer la conformité aux exigences
essentielles de performance et de sécurité du produit énoncées dans les directives de leur dispositif
médical (ANSM, 2017b). La conformité européenne du produit est indiquée par marquage CE (par
le GMED, organisme frangais de certification pour les dispositifs médicaux, notifié au titre du
Reglement (UE) 2017/745 par TANSM), préalablement a sa commercialisation (ANSM, 2017b).

L’évaluation de la conformité du dispositif médical aux exigences essentielles par le GMED
repose sur le respect des normes techniques (sécurité électrique, stérilité, compatibilité biologique)
et intéegre également I'évaluation de données cliniques (ANSM, 2017b).

Une fois ’TAMM délivrée pour une validité de trois ans, le fabricant en assure la surveillance
(ANSM, 2017b). Des audits sont conduits annuellement chez le fabricant par le GMED et le
marquage CE fait I'objet d’un renouvellement tous les trois ans (ANSM, 2017b). L’ANSM (autorité
compétente) assure la surveillance et le contréle du marché et « peut étre amenée a prendre des
mesures sur les dispositifs médicaux pouvant aller jusqu’a leur retrait du marché » (ANSM, 2017b).

A partir de ces définitions et des différences d’obtention d’AMM, notons que les médicaments
sont des produits dont la qualité bénéficie de contréles plus élevés que ceux appliqués aux
dispositifs médicaux.
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Tableau 2 : Statut réglementaire des colorants et fluorochromes chirurgicaux

commercialisés en France.

Colorant / Fluorochrome chirurgical commercialisé en

France

Bleu Patenté Violet

Fluorescéine
(solution injectable)

Carmin d’indigo

Lipiodol

Acide 5-aminolévulinique

Vert d'indocyanine

Bleu de méthyléne
Bleu de trypan

Lipiodol lors de

chimioembolisation (utilisation

d’un dispositif médical —
Vectorio®)

Dispositifs d’imagerie pour la

visualisation du vert
d’indocyanine

Médicament

Liste |

Liste |

Liste I, médicament
réservé a l'usage
hospitalier

Liste | ; médicament non
soumis a prescription
médicale.

Liste I ; médicament
réservé a l'usage
hospitalier ; prescription
réservée aux medecins
spécialistes en
neurochirurgie.

Liste |

Dispositif Médical
Classe lla

Classe lla

Classe |

Classe lla

Source

(Base de données publique
des médicaments, 2020a)

(Base de données publique
des médicaments, 2020b)

(Base de données publique
des médicaments, 2018)

(Base de données publique
des médicaments, 2020c)

(Base de données publique
des médicaments, 2007 ;
Medac, 2020a ; VIDAL, 2020)

(Base de données publique
des médicaments, 2013)

(Medac, 2020b)

(Arcadophta, 2016)

(Guerbet, 2020a)

(Fluoptics, 2018)

Les dispositifs médicaux sont classés en fonction du niveau de risque de leur utilisation. La
classe | est la classe de plus faible risque tandis que la classe lla correspond a un risque « potentiel
modéré/mesuré » (ANSM, 2017c).

Page 33



Les colorants et fluorochromes chirurgicaux utilisés en chirurgie humaine n’existent pas sous
la forme de spécialités vétérinaires équivalentes. Ainsi, le vétérinaire peut avoir accés aux colorants
et fluorochromes dont le statut est celui de « médicament » en appliquant le principe de la
« cascade ». En effet, ce principe s’applique « dans le cas ou aucun médicament vétérinaire
approprié bénéficiant d'une AMM (Autorisation de mise sur le marché), d'une ATU (Autorisation
temporaire d'utilisation) ou d'un enregistrement n'est disponible, le vétérinaire peut prescrire un
médicament (vétérinaire ou humain) pour un usage hors AMM et, en dernier recours, une
préparation magistrale vétérinaire » d’aprés I'Article L5143-4 du Code de la Santé Publique (« Code
de la santé publique - Article L5143-4 », 2011 ; Delgutte, 2017). Dans ce cas, le vétérinaire peut se
procurer du bleu patenté violet, de la fluorescéine et du vert d’indocyanine sur prescription auprés
d’'une pharmacie.

Tableau 3 : Colorants et fluorochromes disponibles aux vétérinaires en France.

Médicament Dénomination
Colorant/ fluorochrome e eae e . . Source
humain/vétérinaire | du médicament

BLEU PATENTE

V SODIQUE 2'30"’::1::
BI tenté violet Humain GUERBET 2,5 ublique des
eu patente viole u POUR CENT, =~ Pu?Md
solution meédicaments,
202
injectable 020a)
Fluorescéine FLUORESCEINE
I Vétérinaire 0,5 % COLLYRE = (ANMV, 2013)
cotyre UNIDOSE TVM
FLUORESCEINE
Fluorescéine SODIQUE (Base’de
Fluorescéine Humain FAURE 10 ui?inzzej’es
injectable POUR CENT, = PYPd
solution meédicaments,
2020b
injectable 020b)
INFRACYANINE (Base de
25 mg/10 ml, données
Vert d'indocyanine Humain poudre et solvant publique des
pour solution meédicaments,
injectable 2013)
Bleu d’Evans Humain Non commercialisé en France
Bleu isosulfan Humain Non commercialisé en France

Page 34



Concernant les médicaments humains de prescription restreinte (prescription hospitaliére
(PH), prescription initiale hospitaliere (PIH), réservés a des spécialistes ou nécessitant une
surveillance pendant le traitement), il faut que ces derniers soient inscrits sur la liste de I'arrété du
29 octobre 2009 (« Arrété du 29 octobre 2009 relatif aux médicaments a usage humain classés dans
'une des catégories de prescription restreinte pour I'application de l'article R. 5141-122 du code de
la santé », 2012). Le carmin d’indigo, le bleu de trypan, le Lipiodol et I'acide 5-aminolévulinique ne
sont pas encore inscrits sur cette liste et ne peuvent donc étre délivré aux vétérinaires a I'heure
actuelle. De maniére générale, I'approvisionnement des vétérinaires en médicaments humains de
prescription restreinte se fait « auprés des laboratoires pharmaceutiques humains les
commercialisant en France et des distributeurs en gros de médicaments humains » (Delgutte, 2017).

Les dispositifs médicaux, tels que le bleu de méthyléne et le bleu de trypan, sont disponibles
auprés de prestataires spécialisés, distributeurs ou fabricants (Ministére de I'Economie et des
Finances de la République frangaise, 2017). La législation des dispositifs médicaux vétérinaires en
France n’existe pas encore a ce jour (Dejean-Tchapo, 2016). L'utilisation vétérinaire de dispositifs
médicaux humains offre des performances similaires mais une équivalence de résultats ne peut étre
garantie (Center for Devices and Radiological Health, 2019).

5 Conclusion

Ainsi dans cette partie, nous avons pu étudier la diversité des matiéres colorantes, leurs
caractéristiques mais également leur histoire, nous permettant de comprendre I'essor de ces
techniques en chirurgie humaine, mais aussi, a plus petite échelle en chirurgie vétérinaire.

D’autre part, le développement de fluorochromes et techniques d’'imagerie interventionnelle
est intrinséquement lié aux besoins d'une meilleure visibilité des tissus et aux progrés
technologiques répondant a ces demandes.

Nous allons dés a présent nous intéresser aux colorants et fluorochromes classiquement
utilisés en chirurgies humaine et vétérinaire. En effet, les avancées scientifiques dans ces mondes
médicaux se complétent. Ainsi, toutes les techniques de coloration réalisées chez ’'homme que nous
évoquerons par la suite peuvent étre appliquées sur un autre organisme vivant, méme si certaines
limites existent quant au colt de leur mise en ceuvre dans le domaine vétérinaire.
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Deuxieme partie : Colorants en chirurgie
vétérinaire : pratique actuelle et
perspectives

1 Introduction

Dans cette partie, nous nous intéresserons a étudier I'application chirurgicale des colorants, les
avantages, les inconvénients et les risques d’utilisation de chaque classe de ces composés.

En outre, nous évaluerons I'application de ces techniques a la chirurgie vétérinaire et les
perspectives d’avenir associées.

2 Méthodologie de recherche de la littérature scientifique
La littérature scientifique a été récupérée en utilisant la chaine de recherche booléenne suivante :

[Dye OR chromophore OR contrast agent] AND [vet OR veterinary OR veterinarian OR cat OR feline
OR dog OR canine] AND surgery.

Les bases de données PUBMED et SCIENCE DIRECT ont été consultées jusqu’au
20/07/2020. La littérature a été référencée a l'aide du logiciel Zotero.

3 Colorants et fluorochromes utilisés

Dans cette partie, nous étudierons les colorants et fluorochromes actuellement utilisés, en
présentant les différentes molécules, endogénes et exogénes, ainsi que leurs indications et les
techniques d’utilisation applicables selon le contexte chirurgical.

3.1 Molécules endogénes versus molécules exogénes

Les tissus et cellules contiennent certaines biomolécules qui peuvent étre visualisées par
autofluorescence a I'aide de dispositifs de spectroscopie (Andersson et al., 1998). Ces biomolécules
sont généralement régulées a la hausse ou a la baisse dans les tissus malades par rapport aux
tissus sains (Azzopardi et al., 2017). Ainsi, de ces molécules sont capables d’absorber ou de
réfléchir la lumiére et sont qualifiées « d’adjuvants optiques endogénes » (Azzopardi et al., 2017).
L'accumulation de ces molécules endogénes est liée a la pathogénicité de certains tissus et confére
a ces derniers des caractéristiques optiques spécifiques a la base de la différenciation visuelle en
chirurgie conventionnelle (Azzopardi et al., 2017).
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La plupart des molécules endogénes des mammiféres contenant des chromophores sont
situées dans la partie visible du spectre (Azzopardi et al., 2017). La fluorescence naturelle des tissus
se fait par éclairement a la lumiére UV, visible ou NIR avec une irradiance (ou éclairement
énergétique) suffisante pour induire une autofluorescence spécifique a des fins de diagnostic
(Andersson et al., 1998).

L’utilisation clinique de molécules contenant naturellement des chromophores, dans le
diagnostic et la prise en charge thérapeutique, constitue toujours le coeur de la pratique médicale et
chirurgicale actuelle. Cependant, elle est limitée par une sensibilité et une spécificité dépendantes
de l'opérateur.

Prenons I'exemple du mélanome malin primaire cutané chez ’lhomme : le rapport du nombre
de Iésions pigmentées bénignes excisées pour chaque mélanome malin cutané diagnostique est
supérieur a 15,6:1 (Nelson et al., 2019). Bien que ce ratio varie selon les études, il met en évidence
le lien entre la rapidité du diagnostic, 'expérience de I'opérateur et le manque de standardisation de
la prise en charge diagnostique (Nelson et al., 2019). De méme, les lignes directrices définissant les
marges d'excision chirurgicale conventionnelle du mélanome primaire sont loin d'étre satisfaisantes :
elles réduisent les taux de récurrence locale (au prix d'une morbidité importante) sans affecter les
taux de survie (Azzopardi et al., 2017). L'aveénement de dispositifs photoniques tels que le laser a
permis de réduire les dommages collatéraux par rapport a la chirurgie conventionnelle (Jacobs et
al., 2006). Cependant, ces techniques reposent sur la détection visuelle de la lésion (et de la
mélanine) et dépendent également de I'expérience du chirurgien.

Un autre exemple d'utilisation de la coloration ou de I'autofluorescence naturelle des tissus
Iésés est décrit dans la différenciation clinique des tissus cancéreux, inflammés et normaux dans le
cadre de cancers du col de I'utérus (Ramanujam, 2000), de cancers de la vessie (Koenig et al.,
1996) et de la bouche (Poh et al., 2006) chez 'homme. Par exemple, I'utilisation d’appareil portatif
simple de luminescence permet d’identifier les cancers de la bouche a partir de I'autofluorescence
propre des tissus cancéreux (Poh et al., 2006). La délimitation des marges tumorales est alors de
meilleure qualité, améliorant ainsi la précision de I'exérése chirurgicale et réduisant le taux de
récidive de ces cancers (Poh et al., 2009 ; Jayaprakash et al., 2009).

L'utilisation de l'autofluorescence de molécules endogénes en chirurgie présente un
avantage majeur puisqu’aucune administration de colorant ou de fluorochrome exogéne n’est
requise, minimisant ainsi les risques et survenue d’éventuels effets secondaires liés a I'utilisation de
molécules exogénes. Néanmoins, le signal d’autofluorescence de la tumeur peut étre insuffisant
pour en définir clairement ses limites.

De plus, comme le montre la Figure 12, la lumiére dans le spectre UV et du visible
(400-600 nm) n’atteint que les tissus superficiels. Ainsi, il est pratiquement impossible de différencier
précisément les tissus Iésionnels des tissus sains lorsqu’ils sont localisés en profondeur sans aide
opératoire.
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Figure 12 : Spectre électromagnétique et les relations entre longueur d’onde, fréquence et
pénétration de la lumiére (d’aprés Azzopardi et al., 2017).
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Dés lors, malgré les avantages des molécules endogénes dans la différenciation des tissus,
leur utilisation demeure limitée par les faibles contraste et profondeur de champ qu’elles offrent.
Ainsi, la suite de cette étude concernera les différents colorants et fluorochromes exogénes
actuellement utilisés.

3.2 Colorants

Les colorants optiques exogénes se définissent comme des chromophores n’appartenant pas a
l'organisme. Les colorants ne souffrent pas de limitation de longueur d’'onde : ils s’étendent de
l'ultraviolet au spectre infrarouge en passant par le visible.

Nous étudierons ainsi dans cette partie les différents colorants actuellement utilisés, leurs
pharmacocinétique, indications d’utilisation et toxicité. De plus, nous verrons également comment
les colorants peuvent appartenir aux différentes catégories énoncées ci-dessus et ainsi faire état de
la versatilité de leur utilisation.

3.2.1 Colorants bleus

Cette catégorie de colorant est une « famille » importante, tant par leur nombre important que par
leur fréquence d’utilisation dans le milieu médical.

3.2.1.1 Bleu de méthyléne

3.2.1.1.1 Généralités du bleu de méthyléne

Le bleu de méthyléne est le premier colorant entierement synthétique introduit chez I'homme. Son
absorbance est de 670 nm (Tummers et al., 2014b). Il s’agit d’'un colorant couramment utilisé dans
le monde médical. Ce colorant de faible poids moléculaire est utilisé dans de nombreuses
procédures peropératoires : utilisé a concentration normale, il colore directement les régions
présentant les tissus d’intérét tels que les vaisseaux, le réseau lymphatique, délimite les voies
chirurgicales telles que les fissures, les fistules, les sinus et les abcés (Khan et al., 2007), tandis
gu’a faible concentration, ce marqueur devient un fluorochrome NIR, permettant son utilisation avec
un dispositif de spectroscopie adapté.
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Contrairement a la majorité des colorants bleus, ce colorant n’appartient pas a la famille des
triarylméthanes, il s’agit d’'une phénothiazine. Le bleu de méthyléne présente une affinité intrinséque
pour les cellules cancéreuses riches en meélanine mais également pour les cellules ayant une activité
mitochondriale élevée (Link et al., 1989 ; Link et al., 1994 ; Mondal et al., 2014 ; Jiang et al., 2019).
Cette caractéristique importante est connue depuis plusieurs décennies et est notamment utilisée
dans la coloration sélective des mélanomes, des glandes parathyroides ou encore dans la détection
d'insulinomes (Keaveny et al., 1969 ; Winer et al., 2010).

Notons également que le bleu de méthyléne a une action thérapeutique : Depuis prés de
100 ans, l'application de bleu de méthyléne combiné a la lumiére blanche est connue pour ses
propriétés virucides et bactéricides (Churchman, 1913 ; Wagner, 2002 ; Huang et al., 2019). Il est
encore utilisé de nos jours dans le traitement de I'hépatite C et lors d’infections a Staphylococcus
aureus. De maniére anecdotique, une forte dose de bleu de méthylene (10 mg/kg) a été décrite
comme étant un antidote a I'empoisonnement au cyanure (Hanzlik, 1933 ; Fabian et al., 1984).

En médecine vétérinaire, le bleu de méthyléne est utilisé d’'un point de vue thérapeutique
principalement pour traiter la méthémoglobinémie secondaire aux agents oxydants (nitrates,
chlorates) chez les ruminants et chez le chien. Toutefois, son utilisation en chirurgie des animaux
de compagnie connait un essor important pour ses propriétés d’aide au diagnostic en peropératoire,
tant il offre de nombreuses applications.

3.2.1.1.2 Pharmacocinétique du bleu de méthyléne

3.2.1.1.21 Absorption du bleu de méthyléne

Aprés administration, par voie parentérale, le bleu de méthyléne est rapidement absorbé dans le
plasma (Temps nécessaire pour atteindre la concentration plasmatique maximale
(Tmax) = 23 minutes) (Pruthi et al., 2011). Il est ensuite converti en bleu de leucométhyléne dans les
tissus, quelle que soit sa voie d’administration (Disanto et Wagner, 1972 ; Pruthi et al., 2011 ; Plumb,
2018). Sa pharmacocinétique est complexe et dépend principalement de sa concentration (Plumb,
2018) ainsi que de sa voie d’administration (Peter et al., 2000).

A faible concentration, la molécule de bleu de méthyléne accepte les électrons de la NADPH
méthémoglobine réductase, enzyme qui réduit la méthémoglobine en hémoglobine (Plumb, 2018).
Toutefois, a fortes concentrations, bleu de méthyléne peut provoquer une méthémoglobinémie
(Maimo et Redick, 2004 ; Bayard et al., 2004 ; McRobb et Holt, 2008).

Aprés administration intradermique ou sous-cutanée, le bleu de méthyléne se lie aux
protéines libres locales, en particulier a I'albumine qui est réabsorbée et transportée par la lymphe.
Ainsi, les vaisseaux lymphatiques sont rapidement colorés en bleu (Tsopelas et Sutton, 2002 ;
Masannat et al., 2006 ; Tomson et al., 2015). Néanmoins, la littérature demeure imprécise quant a
la rétention du colorant au niveau des vaisseaux lymphatiques et des tissus puisque le bleu de
méthyléne colore suffisamment longtemps les structures d’intérét pour la réalisation de l'acte
chirurgical (Tsopelas, 2008). Le bleu de méthyléne peut étre a I'origine d’une coloration durable (et
non désiré car inesthétique) pouvant subsister pendant plus de 36 mois post-injection intradermique
dans le cadre du cancer du sein chez la femme (Gumus et al., 2013).
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Aprés administration orale, les concentrations de bleu de méthyléne dans le sang sont
inférieures a celles obtenues aprés une administration par voie intraveineuse (Peter et al., 2000).
Cela pourrait étre en partie expliquée par une absorption gastro-intestinale incompléte du colorant.
Les données actuelles indiquent que le bleu de méthyléne oral est bien absorbé par le tractus gastro-
intestinal, mais qu'il est nettement moins bien réparti dans les organes avec cette voie
d’administration (Peter et al., 2000). En effet, le colorant est principalement concentré dans la paroi
intestinale et le foie, avant d'atteindre le flux sanguin, expliquant ainsi les faibles concentrations
circulantes dans le sang total (Peter et al., 2000). Cette hypothése est corroborée par les
expériences sur les animaux ou aucun bleu de méthyléne n'était détectable dans le sang aprés
administration intraduodénale, mais ou des concentrations significativement plus élevées sont
détectée au niveau de l'intestin et du foie (Peter et al., 2000).

Enfin, I'absorption du bleu de méthyléne varie selon les espéces (Disanto et Wagner, 1972 ;
Watanabe et Fuijita, 1977 ; IARC Working Group on the Evaluation of Carcinogenic Risk to Humans,
2016). Le bleu de méthylene est bien absorbé chez I'hnomme tandis qu’il est moins bien absorbé
chez le chien (Disanto et Wagner, 1972 ; Watanabe et Fuijita, 1977 ; IARC Working Group on the
Evaluation of Carcinogenic Risk to Humans, 2016). Les raisons des variabilités de la
pharmacocinétique du bleu de méthyléne entre les espéces n’ont pas fait 'objet d’études publiées
a ce jour.

3.21.1.2.2 Distribution du bleu de méthyléne

Une fois présent dans le plasma, la molécule du bleu de méthylene est distribuée lentement dans
les différents compartiments (Disanto et Wagner, 1972). La demi-vie plasmatique du bleu de
méthyléne est estimée entre deux et 11,1 heures (Pruthi et al., 2011 ; Constable et al., 2017).

Quatre organes concentrent principalement de la dose de colorant administrée (entre 25 et
36 % ) (ordre décroissant d’absorption) : rein, cceur, foie, poumons et ce, dans les deux minutes
suivant son administration intraveineuse (Disanto et Wagner, 1972). Le bleu de méthyléne se fixe
aux tissus fortement vascularisés et dont les jonctions serrées sont plus permissives (Tummers et
al., 2014a). C’est pourquoi ce bleu colore préférentiellement les tissus cancéreux. Toutefois, le bleu
de méthyléne ne marque pas de maniere définitive le tissu. En effet, le ratio « tumeur / arriére-plan »
augmente fortement deux minutes aprés I'administration (voie intraveineuse) et diminue, colorant
les tissus pendant une quarantaine de minutes (Tummers et al., 2014a). Le mécanisme a l'origine
de l'accumulation intratissulaire n’est pas encore connu a ce jour (Tummers et al., 2014a). Son
administration pouvant étre répétée sur différents sites, est particulierement utile pour 'identification
directe de lésions cancéreuses locales, primitives ou secondaires (Tummers et al., 2014a).

D’autre part, depuis une dizaine d’années, des études font état de l'importance de la
fluorescence du bleu de méthyléne. En effet, la fluorescence du bleu de méthyléne est une propriété
intéressante puisqu’elle permet de visualiser instantanément les tissus atteints sur plusieurs
millimétres de profondeur a I'aide de capteurs photographiques, et ce, avec une sensibilité et une
résolution élevées et supérieures par rapport au colorant seul (Gioux et al., 2010 ; Vahrmeijer et al.,
2013). De plus, 'avantage d’une détection rapide et précise du colorant permet de réduire la quantité
de la molécule utilisée et, en conséquence, ses éventuels effets secondaires.
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3.21.1.2.3 Métabolisme du bleu de méthyléne

Le bleu de méthyléne est rapidement biotransformé en leucométhylthioninium ainsi qu’en d’autres
composeés mineurs tels que les azures A, B et C (Yang et al., 2011 ; Petzer et al., 2012 ; VIN, 2015).

3.21.1.24 Excrétion du bleu de méthyléne

Chez 'homme, I'élimination du colorant se fait principalement par voie rénale et dure entre quatre et
vingt-quatre heures post-injection, et ce pour toutes les voies d’administration du colorant (Pruthi et
al., 2011). Environ un tiers du bleu de méthyléne excrété dans I'urine est présent sous forme non
colorée, également dénommée chlorure de leucométhylthioninium (Peter et al., 2000).

Chez le chien, I'excrétion varie selon la voie d’administration et est différente de celle de
’'homme. Lors d’une administration entérale, 3,9 % du colorant sont retrouvés dans I'urine et 44,3 %
dans les féces (Disanto et Wagner, 1972 ; Watanabe et Fujita, 1977 ; IARC Working Group on the
Evaluation of Carcinogenic Risk to Humans, 2016). Selon plusieurs études, les 51,8 % restant de la
dose initiale de bleu de méthyléne seraient absorbés par le tractus digestif de maniére plus
importante chez le chien que chez ’'homme (Disanto et Wagner, 1972 ; Watanabe et Fujita, 1977 ;
IARC Working Group on the Evaluation of Carcinogenic Risk to Humans, 2016). Lors d'une
administration par voie intraveineuse, 6,6 % du colorant sont excrétés par voie urinaire et 19,9 %de
bleu de méthyléne sont retrouvés dans les féces (72 heures aprés l'injection) (Watanabe et Fuijita,
1977). Les études pharmacologiques chez le chien supposent que les 70 % environ de colorant
restant sont excrétés sous la forme de métabolites encore non décrits ou sont conservés dans les
tissus profonds de I'animal (Disanto et Wagner, 1972 ; Watanabe et Fujita, 1977 ; IARC Working
Group on the Evaluation of Carcinogenic Risk to Humans, 2016)

3.2.1.1.3 Indications du bleu de méthyléne

Indications du bleu de méthyléne chez 'homme (1 a 2 mg/kg) (Haute Autorité de Santé, 2011) :

- Lymphangiographie : identification des nceuds lymphatiques sentinelles (Tummers et al.,
2014b), identification des voies lymphatiques lors du traitement du chylothorax (Laurencet et
al., 2016),

- Marquage de tissu tumoral (exemple du marquage des glandes parathyroides lors de
parathyroidectomie) (Khan et al., 2007 ; van der Vorst et al., 2014),

- Repérage de trajets fistuleux (Medac, 2020b),

- Vérification d’étanchéité des sutures (Medac, 2020b),

- Identification des uretéres (Matsui et al., 2010),

- Détection des voies biliaires extra-hépatiques (Matsui et al., 2010),
- Evaluation de la perfusion cardiaque (Tanaka et al., 2009),

- Traitement de la méthémoglobinémie (Masannat et al., 2006).

Page 42



Indications du bleu de méthyléne chez les carnivores domestiques (0,5 a 2 mg/kg chez le chien,
0,5 a 1,5 mg/kg chez le chat) (Rumbeiha et Oehme, 1992 ; Enwiller et al., 2003 ; Wray, 2008 ; Love
et Singer, 2013 ; Jaffey et al., 2017) :

- Traitement de la méthémoglobinémie chez le chien, contre-indiqué chez le chat (Plumb, 2018),

- Lymphangiographie : identification des nceuds lymphatiques sentinelles (Beer et al., 2018),
identification des voies lymphatiques lors du traitement du chylothorax idiopathique (Enwiller et
al., 2003 ; Radlinsky, 2012),

- Marquage de tissu tumoral (exemple du marquage des glandes parathyroides lors de
parathyroidectomie) (Suh et al., 2015), d’'insulinomes (Winer et al., 2010),

- Repérage de trajets fistuleux (Cruse et al., 2009),

- Antiseptique urinaire (VIN, 2015).

Ainsi, le bleu de méthyléne est un colorant présentant une grande variété d’utilisations,
permettant de délimiter les marges anatomiques de nombreuses structures, de définir le contour des
tissus tumoraux et pouvant étre utilisé en tant que colorant ou fluorochrome NIR.

3.2.1.1.4 Toxicité du bleu de méthyléne

Le bleu de méthyléne est un agent oxydant, c’est pourquoi I'administration de fortes doses
(dépendantes de I'espéce) peut paradoxalement provoquer une méthémoglobinémie (Plumb, 2018).
La dose létale 50 (DL50) du bleu de méthyléne 3 % (par voie intraveineuse) est de 43 mg/kg chez
le mouton (Plumb, 2018). Toutefois, certaines études chez le mouton préconisent une dose ne
dépassant pas 15 mg/kg dans le traitement des méthémoglobinémies séveéres (Burrows, 1984).

Le surdosage chez le chien est décrit a partir de 5 mg/kg de bleu de méthyléne et a pour
conséquence la survenue d’'une anémie hémolytique nécessitant une transfusion sanguine (United
States Pharmacopeial Convention (USP)., 2008). Les signes cliniques généralement observés lors
de surdosage sont les suivants : hypotension, respiration sifflante, diminution de I'oxygénation,
nausees, vomissements, dyspnée, tachypnée, tachycardie, appréhension, tremblements, mydriase,
douleurs abdominales, paresthésie, désorientation, méthémoglobinémie et coloration bleue des
urines, de la peau et des muqueuses (National Center for Biotechnology Information. PubChem
Database, 2020b). Enfin, un surdosage grave peut entrainer une hémolyse intravasculaire, une
hyperbilirubinémie et la mort de I'animal (Haute Autorité de Santé, 2011).

L’'un des effets secondaires majeurs du bleu de méthylene étant le développement d’'une
méthémoglobinémie secondaire, d’'une anémie a corps de Heinz (ou autres changements
morphologiques des globules rouges), ainsi que la diminution de la durée de vie des globules
rouges, ce colorant est contre-indiqué dans I'espéce féline qui est trés sensible a ces effets (Plumb,
2018). Toutefois, un suivi des paramétres hématologiques chez les chiens est vivement
recommandé, ces derniers pouvant également développer ces effets a des doses relativement
faibles (Plumb, 2018). Chez 'homme, le bleu de méthyléne peut également induire une anémie
hémolytique chez les porteurs de la déficience enzymatique de la glucose-6-phosphate
déshydrogénase (G6PD) causant le favisme (Drinkwater, 1990).
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D’autre part, le bleu de méthyléne est contre-indiqué chez les patients présentant une
insuffisance rénale ou une hypersensibilité au bleu de méthyléne (Plumb, 2018). En effet, le bleu de
méthyléne fait partie des colorants bleus pouvant étre a l'origine de réactions allergiques et
anaphylactiques importantes (cf. Annexe 2 : Allergies aux colorants bleus).

En cas d'injection par voie sous-cutanée ou lors d’extravasation au cours de I'administration
par voie intraveineuse, le bleu de méthyléne peut induire la survenue de panniculites pouvant méme
évoluer en abcés (Plumb, 2018). De plus, ce colorant ne peut pas étre administré par voie
intraspinale (Plumb, 2018).

Il a également été démontré que les colorants bleus de la famille des phénothiazines (bleu
de méthyléne principalement) sont a I'origine d’altération de 'ADN des cellules épithéliales (Alves
de Lima et al., 2007). Le potentiel carcinogéne du bleu de méthyléne est plus important encore lors
d’exposition du colorant a la lumiére ambiante (Barrows et al., 2003).

Enfin, le bleu de méthyléne peut provoquer un syndrome sérotoninergique grave ou mortel
lorsqu'il est utilisé en combinaison avec des médicaments sérotoninergiques (VIN, 2015). Ainsi il est
recommandé d'éviter une utilisation concomitante du bleu de méthyléne avec des inhibiteurs
sélectifs de la recapture de la sérotonine (ISRS), des inhibiteurs de la recapture de la sérotonine et
de la norépinephrine (IRSN) et des inhibiteurs de la monoamine oxydase (Pollack et al., 2009 ; VIN,
2015).

L’Annexe 3: Fiche colorant — Bleu de méthylene, résume les indications et protocoles
d’utilisation, effets secondaires et précautions d'utilisation pour son utilisation en chirurgie
vétérinaire.

3.2.1.2 Bleu patenté violet

3.2.1.2.1 Généralités du bleu patenté violet

Le bleu patenté violet est un dérivé du triphénylméthane qui est trés visible a de faibles
concentrations (Fabian et al., 1984). Son absorbance est de 640 nm en solution et de 660 nm une
fois présent dans le sang (Hueter et al., 2005). Il est largement utilisé dans la cartographie
lymphatique et I'identification du ou des noeuds lymphatiques sentinelles par injection au niveau d'un
site tumoral primaire (Fabian et al., 1984). Le bleu patenté existe sous deux formes : sous la forme
de sel de sodium (bleu patenté VF, acide blue 1) et sous la forme de sel de calcium (bleu patenté
V, Blue violet, food blue 5, acide blue 2, disulfine blue, E131) (Langner-Viviani et al., 2014).

3.2.1.2.2 Pharmacocinétique du bleu patenté violet

3.2.1.2.21 Absorption du bleu patenté violet

Le bleu patenté violet se lie faiblement a I'albumine, probablement par ses deux groupes d'acide
sulfonique (Newton et al., 1981 ; Tsopelas et Sutton, 2002). La pharmacocinétique du bleu patenté
violet dépend de son mode d’administration. En effet, lorsque ce colorant est administré par voie
orale, I'absorption intestinale est faible, conditionnant une biodisponibilité systémique limitée
(Newton et al., 1981 ; Tsopelas et Sutton, 2002). Lors d’administration par voie intraveineuse, sa
biodisponibilité est maximale (Newton et al., 1981 ; Tsopelas et Sutton, 2002). Lorsque le bleu
patenté violet est administré par voie transdermique, son absorption est significative, contrairement
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a une application cutanée (sur une peau saine) (Newton et al., 1981 ; Tsopelas et Sutton, 2002). De
plus, ce colorant diffuse dans la circulation sanguine lors d’'une absorption sublinguale (Lucova et
al., 2013).

La demi-vie plasmatique est de 0,3 heure lors d’administration par voie intraveineuse et est
comprise entre 2,7 et 33,3 heures lors d’administration entérale (EFSA Panel on Food Additives and
Nutrient Sources added to Food (ANS), 2013a).

3.21.2.2.2 Distribution du bleu patenté violet

Le bleu patenté violet diffuse rapidement dans la circulation sanguine (EFSA Panel on Food
Additives and Nutrient Sources added to Food (ANS), 2013a).

3.2.1.2.2.3 Métabolisme du bleu patenté violet

D’aprés une étude menée par I'Autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA), ce colorant
ne semble pas étre métabolisé par les enzymes hépatiques (EFSA Panel on Food Additives and
Nutrient Sources added to Food (ANS), 2013a).

3.21.2.24 Excrétion du bleu patenté violet

L’élimination du bleu patenté violet se fait par voie urinaire majoritairement mais aussi par voie
biliaire entre 24 et 48 heures apres son administration (Guerbet, 2017a).

3.2.1.2.3 Indications du bleu patenté violet

Indications du bleu patenté violet chez ’lhomme (Les doses de bleu patenté violet ne dépendent pas
du poids du patient. En utilisant une solution de bleu patenté violet a 2,5 %, la posologie est:
un a deux millilitres par voie sous-cutanée, péritumorale ou périaréolaire ; 10 ml par voie intra
artérielle. La dose journaliére admissible est de 5 mg/kg/j) (Braat et al., 2004 ; Langner-Viviani et al.,
2014 ; Guerbet, 2020b ; Base de données publique des médicaments, 2020a ; Base de données
publique des médicaments, 2020a) :

- Repérage des territoires artériels,

- Lymphangiographie et marquage des nceuds lymphatiques sentinelles.

Indications du bleu patenté violet chez les carnivores domestiques (2 mg/kg dilué de bleu patenté
violet 2,5%) (Aquino et al., 2012 ; Beserra et al., 2016 ; Beer et al., 2018 ; Favril et al., 2018) :

- Lymphangiographie et marquage des nceuds lymphatiques sentinelles, identification des
voies lymphatiques lors du traitement du chylothorax.
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3.2.1.2.4 Toxicité du bleu patenté violet

La concentration maximale sOre de bleu patenté violet dans les aliments pour animaux est de
250 mg/kg (EFSA Panel on Food Additives and Nutrient Sources added to Food (ANS), 2013b). A
ce jour, la dose toxique pour une administration parentérale n’est pas connue. Le bleu patenté violet,
comme les autres colorants de la famille des azoiques, présente un risque important
d’hypersensibilité et de survenue de choc anaphylactique ou anaphylactoide reconnu chez 'lHomme
(Langner-Viviani et al., 2014). Bien que la survenue de ces réactions allergiques soit rare (cf. Annexe
2 : Allergies aux colorants bleus ; pour plus de détails), il est recommandé de ne pas utiliser des
colorants de cette famille chez un patient connu pour avoir des antécédents d’allergie a ces
molécules et étre vigilant lors d’utilisation chez un patient avec d’autres allergies connues et/ou des
affections respiratoires.

De plus, de nombreuses études mettent en évidence que le bleu patenté violet présente un
risque non négligeable de coloration de la peau lors de son utilisation dans le cadre du cancer du
sein chez la femme (Barthelmes et al., 2010a ; Johnson et al., 2012 ; Gumus et al., 2013).

Enfin, le bleu patenté violet posséde un potentiel de cancérogénicité, mutagénicité et de
tératogénicité non négligeable, ce qui nécessite une utilisation raisonnée et ponctuelle (Azzopardi
et al., 2017). Notons que les bénéfices de I'utilisation de ce colorant en tant qu’aide diagnostic
peropératoire sont nettement supérieurs aux facteurs cancérigénes risquant de se développer
ultérieurement (Azzopardi et al., 2017).

L’Annexe 4 : Fiche colorant — Bleu Patenté Violet, résume les indications et protocoles
d’utilisation, effets secondaires et précautions d'utilisation pour son utilisation en chirurgie
vétérinaire.

3.2.1.3 Bleu isosulfan

3.2.1.3.1 Généralités du bleu isosulfan

Le bleu d’isosulfan est un composé organique coloré dont la structure de base est un
triphénylméthane. Ce colorant physiologiquement inerte est un isomere 2,5-disulfone du bleu
patenté violet (Bézu et al., 2011). |l s’agit d’'un des colorants les plus utilisés lors de biopsies de
nceuds lymphatiques dans le cadre de cancers du sein ou de mélanomes chez 'homme (Cimmino
et al., 2001). Il est facile d’emploi et est disponible aisément dans les établissements médicaux.

Le bleu isosulfan est le seul colorant bleu de cartographie lymphatique approuvé par la Food
and Drug Administration (FDA) des Etats-Unis d’Amérique (Cinar et al., 2012). Ainsi, le bleu
isosulfan est largement utilisé aux Etats-Unis tandis que I'Europe lui préfére le bleu patenté violet
(Vidal-Sicart et Valdés Olmos, 2012).

3.2.1.3.2 Pharmacocinétique du bleu isosulfan

3.2.1.3.21 Absorption du bleu isosulfan
Aprés l'injection sous-cutanée de bleu isosulfan, le colorant se lie aux protéines locales et rejoint la
circulation lymphatique (Medscape, 2020). L’absorption du colorant est de 34 % en 30 minutes, 69 %
en une heure; 100 % aprés une journée (Medscape, 2020).
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3.2.1.3.21 Distribution et métabolisme du bleu isosulfan

La distribution et le métabolisme du bleu isosulfan n’ont pas fait I'objet d’études a I'heure actuelle.

3.21.3.2.2 Excrétion du bleu isosulfan

L’excrétion de se colorant a lieu a 90 % dans les feces et a 10 % dans les urines (Medscape, 2020).

3.2.1.3.3 Indications du bleu isosulfan

Ce colorant est utilisé chez ’'homme dans le cadre de la lymphangiographie peropératoire. |l délimite
les vaisseaux lymphatiques qui drainent la région d'injection. La dose de bleu isosulfan est de un
demi-millilitre (cing milligrammes d’une solution de 10 mg/ml de bleu isosulfan) avec une dose
maximale de trois millilitres par jour (Medscape, 2020). Les cas nécessitant une lymphangiographie
sont les suivants (Drugs.com, 2019a) :

- Lymphoedéme primaire et secondaire des extrémités,
- Chylurie, ascite chyleuse ou chylothorax,
- Marquage des nceuds lymphatiques sentinelles lors de processus tumoraux.

En chirurgie des animaux de compagnie, le bleu isosulfan est peu utilisé par rapport aux autres
colorants bleus tels que le bleu de méthylene ou le bleu patenté violet. Toutefois, son utilisation
classique en chirurgie vétérinaire concerne le marquage des noeuds lymphatiques sentinelles lors
de processus tumoraux (Nwogu et al., 2002 ; Beer et al., 2018).

L'utilisation de ce colorant n’étant décrite qu'aux Etats-Unis, nous mentionnons ici son
protocole d’utilisation pour information. L’administration de bleu isosulfan est sous-cutanée
(Lymphazurin™ 1 %) a raison d’un demi-millilitre (0,5 ml) dans trois espaces interdigités de chaque
extrémité proche de la zone d’intérét. La dose maximale de colorant est de trois millilitres (30 mg)
(RxList, 2016a).

3.2.1.3.4 Toxicité du bleu isosulfan

Chez le rat, la DL50 est supérieure a 150 mg/kg (Drugbank, 2020). D’autre part, le pourcentage de
complications est compris entre un et trois pourcent (Thevarajah et al., 2005). C’est pourquoi, ce
colorant, similaire au bleu patenté violet, n’est pas encore approuvé pour une utilisation en France.

Accidents et complications liées a 'administration de bleu isosulfan (Drugs.com, 2019a) :

- Reéactions d'hypersensibilité : Des réactions anaphylactiques (détresse respiratoire, choc,
cedéme de Quincke) sont décrites aprés I'administration de bleu d'isosulfan 1 % injectable.
L’incidence globale de ces réactions d’hypersensibilité est rare (environ 2 %) et concerne
préférentiellement les individus ayant des antécédents d'asthme bronchique, d'allergies, de
réactions aux médicaments ou de réactions antérieures aux triphénylméthanes. Toutefois, des
réactions d’hypersensibilité plus graves, telles que les chocs anaphylactiques ou
anaphylactoides sont décrits dans 1,1 % des cas (Albo et al., 2001). Ainsi, Le bleu isosulfan
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est contre-indiqué chez les patients ayant une hypersensibilité connue aux triphénylméthanes
ou a des composés apparentés.

- Une coloration bleue de la peau, transitoire ou a long terme est rapportée lors de I'utilisation de
bleu isosulfan dans le cadre de marquage des nceuds lymphatiques sentinelles lors de cancer
du sein chez la femme.

Aucune interaction médicamenteuse n’est décrite, toutefois il n’est pas recommandé d'utiliser
de la lidocaine simultanément a I'injection locale de bleu isosulfan 1 % car une précipitation
immédiate de 4 a 9 % de complexe médicamenteux est décrite lors du mélange de ces deux
molécules (Drugs.com, 2019a).

Enfin, le bleu isosulfan interféere avec la mesure de la saturation en oxygéne du sang par
oxymétrie pulsée et indique une lecture faussement diminuée de la saturation (Drugs.com, 2019a).
Cette interférence est maximale au bout de 30 minutes aprés I'administration du colorant et est
minimale quatre heures aprés (Drugs.com, 2019a). Il est donc recommandé d’effectuer une analyse
des gaz du sang artériel afin de confirmer ou d’infirmer la diminution de la pression partielle artérielle
en oxygene (Drugs.com, 2019a).

3.2.2 Fluorescéine

3.2.21.1 Généralités de la fluorescéine

La fluorescéine est un colorant jaune du groupe des xanthénes, synthétisée pour la premiére fois
par Baeyer (Bartlett et Jaanus, 1985). En 1871, Baeyer synthétisa des colorants a partir d’anhydride
phtalique et de dérivés phénoliques. Il créa alors la famille des phtaléines. La fluorescéine est une
phtaléine du résorcinol. Notons de maniére anecdotique que le rose bengale et I'éosine sont deux
colorants dérivés de la fluorescéine et appartiennent également a la famille des xanthénes
(Desmettre et al., 2000).

La fluorescéine est dénommeée ainsi d’aprés la fluorescence qu’elle produit en contact de
I'eau. La fluorescence de la fluorescéine est liée a sa structure moléculaire : il s’agit d’'une molécule
polycyclique ou les électrons se délocalisent facilement (Desmettre et al., 2000). La fluorescéine
n’est fluorescente que lorsqu’elle est présente dans un milieu alcalin (ce qui est le cas du pH
sanguin) (Romanchuk, 1982). De plus, les spectres d’absorption (= excitation) et d’émission sont
différents selon le milieu de dilution du colorant (aqueux, plasma, sang total) (Desmettre et al., 2000).
Le pic d’émission de la fluorescéine dans le plasma se situe aux alentours de 518-530 nm
(Desmettre et al., 2000 ; Base de données publique des médicaments, 2020b). Son pouvoir colorant
est important puisqu’'un gramme de fluorescéine peut teinter jusqu’a vingt métres cubes d’eau. La
fluorescence verte apparait lorsque le colorant est éclairé par une lumiére bleu de cobalt, il s’agit
d’'une molécule a la fois colorante et fluorochrome (UV) (Duvall et Kershner, 2006).

La fluorescéine se lie aux protéines plasmatiques dés son passage dans la circulation
sanguine provoquant ainsi un déplacement du spectre d’absorption de 13 nm vers les grandes
longueurs d’ondes (Delori et al., 1978 ; lanacone et al., 1980 ; Grotte et al., 1985). Toutefois, cette
liaison est faible et dépend de la concentration du colorant injectée : une dose de 12,5 mg/kg fournit
0,04 mg/ml de fraction plasmatique libre de fluorescéine tandis qu’une dose initiale de 125 mg/kg
fournit 0,29 mg/ml de fraction plasmatique libre (Li et Rockey, 1982 ; Rockey et Li, 1982).
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La fluorescéine appartient au spectre du visible et interagit avec la mélanine de I'épithélium
pigmentaire, caractéristique du colorant particulierement avantageuse en ophtalmologie (Bischoff et
Flower, 1985 ; Bischoff et al., 1995). Elle est utilisée dans le diagnostic de parties endommagées de
la cornée et fait partie de la liste des médicaments essentiels de 'Organisme Mondial de la Santé
(OMS) de par ses multiples indications d'utilisation et son faible codt (WHO, 2019). En
ophtalmologie, elle est également utilisée pour les examens angiographiques depuis les années
1960 (Desmettre et al., 2000). Ce colorant est tout particulierement apprécié dans le monde médical
puisqu’il présente une grande solubilité en solution aqueuse et sa faible toxicité lui permet d’étre
administré a des concentrations élevées, par voie intraveineuse (Desmettre et al., 2000).

La fluorescéine a été I'un des premiers colorants utilisés pour mettre en évidence les tumeurs
cérébrale (Moore, 1947).

3.2.2.1.2 Pharmacocinétique de la fluorescéine

3.2.21.21 Absorption de la fluorescéine

La fluorescéine est liée aux protéines plasmatiques (principalement a I'albumine) a taux compris
entre 50 et 84% et est liée aux érythrocyte a un taux compris entre 15 a 17% (Base de données
publique des médicaments, 2020b).

3.221.2.2 Distribution de la fluorescéine

Dans les sept a quatorze secondes qui suivent dans la veine céphalique, la fluorescéine apparait
généralement dans l'artére centrale de I'ceil. Quelques minutes aprés son administration, une
décoloration jaunatre de la peau apparait et s’estompe dans les six a douze heures post-injection.
Diverses estimations du volume de distribution indiquent que la fluorescéine se distribue
majoritairement dans I'espace interstitiel (0,5 L/kg) (Drugs.com, 2019b).

3.2.21.23 Métabolisme de la fluorescéine

Rapidement aprés l'injection par voie intraveineuse, la fluorescéine est retrouvée au niveau du foie
sous une forme conjuguée (Figure 13) (Desmettre et al., 2000). Environ 80 % de la fluorescéine
injectée subit un métabolisme rapide pour devenir du monoglucuronide de fluorescéine, une heure
post-injection (Drugs.com, 2019b).

La forme non métabolisée de la fluorescéine est encore majoritaire jusqu’a une heure post-
injection. Toutefois, dés 30 minutes, la concentration en métabolite « glucuronide de la
fluorescéine » augmente (Desmettre et al., 2000). Ce métabolite posséde également des propriétés
fluorescentes (Base de données publique des médicaments, 2020b). Deés lors, ce n’est qu’en
utilisant un rayon lumineux dont I'excitation est de 494 nm et I'’émission de 516 nm que le rendement
de fluorescence de la fluorescéine est 34 fois supérieur a celui de son métabolite et qu’il est alors
possible de les différencier (Chen et al., 1980).
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3.221.24 Excrétion de la fluorescéine

La fluorescéine et ses métabolites sont principalement éliminés par excrétion rénale et biliaire
(Figure 13) (Base de données publique des médicaments, 2020b). Les demi-vies d'élimination
plasmatiques de la fluorescéine et de son métabolite (glucuronide de la fluorescéine) sont
respectivement d'environ 23,5 et 264 minutes (Base de données publique des médicaments,
2020b). Aprés administration par voie intraveineuse, I'urine reste Iégérement fluorescente pendant
24 a 36 heures (Base de données publique des médicaments, 2020b). Chez 'homme, la clairance
rénale est estimée a 1,75 ml/min/kg et la clairance hépatique est estimée a 1,50 ml/min/kg. La
clairance systémique de la fluorescéine est comprise entre 48 et 72 heures aprés son administration
(Drugs.com, 2019b).

Figure 13 : Schéma du métabolisme de la fluorescéine (d’aprés Grotte et al., 1985).
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Une dose minimale de fluorescéine est requise pour avoir assez de molécules colorantes
libres et donc de fluorescence. Cependant, le rendement de fluorescence maximal est obtenu lors
de concentrations égales a 20 ug/ml. Au-dela de cette valeur, la fluorescence du colorant diminue
(Pitet et Hygounenc, 1971). Ce phénoméne, également appelé « quenching », correspond a des
auto-associations de molécules de fluorescéine (Desmettre et al., 2000), qui n’émettent plus de
fluorescence et absorbent la lumiére.

3.2.2.1.3 Indications de la fluorescéine

Indications de la fluorescéine chez 'homme (une ampoule de cing millilitres (10 %) en injection
intraveineuse ou 14 mg/kg) (Haute Autorité de Santé, 2003 ; Base de données publique des
médicaments, 2020b) :

- Mise en évidence et surveillance des ulcérations cornéennes et conjonctivales,

- Prise de la tension oculaire au tonométre a aplanation,
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- Recherche de signe de Seidel aprés intervention portant sur le segment antérieur du globe
oculaire,

- Etude du sac et du film lacrymal,
- Adaptation et surveillance des lentilles pré-cornéennes,

- Utilisation en neurochirurgie dans la délimitation des berges de tissu tumoral cérébral (Acerbi
etal., 2014 ; Cavallo et al., 2018),

- Evaluation de la viabilité intestinale et gastrique (Urbanavicius et al., 2011),

- Marquage ciblé des carcinomes colorectaux in vivo par association a I'anticorps ciblant
I'antigéne carcino-embryonnaire (Folli et al., 1992).

Indications de la fluorescéine chez les carnivores domestiques (entre 10 et 20 mg/kg) (Pirie et al.,
2012 ; Hayashi et al., 2017) :

- Détection de Iésions et d’ulceres cornéens et conjonctivaux (Plumb, 2018),

- Evaluation de la perméabilité du canal lacrymo-nasal et angiographie du fond d’ceil (Barnette,
2018 ; Ali et al., 2019),

- Utilisation en neurochirurgie dans la délimitation des berges de tissu tumoral cérébral
(Nakano et al., 2018),

- Evaluation de la viabilité intestinale et gastrique (Marfuggi et Greenspan, 1981 ; Brown, 2012
; Adamantos, 2015).

3.2.21.4 Toxicité de la fluorescéine

Des doses élevées de fluorescéine peuvent étre toxiques, en particulier lorsqu’elle n’est pas injectée
par voie intraveineuse stricte (voie locale cornéenne par exemple) et peuvent ainsi entrainer de
graves lésions tissulaires en raison de son pH élevé (Food And Drug Adminsitration, 2016). Chez le
chien, la fluorescéine semble non toxique pour une dose comprise entre 10 et 15 mg/kg ; la toxicité
aigué n’est décrite uniquement lors de I'administration de 400 mg/kg répétée toutes les 48 heures
pendant 28 jours (Marfuggi et Greenspan, 1981).

Bien que des cas d’allergie et de réactions anaphylactiques soient décrits (VIN, 2015), la
fluorescéine est classée en tant que molécule de faible toxicité et est sGire d’emploi (National Center
for Biotechnology Information. PubChem Database., 2020).

Néanmoins, tout comme le bleu patenté violet, colorant de la famille du triarylméthane, la
fluorescéine présente un caractére mutagéne pouvant se déclarer a long terme (Azzopardi et al.,
2017). Ainsi, son utilisation doit s’inscrire dans une analyse globale des bénéfices et des risques de
I'utilisation de ce colorant pour le patient.

L’Annexe 5 : Fiche colorant — Fluoresceéine, résume les indications et protocoles d’utilisation,
effets secondaires et précautions d’utilisation pour son utilisation en chirurgie vétérinaire.
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3.2.2.2 Carmin d’indigo

3.2.2.21 Généralités du carmin d’indigo

Le carmin d’indigo est un composé organique naturellement soluble dans I'eau, photosensible et est
extrait de l'indigotier (Saurin, 2009). Son spectre d’absorption est maximal entre 610 et 614 nm
(Base de données publique des médicaments, 2018).

Originellement, le carmin d'indigo a été utilisé pour détecter les fuites de liquide amniotique
ou d'urine. En effet, ce colorant est rapidement filtré dans I'urine qu'il colore en bleu, permettant ainsi
la détection des fuites urinaires (Eren et al., 1995).

Il est important de noter que ce type de colorant a été utilisé en clinique bien avant les
exigences actuelles de ’Agence Européenne des Médicaments (AEM) ou de la FDA. Toutefois, ce
colorant est moins couramment utilisé de nos jours et est remplacé par les colorants bleus
mentionnés précédemment.

3.2.2.2.2 Pharmacocinétique du carmin d’indigo

3.2.2.2.21 Absorption du carmin d’indigo
Les données pharmacocinétiques du carmin d’'indigo sont rares. Ce colorant a une demi-vie
plasmatique de 4,5 minutes (Haute Autorité de Santé, 2014 ; RxList, 2016b ; Base de données
publique des médicaments, 2018).

Le carmin d’indigo n’est pas absorbé par les cellules épithéliales, il s’agit d’'un colorant de
relief strict qui est principalement utilisé en endoscopie digestive par voie locale ou urologique par
voie systémique (Saurin, 2009).

3.2.2.2.21 Distribution et métabolisme du carmin d’indigo

Aucune donnée concernant la distribution et le métabolisme du carmin d’indigo ne sont pas
disponibles dans la littérature a ce jour.

3.2.222.2 Excrétion du bleu du carmin d’indigo

L’élimination du carmin d’indigo est majoritairement rénale et biliaire (Haute Autorité de Santé, 2014
; RxList, 2016b). L'élimination du colorant urinaire commence peu aprés l'injection (10 minutes)
(RxList, 2016b). Une altération de la fonction rénale peut allonger le délai moyen d’excrétion de
plusieurs minutes (Haute Autorité de Santé, 2014).

3.2.2.2.3 Indications du carmin d’indigo

Indications du carmin d’indigo chez 'lhomme (une ampoule de cing millilitres de 40 mg de carmin
d’indigo) (Haute Autorité de Santé, 2014) :

- Détection peropératoire de lésions urétérales lors de chirurgies abdomino-pelviennes,

- Délimitation peropératoire des marges tumorales en neurochirurgie aprés injection
stéréotaxique,
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- Délimitation de tissu tumoral en endoscopie digestive (Barbier, 2000 ; Saurin, 2009 ; Di
Martino, 2012).

Chez l'animal de compagnie, I'utilisation de carmin d’indigo n’est pas encore décrite.
Toutefois, une étude de I'utilisation du carmin d’indigo pour colorer les voies urinaires hautes est
réalisée sur le modéle porcin in vivo (Liu et al., 2017). L'’utilisation de carmin d’'indigo est également
décrite lors d’obstruction d’oviducte chez la jument (Inoue, 2013) et en dans la localisation des
carotides internes a I'aide d’'un test rétinien chez les lapins blancs néo-zélandais (Joshi et al., 2016).

3.2.2.2.4 Toxicité du carmin d’indigo

Les effets indésirables graves du carmin d’indigo sont trés rares (Haute Autorité de Santé, 2014).
Tout surdosage (dose supérieure a 80 mg de colorant) peut provoquer une crise d'hypertension et
une bradycardie sévére pouvant aboutir au décés du patient (Lee et Jang, 2012 ; Haute Autorité de
Santé, 2014). La DL50 chez le rat est de 93 mg/kg par voie intraveineuse et est de 405 mg/kg par
voie sous-cutanée chez la souris (Base de données publique des médicaments, 2018).

L’administration de carmin d’indigo entraine fréquemment une élévation transitoire de la
pression artérielle et une bradycardie réactionnelle (Base de données publique des médicaments,
2018). Les urines sont souvent colorées aprés I'administration du colorant (Base de données
publique des médicaments, 2018). Par ailleurs, les réactions anaphylactiques ou anaphylactoides a
ce colorant sont rarement rapportées (Haute Autorité de Santé, 2014).

Enfin, les colorants de la famille des indigoides dont fait partie le carmin d’indigo possédent
des caractéristiques cancérigénes et sont a I'origine d’altération de 'ADN des cellules épithéliales
(Alves de Lima et al., 2007).

L’Annexe 6: Fiche colorant — Carmin d’indigo, résume les indications et protocoles
d’utilisation, effets secondaires et précautions d'utilisation pour son utilisation en chirurgie
vétérinaire.

3.2.2.3 Bleu de trypan
3.2.2.3.1 Généralités du bleu de trypan

Le bleu de trypan est un colorant azoique couramment utilisé comme colorant pour distinguer les
cellules viables des cellules non viables (National Center for Biotechnology Information. PubChem
Database, 2020c). Il colore ainsi les cellules mortes en bleu. Son spectre d’absorption maximal est
compris entre 590-600 nm (Merck, 2020).

Comme nous le verrons par la suite dans les indications de ce colorant, le bleu de trypan est
principalement utilisé en chirurgie ophtalmique chez 'homme et plus récemment, chez le chien.
L'utilisation du bleu de trypan en ophtalmologie remonte aux années 1970, lorsqu'il était utilisé pour
colorer I'endothélium cornéen préalablement a la chirurgie (Norn, 1980). Son utilisation par la suite
s’est développée. Il devient ainsi, a la fin des années 1990, I'un des colorants les plus utilisés en
chirurgie de la capsule antérieure du cristallin (Melles et al., 1999).

Page 53



3.2.2.3.2 Pharmacocinétique du bleu de trypan

3.2.2.3.21 Absorption du bleu de trypan

Apreés injection de bleu de trypan par voie sous-cutaneé ou intra-péritonéale chez la souris, le colorant
est rapidement absorbé et largement distribué dans I'organisme (Bowman et al, 1983). Les
concentrations sériques maximales sont atteintes environ deux heures post-injection (Bowman et
al., 1983).

3.2.2.3.2.2 Distribution du bleu de trypan
Des études menées sur des animaux de laboratoires mettent en évidence le passage du bleu de
trypan du flux sanguin a travers les parois des vaisseaux de l'iris et de la choroide. Toutefois, le

colorant ne traverse pas les parois des vaisseaux de la rétine (National Center for Biotechnology
Information. PubChem Database, 2020c).

3.2.2.3.2.3 Métabolisme du bleu de trypan
Le métabolisme du bleu de trypan n’est pas détaillé dans la littérature a ce jour.

3.223.24 Excrétion du bleu de trypan
Le bleu de trypan est rapidement excrété dans les urines (Bowman et al., 1983). Les pics d’excrétion
de métabolites sont compris entre les 12 et 24 premiéres heures aprés son administration (Bowman
et al., 1983). Aucun métabolite n’est retrouvé dans I'urine aprés 48 heures (Bowman et al., 1983).

3.2.2.3.3 Indications du bleu de trypan

Indications du bleu de trypan chez ’homme (0,5 ml de bleu de trypan a 0,06 %) (Jhanji et al., 2011
; Dutch Ophtalmic Research Center, 2012 ; Srinivasan, 2019) :

- Coloration temporaire intrastromale,

- Coloration de temporaire de membranes épirétiniennes,
- Coloration temporaire de la membrane de Descemet,

- Coloration temporaire de 'humeur aqueuse,

- Coloration temporaire des masse cristalliniennes.
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Indications du bleu de trypan chez le chien (10 mg/kg par voie intraveineuse (IV) de solution de bleu
de trypan a 1 % ou 0,5 ml de bleu de trypan a 0,06 % localement ) (Dutch Ophtalmic Research
Center, 2012 ; Plumb, 2018) :

- Traitement alternatif de la babésiose (Babesia canis), il s’agit du premier agent thérapeutique
de la babésiose décrit chez le chien,

- Coloration temporaire de la chambre antérieure de I'ceil,

- Coloration temporaire de membrane épirétiniennes.

3.2.2.3.4 Toxicité du bleu de trypan

La tératogénicité du bleu de trypan est bien documentée. En effet, les métabolites des dérivés des
azoiques sont cancérigenes (Azzopardi et al., 2017). La phénylénediamine et la benzidine sont les
principales entités incriminées (Azzopardi et al., 2017). L'utilisation de ce colorant n’est pas
recommandée lors de gestation et de la lactation si celle-ci peut étre évitée (Plumb, 2018). La dose
tératogene est de 50 mg/kg en dose unique ou de 25 mg/kg/jour pendant I'embryogenése chez le
rat (Dutch Ophtalmic Research Center, 2012). Le bleu de trypan présente une toxicité cellulaire et
tissulaire chronique pour tous les tissus organiques a toutes les concentrations testées (Azzopardi
etal., 2017).

Le bleu de trypan est bien toléré chez le chien. Les urines, sécrétions lacrymales et les
muqueuses deviennent légérement colorées en bleu. Lorsque le bleu de trypan est utilisé comme
traitement de la babésiose, cet effet peut perdurer pendant plusieurs semaines (Plumb, 2018). Le
bleu de trypan peut également colorer le plasma, ce qui impacte le suivi de la saturation artérielle
en oxygene (Plumb, 2018).

Enfin, bien que des réactions anaphylactiques ou anaphylactoides soient peu fréquemment
recensées lors d’utilisation de bleu de trypan, il est recommandé de limiter son usage aux individus
n’ayant pas d’hypersensibilité connue aux colorants azoiques (Jhaniji et al., 2011 ; Dutch Ophtalmic
Research Center, 2012 ; Srinivasan, 2019).

L’Annexe 7: Fiche colorant — Bleu de trypan, résume les indications et protocoles

d’utilisation, effets secondaires et précautions d'utilisation pour son utilisation en chirurgie
vétérinaire.

3.2.2.4 Bleu d’Evans

3.2.24.1 Généralités du bleu d’Evans

Le colorant bleu d’Evans a été utilisé pour la premiére fois par I'anatomiste et embryologiste
américain Herbert McLean Evans en 1914 (Evans et Schulemann, 1914). Son spectre d’absorption
est compris entre 620 et 680 nm (Wang et Lai, 2014).

Le bleu d’Evans est un colorant bis-azoique synthétique, également appelé T-1824 et Direct
Blue 53 (Yao et al., 2018). L'utilisation de ce colorant s’est alors développée lorsqu'il a été vendu
par la Eastman Kodak Company sous le nom de « Evans blue » en reconnaissance des
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contributions de M. Evans au développement et a I'utilisation des colorants depuis 1936 (Cooksey,
2014).

Ce colorant a un poids moléculaire de 961 Dalton (Da) et est particulierement soluble dans
I'eau (280 g/l) (Wolman et al., 1981 ; Yen et al., 2013). Il se lie fortement a l'albumine sérique et est
ainsi un traceur protéique de poids moléculaire élevé (69 kDa) (Wolman et al., 1981 ; Yen et al.,
2013). Injecté par voie intraveineuse, le colorant lié a I'albumine se répartit dans toute la circulation
sanguine. Un excés de colorant colore intensément les yeux, les oreilles, le nez et les membres de
du patient (Manaenko et al., 2011 ; Roller et al., 2015).

Le bleu d’Evans est a la fois un colorant mais également un fluorochrome NIR. En effet, il
émet une fluorescence rouge lorsqu’il est éclairé par une un lumiére verte (Yao et al., 2018). Cette
caractéristique est utilisée dans divers procédures : lors de marquage des nceuds lymphatiques
drainant le foie (Zheng et al., 2013), lors de recherche d’extravasation du colorant en dehors des
vaisseaux sanguins de tissus d’intérét (Maeda, 2012).

De par ses propriétés colorantes, sa grande solubilité dans I'eau, sa lente excrétion ainsi que
de sa forte liaison a I'albumine sérique, le bleu d’Evans est largement utilisé dans le monde médical,
notamment dans l'estimation du volume sanguin, I'évaluation de la perméabilité vasculaire aux
macromolécules, la détection des nceuds lymphatiques et la localisation des lésions tumorales
(Caster et al., 1954 ; Tsopelas et al., 2006 ; Harrell et al., 2008 ; Roller et al., 2015). Le bleu d’Evans
peut également étre utilisé comme colorant dans I'évaluation de la viabilité des tissus. En effet,
I'albumine liée au colorant pénétre préférentiellement dans les cellules endommagées et les colore
ainsi en bleu (Smith et al., 2015).

Plus récemment, le bleu d’Evans, associé a un traceur isotopique (Tomographie par
Emission de Positon (TEP)), est utilisé comme agent théranostique (Liu et al., 2016 ; Chen et al.,
2016).

3.2.2.4.2 Pharmacocinétique du bleu d’Evans

3.2.24.21 Absorption du bleu d’Evans

Lorsqu'il est injecté par voie intraveineuse, le bleu d’Evans se lie entiérement a 'albumine et seule
une proportion infime de colorant demeure libre dans la circulation sanguine (0,11 %-0,31 %) (Shen
etal., 2014 ; Do et al., 2014 ; Muldoon et al., 2016). Le complexe Bleu d’Evans-protéine a haut poids
moléculaire empéche son passage dans les cellules vivantes mais également a travers la barriére
hémato-encéphalique (Shen et al., 2014 ; Do et al., 2014 ; Muldoon et al., 2016). La capacité de
liaison de I'albumine semble étre la plus forte chez 'homme et le chien que chez les autres espéces,
avec huit a quatorze moles de bleu d’Evans pour une mole d’albumine (Saunders et al., 2015).

3.2.242.2 Distribution du bleu d’Evans

Ce colorant ne se distribue qu’au sein du compartiment sanguin, caractéristique qui le rend unique
par rapport aux autres colorants utilisés en médecine (Yen et al., 2013).
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3.2.242.3 Métabolisme du bleu d’Evans

Le métabolisme du bleu d’Evans n’est pas encore décrit dans la littérature a ce jour.

3.22424 Excrétion du bleu d’Evans

L’élimination du Bleu d’Evans a lieu principalement par voie hépatique (Tsopelas et Sutton, 2002).
La quantité de colorant dans le plasma chute rapidement en 24 heures post-injection intraveineuse
et reste en trés faible quantité dans le sang jusqu’a trois jours post-injection (Wolman et al., 1981).

3.2.2.4.3 Indications du bleu d’Evans

Indications du bleu d’Evans chez 'homme (5,19 pg/kg a 51,9 mg/kg) (Ryu et al., 2018) :

Estimation du volume sanguin (Gibson et Evans, 1937 ; Saunders et al., 2015),

Evaluation de la taille de linfarctus du myocarde, en association avec le chlorure de
triphényltétrazolium (Romson et al., 1983 ; Yet et al., 2001 ; Stanton et al., 2005), ou seul
(Kurrelmeyer et al., 2000),

Evaluation de la perméabilité vasculaire et de la barriére hémato-encéphalée (Roberts et
Palade, 1995 ; Radu et Chernoff, 2013 ; Huang et al., 2016),

Lymphangiographie et marquage des nceuds lymphatiques sentinelles (Harrell et al., 2008 ;
Zheng et al., 2013 ; Tervala et al., 2015).

Indications du bleu d’Evans chez les carnivores domestiques (10 mg/kg) (Yao et al., 2018) :

Evaluation de la taille de l'infarctus du myocarde (Romson et al., 1983 ; Yet et al., 2001 ;
Stanton et al., 2005),

Lymphangiographie et marquage des nceuds lymphatiques sentinelles (modéle murin)
(Harrell et al., 2008 ; Zheng et al., 2013), identification des voies lymphatiques lors du
traitement du chylothorax idiopathique (Martin, 2014),

Délimitation de tumeurs : intracranienne chez le rat (Prabhu et al., 2000 ; Roller et al., 2015),
vésicale chez le rat (Elsen et al., 2015),

Marqueur de nécrose tissulaire (modéle expérimental chez le poisson-zebre, le rat et le lapin)
(Hamer et al., 2002 ; Miller et al., 2005 ; Wooddell et al., 2010 ; Feng et al., 2013 ; Smith et
al., 2015).

3.2.24.4 Toxicité du bleu dEvans

Le bleu d’Evans peut provoquer une mort retardée lorsqu’il est utilisé a des doses supérieures a
200 mg/kg de poids corporel (modéle murin) (Taylor et Thorp, 1959), mais le dosage habituel de
2 % de bleu de trypan a 0,5 ml’kg (10 mg/kg), entraine une toxicité bien moindre par rapport a des
doses plus élevées (Yao et al., 2018).
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Peu d’effets indésirables sont rapportés. Une embolie pulmonaire aprés injection par voie
intraveineuse chez un rat a été rapportée (Gibson et Evans, 1937). D’autre part, le bleu d’Evans
peut provoquer une agrégation plaquettaire lorsque le rapport molaire de colorant/albumine est
supérieur a 1:1 (Giger et al., 1974). Enfin, comme pour les autres colorants azoiques, le bleu
d’Evans est considéré comme un agent mutagéne, cancérigéne et tératogéne (Yao et al., 2018).
Toutefois, ces toxicités sont peu détaillées dans la littérature.

3.2.2.5 Bleu de Bonney
3.2.2.5.1 Généralités du bleu de Bonney

Le bleu de Bonney a été développé par un gynécologue britannique, William Francis Victor Bonney
(1872-1953) (Johnson, 1975). Il publia, le 15 mai 1915 dans le British Medical Journal, sa découverte
qu’il dénomme « antiseptique vert violet » (Johnson, 1975). La composition du bleu de Bonney y est
ainsi décrite : cing milligrammes de vert malachite (ou vert brillant), cing milligrammes de violet de
gentiane (ou cristal violet), 500 mg d’alcool méthylé industriel & 95 % ou d’éthanol a 90 %, 1 000 mg
d’eau distillée (Johnson, 1975 ; Christmas et al., 1989 ; Raabe et al., 2003).

Le colorant est utilisé dans les années 1930 en tant qu’antiseptique pour la préparation du
vagin ou de la peau lors d’interventions chirurgicales mais également en tant qu’encre de marquage
dans diverses procédures : détermination de la perméabilité des trompes de Fallope, mise en
évidence des fistules vésicovaginales, chirurgie des sinus pour en faciliter la dissection (Christmas
et al., 1989).

3.2.2.5.2 Pharmacocinétique du bleu de Bonney

Aucune donnée pharmacocinétique du bleu de Bonney n’a été établie a ce jour.

3.2.2.5.3 Indications du bleu de Bonney

Bien que peu utilisé de nos jours, les indications du bleu de Bonney chez ’'homme sont les suivantes
(la solution de bleu de Bonney doit étre diluée avec du soluté physiologique jusqu’a I'obtention d’'une
concentration de 0,5% de colorant) (Johnson, 1975 ; Christmas et al., 1988 ; Christmas et al., 1989) :

- Antiseptique dans la préparation de la muqueuse vaginale ou de la peau,

- Délimitation de la perméabilité des trompes de Fallope lors de fistules vésicovaginales.

L’utilisation du bleu de Bonney n’est pas décrite chez I'animal a ce jour.

3.2.2.5.4 Toxicité du bleu de Bonney

Les constituants du bleu de Bonney sont potentiellement toxiques pour les muqueuses, c'est
pourquoi la solution doit étre diluée avec de I'eau déminéralisée a une concentration de 0,5 % avant
d'étre instillée dans la vessie ou d'entrer en contact avec toute autre muqueuse (Christmas et al.,
1989). Le non-respect de cette consigne entraine une réaction inflammatoire grave dans la vessie.
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Cette toxicité s’explique par le potentiel mutagéne du cristal violet, sous sa forme pure et non
dissoute, qui interagit avec I'ADN cellulaire (Rosenkranz et Carr, 1971) et qui peut également induire
de graves réactions nécrotiques au niveau de la peau et des muqueuses (John, 1968). Le degré
des dommages qui en résultent dépend de la durée d’exposition. La littérature recense de nombreux
cas de cystites chimiques résultant de l'utilisation de bleu de Bonney non dilué (Christmas et al.,
1989). Les Iésions toxiques de la paroi vésicale entrainent une fibrose intra-murale et une réduction
de la compliance vésicale, se traduisant par une réduction de la capacité fonctionnelle de la vessie
(Christmas et al., 1989).

La toxicité importante de ce colorant a freiné son utilisation chirurgicale. Toutefois, le bleu de
Bonney est encore utilisé comme colorant pour planifier une incision ou une résection chirurgicale
(Azzopardi et al., 2017).

3.3 Colorants de type agents de contraste radio-opaque

L’exercice de la médecine et de la chirurgie a connu un tournant majeur avec l'apparition de
'imagerie. De plus, 'imagerie moderne n’aurait pu naitre sans les progrés de I'informatique. En effet,
la formation d’'une image passe par I'analyse, la reconstruction et I'élimination des éléments inutiles
ainsi que de linterprétation de 'ensemble des points acquis afin de former une image cohérente.

L’imagerie est une révolution dans le monde médical : la machine est devenue un acteur
dans la démarche diagnostique. La technologie révele I'anatomie, autrefois uniquement visible sous
la lame de bistouri. L'image précéde I'acte chirurgical et offre aux médecins et chirurgiens pléthore
d’informations leur permettant de définir I'intervention la plus adaptée pour le patient.

Ainsi, les produits de contraste radio-opaques et médicaments radiopharmaceutiques sont
utilisés dans prés de la moitié des examens réalisés sous scanner et un tiers sous IRM
(Pharmacomedicale.org, 2018). Ces agents de contraste sont classifiés selon différentes
catégories: les produits de contraste iodés majoritairement utilisés lors d'examen
tomodensitométrique, les agents gadolinés principalement utilisés lors d'imagerie par résonance
magnétique (IRM) et les médicaments radiopharmaceutiques utilisés en scintigraphie
conventionnelle tels que le Technétium 99m (**™Tc) (Pharmacomedicale.org, 2018). Nous avons
choisi de centrer notre étude sur le Lipiodol, agent de contraste radio-opaque ayant différentes
indications d’utilisation, tant comme colorant radio-opaque que comme vecteur d’agent de
chimiothérapie (cf. partie 4.5) et ce, également en chirurgie vétérinaire (Watson et Sterns, 1969 ;
Nishikawa, 1979 ; Tachibana et al., 1982 ; Choo et al., 1991 ; Cave et al., 2003 ; Bergman et Clifford,
2019). Ce colorant présente I'avantage majeur, bien que nécessitant la réalisation de clichés
radiographiques 24h aprés son administration, d’étre moins onéreux que d’autres techniques faisant
appel a l'utilisation d’agents de contraste radio-opaques (Bergman et Clifford, 2019).

3.3.1.1.1 Généralités du Lipiodol

Le Lipiodol est une molécule radio-opaque, huileuse, constituée de longues chaines carbonées
d’éthyle ester di-iodées d’acide gras (Cis et C1s), synthétisées a partir d’huile de graine de pavot
(Wolff, 2001). Cette molécule est composée a 98 % d’'acides gras insaturés, dont l'acide gras
linoléique a hauteur de 70 % (Wolff, 2001). Le colorant translucide varie du jaune a 'ambre et
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contient 37 % d’iode. Sa viscosité a 37°C est de 25 mPa.s et sa densité de 1,28 (Nakamura et al.,
1989 ; Ho et al., 2000).

Synthétisé pour la premiéere fois en 1901 par le pharmacien frangais Marcel Guerbet, le
Lipiodol est ensuite présenté par Laurent Lafay a la Société Frangaise de Dermatologie et
Syphiligraphie en tant que traitement de la syphilis pulmonaire (asthme) et cardiovasculaire (angine,
péricardite), 'impétigo et les rhumatismes divers (Bonnemain, 2000b). Ses propriétés radio-opaques
n'ont été décrites que plus tardivement, en 1921, par Jean Athanase et Jacques Forestier. La
premiere myélographie a été réalisée le 13 octobre 1921 sur un patient présentant un myélome (Idée
et Guiu, 2013).

Les applications radiographiques du Lipiodol se sont par la suite multipliées au fil des
années : bronchographie en 1922, dacryographie en 1923, hystérosalpingographie en 1924,
sialographie et fistulographie en 1928 et lymphographie en 1960 (Bonnemain, 2000a). Le Lipiodol
est donc, actuellement, classiquement utilisé comme marqueur radiographique
(lymphangiographie), excepté dans le cadre du goitre endémique ou il demeure le traitement de
choix (Wolff, 2001 ; Idée et Guiu, 2013).

D’autre part, le Lipiodol est également utilisé dans le cadre de carcinomes hépatocellulaires.
Nous étudierons par la suite plus en détail I'utilisation du Lipiodol pour cette indication particuliere
(Deuxiéme partie, 4.5).

3.3.1.1.2 Pharmacocinétique du Lipiodol

La pharmacocinétique du Lipiodol dépend de sa voie d’administration (Base de données publique
des médicaments, 2020c) :

Apreés injection intra-lymphatique stricte par cathétérisme (I'injection peut étre précédée
d’un colorant pour visualiser les vaisseaux lymphatiques ou étre réalisée sous échographie (Pieper
et al., 2019)), le Lipiodol est libéré dans le sang, capté par le foie, les poumons, la rate et le tissu
adipeux. La résorption aprés captation varie de quelques jours a plusieurs mois ou années.

Apreés injection sous-cutanée, le Lipiodol rejoint lentement la circulation lymphatique et suit
la méme pharmacocinétique que lors d’injection intra-lymphatique stricte. Seul le temps d’absorption
est allongé (Liptak et Boston, 2019).

Apres injection intramusculaire, une partie du contenu huileux s'accumule dans le muscle
et les tissus voisins. L'iode quitte le restant de la molécule de Lipiodol par voie métabolique car cet
oligo-élément est utilisé pour compenser les pertes d'iode de la glande thyroide. L'élimination
urinaire des iodures est massive et précoce (dans les premiéres heures qui suivent l'injection) mais
se poursuit les mois suivants. L'excrétion urinaire d'iode est 50 pg/jour chez 'lhomme dure pendant
trois et cinq ans post-injection intramusculaire.

Apreés injection intra-artérielle sélective, I'iode est principalement éliminé par voie urinaire.
Apres injection sélective dans l'artére hépatique pour le diagnostic des lésions hépatiques ou en
chimioembolisation transartérielle des carcinomes hépatocellulaires, le Lipiodol est significativement
plus concentré dans la tumeur que dans le tissu hépatique sain environnant.

Le Lipiodol est une molécule « plastique » puisqu’elle s’ajuste aux parois des vaisseaux et
provoque ainsi le phénoméne d’embolie transitoire recherché dans certains protocoles tels que la
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chimioembolisation (de Baere et al., 1995 ; Idée et Guiu, 2013). La molécule met entre deux et trois
jours pour disparaitre intégralement de la veine porte et jusqu’a sept jours au niveau des capillaires
sinusoides (Idée et Guiu, 2013).

La clairance du Lipiodol est probablement liee a une phagocytose de la molécule par les
cellules de Kupffer (Idée et Guiu, 2013). Toutefois, aucune étude n’étaye parfaitement cette
hypothése a ce jour (Idée et Guiu, 2013). Les molécules de Lipiodol sont également retrouvées au
sein du tissu tumoral. L’hypothése principale expliquant ce phénoméne est la présence de pompes
membranaires (Liapi et Geschwind, 2011). L’émulsion de Lipiodol/composé anti-cancéreux reste
détectable au sein de la tumeur jusqu’a trois mois post-infusion (Idée et Guiu, 2013). Cela montre
I'efficacité de ce traitement en terme de durée d’action in situ (Idée et Guiu, 2013).

3.3.1.1.3 Indications du Lipiodol
Indications du Lipiodol chez 'homme (cing a sept millilitres de Lipiodol (480 mg/ml) pour les
lymphangiographies et 15 ml de Lipiodol (480 mg/ml) pour les embolisations) (Guerbet, 2018 ;
Pieper et al., 2019 ; Base de données publique des médicaments, 2020c) :

- Lymphangiographie, marquage des nceuds lymphatiques sentinelles,
- Embolisation de chylothorax avec colles chirurgicales (par exemple, NBCA histo-acryl),

- Visualisation, localisation et vectorisation au cours de la chimioembolisation transartérielle
du carcinome hépatocellulaire (CHC) au stade intermédiaire de I'adulte.

Indications du Lipiodol chez les carnivores domestiques (injection entre 2,5 ml et 10 ml de Lipiodol
(480 mg/ml)) (Mayer et al., 2013 ; Liptak et Boston, 2019) :

- Lymphangiographie, marquage des nceuds lymphatiques sentinelles, lymphangiographie
indirecte de la thyroide (chez le chien) (Watson et Sterns, 1969 ; Nishikawa, 1979 ;
Tachibana et al., 1982 ; Liptak et Boston, 2019),

- Chimioembolisation transartérielle hépatique (modéle expérimental canin) (Choo et al., 1991
; Cave et al., 2003).

3.3.1.1.4 Toxicité du Lipiodol

Le Lipiodol n’est ni génotoxique, ni embryo-foetotoxique ou tératogene chez le rat et le lapin aprés
administration orale (Guerbet, 2017b ; Drugs.com, 2020a).

L’utilisation de Lipiodol conjointe & un agent cytotoxique peut étre a l'origine de perturbation
de la fonction hépatique et de toxicité hématologique (anémie, neutropénie, leucopénie,
thrombopénie) (Haute Autorité de Santé, 2017).

D’autre part, des réactions d’hypersensibilité ou de choc anaphylactique, de micro-emboles
graisseux, d’hyperthyroidie, d’'insuffisance rénale, de surinfection de la zone traitée sont décrits chez
’'homme (Guerbet, 2018 ; Base de données publique des médicaments, 2020c ; Drugs.com, 2020a).
Enfin, tant chez I’'homme que chez le chien, le Lipiodol peut causer 'oblitération totale de I'artére
hépatique (Kishi et al., 1994 ; Base de données publique des médicaments, 2020c).
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L’Annexe 8 : Fiche colorant — Lipiodol, résume les indications et protocoles d’utilisation, effets
secondaires et précautions d’utilisation pour son utilisation en chirurgie vétérinaire.

3.4 Fluorochromes

Comme évoqué précédemment, la pénétration du rayonnement dans le tissu est liée a I'énergie
électromagnétique appliquée (Figure 12). Les colorants appartenant au spectre électromagnétique
visible présentent de nombreux avantages : une utilisation relativement facile et une détection quasi-
instantanée de la couleur, ne nécessitant pas d’appareillage spécifique. Toutefois, ces
chromophores sont limités par leurs effets secondaires et contre-indications mais également par leur
faible pénétration dans le tissu ou leur sensibilité de détection limitée. Pour pallier ces inconvénients,
de nombreux fluorochromes ont fait leur apparition dans le monde médical et utilisent des rayons
UV ou NIR.

3.4.1 Fluorochromes ultraviolets

La lumiére UV a une longueur d'onde comprise entre 10 et 400 nm. L’utilisation de fluorochromes
UV est actuellement limitée et ce, di en grande partie a la faible pénétration des rayons UV dans
les tissus par rapport aux rayons NIR (Azzopardi et al., 2017).

3.4.1.1 Acide 5-aminolévulinique

3.4.1.1.1 Généralités de I'acide 5-aminolévulinique

L’acide 5-aminolévulinique est une petite molécule impliquée dans la phase précoce de la
biosynthése de la porphyrine, responsable de la production d’héme chez les mammiféres (Rick et
al., 1997). Il s’agit d’'un fluorochrome UV endogéne et exogene. Par cette voie, le 5-ALA sert de
substrat principal pour la synthése de la protoporphyrine IX (PplIX), une molécule naturellement
fluorescente et surexprimée dans les tissus cancéreux, en particulier dans les gliomes malins
(Stummer et al., 2006).

3.4.1.1.2 Pharmacocinétique de I'acide 5-aminolévulinique

3.4.1.1.21 Absorption de I'acide 5-aminolévulinique

L’administration systémique de 5-ALA surcharge le métabolisme de la porphyrine cellulaire, et induit
ainsi 'accumulation de PplIX dans divers tissus épithéliaux et cancéreux (Rick et al., 1997 ; VIDAL,
2014). La demi-vie plasmatique du 5-ALA est comprise entre deux et quatre heures (Popken et al.,
2000). Le fluorochrome est visible jusqu’a cinqg a neuf heures post-administration (intravésicale ou
entérale respectivement) (Popken et al., 2000 ; European Commission, 2019).

Lors d’administration par voie entérale, le 5-ALA est absorbé de fagon rapide et totale. Les
pics plasmatiques du 5-ALA sont atteints entre une demi-heure et deux heures aprés administration
(dose de 20 mg/kg) (European Commission, 2019).
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3.4.1.1.2.2 Distribution de I'acide 5-aminolévulinique

Le 5-ALA est un précurseur biochimique naturel de 'néme qui est métabolisé en porphyrines
fluorescentes, en particulier en PplX, par une série de réactions enzymatiques. Il est capté
préférentiellement par le foie, les reins, les tissus endothéliaux et la peau, ainsi que par les cellules
de gliomes malins de grades Ill et IV ou il est métabolisé en PplX fluorescente (European
Commission, 2019).

L’utilisation d’une lumiére bleue de longueur d’onde comprise entre 400 et 410 nm est requise
afin de visualiser les PplIX marquées au 5-ALA, dés lors fluorescentes et photosensibles. La
fluorescence rouge sur fond bleu (635 nm) est visualisée, tant sur les tumeurs cancéreuses que les
tumeurs précancéreuses, a I'aide d’un microscope chirurgical (VIDAL, 2014).

3.4.1.1.2.3 Métabolisme de 'acide 5-aminolévulinique

Le 5-ALA est métabolisé par voie intracellulaire en porphyrines fluorescentes, principalement la PplX
(European Commission, 2019).

341124 Excrétion de I'acide 5-aminolévulinique

L’excrétion du 5-ALA est similaire a celle de la PplX a savoir, par voie urinaire (Popken et al.,
2000). Environ 30 % de la dose de 20 mg/kg administrée par voie orale sont excrétés sous forme
inchangée de 5-ALA dans les urines sur une période de 12 heures (European Commission, 2019).

3.4.1.1.3 Indications de I'acide 5-aminolévulinique

A ce jour, le précurseur PplX a été utilisé pour 'imagerie quantitative par fluorescence et I'exérése
des gliomes et des glioblastomes, ou il a été démontré qu’il améliorait la survie post-chirurgicale
chez les patients (Stummer et al., 2006). Le 5-ALA est également utilisé dans lidentification de
carcinome urothélial de la vessie par cystoscopie guidée par fluorescence (Jocham et al., 2008).

Le 5-ALA est généralement administré sous forme topique ou orale et induit la biosynthése
et 'accumulation de PplIX dans les tissus épithéliaux et néoplasiques (Colditz et al., 2012). La
fluorescence de ce fluorochrome est définie par le deuxieme pic d'émission du PplX, centré a 700
nm (frontiére de la fluorescence NIR).

Toutefois, les faibles sensibilité et valeur prédictive négative de la fluorescence du 5-ALA, en
particulier pour I'orientation chirurgicale de la résection de gliomes (Moiyadi et al., 2014), constituent
la principale limite de cette technique.

Indications du 5-ALA chez 'homme (20 mg/kg) (VIDAL, 2014 ; European Commission, 2019) :

- Carcinomes basocellulaires superficiels,

- Détections de tissu vésical malin par cystoscopie de fluorescence (Hexvix®),
- Kératoses actiniques,

- Maladies de Bowen,

- Visualisations peropératoires du gliome malin de grade Il et IV (Gliolan®).
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Indications du 5-ALA chez les carnivores domestiques (4 a 40 mg/kg) (Osaki et al., 2019 ; Osaki et
al., 2020) :

- Métastases péritonéales dans le cancer du tractus biliaire (modéle murin) (Kushibiki et al.,
2017),

- Mastocytome buccal (modéle chez le rat) (Rosin et al., 2015),
- Gliome malin (modéle murin) (Suehiro et al., 2018),
- Méningiome félin (Osaki et al., 2020),

- Tumeur mammaire chez le chien (Osaki et al., 2017).

3.4.1.1.4 Toxicité de I'acide 5-aminolévulinique

A Tinstar des autres colorants précédemment étudiés, le 5-ALA peut induire des réactions
anaphylactiques ou anaphylactoides séveres (Base de données publique des médicaments, 2019).
D’autre part, lorsque ce colorant est utilisé dans le cadre de cancer vésical, sa toxicité locale
tissulaire aprés illumination est accrue lorsque la vessie présente une inflammation diffuse préalable
a l'illumination a la lumiére bleue (Base de données publique des médicaments, 2019). La toxicité
du 5-ALA est décrite chez le chien a partir de doses supérieures a 45 mg/kg (European Commission,
2019).

Bien que le 5-ALA ne semble pas étre hépatotoxique et/ou néphrotoxique, son utilisation
chez des patients présentant une insuffisance de ces fonctions doit étre pratiquée a faible dose,
voire méme évitée par principe de précaution (Base de données publique des médicaments, 2007).

L’acide 5-aminolévulinique peut étre a I'origine de divers effets secondaires. Nous indiquons ici
uniquement les plus fréequemment retrouvés (Base de données publique des médicaments, 2007 ;
Base de données publique des médicaments, 2019), une liste plus exhaustive de ces effets
secondaire et présente en Annexe 9 : Fiche colorant — Acide 5-aminolévulinique :

- Nausées, vomissements, constipation, diarrhée,

- Spasmes vésicaux, douleurs vésicales, dysurie, rétention urinaire, hématurie,
- Thromboembolie,

- Céphalées, hémiparésies, troubles, neurologiques, convulsions, hémianopsie,
- Fiévre,

- Douleur locale.

3.4.2 Fluorochromes de I'infrarouge proche

Les fluorochromes NIR, dont la visualisation dans les tissus profonds est meilleure que pour les
fluorochromes UV, sont ainsi plus intéressants dans le cadre de délimitations tissulaires. lls sont
divisés en deux catégories : les fluorochromes inorganiques et les fluorochromes organiques.

Les fluorochromes NIR inorganiques sont des cristaux nanométriques photostables qui
offrent un rapport signal/fond élevé. Toutefois, les agents inorganiques contiennent souvent des
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métaux lourds ce qui impacte négativement la fréquence de leur utilisation (Resch-Genger et al.,
2008). Nous n’étudierons pas plus en détail ces agents peu utilisés actuellement dans le monde
médical.

3.4.2.1 Vert d’indocyanine

Le vert d'indocyanine (ICG) est le fluorochrome NIR exogéne non ciblé le plus utilisé et actuellement
approuvé par I'’Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé et la FDA
(Favril et al., 2018). Le vert d’'indocyanine posséde un large éventail d’applications médicales et
chirurgicales : mesure du débit cardiaque, de la fonction hépatique et du flux sanguin, angiographie
ophtalmique (Azzopardi et al., 2017), la cartographie lymphatique (Fauvril et al., 2018).

3.4.21.1 Généralités du vert d'indocyanine

Il s’agit d’'une polyméthine cyanée colorée, excitable a 780 nm et dont la fluorescence a lieu entre
810 et 830 nm (Schaafsma et al., 2011 ; Kraft et Ho, 2014 ; Lee et al., 2015). Ce fluorochrome
présente un avantage majeur de par son utilisation avec les rayons NIR, capables de pénétrer plus
profondément les tissus que les UV (Azzopardi et al., 2017) : il offre une visibilité a une profondeur
d'environ 12 mm sous la surface de la peau chez I'hnomme (Giacalone et al., 2011).

Le vert d'indocyanine est capable de différencier les tissus néoplasiques des tissus sains
chez des patients atteints d'un CHC ou de métastases intrahépatiques provenant de carcinomes
colorectaux (Gotoh et al., 2009 ; Ishizawa et al., 2009 ; Liberale et al., 2017). Il est également utilisé
pour la cartographie lymphatique en étant injecté dans les quatre cadrans de la tumeur primaire
(Vorst et al., 2013). L'ICG est absorbé dans les capillaires lymphatiques et drainé par le ou les
nceuds lymphatiques sentinelles.

Ce fluorochrome offre au chirurgien des informations en temps réel dans les minutes suivant
son injection (Kitai et al., 2005) et laisse la peau intacte (Schaafsma et al., 2011). Cette technique a
été utilisée chez des patients humains atteints du cancer du sein (Kitai et al., 2005 ; Tagaya et al.,
2008 ; Hutteman et al., 2011 ; Chi et al., 2013 ; Verbeek et al., 2014), de la peau (Fujiwara et al.,
2009), de l'estomac (Miyashiro et al., 2011 ; Yoshida et al., 2012 ; Kinami et al., 2016), de
I'cesophage (Parungo et al., 2005), anal (C. Hirche et al., 2010), buccal (van den Berg et al., 2012)
et utérin (Eriksson et al., 2017 ; H. Lin et al., 2017).

Cependant, I'ICG présente certaines limites. Premiérement, lorsque sa concentration
avoisine les 3,9 mg/L en solution aqueuse, le colorant s’oligomérise. Ce phénomeéne conduit a la
réfutation de la loi de Beer qui indique qu’il existe une relation linéaire entre I'absorbance et la
concentration d'une espéece absorbante. L'interprétation de la fluorescence est alors difficile (Morton
etal., 1992). Lorsque la concentration en ICG dépasse les 103 mg/L, le colorant forme des agrégats
qui atténuent sa fluorescence et qui représentent un risque de thrombogenése (Sondak et al., 2013).
Ces inconvénients sont toutefois évitables en portant une attention particuliere a la préparation du
colorant avant son injection. Deuxi€mement, malgré la bonne pénétration dans le tissu, I'ICG ne
permet pas, lorsque l'inflammation péritumorale est importante, une bonne délimitation du tissu
tumoral et ce, a cause de la perméabilité vasculaire conséquente de la zone (Holt et al., 2014). A
l'inverse, les tumeurs mal vascularisées n’entraineront pas un signal élevé du colorant (Favril et al.,
2018).
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3.4.2.1.2 Pharmacocinétique du vert d'indocyanine

3.4.21.21 Absorption du vert d’'indocyanine

Aprés injection intraveineuse, I'lCG se fixe totalement aux protéines plasmatiques et interagit avec
les lipides qui améliorent sa fluorescence dans le NIR et augmentent son diamétre hydrodynamique
(Base de données publique des médicaments, 2013 ; Kraft et Ho, 2014). Le vert d'indocyanine a
une demi-vie chez le sujet sain de 3,4 minutes (Base de données publique des médicaments, 2013
; Kraft et Ho, 2014).

342122 Distribution du vert d'indocyanine

Ce fluorochrome NIR reste plus longtemps dans la circulation, ce qui permet de déterminer le débit
sanguin ou hépatique (Base de données publique des médicaments, 2013 ; Kraft et Ho, 2014). En
cas de tumeur, I'ICG s’accumule tardivement dans le tissu cancéreux grace a l'effet de perméabilité
et de rétention accru (Vahrmeijer et al., 2013). Par ailleurs, I'absence de fuite du colorant a partir
des vaisseaux choroidiens permet leur visualisation par angiographie oculaire (Vahrmeijer et al.,
2013).

3.4.21.2.3 Métabolisme du vert d’'indocyanine

Le métabolisme du vert d'indocyanine, encore peu décrit dans la littérature, est hépatique (Chen et
al., 2009).

342124 Excrétion du vert d’'indocyanine

Enfin, le vert d'indocyanine est capté par les hépatocytes et son élimination se fait intégralement par
voie biliaire sous forme inchangée, sans cycle entéro-hépatique. Naturellement, I'élimination du
colorant est ralentie lors de masses hépatocytaires (Base de données publique des médicaments,
2013).

3.4.2.1.3 Indications du vert d’'indocyanine

Le vert d'indocyanine est utilisé dans de nombreuses procédures chirurgicales a I'heure actuelle : il
remplace la fluorescéine dans la chirurgie microvasculaire grace a sa demi-vie courte permettant de
multiples réévaluations de la microcirculation (Lucova et al., 2013). Ce fluorochrome est également
utilisé dans le marquage du nceud lymphatique sentinelle (Azzopardi et al., 2017) et dans la
délimitation des contours de masses tumorales.

Indications du vert d'indocyanine chez 'homme (0,5 a 2 mg/kg) (Gotoh et al., 2009 ; Ishizawa et al.,
2009 ; Base de données publique des médicaments, 2013 ; van Manen et al., 2018 ; Drugs.com,
2020b) :

- Etude des vaisseaux choroidiens par angiographies oculaires en infra-rouge : myopie
dégénérative et autres causes de néovascularisation choroidiennes (choriorétinopathie
idiopathique centrale, cedéme maculaire, maladies inflammatoires de la choroide,
dégénérations familiales et héréditaires et tumeurs choroidiennes) (Owens, 1996 ;
Desmettre et al., 2000 ; Fleckenstein et al., 2013 ; Day et Mruthyunjaya, 2013),

- Délimitation des berges de tissu tumoral,
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- Lymphangiographie et marquage des noeuds lymphatiques sentinelles,
- Angiographie des glandes parathyroidiennes lors de thyroidectomie (Spartalis et al., 2020),
- Evaluation de la perfusion de segments anastomotiques de l'intestin,

- Détermination du débit sanguin hépatique et de la réserve fonctionnelle hépatique par des
tests de clairance,

- Mesure du volume sanguin circulant et du débit cardiaque ; la détermination non invasive est
particulierement recommandée chez ’homme (nouveau-né, nourrisson et patient en unité de
soin intensif),

- Evaluation des changements de la microcirculation pré et postopératoire du lambeau cutané
(Holm et al., 2002).

Indications du vert d’'indocyanine chez les carnivores domestiques (0,5 mg/kg (chez le chien) a
7,5 mg/kg (chez la souris)) (lida et al., 2013 ; Onda et al., 2016) :

- Lymphangiographie et marquage des nceuds lymphatiques sentinelles (Knapp et al., 2007 ;
Favril et al., 2019),

- Délimitation des glandes parathyroidiennes lors de thyroidectomie (Suh et al., 2015),

- Délimitation des berges de tissu tumoral (lida et al., 2013 ; Eward et al., 2013 ; Suh et al.,
2015 ; Cabon et al., 2016),

- Angiographie rétinienne (Wakaiki et al., 2007).

3.4.2.1.4 Toxicité du vert d'indocyanine

Le vert d'indocyanine a une toxicité relativement faible. En effet, chez ’'Homme, sur un échantillon
de 1 226 patients et 1 923 angiographies réalisées a I'lCG, seuls 0,15 % des patients ont présenté
des effets secondaires légers, 0,2 % ont présenté des effets secondaires modérés et 0,05 % un effet
indésirable majeur (Hope-Ross et al., 1994). La DL50 aprés administration intraveineuse varie entre
60 et 80 mg/kg chez la souris, 50 et 70 mg/kg chez le rat et 50 et 80 mg/kg chez le lapin (Drugs.com,
2020b).

Une toxicité myocardique est décrite lorsque d’importantes doses sont administrées
(41,96 mg/ml contre 0,3 mg/ml habituellement administré lors de visualisation coronarienne)
(Taichman et al., 1987). La toxicité de I'lCG est toutefois plus importante lors de son utilisation en
ophtalmologie : une toxicité au niveau des cellules gliales de la rétine et du nerf optique est rapportée
(Gandorfer et al., 2008).

De plus, le vert d’indocyanine est toxique de maniére aigué et chronique vis-a-vis de
I'épithélium pigmentaire rétinien méme lors d'utilisation & des concentrations et des durées
d'exposition pertinentes sur le plan chirurgical (Azzopardi et al., 2017). Les mécanismes expliquant
la toxicité de I'ICG — fluorochrome lui-méme ou certaines préparations a partir d'ICG - ne sont pas
encore élucidés (Gandorfer et al., 2008).
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La plupart des effets indésirables signalés sont transitoires et sont classiquement (Base de
données publique des médicaments, 2013) : nausées, vomissements, hyperthermie, hypersudation,
malaise, réactions cutanées, réaction anaphylactique (rare). Notons qu’une coloration passagére
des téguments est observée lors d’injection para-veineuse accidentelle (Base de données publique
des médicaments, 2013).

L’Annexe 10 : Fiche colorant — Vert d’'indocyanine, résume les indications et protocoles
d’utilisation, effets secondaires et précautions d'utilisation pour son utilisation en chirurgie
vétérinaire.

3.4.2.2 Acridine orange

3.4.2.21 Généralités de I'acridine orange

L'acridine orange est un fluorochrome UV exogéne non ciblé connu depuis la fin du XIX® siécle. Il a
récemment suscité un regain d'intérét en tant que médicament innovant possible pour des
applications cliniques dans le domaine de I'oncologie, en particulier en imagerie, chirurgie et thérapie
photodynamique. Son spectre d’absorption est de 430 nm et sa fluorescence est visible sous lumiére
bleue (Tkachenko, 2006 ; Y.-C. Lin et al., 2017).

L'acridine orange est un membre de la classe des molécules de xanthéne et présente un
cycle d’acridine (Sharma et al., 2003 ; Kusuzaki et al., 2007a). Les colorants d'acridine ont été
extraits pour la premiére fois du goudron de houille en 1870 par Carl Graebe et Heinrich Caro
(Melville et Alden, 1850). lls ont ensuite été utilisés pendant un certain temps comme colorants dans
l'industrie textile ainsi que pour des applications biologiques (Byvaltsev et al., 2019).

En 1912, les scientifiques Paul Erlich et Carl Benda proposérent d’utiliser les composés
acridines contre le paludisme et le bactériologiste Carl Hamilton Browning suggéra de les utiliser
comme agent antimicrobien environ une décennie plus tard, en 1922 (Browning et al., 1922 ; Kasten,
1999 ; Wainwright, 2001). Pendant la Premiére et la Deuxiéme Guerre mondiale, les colorants
acridiniques ont été largement utilisés comme antimicrobiens avant |'utilisation généralisée de la
pénicilline (Wainwright, 2001).

Le nouveau domaine de recherche des acridines est axé sur leur application en oncologie
en tant qu’agents théranostiques en raison de leurs caractéristiques uniques d'accumulation
préférentielle dans l'environnement acide des tissus tumoraux et de leurs fortes propriétés
fluorescentes (Kusuzaki et al., 2007b ; Kusuzaki et al., 2014).

3.4.2.2.2 Pharmacocinétique de I'acridine orange

De par son faible poids moléculaire, ce fluorochrome diffuse dans les tissus et entre dans le
cytoplasme des cellules. Ceci entraine la formation de vésicules d’acide monoméres, diméres ou
oligomeéres (Cools et Janssen, 1986 ; Brunk et al., 1997 ; Kusuzaki et al., 2000a).

La pharmacocinétique de l'acridine orange est encore peu décrite dans la littérature,
néanmoins, ce fluorochrome est particulierement intéressant puisqu’il a un tropisme élevé et sélectif
de certaines caractéristiques physico-chimiques des tumeurs (Warburg, 1956 ; Vander Heiden et
al., 2009). En effet, les tumeurs malignes dont font partie les sarcomes musculo-squelettiques ont
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un métabolisme hautement glycolytique (Warburg, 1956 ; Vander Heiden et al., 2009). Les cellules
tumorales ont un pH plus acide que les cellules saines (Corbet et Feron, 2017). Cette acidification
provient de ce métabolisme particulier mais également de I'oxydation des cellules cancéreuses : la
production de CO; est transformée par les anhydrases carboniques en HCO™ et ions H*. La perfusion
sanguine est altérée et complique I'élimination intracellulaire du H* (Corbet et Feron, 2017).
Certaines publications établissent que les cellules tumorales de sarcomes ont des lysosomes
particulierement acides qui transferent leur acidité a I'environnement extracellulaire (Kusuzaki et al.,
2007a).

L’éclairement par une lumiéere bleue (466,5 nm) (Zdolsek, 1993) et I'exposition a de faibles
doses (entre un et cinq Gray) de rayons X (Hashiguchi et al., 2002) induit une haute cytotoxicité de
I'acridine orange par la production d’oxygéne singulet. Les espéces réactives formées oxydent les
acides gras de la membrane lysosomale, provoquant la fuite des enzymes et des protons, suivie de
la mort cellulaire (Brunk et al., 1997).

3.4.2.2.3 Indications de I'acridine orange

Indications de I'acridine orange chez 'homme (0,5 a 1 mg/kg) (Byvaltsev et al., 2019) :
- Radiothérapie photodynamique de cancer (sarcomes, carcinomes) (Matsubara et al., 2009),

- Thérapie photodynamique (PDT) (Matsubara et al., 2009 ; Kusuzaki et al., 2018).

Indications de I'acridine orange chez les carnivores domestiques (0,1 mg/kg a 1 mg/kg chez le chien,
1 yg/ml localement chez le chat) (Hori et al., 2014 ; Kusuzaki et al., 2014) :

- Thérapie photodynamique (mélanome cutané chez le chat, carcinome intranasaux chez le
chien) (Hori et al., 2014 ; Maruo et al., 2019),

- Chirurgie photodynamique du sarcome félin post-injection (Martano et al., 2019).

3.4.2.2.4 Toxicité de I'acridine orange

Les colorants a base d’acridine ont un effet mutagéne sur certains types de bactéries (Kusuzaki et
al., 2018). En 1969, une étude a montré que I'acridine orange n’est ni un irritant ni un cancérigéne
pour la peau des souris aprés une application répétée (Van Duuren et al., 1969). Cependant, trois
des vingt souris de I'expérimentation ayant recu une application cutanée d’acridine orange ont
développé des tumeurs du foie, ce qui suggére une absorption systémique du colorant (Van Duuren
et al., 1969). Dans la méme étude, I'administration sous-cutanée de ce colorant a conduit a la
formation de tumeurs au site d’injection (Van Duuren et al., 1969).

En 1973, le Centre international de recherche sur le cancer a publié un avis selon lequel il
n’y avait pas suffisamment de données ou d’évaluations concernant la cancérogénicité de I'acridine
orange (Craig, 1973).

La DL50 d’acridine orange chez la souris est comprise entre 32 et 36 mg/kg par voie
intraveineuse (Nakamura et al., 2014). Une application intrapéritonéale du colorant a une dose de
40 mg/kg ne présente pas d’effets toxiques significatifs chez la souris (Tomsom, 1976 ; Tatsuta et
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al., 1988 ; Udovich et al., 2009). Chez le chien, 'administration par voie intraveineuse d’acridine
orange a 0,1 mg/kg n’a montré aucun signe clinique de toxicité et aucune anomalie n’a été observée
dans le sang dans les 30 jours suivants I'administration (Maruo et al., 2012). Les taux sériques
d’acridine orange ont diminué rapidement en 30 minutes et étaient inférieurs au seuil de détection
(5 ng/ml) deux heures aprés I'administration intraveineuse (Maruo et al., 2012). Chez le chat,
l'utilisation d’acridine orange (localement a une dose de 1 pg/ml) dans le traitement d’'un mélanome
malin cutané n’a engendré aucun effet secondaire (Hori et al., 2014).

Chez 'lhomme, plusieurs études ont démontré la sécurité d’utilisation de ce colorant : dans
le cadre d’une étude pilote portant sur huit patients atteints de divers néoplasmes malins en phase
terminale (deux sarcomes, deux carcinomes du pancréas, un cholangiocarcinome intrahépatique,
des carcinomes pulmonaires, rénaux et parotidiens) traités par administration intraveineuse
d’acridine orange a 0,5 ou 1 mg/kg et par radiothérapie a faible dose (trois ou cing Gray), aucun effet
indésirable n’a été rapporté (Kusuzaki et al., 2018).

Ainsi, les données concernant la sécurité a long terme et le potentiel cancérogéne de
I'acridine orange sont encore insuffisantes et de futures études sont nécessaires afin d’approfondir
l'utilisation de ce colorant théranostique. Toutefois, a ce jour, I'acridine orange semble sire
d’utilisation.

3.4.3 Obstacles a I'utilisation de fluorochromes en chirurgie

Les colorants tels que le bleu patenté violet ou la fluorescéine, couramment utilisés en chirurgie, ne
représentent qu’une infime partie de I'arsenal diagnostique a disposition en peropératoire. En effet,
en chirurgie humaine, la cartographie lymphatique est souvent réalisée en conjuguant un colorant
et fluorochrome (NIR le plus souvent). Bien que I'utilisation de techniques colorimétriques soit encore
peu exploitée en chirurgie vétérinaire, il est plausible d’envisager 'implémentation de ces techniques
dans le futur proche.

De toute évidence, les animaux atteints de néoplasies bénéficieraient également de
l'utilisation de fluorochromes dans I'évaluation des marges tumorales, dans la cartographie des
nceuds lymphatiques sentinelles ou encore dans la mise en évidence d’éventuelles métastases.
Néanmoins, ces molécules ne sont pas encore trés étudiées chez les animaux de compagnie et
nécessite des dispositifs spectroscopiques onéreux. La premiére étude de la fluorescence NIR chez
les animaux de compagnie date de la fin des années 1990 et a été réalisée sur deux chiennes
atteintes de tumeurs mammaires (Reynolds et al., 1999).

La littérature vétérinaire actuelle se limite a des expériences sur des modeéles de néoplasies
spontanées chez le chien et le chat mais n’envisage que peu d’application en pratique vétérinaire.
Jusqu'a présent, seules quatre études cliniques sur des patients canins présentant des tumeurs
solides décrivent I'utilisation de I'lCG en chirurgie vétérinaire (Knapp et al., 2007 ; Eward et al., 2013
: Wenk et al., 2013 ; Holt et al., 2014 ; Holt et al., 2015 ; Fidel et al., 2015 ; Bartholf DeWitt et al.,
2016). Le vert d’'indocyanine est administré par voie intraveineuse 12 a 18 heures avant I'opération
(lida et al., 2013). La technique permet une identification précise des tissus tumoraux. Cependant,
le fluorochrome peut s’accumuler autour de la tumeur en raison de la congestion veineuse et de
l'inflammation importantes, rendant ainsi impossible l'identification des marges tumorales (Holt et
al., 2014).
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Ces échecs dans I'utilisation de fluorochromes sont anecdotiques face aux facteurs limitants
majeurs qui empéchent actuellement I'utilisation a plus grande échelle de ce type de technologie :

Tout d’abord, la profondeur de pénétration du rayonnement NIR ou UV demeurent faibles. A
cause de ce facteur limitant, les fluorochromes ne sont actuellement utilisés que pour la visualisation
de tissus pouvant étre en contact direct avec le rayonnement NIR ou UV (tissus anatomiquement
superficiels ou dispositif d’émission de rayonnement-capture d’image adapté a la chirurgie) (Kosaka
et al., 2009 ; Wilke et al., 2009).

Par ailleurs, la fluorescence NIR, permettant une visualisation plus en profondeur des tissus
par rapport a la fluorescence UV, utilisée pour la cartographie lymphatique et la recherche des
nceuds lymphatiques sentinelles par voie transcutanée, n’est possible que chez les patients ne
présentant pas de surpoids (Tagaya et al., 2008). De plus, certaines caractéristiques des techniques
ne sont toujours pas connues. En effet, l'intervalle de temps entre I'injection et la chirurgie qui permet
d'obtenir un rapport tumeur/fond optimal est dépendant du fluorochrome et de la dose utilisés et n'a
pas encore été étudié (Ishizawa et al., 2009 ; Kosaka et al., 2009 ; Vorst et al., 2013 ; Lamberts et
al., 2017). A cela s’ajoute le manque de normalisation des différents systémes d’imagerie
peropératoire, tant dans les études menées chez ’homme que chez I'animal (Favril et al., 2018).

Enfin, le dernier obstacle majeur limitant l'utilisation de fluorochromes comme technique
d’'imagerie peropératoire conventionnelle est le fait que des appareils d'imagerie actuellement
approuvés par les agences nationales des médicaments et produits de santé n’aient pas la capacité
de capturer et d'enregistrer simultanément des images en lumiére blanche et en fluorescence
(DSouza et al., 2016). Ceci impose l'interruption de I'éclairage de la piéce ou de la zone d’intérét en
endoscopie et ce, a plusieurs reprises pendant l'intervention chirurgicale afin que le chirurgien puisse
voir la fluorescence au niveau des tissus concernés (Favril et al., 2018). Seul un systéme d'imagerie
(Quest Spectrum®) permettant une lecture et une interprétation simultanées des signaux
fluorescents a récemment été approuvé par I’Agence nationale de sécurité du médicament et des
produits de santé (ANSM) ainsi que la FDA, le tout sans éteindre la lumiére ambiante (DSouza et
al., 2016).

Notons toutefois que le frein au développement a ces technologies peropératoires est
également d0 au manque de développement de fluorochromes par les laboratoires, lié a la faible
valeur financiére que représente les fluorochromes par rapport aux molécules thérapeutiques (Favril
et al., 2018). A cela s’ajoute I'éventuelle survenue de problémes quant a la sécurité d’emploi de ces
molécules (Rosenthal et al., 2015a). De plus, plusieurs publications en sciences fondamentales font
état de I'utilité limitée de la fluorescence conventionnelle (Azzopardi et al., 2017). Les principales
raisons en cause sont la lumiére de fond non spécifique et I'absorption de la lumiére visible par les
colorants biologiques, limitant alors la pénétration en profondeur (Azzopardi et al., 2017).

Les avantages des colorants de longueur d'onde extra-visible par rapport a ceux du spectre
du visible sont évidents mais leur adoption dépend également du développement de systémes
d'imagerie peropératoire appropries.

D’autre part, le co(t et la commodité des fluorochromes sont des considérations pratiques et
importantes. Par exemple, le marquage des nceuds lymphatiques sentinelle est moins colteux avec
des techniques de coloration conventionnelle qu’en utilisant des fluorochromes a disponibilité réduite
associés a un équipement plus onéreux, nécessitant une maintenance importante (Nioka et Chance,
2005 ; Keereweer et al., 2011). Enfin, les systémes d'imagerie en temps réel sont un frein pour le
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confort de I'opérateur, qu'’ils soient portés (lunettes connectées) ou autonomes (Azzopardi et al.,
2017). L’amélioration de I'ergonomie des machines ainsi que leur miniaturisation sont la clé pour
une utilisation a plus grande échelle (Azzopardi et al., 2017).

Ainsi, ces techniques d’'imagerie peropératoire et principalement la fluorescence NIR offrent
des perspectives importantes dans la détection des tumeurs microscopiques ou des lésions
résiduelles qui sont facilement oubliées pendant l'opération. Le manque d’agents d'imagerie
moléculaire sélectifs des tumeurs, approuvés par I'’ANSM, représente le principal « goulot
d’étranglement » actuel empéchant I'essor de cette technique (Mondal et al., 2014). De plus,
I'application en chirurgie vétérinaire a plus grande échelle est freinée par le colt des fluorochromes
et installations nécessaires dans la salle d’opération ainsi que de la faible fréquence d'utilisation de
ces équipements en clientéle des animaux domestiques.

4 Indications de l'utilisation des colorants

Nous avons présenté dans les parties précédentes les différents colorants et fluorochromes utilisés
en chirurgie. Détaillons dés a présent quelles sont les indications chirurgicales de ces aides
peropératoires.

Les tableaux « Annexe 11 : Tableau de synthése des indications des colorants en chirurgie
vétérinaire » et « Annexe 12: Tableau détaillé des indications des colorants en chirurgie
vétérinaire » font la synthése des différentes indications d’utilisation des colorants en chirurgie
vétérinaire que nous allons étudier dans cette partie.

4.1 Lymphangiographie

La lymphangiographie, ou lymphographie, est I'étude des réseaux et nceuds lymphatiques aprés
opacification par un produit de contraste iodé (utilisation de rayons X — radiographie ou examen
tomodensitométrique), injection de radio-isotope (lymphoscintigraphie), injection de colorant ou de
fluorophore (cartographie lymphatique colorimétrique ou selon une technologie NIR ou UV)
(Académie Nationale De Médecine, 2020b).

La lymphangiographie sous rayons X (par radiographie conventionnelle ou par examen
tomodensitométrique) est une technique d’'imagerie usuellement utilisée en médecines humaine et
vétérinaire qui permet de visualiser avec précision I'emplacement des voies et structures
lymphatiques en se basant sur les différences de contraste tissulaire (Figure 14) (Suga et al., 2003a
; Suga et al., 2003b ; Papadopoulou et al., 2009 ; Patsikas et al., 2010 ; J.-H. Lee et al., 2013 ;
Grimes et al., 2017).
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Figure 14 : Lymphographie par tomodensitométrie chez un chien (d’aprés Beer et al., 2018).

Image tomodensitométrique dans le plan transversal (A-C) et dorsal (D) d'un chien ayant une tumeur
des mastocytes sur le pont nasal ; images transversales au niveau des nceuds lymphatiques
mandibulaires (téte de fleche). (A) Image pré-contraste. (B) Phase veineuse (délai de 90 secondes)
apres injection intraveineuse de produit de contraste. (C) Lymphographie indirecte une minute aprés
l'injection péritumorale de produit de contraste, position de la téte légerement modifiée par I'appareil
de radiothérapie dans la bouche ; les vaisseaux lymphatiques afférents (fleche fine) et les nceuds
lymphatiques mandibulaires marqués par le contraste sont apparents. (D) La tumeur des mastocytes
est marquée par une croix (+), le site d'injection péritumorale par des fleches épaisses et les
vaisseaux lymphatiques adjacents par une fleche fine. Les vaisseaux lymphatiques présentent une
augmentation marquée et homogéne du contraste une minute apres linjection péritumorale de
produit de contraste (Beer et al., 2018).

Néanmoins, la lymphangiographie par tomodensitométrie n’est pas aussi efficace que les
techniques de cartographie colorimétrique ou lymphoscintigraphie peropératoires (Lee et al., 2016).
En effet, la technique tomodensitométrique est réalisée en pré-opératoire. Les images obtenues
offrent au chirurgien une vue d’ensemble de la localisation des nceuds lymphatiques d’intérét mais
ces images restent difficiles a transposer directement sur le champ opératoire.

Actuellement, [l'utilisation pré-opératoire d'un traceur radioactif suivi d'une
lymphoscintigraphie, associée ou non a l'utilisation d’'un colorant en peropératoire, est la méthode
de référence pour I'identification des voies lymphatiques chez I’homme (Morton et al., 1992 ; Giuliano
etal.,, 1994 ; Fauvril et al., 2018 ; Beer et al., 2018).

Cependant, les procédures actuelles de lymphoscintigraphie ne sont pas idéales. En effet,
elles n'offrent qu’une faible résolution spatiale, nécessitent la présence d’'un médecin nucléaire,
utilisent des rayonnements ionisants et sont réalisées avant lintervention chirurgicale. C’est
pourquoi ces techniques sont peu utilisées en médecine vétérinaire (Schaafsma et al., 2011).
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Ainsi, la lymphangiographie peropératoire est une technique chirurgicale en plein essor
puisqu’elle permet de connaitre la disposition en temps réel du systéme lymphatique chez des
individus sains ou atteints de cancers (Patsikas et al., 2006 ; Brissot et Edery, 2017).

Dans cette partie, nous nous intéresserons en premier lieu a l'oncologie vétérinaire, le
systeme lymphatique et la notion de nceud lymphatique sentinelle, puis nous verrons l'utilisation de
colorants et fluorochromes en lymphangiographie peropératoire oncologique chez les carnivores
domestiques. Enfin, nous détaillerons les indications et I'utilisation de colorants et de fluorochromes
dans la lymphangiographie peropératoire non oncologique en chirurgie vétérinaire.

4.1.1 Lymphangiographie en oncologie

4.1.1.1 Généralités sur I'oncologie et le systéme lymphatique

La néoplasie est lI'une des principales causes de décés tant chez 'homme que chez les chiens
(Todorova, 2006 ; Merlo et al., 2008 ; Eurostat, 2019). Cela est principalement di a la propagation
métastatique de la néoplasie a d’autres organes (Ran et al., 2010).

La premiére étude épidémiologique en cancérologie a été réalisée chez 'lhomme en 1902 en
Allemagne (Merlo et al., 2008). Depuis cette premiére étude, I'épidémiologie des cancers chez
'homme s’est perfectionnée, permettant son application en sciences vétérinaires. Concernant les
animaux domestiques, des centres de recherche épidémiologique ont été créés dans les années
1960. lls se situent principalement en Amérique du Nord (Etats-Unis, Canada) et en Europe
(Royaume-Uni, Suéde, Italie). Néanmoins, la grande difficulté du recensement de cas de cancers
chez les animaux domestiques réside dans le caractére incomplet des informations collectées par
les différentes cliniques et hopitaux vétérinaires (Merlo et al., 2008).

En effet, seul une étude, datant de 2008 a été menée a Génes, en ltalie, afin de déterminer
le taux d’incidence des tumeurs chez les animaux domestiques et plus particulierement chez les
chiens (Merlo et al., 2008).

Ainsi, 48,9 % des tumeurs analysées sont cancéreuses. Les femelles sont trois fois plus
touchées que les males et les tumeurs mammaires représentent 70 % des cancers. Les males sont
quant a eux principalement touchés par des lymphomes non Hodgkiniens et des cancers de la peau
(Merlo et al., 2008). Ainsi chez le chien, les tumeurs malignes les plus communes sont les tumeurs
cutanées et les tumeurs des glandes mammaires (Tableau 4) (Merlo et al., 2008).
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Tableau 4 : Cancers les plus fréquemment retrouvés chez le chien
(d’aprés Merlo et al., 2008).

Males Femelles

Tumeurs mammaires malignes

Lymphomes non-Hodgkinien (20,1 %) (70,5 %)
,0 /o

Cancers de la peau hors mélanome

- ini o
(19,2 %) Lymphomes non-Hodgkinien (8,4 %)

Cancers des tissus conjonctifs et des

Cancers des organes génitaux (16,8 %) tissus mous (4.6 %)
s (o]

Cancers des tissus conjonctifs et des

I o
tissus mous (13,2 %) Cancers de la peau (3,8 %)

Cancers de la cavité orale, du pharynx

1 A o
Nevi et melanomes (0.7 %) et des organes digestifs (2,6 %)

Les deux voies principales de dissémination des métastases sont la voie sanguine et la voie
lymphatique. La grande majorité des sarcomes dissémine par voie vasculaire tandis que les
carcinomes et les cancers a petites cellules rondes se propagent par voie lymphatique et
métastasent dans les nceuds lymphatiques loco-régionaux (Friedl et Wolf, 2003). La stadification
tumorale est donc déterminante puisqu’elle permet de connaitre le statut métastatique du cancer et
ainsi de formuler un pronostic et une conduite a tenir (Beer et al., 2018).

De maniére assez usuelle en médecine vétérinaire, la stadification tumorale et plus
précisément la recherche de l'infiltration des nceuds lymphatiques passe par la palpation, la cytologie
par aspiration a l'aiguille fine et la biopsie (Blackwood et al., 2012). La palpation seule ne permet
pas avec fiabilité de conclure quant au statut métastatique de la tumeur (85 % d’échec (Brissot et
Edery, 2017)).

Les valeurs de sensibilité et spécificité pour affirmer qu'un nceud lymphatique est non-
métastatique varient selon différentes méthodes (palpation seule, cytologie et histologie) sont
répertoriées dans le tableau ci-dessous (Tableau 5).
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Tableau 5 : Sensibilité et spécificité de I'examen physique (palpation), de I'aspiration a
I'aiguille fine ou de la biopsie a I'aiguille pour détecter les métastases dans les ganglions
lymphatiques régionaux chez les chiens et les chats atteints de tumeurs solides
(d’aprés Lagenbach et al., 2001).

Technique Sensibilité Spécificité
Palpation seule 60 % 72 %
Cytologie 100 % 96 %
Histologie 64 % 94 %

Néanmoins, notons que cette étude de Lagenbach et al. date de 2001, soit bien avant la mise
en évidence de la variabilité individuelle physiologique et/ou pathologique du drainage lymphatique
et donc de la localisation des nceuds lymphatiques drainant la tumeur (Foster, 1996 ; Margaris et
Black, 2012).

Ainsi, la définition du nceud lymphatique sentinelle est importante : il s’agit du premier nceud
lymphatique drainant la tumeur primaire (Morton et al., 1992). L’examen de ce nceud lymphatique
est donc primordial afin de détecter la présence de métastases dans les noeuds lymphatiques
régionaux. Il est toutefois important de souligner qu’il est impossible de prédire la localisation précise
des premiers nceuds lymphatiques atteints par la dissémination de la tumeur (Worley, 2014).

Dans la littérature médicale humaine, le statut du nceud lymphatique sentinelle est décrit
comme prédictif du statut métastatique du cancer dans prés de 90 % des cas (Morrow et al., 1999 ;
Canavese et al., 2000 ; Canavese et al., 2001). Cet indicateur du statut métastatique est a la fois
trés sensible et trés spécifique (Morton et al., 1992 ; Canavese et al., 2000 ; Canavese et al., 2001
; Saha et al., 2004 ; Braat et al., 2004). Nous pouvons supposer que le nceud lymphatique sentinelle
présente la méme importance dans la stadification du cancer chez tous les mammiféres.

Prés de 30 % des patients humains considérés comme étant a un stade NO (selon la
classification TNM) en utilisant des techniques d’imagerie classiques, ont vu leur stade clinique
modifié (augmentation du statut métastatique) aprés analyse du nceud lymphatique sentinelle
(Canavese et al., 2000 ; Saha et al., 2004). En effet, des micrométastases ont pu étre détectées.
Ainsi, des changements dans la prise en charge thérapeutique du cancer de ces patients ont pu étre
réalisés et améliorer leur médiane de survie. De plus, I'exérése du nceud lymphatique sentinelle
semble avoir un rdle thérapeutique dans la prévention de la dissémination des métastases
(Nathanson et al., 2015).

Ainsi, 'analyse de l'infiltration tumorale potentielle du nceud lymphatique sentinelle est une
démarche diagnostique et thérapeutique prometteuse en médecine vétérinaire et se justifie par
'importance des colts des techniques d'imagerie actuelles mais également par la faible sensibilité
de détection des métastases lymphatiques par palpation seule (Langenbach et al., 2001 ; Balogh et
al., 2002 ; Williams et Packer, 2003).

La mise en évidence du ou des nceuds lymphatiques sentinelles peut étre réalisée selon
diverses techniques: lymphangiographie colorimétrique (Cabanas, 1977) , examen
tomodensitométrique (Hayashi et al., 2006), imagerie par résonance magnétique (IRM) (Motomura
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et al., 2013), échographie de contraste ultrasonore (ECUS) (Sever et al., 2009), Tomographie par
émission monophotonique (SPECT) (Naaman et al., 2016), tomographie par émission de positons
(TEP) (Heusner et al., 2009 ; Chang et al., 2012), et lymphoscintigraphie pré et peropératoire par
injection de chromophore (Niebling et al., 2016), utilisation de fluorochromes NIR (Wishart et al.,
2012).

4.1.1.2 Histoire de la cartographie lymphatique

En 1787, Paolo Mascagni publia le premier traité sur 'anatomie des vaisseaux lymphatiques. La
technique de mise en évidence des vaisseaux lymphatiques est révolutionnaire : de la gélatine est
injectée dans les artéres (Mascagni, 1787). Elle pénétre ensuite les tissus environnants puis est
drainée par les vaisseaux lymphatiques (Mascagni, 1787). Une fois ces vaisseaux repérés, une
coloration au mercure était utilisée pour les mettre en évidence (Mascagni, 1787).

Malgré I'ingéniosité de cette technique, la plus grande difficulté de I'étude réside dans la
bonne conservation des sujets (Mascagni, 1787). Durant la méme période, d’autres techniques de
coloration des vaisseaux lymphatiques sont utilisées : injection de mercure dans la peau et les
tissus, les vaisseaux apparaissent alors de couleur argentée (Mascagni, 1787).

La description médicale du sein était peu fréquente au XVIII® siecle pour diverses raisons
(meeurs, religion). Toutefois, le médecin Alfred Velpeau publia en 1858 un ouvrage intitulé « Traité
des maladies du sein et de la région mammaire », ouvrage important dans I'’étude du cancer du sein
(Velpeau, 1858). L’atteinte ganglionnaire ainsi que I'envahissement tumoral décrivant la gravité du
cancer sont reconnus (Velpeau, 1858). Néanmoins, le lien avec le drainage lymphatique n’est pas
clairement établi (Velpeau, 1858).

La fin du XIX® siécle marque un tournant majeur dans I'avancée des techniques de coloration
des vaisseaux lymphatiques. Marie Philibert Constant Sappey, médecin frangais principalement
connu pour ses travaux sur 'anatomie humaine, colore la lymphe directement avec du carminate
d’ammoniaque et décrit le trajet des vaisseaux lymphatiques, s’affranchissant ainsi de procédés de
coloration nécessitant une technique élaborée risquant de compromettre la fiabilité de la coloration
(Salmon et al., 2007). M. Sappey réalise alors une description précise du réseau lymphatique de la
glande mammaire en état de lactation : les vaisseaux lymphatiques se jettent dans un groupe
ganglionnaire du bord antérieur de laisselle. Toutefois, la description du réseau lymphatique
demeure sommaire, limitée a la région mammaire et ne concerne pas les cancers du sein (Salmon
et al., 2007). A cette méme période, Rudolf L. K. Virchow décrit le rdle des noeuds lymphatiques en
termes de filtration et de barriére des territoires drainés (Loukas et al., 2011).

En utilisant ce concept novateur, le chirurgien américain William Halsted décrit en 1894 une
technique révolutionnaire permettant de traiter le cancer du sein : I'exérése totale et large de la
tumeur mais également des tissus environnants, dont les noeuds lymphatiques loco-régionaux
(Halsted, 1894).

La fin du XIX® siécle et le début du XX°® siécle sont rythmés par de nombreuses publications
dans I'anatomie humaine et sur les vaisseaux lymphatiques. Le médecin frangais Paul Poirier
reprend les travaux de M. Sappey et décrit plus en détail les vaisseaux lymphatiques ainsi que les
nceuds lymphatiques drainant la région mammaire (Salmon et al., 2007).
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Néanmoins, il faudra attendre le début du XX° siécle avec I'anatomiste Léo Testut et son
disciple André Latarjet pour que les différents groupes lymphatiques de l'aisselle soient décrits avec
précision. lls sont alors séparés arbitrairement en cing groupes (Testut, 1891).

Jusqu’a la moitié du XX® siécle, I'exérése totale reste le traitement de choix des cancers.
Toutefois, ces procédures étant particulierement traumatisantes, diverses études ont été réalisées
afin de déterminer le réle des nceuds lymphatiques drainant la tumeur et la cinétique des
métastases.

Deux études marquent un tournant majeur dans la définition du nceud lymphatique
sentinelle : la premiére en 1954, qui met en évidence I'existence d’'un nceud lymphatique « initial »
dans lequel les premiéres cellules métastatiques de carcinome de Brown-Pearce sont retrouvees
(Zeidman et Buss, 1954), la seconde en 1960, qui introduit le concept de « nceud lymphatique
sentinelle », premier nceud lymphatique atteint par les métastases et dont I'étude permet alors de
connaitre le statut métastatique de la tumeur (Gould et al., 1960).

En 1955, I'anatomiste J. W. Berg étudie la répartition des métastases de carcinomes
mammaires. Il décrit alors une répartition progressive des métastases, selon trois niveaux. De plus,
il fait part d’'un concept novateur dans cette étude : la notion de grade et de sévérité du cancer et de
ses métastases (Berg, 1955). En effet, selon lui « Une telle classification et le regroupement servent
également a souligner le fait que si, pour un cancer d'une taille donnée, les métastases sont limitées
au niveau |, le pronostic pour le patient est essentiellement le méme que si n'y avait pas de nceuds
axillaires positifs. » (Berg, 1955).

L'importance de [l'utilisation de marqueurs réside dans le fait qu’aucune description
anatomique, aussi parfaite soit-elle, ne peut prendre en compte toutes les variabilités individuelles.
En effet, le drainage lymphatique de chaque organe présente des anastomoses et des variations
anatomiques propres a I'organe et a l'individu.

Des la fin des années 1950, les progrés de la médecine nucléaire permettent d’utiliser des
colloides et des dispositifs d'imagerie afin de visualiser les voies de drainage des viscéres. Cela
permet alors de réduire considérablement I'étendue des curages ganglionnaires qui étaient
particulierement traumatiques (Salmon et al., 2007). Toutefois, ces techniques préopératoires
n’offrent pas une transposition aisée des images obtenues au niveau du champ opératoire (Suga et
al., 2003b).

Le terme de « ganglion sentinelle » n’est apparu qu’en 1977 avec des travaux sur les cancers
de la verge (Cabanas, 1977). Il a ensuite été utilisé par Morton dans ses travaux sur le mélanome
en 1992 (Morton et al, 1992). Une technique révolutionnaire de cartographie des nceuds
lymphatique par injection intradermique de colorant bleu afin de visualiser le nceud lymphatique
sentinelle dans des cas de mélanomes cutanés humains a ainsi vu le jour (Morton et al., 1992).
L’application de cette technique dans les travaux sur le cancer du sein a amélioré la prise en charge
des patients (Krag et al., 1993 ; Giuliano et al., 1994).

Diverses techniques d’'imagerie ont également vu le jour dans le début des années 2000 : la
lymphoscintigraphie, la tomodensitométrie, I''lRM, la SPECT et TEP.

En 2005, les fluorochromes NIR sont utilisés comme alternative au colorants bleus dans les
cas de cancer du sein (Kitai et al., 2005) et de la peau (Fujiwara et al., 2009) en médecine humaine.
Cette nouvelle technique de détection de nceuds lymphatiques sentinelles se révele étre plus
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sensible et plus simple a mettre en place en médecine humaine que d’autres techniques comme la
coloration au colorant bleu associée a la scintigraphie (Jewell et al., 2014).

La lymphangiographie peropératoire, dans le cadre d’exérése de tissu tumoral, est une
technique dorénavant, couramment utilisée chez 'homme (Parungo et al., 2005 ; Hojo et al., 2010 ;
Keereweer et al., 2011 ; Hutteman et al., 2011 ; van der Vorst et al., 2011 ; van den Berg et al., 2012
; Chi et al., 2013 ; Verbeek et al., 2014 ; Stoffels et al., 2015 ; Eriksson et al., 2017). Nous allons
ainsi développer les principales techniques de lymphangiographie peropératoires utilisant des
colorants ou fluorochromes (NIR ou UV).

4.1.1.3 Lymphangiographie par technique colorimétrique

La technique colorimétrique consiste a injecter un colorant visible a I'ceil nu et visualiser le trajet de
la rétention de ce colorant au sein des vaisseaux lymphatiques. Cela permet une visualisation directe
des noeuds lymphatiques sentinelles et permet d’établir une cartographie colorimétrique du systéme
lymphatique (Figure 15).

Cette visualisation des vaisseaux afférents des nceuds lymphatiques sentinelles permet de
différencier ces derniers des autres nceuds lymphatiques de la région non concernés au drainage
primaire de la tumeur (Hayashi et al., 2006 ; Kim et al., 2015).

Figure 15 : Schéma illustrant la technique de cartographie du nceud lymphatique sentinelle
par colorimétrie (d’aprés Berr et al., 2018).
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(A) lllustration d'une tumeur cutanée sur la patte avant d'un chien et le réseau lymphatique
correspondant. (B) Cartographie du nceud lymphatique sentinelle (SLN) avec un colorant bleu ; le
colorant est injecté dans 4 quadrants du tissu péritumoral, l'injection intratumorale doit étre évitée ;
le colorant est absorbé dans les vaisseaux lymphatiques afférents et est drainé dans le nceud
lymphatique sentinelle (Beer et al., 2018).

Généralement, le colorant est visualisable au niveau des nceuds lymphatiques sentinelles et
dans les vaisseaux lymphatiques ascendants cinqg a dix minutes aprés l'injection en région
péritumorale (Figure 16). La méthode de cartographie par coloration est facile d’utilisation car elle
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demande peu de matériel dédié et sa pratique est relativement aisée pour le chirurgien. La
visualisation des modifications de drainage lymphatique (anastomoses, prolifération de vaisseaux)
est décrite chez des chiens atteints de tumeurs mammaires a pu étre réalisée grace a la
lymphographie par colorimétrie (Patsikas et Dessiris, 1996 ; Pereira et al., 2003).

Les principaux colorants utilisés actuellement sont : le bleu de méthyléne, le bleu d’isosulfan,
le bleu patenté violet et la fluorescéine.

Figure 16 : Photographie des nceuds et vaisseaux lymphatiques visibles aprés injection de
bleu patenté violet ou de fluorescéine chez un chien (d'aprés Wells et al., 2006).

(A) Neceud lymphatique inguinal superficiel et vaisseaux afférents associés apres injection
intradermique de 0,5 ml de solution bleu patenté violet a 2,5 %. (B) Noeud lymphatique poplité et
vaisseaux afférents associés aprés injection intradermique de 0,5 ml de solution de fluorescéine a
2 %. (C) Neeud lymphatique axillaire et vaisseaux afférents associés apres injection intradermique
de 0,5 ml de solution de fluorescéine a 2 % et de 0,5 ml de solution de violet bleu patenté a 2,5 %.
(D) Neceud lymphatique poplité et vaisseaux afférents associés apres injection intradermique de
0,5 ml de solution de fluorescéine a 2 % et illumination avec une source de lumiére UV de 365 nm
de longueur d'onde. Les astérisques indiquent les ganglions lymphatiques, les fléches indiquent les
lymphatiques afférents (Wells et al., 2006).

Des avis différents existent, encore aujourd’hui, concernant le lieu d’injection du colorant.
Certains privilégient une injection péri-tumorale alors que d’autres préférent l'injection péri-aréolaire
(Grant et al., 1953 ; Mignotte et al., 2000). Il est a noter qu'il existe une excellente corrélation entre
les deux techniques (Rodier et al., 2007). De plus, toutes les études décrivent des drainages
qualifiés d’ectopiques. En effet, de par 'importante variabilité individuelle, le drainage des colorants
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peut s’effectuer selon diverses voies lymphatiques. Ainsi chez I'homme lymphangiographie
colorimétrique et lymphoscintigraphie sont réalisées conjointement afin de différencier, avec
précision, le drainage des nceuds lymphatiques et ainsi réduire le nombre de nceuds lymphatiques
« faux négatifs » que sont les nceuds lymphatiques ne drainant pas le tissu tumoral (Figure 17)
(Salmon et al., 2007).

Figure 17 : (a) Cartographie des ganglions lymphatiques transcutanés par imagerie de
fluorescence proche infrarouge chez un chien en bonne santé. (b) Schéma de la voie
lymphatique sur la peau du chien basé sur les images NIR en temps réel
(d’aprés Favril et al., 2018).

(a) Du vert d'indocyanine a été administré par voie sous-cutanée a un centimetre de la mamelle
droite numéro deux. L’image a été prise 20 minutes apres l'injection. Le nceud lymphatique axillaire
est visualisé par voie transcutanée. (b) Le dessin n'est pas exactement identique a l'image NIR car
I'ICG s'est déplacé dans les vaisseaux lymphatiques en raison de la pression du stylo marqueur.
ALN, nceud lymphatique axillaire ; ALT : trajectoire lymphatique afférente ; IS : site d'injection (Favril
etal., 2018).

Ainsi, le marquage peropératoire des vaisseaux lymphatiques par colorimétrie est une
technique fiable, facile a mettre en ceuvre et semble avoir un avenir en chirurgie vétérinaire. Cette
technique présente toutefois certaines limites telles que le risque allergique et les drainages
ectopiques, qui devront étre prises en considération par le chirurgien.
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4.1.1.3.1 Utilisation du bleu de méthyléne en lymphangiographie

Le bleu de méthyléne est I'un des colorants majoritairement utilisé en lymphangiographie
colorimétrique et dans le marquage du ou des nceuds lymphatiques sentinelles. Ainsi, il est utilisé
dans les exéréses de tumeurs mammaires (Figure 18) mais également dans le cadre d’autres
cancers a dissémination lymphatique tels que le mélanome buccal (Figure 19) (Tuohy et al., 2009).

La posologie est variable selon les études. Il est usuellement recommandé d’utiliser entre
1 & 2 mg/kg chez le chien, 1,5 mg/kg chez le chat, en injection locale, a proximité du tissu tumoral
(Rumbeiha et Oehme, 1992 ; Wray, 2008 ; Love et Singer, 2013 ; Jaffey et al., 2017 ; Medac, 2020b).
Certaines études réalisées chez la femme, atteinte de cancer du sein, indiquent qu’il est préférable
d’utiliser quatre millilitres de solution de bleu de méthyléne a 1,25 mg/ml pour une meilleure visibilité
peropératoire du colorant (Mathelin et al., 2009).

Figure 18 : Marquage peropératoire au bleu de méthyléne d’'un carcinome mammaire
effectuée chez une chienne atteint d'un carcinome mammaire (d’aprés Withrow et al., 2019).

(B) Image préopératoire d’'une tumeur mammaire (carcinome mammaire) chez un chien. (D) Gros
plan sur l'aspect chirurgical d'un nceud lymphatique axillaire ipsilatéral sentinelle visualisé par la
cartographie peropératoire au bleu de méthylene. (E) Champ chirurgical mettant en évidence la
distance entre la tumeur mammaire et le méme noeud lymphatique (Withrow et al., 2019).
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Figure 19 : Drainage du bleu de méthyléne dans le cadre dans un mélanome malin de la
bouche et des lévres chez un chien (d’aprés Tuohy et al., 2009).

Muiltiple dorsal mandibular lymph nodes : Multiples nceuds lymphatiques mandibulaires (Tuohy et
al., 2009).

La sensibilité de la lymphangiographie au bleu de méthyléne chez I'hnomme est comprise
entre 90,48 % et 96,8 %, sa spécificité entre 85,71 % et 86,36 % et sa précision entre 88,57 % et
94,1 % (Bakhtiar et al., 2016 ; Nandu et Chaudhari, 2017).

La littérature rapporte une sensibilité et une spécificité similaires chez les carnivores
domestiques mais n'offre pas encore a ce jour de données précises concernant le bleu de méthyléne
(Steffey, 2015 ; Fauvril et al., 2019).

4.1.1.3.2 Utilisation du bleu d’Evans en lymphangiographie

Le bleu d’Evans est un autre colorant bleu décrit en lymphangiographie colorimétrique pour
cartographier le drainage lymphatique (Yao et al., 2018). Le complexe bleu d’Evans-protéine
plasmatique est suffisamment grand pour étre piégé dans la lumiere lymphatique et transporté avec
le flux lymphatique (Tsopelas et Sutton, 2002). Lors de I'administration sous-cutanée, le colorant est
rapidement absorbé par les vaisseaux lymphatiques jusqu'aux nceuds de drainage (Tsopelas et
Sutton, 2002).

Cette technique est utilisée dans le marquage du réseau lymphatique et des nceuds
lymphatiques sentinelles lors de tumeurs mammaires (Bobin et al., 1999 ; Harrell et al., 2008) ainsi
que dans le marquage des nceuds lymphatiques drainant le foie par injection intrahépatique (Zheng
et al., 2013). La dose usuelle de colorant utilisée est de 0,5 ml/kg de bleu de Evans a 2 % (soit
10 mg/kg) administrée par voie intraveineuse (Yao et al., 2018).

4.1.1.3.3 Utilisation bleu patenté violet en lymphangiographie

Pour le repérage des vaisseaux lymphatiques et des nceuds lymphatiques sentinelles dans le cadre
de tumeurs mammaires, la dose usuelle de colorant utilisée est de 2 mg/kg de bleu patenté violet a
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2,5% par voie sous-cutanée (Figure 20) péritumorale ou directement dans le lit de la tumeur ou de
'organe atteint par la tumeur (Figure 21), tout en prenant soin de ne pas injecter le produit dans le
derme (Aquino et al., 2012 ; Beserra et al., 2016 ; Beer et al., 2018 ; Favril et al., 2018).

Figure 20 : Site d'injection sous-cutanée préopératoire du bleu patenté violet chez une
chienne présentant une tumeur mammaire 2,5 % (Guerbert®) (fleche)
(d’aprés Beserra et al., 2016).

Les tétes de fléche suivent le trajet du drainage du colorant, sous le site d'inoculation vers la région
sous-axillaire (Beserra et al., 2016).

Figure 21 : Lymphangiographie expérimentale au bleu patenté violet pour la localisation du
nceud lymphatique iliaque médial chez une chienne (d’aprés Justino et al., 2014).

(A) Isolement de l'utérus. (B) Infusion de bleu patenté violet dans la couche sous-séreuse du corps
utérin. (C) Diffusion du colorant a travers le tissu aprés application. (D) Immédiatement aprés
I'application, il est possible d'observer les canaux lymphatiques (Fleche) (Justino et al., 2014).
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Aprés l'injection, le chirurgien doit masser doucement la zone pendant cing minutes. Au
terme de ce massage, le chirurgien peut poursuivre la procédure chirurgicale par I'exérése du ou
des nceuds lymphatiques sentinelles atteints (Figure 22) (Base de données publique des
médicaments, 2020a ; Guerbet, 2020b).

Figure 22 : Visualisation des nceuds lymphatiques iliaques médiaux par lymphangiographie
expérimentale au bleu patenté violet du péritoine chez deux chiennes différentes
(d’aprés Justino et al., 2014).

La région sous-péritonéale, le tissu adipeux et les nceuds lymphatiques iliaques médiaux (fleche)
sont colorés en bleu. L'uretere visible sur la photo est indiqué par une astérisque (Justino et al.,
2014).

L'utilisation de bleu patenté violet rapporte une sensibilité de 89,5 % et une spécificité de
100 % dans le marquage des nceuds lymphatiques sentinelles chez des chiens atteints de tumeurs
mammaires (Beserra et al., 2016). Le taux de réussite de visualisation des nceuds lymphatiques
sentinelles par lymphangiographie au bleu patenté violet chez le chien atteint de carcinome
mammaire est de 95,7 % (Beserra et al., 2016).

4.1.1.4 Lymphangiographie au Lipiodol
Le Lipiodol n’est utilisé en chirurgie qu'a l'aide de techniques de radiologie peropératoire
(radiographie ou scanner). La lymphangiographie radiographique peropératoire au Lipiodol est peu
décrite chez les carnivores domestiques (Papadopoulou et al., 2009 ; Mayer et al., 2013).

Son utilisation est décrite dans le cadre des tumeurs mammaires chez le chien en
administrant le Lipiodol soit par voie intradermique entre la deuxiéme et quatriéeme mamelle, soit
dans les espaces interdigités des antérieurs et postérieurs (Mayer et al., 2013). La dose de Lipiodol
(480 mg/ml) est comprise entre 2,5 et 10 ml selon la procédure (réalisation de la lymphangiographie
24 ou 48 heures suivant l'injection) (Mayer et al., 2013 ; Liptak et Boston, 2019). Les images
radiographiques ou tomodensitométriques de lymphangiographie sont généralement réalisées
24 heures aprés I'administration du colorant (Mayer et al., 2013).
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Chez le chat, l'utilisation de cette technique est décrite dans le cadre des tumeurs
mammaires et réalisée en administrant 0,5 ml de Lipiodol (480 mg/ml) par injection intramammaire
(Papadopoulou et al., 2009).

Le taux de réussite d’identification des nceuds lymphatiques sentinelles est encore peu
documenté pour ce colorant. Ce taux est de 96 % dans le cadre de carcinomes de la cuisse chez le
lapin (Lee et al., 2014) et de 96,6% chez des chiens atteints de tumeurs solides (Brissot et Edery,
2017).

4.1.1.5 Lymphangiographie par spectroscopie dans l'infrarouge proche

L'utilisation de la spectroscopie dans [linfrarouge proche est récente et se développe
considérablement en oncologie humaine. La technique consiste a injecter un fluorochrome NIR et
visualiser sa distribution au sein d’un tissu d’intérét a I'aide d’un dispositif d’imagerie spectroscopique
proche infrarouge (Beer et al., 2018).

Dans le cadre de prise en charge chirurgicale de mélanomes et de cancers du sein chez
’homme, la lymphangiographie par spectroscopie NIR montre des résultats comparables a ceux
obtenus par lymphoscintigraphie, technique de référence utilisant également un dispositif d'imagerie
spécifique associé a un radio-isotope (Fujisawa et al., 2012 ; Wishart et al., 2012).

Cette technique permet de visualiser les vaisseaux lymphatiques ainsi que les nceuds
lymphatiques sentinelles (Troyan et al., 2009 ; Wishart et al., 2012). De plus, contrairement a la
lumiére visible, la lumiére NIR est peu absorbée par les tissus, ce qui permet une visualisation du
fluorochrome jusqu’a plusieurs centimétres en profondeur (Troyan et al., 2009 ; Christoph Hirche et
al.,, 2010 ; Schaafsma et al., 2011 ; Sevick-Muraca, 2012). Ainsi, la lymphangiographie par
spectroscopie NIR peut étre réalisée sur des tissus d’épaisseur plus importante mais également par
voie transcutanée directe (Figure 23).

Figure 23 : Photographie de du dispositif de spectroscopie proche infrarouge (IC-Flow
Imaging System, vert d’indocyanine) (d’aprés Beer et al., 2018).

T
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La fluorescence NIR présente un autre avantage important : elle peut étre utilisée dans le
cadre de chirurgies mini-invasives (cceliochirurgie, thoracoscopie, endoscopie interventionnelle).

La recherche dans ce domaine est en pleine expansion : de nouveaux colorants spécifiques
des marges de la tumeur sont en cours de développement. Le but de ces nouvelles technologies
est de procéder a la résection tumorale tout en ayant de maniére instantanée les marges tumorales
visibles (Eward et al., 2013 ; Cabon et al., 2016). Le Tableau 6 rapporte les avantages et
inconvénients de la technique :

Avantages de la technique NIR

La caméra NIR est capable de visualiser
les colorants fluorescents sans nécessiter
de dissection importante des tissus
(Christoph Hirche et al., 2010).

Le spectre de lumiére NIR est invisible
pour I'ceil humain et n’altére pas la visibilité
du champ opératoire. La technique est
donc plus aisée a apprendre.

Pas de complication rapportée dans les
cas vétérinaires (Cabon et al., 2016).

Tableau 6 : Avantages et inconvénients de la technique NIR (d’aprés Beer et al., 2018).

Inconvénients de la technique NIR

Pénétration du colorant sur quelques
centimétres uniquement.

La rétention du colorant dans le systéme
lymphatique est relativement bréve (Kim et
al., 2015).

Risque de fuite du colorant au-dela du
nceuds lymphatique sentinelle.

Mauvaise identification du noeud
lymphatique sentinelle di a un éventuel
nouveau routage de la circulation
lymphatique (obstruction des vaisseaux
afférent du nceud lymphatique par des
cellules cancéreuses).

Mauvaise visibilité des colorants chez les
patients en surpoids.

Le vert d'indocyanine est le fluorochrome NIR le plus fréquemment utilisé. Il s'accumule
passivement dans le, ou les, nceuds lymphatiques sentinelles, mais la petite taille de la molécule
facilite sa migration ultérieure vers les nceuds adjacents ce qui peut compliquer le diagnostic du
nceud lymphatique sentinelle (Figure 24).
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Figure 24 : Imagerie transcutanée en temps réel dans le proche infrarouge du flux
lymphatique apreés injection péritumorale de vert d’indocyanine autour d'une tumeur des
mastocytes au coude droit chez un chien (d’aprés Beer et al., 2018).

(A) Tumeur primaire immédiatement apres l'injection d'ICG. (B) Images deux minutes aprés
l'injection montrant les premiers vaisseaux lymphatiques afférents apparaissant dans la zone du
cété de l'injection. (C) Images cinq minutes apres l'injection montrant 3 vaisseaux lymphatiques bien
délimités se dirigeant vers le nceud lymphatique sentinelle préscapulaire (NLS) (coin supérieur droit).
(D) Neceud lymphatique sentinelle préscapulaire fluorescent aprés I'approche chirurgicale (Beer et
al., 2018).

Pour résoudre ce probléme, des traceurs sélectifs sont a I'étude. Un traceur spécifique, le
fluorodeoxymannose, a été congu pour lier le récepteur de la protéine de liaison au mannose qui se
trouve dans les cellules réticulo-endothéliales des nceuds lymphatiques (Vera et al., 2001). Cet
agent a des performances satisfaisantes a la fois comme agent de radiomarquage et comme agent
d'imagerie fluorescente pour la détection des noeuds lymphatiques sentinelles (Ting et al., 2010). |l
a recemment été approuvé par la FDA pour la cartographie lymphatique sur la base des résultats
d'une étude clinique de phase deux chez des patientes atteintes d'un cancer du sein et d'un
mélanome (Leong et al., 2011).

Bien que I'approche d'imagerie par fluorescence NIR améliore la profondeur d'imagerie, ce
qui représente un atout majeur dans la recherche de nceuds lymphatiques sentinelles (de Boer et
al., 2015 ; Visgauss et al., 2016 ; Valluru et Willmann, 2016), les images de bonne résolution sont
encore limitées a 5-15 mm de la surface du tissu.

Pour s’affranchir de cette limite, une combinaison de traceurs fluorescents et radioactifs de
l'infrarouge proche est actuellement utilisée chez ’homme dans le mélanome de la téte et du cou
(Brouwer et al., 2012a ; Brouwer et al., 2012b), le cancer de la prostate (van der Poel et al., 2011),
et le carcinome épidermoide de la cavité buccale (van den Berg et al., 2012). Des études futures
détermineront la possibilité d'utiliser I'imagerie par fluorescence NIR sans avoir a administrer de
matieres radioactives (van der Vorst et al., 2012).
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4.1.1.5.1 Utilisation du vert d’'indocyanine en lymphangiographie

La lymphangiographie au vert d’'indocyanine est réalisée en injectant une dose de 0,5 mg/kg d'ICG
(Figure 25) (van Manen et al., 2018).

Figure 25 : Exemple de cartographie au vert d’indocyanine des nceuds lymphatiques dans
le cadre d’une chirurgie de cancer de la vessie chez ’lhomme et ex vivo
(d’aprés van Manen et al., 2018).

NIR Fluorescence Color-NIR Merge

g .

o,

<«Bladder’

1cm

Ex Vivo

Panneau supérieur : les pointes de fléche indiquent les nceuds lymphatiques fluorescents NIR le
long de la veine iliaque externe gauche pendant I'opération. Panneau inférieur : noeuds lymphatiques
fluorescents apres I'excision (van Manen et al., 2018).

La localisation, le moment de I'injection ainsi que le délai de visualisation du fluorochrome dépendent
de la zone anatomique concernée (Tableau 7).
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Tableau 7 : Lymphangiographie par spectroscopie infrarouge proche au vert d'indocyanine

- Résumé des applications et des recommandations (d’aprés van Manen et al., 2018).

Systeme e
) . e e e Délai de
. d’imagerie Site d’injection Temps de : g
Tissu , s . e visualisation
spectroscopique préférentiel injection .
iy , (minutes)
utilisé (humaine)
Endoscopie : Quelques
(Esophagien Laparoscopie injection aux 4 minutes avantla | 15-30 minutes
quadrants chirurgie
Laparoscopie Endoscopie : Quelques
Gastrique p . P1e, injection aux 4 minutes avantla | 15-30 minutes
chirurgie ouverte . .
quadrants chirurgie
Laparosconie Injection aux 4
Colorectal p , Pie, quadrants, sous | Peropératoire 15-30 minutes
chirurgie ouverte .
la séreuse
t i :
e | STt
Vésical ouverte, ) Peropératoire 15-30 minutes
. muqueuse
robotique .
vésicale
Transrectale :
Laparoscopique Sous
Prostatique P pique, échographie, Peropératoire 15-30 minutes

robotique

injection intra
prostatique

Utérin (col)

Laparoscopique,
robotique

Trans vaginale :
injection dans la
SOous muqueuse
utérine

(4 quadrants)

Peropératoire

15-30 minutes

Endométrial

Laparoscopique,
robotique

Trans vaginale :
injection dans la
SOuUs muqueuse
utérine

(4 quadrants)

Peropératoire

15-30 minutes

Ovarien

Laparoscopique

Laparoscopique :
injection ventrale
et dorsale du
ligament propre
et du ligament
suspenseur de
I'ovaire

Peropératoire

15-30 minutes
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La lymphangiographie NIR utilisant 'ICG permet de marquer les nceuds lymphatiques
sentinelles avec une sensibilité de 86 % et un taux de détection de 100 %, en utilisant de faibles
doses de fluorochrome (Escayola Vilanova et Querleu, 2018 ; Wu et al., 2019).

La lymphangiographie NIR a I'lCG se réalise de la méme maniére chez les carnivores domestiques.
Cette technique est décrite principalement chez le chien dans [lidentification des nceuds
lymphatiques sentinelles lors d’exérése de tumeurs mammaires (Steffey, 2015 ; Beer et al., 2018 ;
Favril et al., 2018), de mélanome oral (Tuohy et al., 2009 ; Townsend et al., 2018) et de carcinome
transitionnel de la vessie (Knapp et al., 2007). Les études vétérinaires de la lymphangiographie NIR
sont en plein essor mais demeurent toutefois limitées par les colts des dispositifs de spectroscopie
et des fluorochromes nécessaires.

Quelles que soit la technique de lymphangiographie utilisée, la cartographie lymphatique est
une technique révolutionnaire permettant la réduction de la taille des curages et ainsi réduire
considéerablement la survenue de lymphoedémes, complication quasi-systématique des opérations
du cancer du sein chez la femme (Salmon et al., 2007). La lymphangiographie a base de colorant
est la plus facile et la moins onéreuse a mettre en place en clientele vétérinaire. Toutefois, la
fluorescence NIR fait ses preuves en chirurgies humaine et vétérinaire et est particulierement
prometteuse puisqu’elle est plus fiable, offre une visualisation en temps réel et moins risquée que la
lymphoscintigraphie, technique utilisant des radio-isotopes (Verbeek et al., 2014).

4.1.2 Lymphangiographie lors de chylothorax

La lymphangiographie peropératoire ne se limite pas a une utilisation oncologique. En effet, la
cartographie lymphatique est particuliérement intéressante lors de chirurgie de chylothorax.

Le chylothorax est une pathologie se traduisant par 'accumulation d’un épanchement
chyleux, résultant d’'une rupture du canal thoracique ou d’une altération du drainage lymphatique
(Radlinsky, 2012). Les étiologies sont nombreuses: myocardiopathies, masses tumorales
médiastinales ou cardiaques, dirofilariose, blastomycose, hernie diaphragmatique, anomalies
congénitales mais les origines idiopathiques sont les plus fréquentes(Radlinsky, 2012).

Le traitement du chylothorax idiopathique consiste principalement en la ligature du canal
thoracique a son entrée dans le thorax associée ou non a I'ablation de la citerne du chyle en région
abdominale (Radlinsky, 2012). Les recommandations actuelles en chirurgie vétérinaire préconisent
la réalisation d’une lymphangiographie avant et aprés la ligature du conduit thoracique afin de
s’assurer du bon positionnement de la ligature (Radlinsky et al., 2002 ; Naganobu et al., 2006). De
plus, la visualisation a I'ceil nu du canal thoracique est souvent compliquée, la lymphe étant peu
visible et le canal thoracique étant sujet a d’'importantes variations anatomiques tres fréquentes
(Figure 27) (Birchard et Fossum, 1987 ; Kerpsack et al., 1995 ; Evans et Lahunta, 2016). Enfin, le
canal thoracique est situé en position retropleurale, a proximité de structures anatomiques sensibles
de la cavité thoracique, telles que l'aorte, la veine hémiazygos...(Figure 26) (Evans et Lahunta,
2009).
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Figure 26 : Schéma de la cavité thoracique aprés retrait du poumon chez le chien
(d'apres Evans et Lahunta, 2009).
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Figure 27 : Schéma des variations anatomiques du conduit thoracique et de son entrée
dans la veine cave craniale (d'aprés Evans et Lahunta, 2016).
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Ainsi, I'utilisation de colorant lors de chirurgie de chylothorax est une technique importante
permettant d’améliorer la visualisation du canal thoracique et d’assurer une ligature effective
(Radlinsky, 2012). La lymphangiographie de chylothorax utilise du bleu de méthyléne principalement
mais est également décrite avec du vert d’indocyanine en association avec un dispositif de
spectroscopie infrarouge NIR (Radlinsky, 2012).

4.1.2.1 Lymphangiographie lors de chylothorax au bleu de méthyléne

Le canal thoracique est généralement abordé par le dixiéeme espace intercostal a droite chez le chien
et a gauche chez le chat (Radlinsky, 2012 ; Bayer et al., 2014). Une approche trans-diaphragmatique
peut également étre utilisée chez les animaux de petit gabarit (Radlinsky, 2012). Les branches du
canal thoracique peuvent étre plus facilement identifiées en injectant une quantité de bleu de
méthyléne souvent inférieure a 0,2 ml (Enwiller et al., 2003 ; Radlinsky, 2012) :

- Dans un nceud lymphatique mésentérique ou iléo-caecal (en particulier le noeud lymphatique
iléo-caecal) a la dose de 0,5 mg/kg (bleu de méthyléne 1 %) (Figure 28),

- Dans le nceud lymphatique poplité a la dose de 0,5 mg/kg (bleu de méthyléne 1 %),

- Dans un vaisseau lymphatique intestinal, aprés cathétérisation de celui-ci a l'aide d’un
cathéter de 22-24 G a la dose de 0,5 mg/kg (bleu de méthylene 1 %),

- Dans un pilier diaphragmatique a la dose de 0,5 mg/kg (bleu de méthylene 1%),

- Parvoie intra testiculaire (deux testicules) par injection de bleu de méthyléne volume de bleu
de méthyléne 1 % compris entre 0,15 ml et 2 ml par testicule (modéle expérimental sur
lagomorphe) (Tsuruno et al., 2009).

Figure 28 : Injection d’une petite quantité de bleu de méthyléne stérile au niveau d’un nceud
lymphatique mésentérique lors de chirurgie de chylothorax chez un chien
(d’aprés Radlinksy, 2012).

Lors du retrait de l'aiguille, il est conseillé de maintenir une légére pression sur la perforation du
nceud lymphatique pour empécher la fuite du colorant (Radlinsky, 2012).
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L’abord des nceuds lymphatiques mésentériques et vaisseaux lymphatiques intestinaux suit
I'approche chirurgicale utilisée pour la ligature du canal thoracique (approche chirurgicale ouverte
par laparotomie médiane ventrale ou paracostale, ou bien approche miniinvasive par ccelioscopie)
(Figure 29, Figure 30) (Radlinsky, 2012). Notons que le bleu de méthyléne peut étre dilué afin de
diminuer la dose totale administrée et ainsi minimiser la survenue d’éventuels effets indésirables. La
coloration des conduits se produit dans les 10 minutes suivant l'injection et persiste pendant environ
60 minutes (Enwiller et al., 2003 ; Radlinsky, 2012).

Figure 29 : Coloration progressive du canal thoracique au bleu de méthyléne (a) et
dissection du canal thoracique (b) (d’aprés Radlinksy, 2012).

Figure 30 : Coloration du canal thoracique au bleu de méthyléne approche sous
ccelioscopie (d’aprés Manassero, 2020).

La localisation de linjection de bleu de méthyléne est réalisée sous abord chirurgical
(dissection) et demeure préférentiellement localisée aux nceuds lymphatiques mésentériques ou
poplités. En effet, la lymphangiographie par injection de colorant dans les piliers diaphragmatiques,
comme alternative aux nceuds lymphatiques, permettant ainsi de réduire le temps d’anesthésie
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(coloration plus rapide) et minimiser la survenue de lésions morbides (approche uni-cavitaire)
(Figure 31) colore le canal thoracique de maniére inconstante et n’est pas recommandée (Bayer et
al., 2014).

Figure 31 : Comparaison de techniques d'injection de bleu de méthyléne dans la coloration
du canal thoracique chez le chien (d'aprés Bayer et al., 2014).

(A) Canal thoracique (Grade 0 de coloration = tissu d’apparence normale) apres thoracotomie
latérale droite. (B) Coloration du canal thoracique (Grade 1 de coloration = légére coloration bleue
ou équivoque) apres injection dans les piliers diaphragmatiques. (C) Coloration de Grade 3
(= coloration intense) du canal thoracique aprés injection de colorant dans un nceud lymphatique
meésentérique. Canal thoracique (fleche noire), Aorte (fleche blanche), Cr (cranien), Ca (caudal)
(Bayer et al., 2014).

Apreés coloration des conduits, le chirurgien examine la zone dorsale de 'aorte aussi proche
que possible du diaphragme en région thoracique, zone ou les ramifications du canal thoracique
sont moins nombreuses. Les branches sont ensuite disséquées et ligaturées individuellement ou en
bloc avec une suture non résorbable ou des clips vasculaires (Figure 32) (Radlinsky, 2012).
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Figure 32 : Suture sous ceelioscopie du canal thoracique marqué au bleu de méthyléne
(d'aprés Manassero, 2020).

4.1.2.2 Lymphangiographie lors de chylothorax au bleu patenté violet

A Tinstar du bleu de méthyléne, le bleu patenté violet peut étre utilisé de maniére identique afin de
marquer le canal thoracique lors de chirurgie de chylothorax (Figure 33, Figure 34). La dose utilisée
est de 2 mg/kg chez les carnivores domestiques (Aquino et al., 2012 ; Beserra et al., 2016 ; Beer et
al., 2018 ; Fauvril et al., 2018).

Figure 33 : Injection de bleu patenté violet dans les nceuds lymphatiques mésentériques
lors de chirurgie de chylothorax chez un chat (d’aprés Manassero, 2020).
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Figure 34 :Coloration du canal thoracique (a, b) au bleu patenté violet et visualisation de la
citerne du chyle (c) chez un chat atteint de chylothorax (d’aprés Manassero, 2020).

4.1.2.3 Lymphangiographie lors de chylothorax au vert d’indocyanine

Le vert d'indocyanine associé a une technologie de spectroscopie NIR est l'autre colorant
(fluorochrome) décrit pour cette technique depuis quelques années en médecine vétérinaire (Steffey
et Mayhew, 2018). La dose classique utilisée est de 0,05 mg/kg d’'ICG et est injectée soit dans le
nceud lymphatique poplité, soit dans un nceud lymphatique mésentérique, selon la méme technique
de lymphangiographie au bleu de méthylene précédemment détaillée (partie 4.1.2.1) (Steffey et
Mayhew, 2018 ; Kamijo et al., 2019). Le fluorochrome peut également étre administré par voie sous-
cutanée péri-rectale (Steffey et Mayhew, 2018 ; Kamijo et al., 2019). La coloration du canal
thoracique est visualisable 25 minutes apres I'injection (Figure 35) (Steffey et Mayhew, 2018).

Lors d’injection d'ICG par voie péri-rectale, la visibilit¢é du canal thoracique lors de
thoracoscopie dure 15 minutes, ce qui est suffisant pour la réalisation de l'intervention chirurgicale.
En outre, l'injection péri-rectale d'ICG est moins invasive que l'injection directe dans les nceuds
lymphatiques mésentériques par laparotomie (Kamijo et al., 2019).
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Figure 35 : Image opératoire montrant la vue thoracoscopique du cété droit du thorax en
lumiére blanche (A) et en fluorescence proche infrarouge (B) chez le chien
(d'aprés Steffey et Mayhew, 2018).

Caudal Vertebral Cranial
Artery

Application de clips (pointes de fleches blanches) et réalisation d'une lymphographie par
fluorescence NIR. En (C), I'image B a été superposée a l'image A (en post-traitement, et non a huis
clos), la fluorescence imagée se termine au niveau du clip caudal d’occlusion du canal thoracique
(Steffey et Mayhew, 2018).

L'utilisation de I'ICG est particulierement intéressante lors de thoracoscopie chez le chien
atteint de chylothorax puisqu’elle permet de visualiser aisément le canal thoracique a l'aide d’'une
caméra mixte de spectroscopie NIR et ainsi minimiser les abords chirurgicaux délabrant pour
'animal (Steffey et Mayhew, 2018). Chez le chat (étude expérimentale réalisée sur des individus
sains), la méthode offrant la meilleure précision implique l'observation préalable du trajet complet
des vaisseaux lymphatiques a lI'examen tomodensitométrique suivie de I'observation directe par
thoracoscopie utilisant le vert d'indocyanine (Kamijo et al., 2019).

Aucune donnée concernant la sensibilité et la spécificité des techniques a base de colorant
ou de fluorochrome en lymphangiographie de chylothorax n’ont été établie a ce jour. Toutefois, par
analogie avec les résultats disponibles en lymphangiographie des nceuds lymphatiques sentinelles,
la technique par spectroscopie NIR offre une meilleure sensibilité, spécificité et profondeur de champ
dans les tissus que la technique colorimétrique (He et al., 2016).
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4.2 Délimitation de tissus d’intérét

4.2.1 Délimitation des tissus d’intérét en oncologie

L’ablation chirurgicale est l'unique option thérapeutique pour la majorité des néoplasies et
principalement pour les tumeurs solides (Rosenthal et al., 2015a). L’'un des principaux défis de
l'oncologie chirurgicale est de définir des méthodologies qui améliorent la délimitation peropératoire
des marges tumorales et l'identification des cellules tumorales disséminées (Luo et al., 2011 ;
Rosenthal et al., 2015a).

En effet, 'obtention de marges chirurgicales négatives sans recourir a d’autres traitements
anticancéreux ou reprise chirurgicale assure la diminution de la morbidité et des temps de survie
plus longs (Keereweer et al., 2011 ; Visgauss et al., 2016).

La chirurgie guidée concerne principalement I'oncochirurgie et plus particuliérement :
- Les tumeurs qui présentent un taux élevé de marges positives (sarcome, mastocytomes),
et/ou

- les tumeurs pour lesquelles I'épargne tissulaire est un élément majeur de la qualité de vie du
patient,

et/ou

- les tumeurs pour lesquelles la différenciation peropératoire entre tissu normal et le tissu
néoplasique est difficile (Tipirneni et al., 2017).

Actuellement, les marges tumorales sont évaluées selon l'inspection visuelle, la palpation,
'échographie (principalement utilisée en chirurgie humaine) et surtout par une analyse
histopathologique des marges de la section (Rosenthal et al., 2015a ; de Boer et al., 2015 ; Visgauss
etal., 2016). L’histopathologie est une technique trés sensible pour la détection de cellules tumorales
(Howanitz et al., 1990 ; Ashford et al., 2006). En chirurgie humaine, 'examen histopathologique est
réalisé au cours de l'intervention chirurgicale. Toutefois, cette technique peut prendre du temps mais
également donner un résultat faussement négatif puisqu’entre cinq et dix pourcent du lit de la plaie
est évalué (Rosenthal et al., 2015a).

Aujourd’hui encore, chez 'homme, 15 a 60 % des patients traités chirurgicalement de leur
néoplasie présentent des marges positives (Howanitz et al., 1990 ; Ashford et al., 2006 ; Pleijhuis et
al., 2009 ; Keereweer et al., 2011 ; de Boer et al., 2015 ; Visgauss et al., 2016). D’autre part, les
néoplasies localisées au niveau de structures telles que le cerveau, pourraient grandement
bénéficier de 'amélioration de la précision de la délimitation peropératoire des marges tissulaires.

En chirurgie humaine, certaines interventions peuvent étre guidées par I'lRM peropératoire.
Cette technique présente certains inconvénients tels que les difficultés concernant I'extrapolation de
I''RM au domaine chirurgical, le temps opératoire prolongé et I'investissement financier (Claus et al.,
2005 ; Senft et al., 2011 ; Kuhnt et al., 2011 ; Rosenthal et al., 2015a ; Visgauss et al., 2016).

D’autres techniques particulierement efficaces et adaptées a la détection des marges
tumorales sont développées aux Etats-Unis et sont actuellement en attente d’autorisation par la
FDA. Citons, entre autres, les ultrasons a haute fréquence, la spectroscopie a diffusion élastique, la
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spectroscopie Raman, la spectroscopie a radiofréquence, la tomographie a cohérence optique et la
microscopie confocale (Pitris et al., 1999 ; Kiesslich et al., 2004 ; Kast et al., 2010 ; Doyle et al.,
2011). Ces techniques utilisent le décalage de fréquence, le temps de retard et l'intensité de la
lumiere réfléchie et diffusée provenant de différents tissus (Visgauss et al., 2016). Certaines de ces
technologies, la spectroscopie Raman en est un exemple, sont capables de reconnaitre le type de
tumeur présent et d’'indiquer son degré de malignité (Kast et al., 2010 ; Doyle et al., 2011).

Néanmoins, tout comme pour I'lRM peropératoire, nous ne développerons pas plus en détail
les caractéristiques de ces techniques, tant elles sont encore peu applicables dans le monde
vétérinaire.

4.2.1.1 Neurochirurgie

4.2.1.1.1 Encéphale

La résection chirurgicale des tumeurs cérébrales est le traitement de choix afin de diminuer la
pression intracranienne et les complications qui en découlent. Une résection totale est corrélée avec
de meilleurs temps de survie chez 'homme (Shinoda et al., 2003 ; Chen et al., 2012), tandis que la
survie post-exérése a ras de lésion chez le chien et le chat est de six mois environ (ljiri et al., 2014
; Hu et al., 2015). L'imagerie IRM utilisant un marqueur spécifique, le gadolinium (Litofsky et al.,
2006), I'échographie (Chacko et al., 2003), ainsi que la neuronavigation (Moiyadi et al., 2013) sont
des techniques fréquemment utilisées en médecine humaine et modérément en médecine
vétérinaire. Les aspects financiers et techniques de ces procédures limitent leurs applications dans
le monde vétérinaire. (Wininger, 2014 ; ljiri et al., 2014).

La fluorescéine est utilisée chez ’'homme en neurochirurgie depuis une dizaine d’années.
Elle est soluble dans 'eau et est administrée par voie intraveineuse au cours de la chirurgie (Nakano
et al., 2018). Ce colorant est visible a I'ceil nu, avec ou non une lumiére bleue, et marque les tissus
cancéreux pendant plusieurs heures sans nécessiter de nouvelle administration de produit (Shinoda
et al., 2003). Le mécanisme selon lequel la fluorescéine sodique colore les Iésions intracraniennes
est inconnu mais semble intrinséquement lié au dysfonctionnement de la barriere hémato-
encéphalique (Nakano et al., 2018).

Le protocole d’utilisation de la fluorescéine en neurochirurgie chez le chien est le suivant
(Shinoda et al., 2003 ; Nakano et al., 2018) :

Tout d’abord, une dose test de fluorescéine (2 mg/kg) est administrée par voie intraveineuse
afin de vérifier 'absence de réaction anaphylactique a ce composé. Puis, 20 mg/kg de fluorescéine
sodique sont administrés par voie intraveineuse, avant ou aprés la durotomie selon la localisation
des lésions tumorales. Dans le cas de lésions extra-axiales, a savoir des Iésions intracraniennes se
formant a partir des méninges ou des nerfs craniens, l'injection a lieu avant la durotomie tandis
qu’elle est réalisée aprés celle-ci lorsque les lésions sont intra-axiales (= atteinte du parenchyme
cérébral). Le tissu tumoral est coloré en jaune (Figure 36). L’évaluation de I'intensité de la coloration
a lieu cing minutes post-injection. La sensibilité de la coloration a la fluorescéine dans le cadre
d'exérése de gliome est comprise entre 85 et 100 % et sa spécificité est comprise entre 95 et 100 %
(Murray, 1982 ; Rey-Dios et al., 2014).
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Figure 36 : Photographies du cortex cérébral d’'un chien lors de la résection d'un
oligodendrogliome malin guidée par fluorescence (d’aprés Nakano et al., 2018).

A, Aprés la durotomie, une partie de la surface du cerveau semble fragile et cedémateuse. B,
Immédiatement apres I'administration intraveineuse de fluorescéine sodique, toutes les régions, y
compris le cortex cérébral normal, les vaisseaux sanguins cérébraux, la dure-mere et la région
tumorale, ont été uniformément colorées en jaune. C, Environ trois minutes plus tard, les zones
colorées du cortex normal et des vaisseaux corticaux sont progressivement revenues a leur couleur
d'origine, et seule la région tumorale (pointes de fleches) est restée colorée. D, La tumeur a été
facilement distinguée du tissu cérébral normal en raison de sa couleur jaune intense (Nakano et al.,
2018).

Une concordance entre les images préopératoires IRM marquées au gadolinium et la
coloration a la fluorescéine sodique réalisée en peropératoire est rapportée (Figure 37) (Nakano et
al., 2018). Le mécanisme expliquant la coloration des tissus par ces deux marqueurs semble étre
similaire et a l'origine de la concordance entre les images IRM et la coloration in situ. En effet, le
gadolinium et la fluorescéine traversent Ila barriere hémato-encéphalique lors de
dysfonctionnements de celle-ci (dysfonctionnements principalement causés par les lésions
tumorales et la pression intracranienne augmentée) (Nakano et al., 2018). La fluorescéine ne colore
pas intégralement les Iésions tumorales, il est cependant recommandé de ne pas réséquer la Iésion
tumorale au-dela des limites définies par le colorant, sous peine de provoquer des lésions cérébrales
irréversibles (Nakano et al., 2018).
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Figure 37 : Images IRM et aspect général peropératoire d'une tumeur cérébrale d’origine
métastatique (carcinome pulmonaire chez un chien) (d’aprés Nakano et al., 2018).

A, La tumeur présente un signal hypointense sur une image pondérée T1 précontrastée. B, Un
renforcement marqué du signal de la tumeur a été observé sur une image post-contraste pondérée
en T1. C, Champ peropératoire aprés durotomie. D, Apres l'injection intraveineuse de fluorescéine,
le tissu tumoral est intensément coloré en jaune et a été facilement localisée sous une fine couche
du cortex cérébral normal (Nakano et al., 2018).

La procédure utilisant la fluorescéine est particulierement intéressante puisqu’elle est plus
simple que d’autres utilisant d’autres molécules tels que des fluorochromes UV nécessitant un
appareillage spécifique (cf. Annexe 1: Technologie de l'infrarouge proche). Elle est également
moins onéreuse (Gelatt et al., 1976 ; Alario et Pirie, 2015). De plus, la longue durée de coloration
des tissus permet de minimiser les réitérations d’injection et donc de minimiser la survenue d’effets
secondaires potentiels. Cependant, son utilisation est déconseillée chez des animaux insuffisants
rénaux et/ou insuffisants hépatiques (Nakano et al., 2018).

Dans tous les cas d’administration de fluorescéine par voie intraveineuse, la peau, les
mugqueuses, urines et féces présentent une coloration jaune fluorescente pouvant perdurer jusqu’a
trois jours post-chirurgie (Nakano et al., 2018). La nausée et les vomissements sont les seuls effets
secondaires récurrents et constatés lors de [l'utilisation de ce colorant. Toutefois, ces effets
secondaires peuvent étre aisément prévenus par I'administration d’antiémétiques en préopératoire
(citrate de maropitant a la dose de 1 mg/kg) (Shinoda et al., 2003 ; Nakano et al., 2018). La survenue
de réactions allergiques a la fluorescéine sont rapportées dans la littérature mais le taux d’incidence
de réaction anaphylactique a ce colorant chez 'homme est faible (0,16 %) (Kalogeromitros et al.,
2011), néanmoins, ces réactions anaphylactiques peuvent étre graves et provoquer le décés du
patient (Yannuzzi et al., 1986). Il est donc important de tester au préalable la tolérance de I'individu
au colorant.
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Bien que ces études démontrent avec succes I'utilisation de la fluorescéine pour la chirurgie
guidée par fluorescence, la fluorescéine souffre de la limitation de la plupart des colorants visibles.
Elle induit notamment une autofluorescence élevée qui interfére avec I'analyse des images et est
limitée a une pénétration peu profonde dans le tissu.

Le bleu d’Evans peut également étre utilisé comme colorant dans la délimitation de tissus
tumoraux. En effet, le bleu d’Evans étant lié fortement a I'albumine, il marque ainsi les tissus ou
I'extravasation sanguine est importante, caractéristique tumorale majeure (Ozawa et al., 2005 ;
Maeda et al., 2013). |l est utilisé dans le cadre de tumeurs intracraniennes chez le rat, par injection
intraveineuse de 0,3 ml de bleu d’Evans 2 % sur une période de cing minutes (Prabhu et al., 2000).
La méthode colorimétrique au bleu d’Evans présente une bonne corrélation avec I'estimation du
volume a partir de coupes histologiques et I'lRM renforcée au gadolinium (Prabhu et al., 2000).

421.1.2 Moelle épiniére

Nous avons décrit partie précédente (4.2.1.1.1), I'utilisation de la fluorescéine dans la délimitation
des berges tumorales en neurochirurgie chez le chien. Cette technique présentant certaines limites
quant a la précision de la visualisation du colorant. D’autres techniques sont décrites en neuro-
oncochirurgie et utilisent des fluorochromes UV tels que 'acide 5-aminolévulinique (5-ALA).

Le 5-ALA est adopté avec succés dans les cas d’astrocytomes de haut grade et de
glioblastomes multiformes chez 'homme puisqu’il améliore la visualisation des contours tumoraux
et permet une meilleure résection. (Ewelt et al., 2015 ; Leroy et al., 2015). L'utilisation de 5-ALA est
décrite chez le chien dans le cadre de tumeurs mammaires et présente les mémes avantages que
ceux décrits en oncochirurgie chez I'homme. (Osaki et al., 2017). Néanmoins, le 5-ALA présente
une contrainte a son utilisation lors de tumeurs cérébrales : son mode d’administration se fait
exclusivement par voie orale plusieurs heures avant la chirurgie. Le 5-ALA n’est donc pas
envisageable lors de neurochirurgie en médecine vétérinaire si les animaux ont des répercussions
cliniques de leur hypertension intracranienne.

Le 5-ALA a récemment été décrit dans la prise en charge chirurgicale de méningiome félin.
En effet, le méningiome est la tumeur cérébrale primaire la plus courante chez le chat (Troxel et al.,
2003). Il s’agit de tumeurs fibreuses localisées qui n’envahissent généralement pas les tissus
normaux environnants (Adamo et al., 2004 ; Horta et al., 2015). Ainsi, la prise en charge
thérapeutique de ces tumeurs fibreuses solitaires félines repose principalement sur la chirurgie
(Horta et al., 2015). Cependant, le taux de récurrence des méningiomes félins aprées leur excision
chirurgicale est d'environ 22 % (Gallagher et al., 1993) et s’explique par la présence de tissu tumoral
résiduel aprés la résection (Millesi et al., 2016).

Le protocole d’utilisation du 5-ALA est décrit chez une chatte domestique de 15 ans stérilisée,
pour la prise en charge d’un méningiome temporal gauche et est le suivant (Osaki et al., 2020) :

- L'administration orale de 5-ALA a une dose de 40 mg/kg est effectuée quatre heures avant
l'intervention chirurgicale (Osaki et al., 2020).

- Aprés la craniectomie et la durotomie sous microscope chirurgical, le tissu tumoral est délimité
par détection photodynamique (PDD) : la fluorescence est observée a I'aide d'une source de
lumiére LED a 405 nm (UV) (Osaki et al., 2020). L'analyse visuelle révéle une fluorescence
rouge vif de la PplIX induite par le 5-ALA (Figure 38).
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- Larésection de la tumeur suit les contours délimités par la fluorescence 5-ALA.

Figure 38 : Photographies du tissu tumoral en lumiére blanche conventionnelle et images
de fluorescence du 5-ALA lors chirurgie de méningiome félin (d’aprés Osaki et al., 2020).

(a,b) Images peropératoires de la surface du cerveau aprés craniotomie. (c,d) Photographie
peropératoire au moment de l'ablation de la masse. (e,f) Masse réséquée. (a,c,e) Photographies
réalisées en lumiére blanche. (b,d,f) Images de fluorescence. Les fleches blanches montrent le
crane. Les pointes de fleches blanches montrent le méningiome. Les fleches jaunes indique le tissu
cérébral sain (Osaki et al., 2020).

La chirurgie seule permet des taux de survie de six mois dans 71 % des cas, d’'un an dans
66 % des cas et de deux ans dans 50 % des cas aprés lintervention (Gordon et al., 1994).
Cependant, chez le chien, le méningiome a tendance a s'infiltrer dans le parenchyme cérébral et ne
peut étre démarqué du tissu cérébral normal ; la survie chez les chiens traités par chirurgie
conventionnelle seule est de sept mois (Niebauer et al., 1991). Ainsi, la résection tumorale de
méningiome a 'aide du 5-ALA permet une résection plus compléte des tumeurs cérébrales, ce qui,
chez le chien, pourrait améliorer la survie post-chirurgie (Stummer et al., 2006). D’autre part, comme
le montre des études réalisées en médecine humaine, la quantité de PplX (5-ALA) intracellulaire
serait en corrélation avec la malignité de la tumeur (Hefti et al., 2010 ; Puppa et al., 2014 ; Kaneko
et Kaneko, 2016).

Cependant, lors de présence de tissus ou de sang sur le tissu tumoral ou lors de méningiome
profond, la détection photodynamique du 5-ALA peut étre altérée et le résultat faussement négatif,
induisant ainsi une résection incompléte du tissu (Hefti et al., 2010 ; Osaki et al., 2020).

Enfin, d’autres colorants et fluorochromes peuvent étre utilisés en neurochirurgie. En effet,
bien qu’'uniquement décrite chez ’'homme, la fluorescence de I'lCG a été utilisée avec succes pour
la résection guidée d'hémangioblastome de la moelle épiniére (Hwang et al., 2010 ; Hojo et al.,
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2010) et de tumeurs du systéme nerveux central (Ferroli et al., 2011). D’autre part, le bleu d’Evans
peut également étre utilisé dans le cadre de tumeurs solides et plus particulierement les gliomes
lorsque lorsqu’il est nano-encapsulé en liposome (accumulation sélective dans le site par ciblage
des récepteurs tumoraux ou perméabilité vasculaire tumorale seule) (Roller et al., 2015).

4.2.1.2 Parathyroides

Les interventions chirurgicales impliquant la glande thyroide et/ou les glandes parathyroides
nécessitent l'identification précise de ces derniéres (Suh et al., 2015). En effet, la localisation
peropératoire et la préservation des glandes parathyroides ameéliorent les résultats post-opératoires
aprés une chirurgie thyroidienne ou parathyroidienne (Hillary et al., 2018).

De plus, lors de parathyroidectomie, le taux de persistance de tissu parathyroidien et de
récidives des signes cliniques se situe entre 10 % et 30 % en raison d'une résection incompléte
(Stracke et al., 2009 ; Conzo et al., 2012 ; Schneider et al., 2012). La visualisation des contours des
glandes parathyroide est donc capitale afin d’obtenir le meilleur résultat post-opératoire. Différents
colorants peuvent étre utilisés dont majoritairement le bleu de méthyléne, associé a une technologie
NIR et 'ICG. L’acide 5-aminolévulinique est également décrit dans la littérature (Gahlen et al., 2001
; Takeuchi et al., 2014), cependant, la toxicité et le manque de données démontrant I'amélioration
des résultats ont limité sa popularisation dans la chirurgie de la parathyroide (Cui et al., 2017).

421211 Utilisation du bleu de méthyléne dans la délimitation des
parathyroides
Le bleu de méthyléne, colorant dont nous avons déja étudié certaines de ces applications, peut étre
utilisé en tant que fluorochrome NIR. En effet, le bleu de méthyléne devient un fluorochrome NIR
lorsqu’il est utilisé a des doses inférieures a celles classiquement décrites en lymphangiographie.
Sa fluorescence est visualisable a I'aide d’un dispositif de spectroscopie NIR.

En chirurgie vétérinaire, la coloration des glandes parathyroides au bleu de méthyléne est
décrite (Feldman, 2009). L'animal regoit une dose de bleu de méthyléene de 3 mg/kg par voie
intraveineuse (United States Pharmacopeial Convention (USP)., 2008 ; Feldman, 2009). Toutefois,
de nombreux cas d’anémie a corps de Heinz sont décrits lors de la réalisation de cette technique
chez le chien (Feldman, 2009). C’est pourquoi nous allons nous intéresser au protocole réalisé en
chirurgie humaine qui présente moins d’effets secondaires.

Chez 'homme, le protocole de délimitation des berges tumorales au bleu de méthyléne
(fluorochrome NIR) est le suivant (Tummers et al., 2014a) :

- Une fois la Iésion mise a nu, une solution de bleu de méthyléne a la dose de 0,5 mg/kg (33 mg
dans 3,3 ml de sérum physiologique, 10 mg/ml de la solution finale) est injectée pendant cinq
minutes par voie intraveineuse.

- Le chirurgien procéde ensuite a I'acquisition des images par une sonde de spectroscopique
NIR portable telle que le mini FLARE® , centrée sur la lésion d'intérét, directement aprés
l'injection du colorant, a intervalles de temps régulier (0, 1, 2, 3, 4, 5, 15, 30 et 45 minutes)
(Figure 39).
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- La cinétique de distribution du colorant au sein du tissu est alors visible. Il est alors possible
de localiser la lésion tumorale principale colorée par une fluorescence brillante bleu-vert et de
définir précisément les contours de I'exérése. Le bleu de méthyléne ne colore pas une glande
parathyroide normale de Ila méme intensité qu'une glande parathyroide en
hyperfonctionnement ce qui permet de différencier les tissus tumoraux des tissus sains (Patel
etal., 2012)

Figure 39 : Images peropératoires de fluorescence NIR au de bleu de méthyléne et imagerie
ex vivo de paragangliomes primaires et métastatiques réalisées chez une femme
(d’aprés Tummers et al., 2014 a).

NIR Fluorescence Color-NIR Merge

(A) Imagerie de fluorescence NIR peropératoire du champ chirurgical. Un signal fluorescent brillant
et irrégulier est identifié a 'emplacement de la tumeur (cercle en pointillés). Une deuxiéme petite
lésion, située a environ cinq centimeétres du crane de la lésion principale, est également (fleche). (B)
Imagerie ex vivo (T = 45 min) des spécimens de résection. Une fluorescence est observée dans la
grande (cercle en pointillés) et la petite lésion (fleche). Une intensité de fluorescence plus faible qu'in
vivo est observée, car le signal fluorescent a diminué avec le temps pendant I'opération. (C) Imagerie
ex vivo de la lésion principale sectionnée. Un signal fluorescent brillant est observé dans tout le
paragangliome (cercle en pointillés) (Tummers et al., 2014a).

Le bleu de méthyléne est efficace pour localiser les glandes parathyroides pathologiques,
avec des taux de sensibilité similaires a ceux de I'échographie préopératoire (79 %) et de la
scintigraphie (88 %) (Bewick et Pfleiderer, 2014). La valeur prédictive positive de la technique au
bleu de méthyléne (NIR) est de 78,6 % (Bewick et Pfleiderer, 2014) .Les effets indésirables de son
utilisation sont faibles, ce qui peut étre attribué a la faible dose de colorant utilisée (Bewick et
Pfleiderer, 2014). Le bleu toluidine, appartenant a la méme famille que le bleu de méthylene est
également décrit dans I'identification peropératoire des parathyroides (dose de 7-10 mg/kg) (Kalinin
et al., 2012). Toutefois, l'utilisation de ce colorant étant minoritaire par rapport a celle du bleu de
méthyléne, nous ne le détaillerons pas outre mesure.
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Cette technique d’oncochirurgie au bleu de méthyléne NIR peut également étre utilisée dans
le marquage de glandes parathyroides saines lors de thyroidectomie afin d’assurer I'intégrité de ces
glandes au cours de I'exérése chirurgicale (Figure 40) (Hillary et al., 2018).

Figure 40 : Images peropératoires d’hémithyroidectomie droite en lumiére blanche et NIR au
bleu de méthyléne de nodule thyroidien chez ’homme (d’aprés Hillary et al., 2018).

(a) Photographie en couleur du champ opératoire. La thyroide est réclinée par les doigts du
chirurgien. La glande parathyroide supérieure saine est identifiée par le cercle en pointillés. (b)
Image NIR avant l'injection de bleu de méthyléne montrant I'autofluorescence de la parathyroide
(cercle en pointillés). (c) Image NIR au pic de fluorescence de la parathyroide (42 s aprés injection
de 0,4 mg/kg bleu de méthyléne) montrant une fluorescence significative de la glande parathyroide
(cercle en pointillés) par rapport a la thyroide et aux tissus mous environnants (Hillary et al., 2018).

Cependant, la technique de coloration au bleu de méthylene présente certaines limites telles
que les réactions allergiques et anaphylactiques (Suh et al., 2015). Pour ces raisons, I'ICG est une
technique en plein essor et souvent préférée a la coloration des glandes parathyroides au bleu de
méthyléne.

421.21.2 Utilisation du vert d’indocyanine dans la délimitation des
parathyroides
La dose de vert d’indocyanine recommandée chez ’homme est de 0,5 mg/kg, administrée par voie
intraveineuse (Cui et al., 2017). Le vert d'indocyanine s’accumule dans les glandes parathyroides
pathologiques, qui s'explique par lintensité de fluorescence plus élevée que celle des tissus
environnants et facilite ainsi la visualisation peropératoire (Figure 41) (Cui et al., 2017). Ce
mécanisme est encore inconnu a ce jour (Cui et al., 2017).
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Figure 41 : Images en lumiére blanche et NIR au vert d'indocyanine de parathyroide
hyperplasique chez ’lhomme (d'aprés Cui et al., 2017).

(a,b) Images en lumiere blanche et (c,d) images fluorescentes de la glande hyperplasique en
peropératoire et apres résection (Cui et al., 2017).

De plus, le vert d'indocyanine permet de prévoir la complication la plus fréquente lors de
parathyroidectomie : I'hypoparathyroidie postopératoire en utilisant I'angiographie peropératoire de
la glande parathyroide pour prédire le fonctionnement normal de celle-ci aprés une thyroidectomie
(Vidal Fortuny et al, 2016). L’identification peropératoire d’'une bonne vascularisation des
parathyroides (Figure 42) indique leur fonctionnement normal et permet au chirurgien de prévoir
administration d’un éventuel traitement pour I'hypoparathyroidie dans le cas contraire (Vidal
Fortuny et al., 2016).
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Figure 42 : Images d'angiographie peropératoire au vert d'indocyanine de parathyroide chez
I'homme (d’apreés Vidal Fortuny et al., 2016).

Black and white Combined normal
near infra-red views and near infra-red views

Normal views

C Devascularized parathyroid gland

(a) Glande parathyroide bien vascularisée (Score ICG 2). (b) Glande parathyroide modérément bien
vascularisée (Score ICG 1). (c) Glande parathyroide dévascularisée (Score ICG 0). Les cercles et
les fléches indiquent la glande parathyroide (Vidal Fortuny et al., 2016).

L'imagerie fluorescente NIR a I'lCG est également performante pour détecter les glandes
parathyroides chez le chien. La dose classiquement administrée par voie intraveineuse estde 12,5 a
100 ug/kg. En permettant la détection des glandes parathyroides (Figure 43), la technique actuelle
est prometteuse pour les chirurgiens vétérinaires endocriniens pratiquant des thyroidectomies.
Notons toutefois qu’aucune étude sur la sensibilité et la spécificité de cette technique n’est disponible
ace jour.
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Figure 43 : Images peropératoires en lumiére blanche et de fluorescence au vert
d’indocyanine de la glande parathyroide sous une lumiére NIR (785 nm) chez le chien
(d’aprés Suh et al., 2015).

i i Parathyroid"glands
.7

]

(A) Image de champ d'une dissection anatomique, (B) Image NIR avant l'injection d’ICG, (C) image
NIR 28 s apres l'injection d’ICG, (D) Image NIR 50 s aprés l'injection de I'ICG, (E) Image NIR 58 s
apres l'injection d’ICG. La ligne pointillée indique le nerf laryngé récurrent, la glande thyroide et la
glande parathyroide (Suh et al., 2015).
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4.2.1.3 Insulinome

Les tumeurs neuroendocrines du pancréas comprennent les gastrinomes, les VIPomes, les
somatostatinomes et les insulinomes, ces derniers représentant 17 % de I'ensemble des cas chez
’'homme (Warner, 2005 ; Tucker et al., 2006 ; Nikfarjam et al., 2008). Ces tumeurs sont caractérisées
par un fort taux de métastases (50 %), principalement hépatiques (Ruszniewski, 2019). Du fait de
leur croissance tumorale relativement lente, elles sont néanmoins associées a des taux de survie
prolongée (Ruszniewski, 2019).

La majorité des tumeurs neuroendocrines du pancréas sont fonctionnelles, comme c'est le
cas pour l'insulinome et nécessitent une résection chirurgicale compléte pour obtenir la guérison du
patient (Pedrazzoli et al., 1994). Ces tumeurs sont généralement de petite taille et de localisation
variable (Prinz, 1994 ; Winer et al., 2010). Le défi chirurgical réside dans leur localisation
peropératoire (Winer et al., 2010).

Des études récentes suggérent des taux de détection préopératoire (CT, échographie, IRM,
radioscintigraphie) et peropératoire sont supérieurs ou égaux a 92 % chez ’'homme (Gunther et al.,
1983). Cependant, malgré ces progres, la localisation peropératoire des tumeurs de moins de deux
centimetres reste difficile, et peu de méthodes décrites a ce jour fournissent un contraste spécifique
peropératoire.

Des colorants tels que le bleu de méthyléne et le bleu de toluidine sont utilisés a la fois
expérimentalement et cliniquement pour localiser les tissus et les néoplasmes endocriniens (Hurvitz
et al., 1967 ; Keaveny et al., 1971 ; Gordon et al., 1974 ; Wheeler et Wade, 1982 ; Czerniak et al.,
1991 ; Derom et al., 1993). Bien que le mécanisme exact par lequel ces colorants sont absorbés et
retenus par les tumeurs endocriniennes soit inconnu, il pourrait étre lié a leur potentiel redox (Prinz,
1994). D’autre part, ces colorants semblent étre sélectivement absorbés par les cellules des flots
pancréatiques plutot que par les cellules exocrines (Prinz, 1994).

Le colorant principalement utilisé lors de chirurgie d’'insulinome est le bleu de méthyléne. I
est le plus souvent utilisé avec une technologie NIR, mais peut également étre utilisé en tant que
tel, par méthode colorimétrique. Le bleu de toluidine est également décrit, chez 'lhomme mais son
utilisation est moins fréquente de nos jours. La littérature recommande une administration d’'un
millilitre de bleu de toluidine a 1,5 % dans l'artere splénique ou par voie intraveineuse. Le bleu de
toluidine colore ainsi I'llot tumoral et le noeud lymphatique sentinelle (Keaveny et al., 1971 ; Edis et
al., 2013).

En médecine vétérinaire, I'utilisation de bleu de méthyléne dans le cadre d’insulinome chez
le chien est décrite depuis de nombreuses années (McDermott et al., 1999 ; Kyles, 2003 ; Goutal et
al., 2012 ; Nelson, 2014 ; Hardie, 2014 ; MacPhail, 2018). En effet, la perfusion intraveineuse
peropératoire de bleu de méthyléne chez le chien améliore la localisation et la stadification tumorale
au moment de la chirurgie (Goutal et al., 2012). Le bleu de méthyléne colore le tissu endocrinien
pancréatique normal en bleu sombre, tandis que les tissus hyperfonctionnels, tels que les zones
adénomateuses ou carcinomateuses, se colorent plus intensément dans un bleu rougeatre (Goutal
et al., 2012 ; Nelson, 2014).

L’utilisation de bleu de méthyléne avec une technologie NIR est également décrite chez
lanimal (modéles murin et porcin) (Figure 44) et permet de différencier les types de tumeurs
pancréatiques présentes au cours de la chirurgie (Figure 45) (Winer et al., 2010). La dose
recommandée de bleu de méthyléne est de 1,5 mg/kg par voie intraveineuse (Winer et al., 2010).
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La fluorescence débute 15 minutes post-injection, pour une durée totale d’'une heure (Winer et al.,
2010).

Figure 44 : Images peropératoires de fluorescence au bleu de méthyléne de pancréas
normal chez le porc (d’aprés Winer et al., 2010).

Color Video NIR Fluorescence Color-NIR Merge

Pre-
Injection §

15 min
Post-
Injection

Images de la cavité abdominale de porc avant linjection (rangée supérieure) et 15 min aprés
l'injection IV (rangée inférieure) de 1,6 mg/kg de bleu de méthylene. Les images de fluorescence
NIR ont été acquises avec un temps d'exposition de 250 msec et affichées avec des normalisations
identiques. Du = duodénum ; Je = jéjunum ; Ki = rein ; Li = foie ; Pa = pancréas (Winer et al., 2010).

Figure 45 : Images peropératoire d’insulinomes par fluorescence au bleu de méthyléne chez
la souris (d'aprés Winer et al., 2010).

Color Video NIR Fluorescence Color-NIR Merge

Multi-
Centric
Tumors

Metastatic
Tumors

Les images sont obtenues 15 minutes apres l'injection d'un bolus IV de 1,5 mg/kg de bleu de
méthylene. Les images de fluorescence NIR ont été acquises avec un temps d'exposition de 150 ms
et affichées avec des normalisations identiques. Animaux ayant une seule tumeur primaire
pancréatique (fleche ; rangée du haut), des tumeurs pancréatiques multicentriques (fleches ; rangée
du milieu) et des tumeurs métastatiques (pointes de fléche ; rangée du bas) (Winer et al., 2010).
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Utilisé en tant que colorant bleu, il est recommandé de diluer 3 mg/kg de bleu de méthylene
1 % dans 250 ml de NaCl 0,9 %. L’administration est réalisée par voie intraveineuse, sous la forme
d’une perfusion (30 a 40 minutes) et ce, 30 minutes avant la chirurgie (Kyles, 2003 ; Nelson, 2014 ;
MacPhail, 2018).

Toutefois, 'administration de bleu de méthyléne dans la prise en charge chirurgicale de
I'insulinome demeure une pratique peu courante en raison d’'une étude réalisée sur quatre chiens et
rapportant la survenue d’une insuffisance rénale suivant l'utilisation de bleu de méthyléne
(McDermott et al., 1999 ; Goutal et al., 2012 ; Hardie, 2014) et demeure peu étudié chez les animaux
de compagnie et plus particulierement chez le chat et le furet (Meleo et Peterson, 2013).

4.2.1.4 Sarcome

L’acridine orange, fluorochrome UV, est utilisé dans le cadre de I'exérése de sarcome félin post-
injection. Il s’agit d’'une technique novatrice utilisant le fluorochrome comme colorant et agent
thérapeutique (Martano et al., 2019).

Tout comme le sarcome musculo-squelettique humain, le sarcome félin post-injection (FISS)
est d’origine mésenchymateuse et est un type de tumeur particuli€rement agressif avec un taux de
rechute élevé (Ladlow, 2013 ; Bray et Polton, 2016 ; Martano et al., 2019). Cette tumeur se
développe chez un a dix des 10 000 chats recevant une injection (Martano et al., 2019). Le FISS est
une tumeur a croissance rapide avec une forte tendance a s'infiltrer dans les tissus environnants, a
tel point qu'une large excision chirurgicale n'est pas toujours possible (Martano et al., 2019).

C’est dans ce contexte que [utilisation innovante de l'acridine orange permettant de
minimiser les Iésions résiduelles d’exérese de sarcome est décrite. Ce fluorochrome est utilisé lors
de I'intervention chirurgicale en association avec un dispositif de rayonnements UV (PDS) et couplé
a une thérapie photodynamique (PDT) (Kusuzaki et al., 2000b ; Kusuzaki et al., 2005a ; Kusuzaki et
al., 2005b ; Yoshida et al., 2005 ; Nakamura et al., 2008).

Le protocole chez le chat est le suivant (Martano et al., 2011 ; Martano et al., 2019) :

- Tout d’abord, les tumeurs sont réséquées en bloc sur la base de mesures réalisées au
scanner (Figure 46). Des marges de trois centimeétres en retirant la peau, le tissu sous-cutané
et le muscle de la couche aponévrotique située sous la tumeur sont choisies.

Puis, deux procédures sont réalisées successivement :
- Procédure du marquage des marges (PDS) (Figure 46) :

Apres l'excision de la tumeur, la zone opératoire est irriguée avec 50 ml de solution saline
stérile pour éliminer les caillots sanguins, puis avec 50 ml d'une solution stérile d'acridine orange
(1 pg/ml) et laissée dans I'obscurité pendant dix minutes. Aprés le lavage avec la solution saline
stérile, une lumiére bleue est appliquée (PDS) (dispositif Starlight Pro et Mectron. (Longueur d'onde
488 nm). Les marges non réséquées lors du premier temps chirurgical sont alors visibles. La
chirurgie réalise I'exérése de ces marges fluorescentes.

- Procédure pour la thérapie photodynamique (PDT) (Figure 46) :
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Peu aprés I'exérése chirurgicale compléte, le champ est irrigué avec une seringue de 50 ml
remplie de solution stérile d'acridine orange (1 ug/ml) et exposé a la lumiére chirurgicale (ML701,
KLS Martin, Allemagne, 24V/250Watt, 80000 Lux) pendant dix minutes. Cette troisi€me phase de la
chirurgie permet la destruction des cellules cancéreuses résiduelles.

Figure 46 : Représentation graphique de I'utilisation d’acridine orange dans I’exérése de
sarcome félin (d’aprés Martano et al., 2019).

Excision chirurgicale (a), mesure du pH (b), irrigation & l'acridine orange (c), PDS (d), PDT (e).
Sur la ligne inférieure, des photographies représentatives de la procédure sont présentées (Martano
etal., 2019).

Bien qu'aucune association significative n'ait été trouvée avec le taux de récurrence locale
(données non montrées), cette technique utilisant de I'acridine orange a été associée a un meilleur
taux de survie des animaux traités par rapport au groupe témoin (Martano et al., 2019).

Comme nous le verrons dans la partie 5.1, d’autres fluorochromes NIR tels que le
Lipimage™815 sont actuellement en cours de développement et sont décrits dans le cadre des
sarcomes chez le chien (études cliniques prospectives de phase Il) (Jacquart et al., 2013 ; Cabon
et al, 2016). Le Liplmage™815 est un nouvel agent d'imagerie fluorescent NIR de taille
nanométrique (50 nm de diamétre) composé d'un fluorochrome IR780 encapsulé dans des
nanoparticules lipidiques (Cabon et al., 2016). La dose optimale chez le chien est comprise entre
1,0 mg/kg et 1,2 mg/kg de formulation (entre 2,0 et 2,2 ug/kg de fluorochrome IR780). L’injection de
ce fluorochrome, par voie intraveineuse, est réalisée 48 heures avant la chirurgie (Jacquart et al.,
2013 ; Cabon et al., 2016). Comme le montrent la Figure 47, le Liplmage™815 est un fluorochrome
NIR permettant de visualiser de maniére précise les tissus tumoraux au cours de la chirurgie.
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Figure 47 : Images pré et per-opératoire (Lipimage™815) de sarcomes chez des chiens
(d'apres Cabon et al., 2016).

Ostéosarcome

Sarcome indifférencié des tissus
mous d’origine musculaire

Images de gauche : images d'examen tomodensitométrique ; images de droite : images
peropératoires de fluorescence NIR (Liplmage™815)(obtenues a travers la peau avant l'incision).
Les images de fluorescence (acquises avec un temps d'intégration de 500 ms) sont superposées
aux images noires et blanches visibles sans technologie NIR (Cabon et al., 2016).

4.2.1.5 Tumeurs hépatiques

Des études sur le carcinome hépatocellulaire ont analysé la répartition d’ICG au sein du tissu
tumoral. C’est ainsi que différentes distributions spatiales du colorant ont été mises en évidence,
allant d'une bordure de fluorescence autour des métastases hépatiques a une fluorescence localisée
au sein du CHC (Gotoh et al., 2009 ; Uchiyama et al., 2010 ; Ishizuka et al., 2012 ; Peloso et al.,
2013). La chirurgie guidée par la fluorescence utilisant I''CG pourrait identifier de petits nodules de
CHC, non détectés par I'examen tomodensitométrique préopératoire (Satou et al., 2013). Des
résultats similaires ont été signalés dans la détection de métastases hépatiques de cancer du
pancréas (Yokoyama et al., 2012) ou de métastases colorectales (Vahrmeijer et al., 2013) dans le
foie qui n’étaient pas visibles a la tomodensitométrie, a I'IRM, a I'échographie peropératoire, a
l'inspection visuelle ou a la palpation peropératoire.

Lorsque le vert d’indocyanine est utilisé en tant que marqueur des contours du tissu tumoral,
plusieurs protocoles sont décrits dans la littérature. Certaines études administrent ce fluorochrome
NIR par voie intraveineuse a la dose de 0,5 mg/kg entre un et huit jours avant I'intervention afin
d’obtenir le meilleur rapport « tumeur/fond » (Gotoh et al., 2009 ; Ishizawa et al., 2009). D’autres
études réalisent l'injection d’un bolus de 10 mg d’ICG, 24 heures avant la chirurgie (van Manen et
al., 2018). Le tissu tumoral est alors visualisable a l'aide d’'une technologie spectroscopique
fluorescente NIR (Figure 48).
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Figure 48 : Exemple de deux métastases hépatiques colorectales détectées par
fluorescence du proche infrarouge chez ’lhomme (d’aprés van Manen et al., 2018).

Color NIR Fluorescence ) Color-NIR Merge

Fleche blanche : lésion fluorescente, qui n'a pas été détectée par la spectroscopie NIR. Fleche
pointillée : une lésion préopératoire suspecte a pu étre reconnue par son bord fluorescent
caractéristique. Color : image en couleur ; NIR Fluorescence : image fluorescente NIR ; Color-NIR
merge : combinaisons des images en couleur et NIR (van Manen et al., 2018).

Ces études illustrent le potentiel de I'utilisation du guidage par image de fluorescence pour
surveiller le lit d'opération et pour assurer I'ablation de petites |ésions tumorales qui pourraient
facilement passer inapergues pendant la chirurgie.

D’autres colorants sont utilisés dans le cadre de divers cancers hépatiques. C’est le cas du
bleu d’Evans radiomarqué (complexe bleu d’Evans tronqué-isotope 68Ga). Ce complexe différencie
les hémangiomes hépatiques des autres lésions hépatiques focales (Zhang et al., 2015) et évalue
les anomalies de drainage lymphatique (Zhang et al., 2016).

4.2.1.6 Tumeurs mammaires
Les colorants et fluorochromes, dans le cadre des tumeurs mammaires, peuvent étre utilisés afin de
visualiser directement les masses tumorales présentes. Chez le chien, le vert d’indocyanine est
administré par voie intraveineuse (dose de 0,5 mg/kg) 24 heures avant la chirurgie et est utilisé pour
'exérése de masses dans le cadre de tumeurs mammaires chez la chienne (Figure 49 ; Figure 50).
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Figure 49 : (a) Photographie illustrant I'utilisation peropératoire d’un appareil spectroscopie
NIR portable (Fluobeam, Fluoptics®) chez une chienne présentant une tumeur maligne des
glandes mammaires. (b) Image de la fluorescence du vert d’indocyanine délimitant la
tumeur de la glande mammaire (d’aprés Favril et al., 2018).

Figure 50 : (a) Image du lit de la plaie chirurgicale de mastectomie compléte d'une chienne
atteinte de tumeurs mammaires. (b) Image en proche infrarouge du lit de la plaie
chirurgicale du méme animal, révélant trois taches fluorescentes
(d’aprés Favril et al., 2018).

L’animal a regu de I'ICG par voie intraveineuse 24 heures avant l'opération. Les structures
fluorescentes ont été réséquées et I'histopathologie a révélé la présence de cellules tumorales dans
l'une d'elles et de tissu adipeux dans les deux autres (Fauvril et al., 2018).

4.2.1.7 Autres indications

4.21.7.1 Tumeurs vésicales

Le bleu d’Evans est utilisé pour délimiter les marges tumorales. En effet, il est utilisé dans le cadre
de carcinomes vésicaux chez le rat apres instillation intravésicale de 0,3 ml de bleu d’Evans 2 %
(Elsen et al., 2015). Le bleu d’Evans présente une différence significative d'absorption entre les
tissus malins et les tissus de vessie normale (Elsen et al., 2015). Ainsi, la méthode des instillations
de bleu d’Evans combinée a la cystoscopie en lumiére blanche pourrait étre un outil utile pour
diagnostiquer le cancer de la vessie en milieu clinique a I'avenir (Yao et al., 2018).
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4.21.7.2 Mélanome

Le Lipimage™815, fluorochrome NIR que nous avons décrit dans le cadre des sarcomes (partie
4.2.1.4), peut également étre utilisé en tant qu’aide peropératoire pour la visualisation de
mélanomes chez le chien (Figure 51) (études cliniques prospectives de phase Il) (Cabon et al.,
2016). Le protocole est identique a celui utilisé pour la visualisation des sarcomes, soit 1,0 mg/kg
et 1,2 mg/kg de Lipilmage™815 (Cabon et al., 2016).

Figure 51 : Images pré et per-opératoire (Lipimage™815) de mélanome chez des chiens
(d'apres Cabon et al., 2016).

Mélanome malin (machoire maxillaire)

& )

Images de gauche :@ images d'examen tomodensitométrique ; images de droite : images de
fluorescence NIR (Liplmage™815) (obtenues & travers la peau avant l'incision). Les images de
fluorescence (acquises avec un temps d'intégration de 500 ms) sont superposées aux images noires
et blanches visibles sans technologie NIR (Cabon et al., 2016).

4.2.1.7.3 Mastocytome

Un fluorochrome NIR en cours de développement (étude clinique prospective de phase 1), le
LUMO15, (Lumicell, Inc., Wellesley,MA) est décrit dans le cadre de mastocytomes chez le chien
(Bartholf DeWitt et al., 2016). Ce fluorochrome qui s'accumule rapidement dans les cellules
cancéreuses est administré par voie intraveineuse sur une durée comprise entre deux et trois
minutes (1,0 a 2,0 mg/kg). L'administration de ce fluorochrome est réalisée entre quatre et 24 heures
avant l'opération. La précision de ce fluorochrome NIR dans le marquage préférentiel des tissus
canceéreux par rapport aux tissus sains chez le chien est de 92 % (Bartholf DeWitt et al., 2016).
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Figure 52 : Utilisation peropératoire d'un fluorochrome NIR (LUMO015) dans le cadre de
mastocytome chez le chien (d'aprés Bartholf DeWitt et al., 2016).

Image a gauche : L'appareil dimagerie NIR utilisé au cours de la chirurgie chez un chien. Image a
droite : Image de fluorescence affichée sur I'écran de I'ordinateur (Bartholf DeWitt et al., 2016).

Bien que ce fluorochrome soit encore peu développé, son application peropératoire (Figure
52) et sa précision permettent d’envisager une utilisation a plus grande échelle dans le futur proche.

4.2.2 Délimitation des tissus d’intérét en ophtalmologie

4.2.2.1 Délimitation des voies lacrymales

Chez I'animal de compagnie, les troubles du drainage des voies lacrymales sont des affections
fréquentes (Ali et al., 2019). Les principales affections du canal lacrymal comprennent I'agénésie, la
sténose, les corps étrangers, I'obstruction primaire et secondaire du canal nasolacrimal, la dilatation
kystique, la dacryocystite, le traumatisme lacrymal, la dacryolithiase, les tumeurs et |'épiphora
secondaire da a un prolapsus ou kyste de la troisieme paupiére (Ali et al., 2019).

Ces affections sont diagnostiquées a l'aide de fluorescéine, déposée localement, en
réalisant, comme chez I’homme, un test de Jones (Amato et Hartstein, 2006 ; Isloor, 2014 ; Ali et al.,
2019). Quelques gouttes de fluorescéine sont instillées dans chaque ceil. Le test est positif lorsque
le colorant est visible au niveau de la cavité nasale entre cing et dix minutes aprés son application
(Amato et Hartstein, 2006 ; Isloor, 2014 ; Tomkowicz et al., 2015 ; Ali et al., 2019).
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Figure 53 : Test de Jones positif sur un chien (d'aprés Tomkowicz et al. 2015).

L'obstruction du canal lacrymal provoque le débordement des larmes et leur écoulement hors
de I'ceil (Figure 54) (Barnette, 2018 ; Ali et al., 2019). Ce débordement de larmes peut entrainer une
humidité et une coloration des larmes sous I'ceil. Le canal lacrymo-nasal inférieur est le plus souvent
touché, et I'obstruction de ce canal entraine des effets plus visibles sur le plan clinique (Barnette,
2018).

Figure 54 : Photographie de I'exil droit d'un chien dolichocéphale sur lequel un test de
Jones est réalisé (d’aprés Ali et al., 2019).

L'irrigation du drainage lacrymal montre une régurgitation compléte du liquide de fluorescéine du
point opposeé, ce qui suggere une obstruction du canal nasolacrimal.
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Les techniques chirurgicales ne seront pas développées dans le cadre de ce manuscrit.
Toutefois, notons, que la fluorescéine est utilisée en peropératoire de la méme maniére que pour la
réalisation du test de Jones détaillé précédemment, afin de délimiter les voies lacrymales en
peropératoire (Nerad, 2009 ; Gelatt, 2011 ; Isloor, 2014).

4.2.2.2 Angiographies rétiniennes par administration de fluorescéine

La fluorescéine peut également étre utilisée pour délimiter les vaisseaux rétiniens dans les affections
de I'épithélium pigmenté de la rétine (Merea, 2003). De maniere usuelle chez ’'homme et ce quel
que soit le poids, une ampoule de 0,5 mg de fluorescéine a 10 % est injectée en quelques secondes
par voie intraveineuse lors d’angiographies rétiniennes (Desmettre et al., 2000). Le spectre de
I’'hémoglobine se superpose a celui de la fluorescéine. Ainsi, les vaisseaux de gros calibre absorbent
la fluorescence tandis que les capillaires améliorent le rendement de celle-ci (Pitet et Hygounenc,
1971 ; van den Biesen et al., 1997). Ce phénomeéne est en partie expliqué par le fait qu’environ 17 %
des molécules de fluorescéine se fixent aux globules rouges (Romanchuk, 1982 ; van den Biesen
et al., 1994). De plus, il y a une différence de rendement de fluorescence entre les veines et les
arteres, expliquée par la différence d’absorption de 'hémoglobine par rapport a I'oxyhémoglobine
(Phiri et al., 1995).

4.2.2.3 Vitrectomie et exérése de membrane épirétinienne : utilisation du bleu de
trypan

Les colorants et fluorochromes sont particulierement intéressants pour guider la main du chirurgien
lors d’interventions précises et minutieuses. La chirurgie ophtalmologique est 'une des indications
préférentielles a I'utilisation de ce type d’aide peropératoire.

Le bleu de trypan est un colorant récemment utilisé en chirurgie ophtalmologique (~2005)
(Oshitari et al., 2001 ; Balayre et al., 2005). En effet, il a tout d’abord été utilisé lors de chirurgies de
cataracte avant de voir son utilisation s’élargir a la chirurgie du segment postérieur de I'ceil (Oshitari
et al., 2001 ; Balayre et al., 2005). Le bleu de trypan colore les structures du tissu conjonctif et tout
particulierement la membrane épirétinienne et la membrane limitante interne de la rétine (Oshitari et
al., 2001 ; Balayre et al., 2005).

La membrane épirétinienne est une prolifération tissulaire fibro-cellulaire avasculaire qui se
développe a la surface de la membrane limitante interne de la rétine, principalement dans la région
de la macula lutea (Figure 55). Le vert d’'indocyanine est un colorant utilisé dans la littérature dans
la coloration de ces membranes mais il présente des effets secondaires trop importants pour la
sphére oculaire, limitant ainsi son utilisation (Balayre et al., 2005).
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Figure 55 : Schéma de membrane épi-maculaire ou épirétinienne (d’aprés Cornut, 2019).

MACULA NORMALE

Membrane épi-maculaire = membrane épirétinienne (Cornut, 2019).

L’apparition de membrane épirétinienne provoque un plissement de la rétine (Figure 56).
Succinctement, cette pathologie semble étre liée au décollement postérieur du vitré et atteint chez
I’'hnomme les sujets de plus de 60 ans dans 13 % des cas (Balayre et al., 2005).

Figure 56 : Rétinographie de I’eeil droit d’'un homme présentant une membrane
épirétinienne (d’aprés (Cabinet d’ophtalmologie des flandres, 2013)).

Plis rétiniens
Papille

épirétinienne

Chez les carnivores domestiques, les décollements de rétine sont moins fréquemment
observés que dans I'espéce humaine mais sont une cause majeure de cécité (Malbec Maillochaud,
2002). Les races principalement concernées sont les Colleys (Bedford, 1982), le Lancashire Heeler
(Bedford, 1982), le Border Collie et le Berger Australien (Bedford, 1982), le Lévrier Italien, le Bichon,
les races toys et le Shih-Tzu (Meekins, 2015). L’age moyen des animaux atteints est de 5,6 ans
(Meekins, 2015). Chez la plupart des patients, I'étiologie du décollement de rétine est inconnue. |l
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peut survenir a la suite d’'un traumatisme, d’'une affection du cristallin, d’'une hypertension artérielle
systémique, d’'une maladie infectieuse ou d’'une anomalie congénitale.

Le protocole d’utilisation de bleu de trypan dans le cadre de chromovitrectomie chez 'lhomme
est le suivant selon (Balayre et al., 2005) :

- Reéalisation d’une unique injection de 0,2 ml de bleu de trypan 0,15 % non dilué dans une
seringue équipée d’'une fine canule a extrémité mousse, en regard de la membrane (Figure
57).

- Le colorant est laissé en contact de la membrane pendant un maximum de deux minutes.

- Afin d’éviter toute dissémination du colorant, 'excédent présent dans la chambre postérieur
est éliminé par un échange fluide-air a I'aide d’une aiguille spécifique constituée d’un
systeme d’aspiration (back-flush needle).

Figure 57 : Schémas de globe oculaire lors de vitrectomie (d’aprés (Boyd, 2019 ; American
Academy of Ophthalmology, 2019)).

Vitrectomy instruments Retina

Le schéma de gauche montre linsertion des instruments nécessaires pour la réalisation de
vitrectomie. Le schéma de droite illustre le placement des instruments au niveau de la membrane
épirétinienne maculaire (Boyd, 2019 ; American Academy of Ophthalmology, 2019).

Aprés ce temps de coloration, la membrane est délimitée (Figure 58) et permet de poursuivre le
reste de la procédure (vitrectomie classique).
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Figure 58 : Images peropératoires de pelage de membrane épirétinienne (ERM) lors de
chromovitrectomie chez un homme (d’aprés Caiado et al., 2014).

-,

No d

A - pelage ERM sans colorant ; B - pelage ERM sous corticoides (TA) (0,2 ml d'acétonide de
triamcinolone, 40 mg/ml) ; C - pelage ERM avec 1,5 mg/ml de bleu de trypan (TB) ; D - pelage ERM
avec TA et TB, par la technique de double coloration. La coloration a été effectuée avec 0,2 ml de
TA 40 mg/ml et 0,2 ml de TB 1,5 mg/ml (Caiado et al., 2014).

Une étude évoque la potentielle toxicité du bleu de trypan sur les photorécepteurs lorsqu'il
est utilisé a une concentration dépassant les 0,2 % (Stalmans et al., 2003). Pourtant, des études
réalisées sur le modéle animal ne mettent pas en évidence de cytotoxicité sur les cellules de Miller
ni sur I'épithélium pigmentaire a des doses de colorant et des temps d’exposition supérieurs a celles
testées chez 'homme (Veckeneer et al., 2001). C’est pourquoi il existe une certaine variabilité dans
le protocole de coloration utilisé. En effet, certains chirurgiens préferent prendre plus de précautions
quant aux potentiels effets cytotoxiques du bleu de trypan, tandis que d’autres préférent utiliser pour
ce colorant la concentration de 0,15 %, afin de réaliser le pelage de la membrane épirétinienne le
plus complet possible (Veckeneer et al., 2001).

Ainsi, l'utilisation du bleu de trypan en chirurgie ophtalmologique présente un bénéfice
double : il facilite la procédure pour le chirurgien et améliore le résultat post-opératoire en réduisant
le risque de lésions rétiniennes, le tout sans complication majeure fréquemment rapportée (Feron et
al., 2002 ; Teba et al., 2003 ; Balayre et al., 2005).

D’autres utilisations du colorant en chirurgie ophtalmologiste sont décrites : dans le cadre de
chirurgies de cataracte blanche, le bleu de trypan a 0,006 % est utilisé afin de visualiser la capsule
antérieure du cristallin (van Nouhuijs et al., 2002). En effet, I'utilisation d’'un marqueur est alors
essentielle dans le cadre de cette pathologie puisque les différentes chambres de I'ceil ne sont plus
visualisables. Enfin, le bleu de trypan 0,006 % peut étre utilisé dans la visualisation des zones
dévitalisées de cellules endothéliales cornéennes (Balayre et al., 2005). Notons que I'utilisation de
ce colorant n’est pas encore décrite en chirurgie vétérinaire.
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4.2.3 Délimitation des glandes salivaires

La parotidectomie, indiquée lors de sialocéle parotidienne, néoplasie ou abcés parotidien, est une
chirurgie techniquement difficile, principalement en raison du caractére diffus de la glande
parotidienne, peu délimitée, et de [I'association étroite de la glande avec les structures
environnantes, y compris le nerf facial (Barone et Simoens, 2010) (Figure 59 et Figure 60).

Figure 59 : Schéma des glandes salivaires du chien (d'aprés Barone et Simoens, 2010).
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Figure 60 : Photographie peropératoire de la glande parotidienne et des structures
environnantes dont les artéres maxillaires et temporales (d'aprés Proot et al., 2016).

La parotidectomie compléte chez le chien est rarement réalisée et la morbidité est élevée :
les complications majeures sont les hémorragies post-opératoires nécessitant une reprise
chirurgicale, les déhiscences de plaies et les abcédations ainsi que les paralysies permanentes post-
opératoires du nerf facial (14 % des complications) (Proot et al., 2016). Chez I'nomme, le bleu de
méthyléne est utilisé pour surmonter la complication la plus courante de cette chirurgie qu'est la
Iésion du nerf facial (Bova et al., 2004 ; Vaiman et al., 2016).

L'utilisation de ce colorant tel qu'employé chez I'homme est récente en médecine vétérinaire
et a été réalisée sur trois chiens (Gordo et al., 2019). L'injection de bleu de méthylene (0,2-0,3 ml
de bleu de méthyléne dilué dans trois millilitres de NaCl 0,9 %) est réalisée par canulation du canal
de Sténon en peropératoire (Figure 61). La glande parotide se colore alors en bleu foncé en
quelques secondes (Gordo et al., 2019).

Figure 61 : Isolement du conduit parotidien de Sténon, canulation et injection de bleu de
méthyléne dilué chez un Springer Anglais de 16 mois
(d’aprés (Gordo et al., 2019 ; Gordo et al., 2020)).

L’étude vétérinaire n’a mis en évidence aucune fuite de bleu de méthyléne en utilisant ce
protocole (Gordo et al., 2019). Cette technique a permis la réalisation parotidectomies complétes
avec succes (Figure 62 et Figure 63) (Gordo et al., 2019).
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Figure 62 : Glande parotide colorée en bleu foncé en quelques secondes et échantillon ex
vivo chez un Springer Anglais de 16 mois (d’aprés Gordo et al., 2019).

Analyse histopathologique : sialadénite plasmocytaire, lymphocytaire, neutrophile (Gordo et al.,
2019).

Figure 63 : Glande parotide colorée au bleu de méthyléne et détail de I'identification
nerveuse indirecte ; spécimen ex vivo (d’aprés (Gordo et al., 2019 ; Gordo et al., 2020)).

Analyse histopathologique : sialadénite, kyste branchial (Gordo et al., 2019).

La coloration au bleu de méthyléne est une technique facile, abordable, et rapide d’exécution
qui est utile pour identifier I'innervation a l'extérieur de la glande colorée et ainsi en faciliter la
dissection tout en réduisant I'incidence de la paralysie postopératoire du nerf facial (Gordo et al.,
2019).

4.2.4 Délimitation des lambeaux cutanés

L'exérése chirurgicale de tissus cancéreux peut étre a 'origine de morbidités importantes chez les
animaux domestiques, en particulier lorsque cela concerne des zones telles que la face. En effet, la
reconstruction chirurgicale est souvent nécessaire en raison de la disponibilité limitée de tissu cutané
au niveau de cette zone, ce qui peut rendre la fermeture primaire de I'exérése impossible.

D'autre part, il est important pour toute intervention au niveau de la face de procéder a une
fermeture sans tension pour éviter de compromettre la fonction des paupiéres et de la bouche. Une
tension excessive de la peau peut entrainer une exposition de la cornée, ce qui conduit a une
ulcération de la cornée, a une sialorrhée débilitante ou a un résultat esthétique altéré (Aquino, 2007).
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De plus, I'utilisation d'un lambeau vasculaire du plexus sous-cutané ou d'un lambeau a motif
axial est nécessaire pour la fermeture cutanée dans la région maxillo-faciale. Les lambeaux axiaux
sont des greffes pédiculaires qui incorporent une artére et une veine cutanée directe a leur base.
Les lambeaux axiaux ont une meilleure circulation par rapport aux greffes pédiculaires, dont la
circulation est dérivée du seul plexus sous-cutané (lambeaux du plexus sous-cutané) (Pavletic, 1981
; Pavletic, 1990).

L'utilisation de lambeaux axiaux, permettant une meilleure perfusion de la reconstruction
cutanée est décrite pour toute la région cervicale ainsi que pour la face, tant chez le chien que chez
le chat (Pavletic, 1990 ; Stiles et al., 2003 ; Yates et al., 2007 ; Milgram et al., 2011). Cependant la
réussite de [l'utilisation de ces lambeaux repose sur la présence et la préservation de leur
vascularisation et donc de leur perfusion.

La perfusion du lambeau de peau peut étre évaluée en utilisant une injection sélective de
bleu de méthyléne (trois millilitres de bleu de méthylene a 1 %) dans l'artére afférente. Par exemple,
pour un lambeau facial I'injection de bleu de méthyléne est réalisée dans 'artére faciale, apres avoir
soulevé le lambeau (Milgram et al., 2011). La perfusion est évaluée subjectivement par l'observation
de la coloration bleue du lambeau et de la fuite de bleu de méthyléne de la bordure de ce dernier
(Milgram et al., 2011).

L'injection sélective de bleu de méthyléne dans I'artére faciale permet de visualiser facilement
et rapidement la bonne perfusion du volet cutané. Les vaisseaux de différents calibres sont
identifiables a I'aide de cette technique (Figure 64) (Milgram et al., 2011).

Figure 64 : Photographie de la distribution des vaisseaux sanguins dans le lambeau aprés
injection de bleu de méthyléne dans I'artéere faciale sur un modéle félin expérimental
(d’aprés Milgram et al., 2011).

Le lambeau cutané a été récliné avant l'injection de bleu de méthyléne (trois millilitres de bleu de
méthylene 1 %). Le cathéter jaune est situé dans l'artére faciale. Le cathéter rose est situé dans
'artere carotide externe (Milgram et al., 2011).
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L'utilisation de ce colorant permet de délimiter la zone de peau alimentée par l'artére devenue
bleue et ainsi identifier les branches cutanées de l'artére faciale pour la dissection du lambeau
cutané.

4.2.5 Délimitation des voies biliaires

Lors de cholécystectomie, indiquée lors de mucocéle, cholécystite, lithiases biliaires, la résection de
la vésicule biliaire et du conduit cystique, sans lésion des conduits biliaires, est un prérequis.
Cependant, les canaux biliaires sont parfois difficilement visibles et peuvent présenter une
distribution et une topographie variable justifiant leur marquage par cholangiographie.

La cholangiographie peropératoire par fluorescence NIR est basée sur I'absorption hépatique
rapide du colorant (vert d’'indocyanine, bleu de méthyléne) présent dans le plasma, son excrétion
puis son interaction avec les protéines de la bile (Gao et al., 2017).

Deux colorants sont majoritairement utilisés dans la visualisation des voies biliaires en
chirurgie. Il s’agit du vert d'indocyanine et du bleu de méthyléne (fluorochrome NIR ou colorant). Le
carmin d’indigo et la fluorescéine sont également décrits dans la littérature mais peu fréquemment
utilisés (Mohsen et al., 2016 ; Hori, 2019).

Chez 'homme, l'injection peropératoire de bleu de méthyléne dans le fundus de la vésicule
biliaire lors de cholécystectomie sous ccelioscopie offre une visualisation directe de la vésicule
biliaire, du canal cystique et du canal cholédoque (Ahmed et al., 2018). L’intégralité de la bile de la
vésicule biliaire doit étre aspirée a I'aide d’'une aiguille de 18 Gauge (G) et une quantité égale de
bleu de méthylene dilué entre 50 et 60 % selon les études est injectée dans la vésicule biliaire (Sari
et al., 2005 ; Rabie, 2019). Cette technique est facilement réalisable, peu colteuse et évite toute
utilisation de radiations ou équipement spécial (Ahmed et al., 2018). Elle est proposée comme une
méthode optionnelle en cas de difficulté de dissection du triangle de Calot lors d'une
cholécystectomie sous ccelioscopie dans le but de diminuer la principale cause de Iésion biliaire
(Ahmed et al., 2018).

La coloration des voies biliaires au bleu de méthyléne est également décrite lors de
transplantation de foie partiel (ou « split ») chez ’'homme (Figure 65) (Balzan et al., 2004). L’injection
de 20 ml de bleu de méthylene dilué au 1/10° dans du sérum physiologique doit étre réalisée au
niveau du canal cholédoque distal (Balzan et al., 2004).
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Figure 65 : Aspect de I'anatomie biliaire en région hilaire aprés injection de bleu de
méthyléne dans le canal biliaire principal chez ’'homme (d'aprés Balzan et al., 2004).

La section du parenchyme est terminée, et le site idéal pour couper le canal biliaire peut étre
facilement identifié (Balzan et al., 2004). La fléche indique un canal biliaire du segment numéro un
du foie divisé pour la transplantation, difficile a visualiser sans la technique de coloration au bleu de
méthylene (Balzan et al., 2004).

Le vert d’'indocyanine est également indiqué lors de cholécystectomie de maniére a visualiser
les voies biliaires intra et extra-hépatiques et notamment le conduit cystique et le canal cholédoque
afin d’éviter les Iésions iatrogénes lors de la dissection sous ccelioscopie. Une solution aqueuse de
cing milligrammes d’ICG doit étre injectée par voie intraveineuse entre trois et sept heures avant la
chirurgie. Toutefois, certaines études réalisent une injection du colorant prés de 24 heures avant
I'opération (Figure 66) (van Manen et al., 2018), quand d’autres administrent un bolus intraveineux
de 0,2mg/kg d'ICG dilué dans un soluté salin isotonique directement aprés l'induction de
'anesthésie générale (Ankersmit et al., 2017).

Figure 66 : Exemple d'imagerie des voies biliaires au vert d’indocyanine 24h post-injection
chez ’lhomme (d’aprés van Manen et al., 2018).

NIR Fluorescence Color-NIR Merge

La position du canal cholédoque est indiquée par la fleche, le foie par la lettre « L » et le tissu adipeux
par « Ad » (van Manen et al., 2018).
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La fluorescéine, utilisée comme fluorochrome UV, est également décrite dans la réalisation
de cette technique. A I'instar du vert d’indocyanine, celle-ci doit étre utilisée a I'aide d’un équipement
particulier permettant d’éclairer la zone opératoire par des rayons UV. L'utilisation de la fluorescéine
est décrite chez I’'homme lors de cholécystectomie (Figure 67) (Mohsen et al., 2016).

La coloration des voies biliaires selon cette technique a une spécificité de 100 %. Toutefois,
sa sensibilité est de 82,5 % (Mohsen et al., 2016). La raison de cette mauvaise sensibilité semble
étre attribuable a I'épaississement des tissus sus-jacents associé a la faible pénétration des rayons
UV dans les tissus (Mohsen et al., 2016).

Figure 67 : Utilisation de la fluorescéine chez ’lhomme lors de cholécystectomie par
laparotomie (d’aprés Mohsen et al., 2016).

common
bile duct
. ‘?ysﬁc duct ' I .,

clips

Aprés la section du conduit cystique, la technique de fluorescence a la fluorescéine confirme la
position étanche des clips a I'écart du canal cholédoque commun, visible par fluorescence verte
(Mohsen et al., 2016).

Les techniques de coloration des canaux biliaires sont encore peu décrites en chirurgie
vétérinaire. Des études expérimentales sur le porc utilisent le bleu de méthylene et I'lCG lors de
cholécystectomie et montrent des résultats similaires a ceux obtenus chez 'homme (Matsui et al.,
2010).

- La posologie du bleu de méthyléne chez le porc est de 2 mg/kg par voie intraveineuse. Le
colorant est visible (chirurgie ouverte ou ccelioscopie) entre 10 et 120 minutes aprés son
administration (Matsui et al., 2010).
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- Le vert d'indocyanine (0,05 mg/kg), quant a lui, rend les canaux biliaires extra-hépatiques
visibles 90 minutes aprés son administration en raison de sa forte rétention hépatique (Matsui
etal., 2010 ; Ashitate et al., 2012 ; Schols et al., 2014 ; van den Bos et al., 2017). Cependant,
entre 90 et 240 minutes post-injection, I'lCG fourni une sensibilité exceptionnellement élevée
tant pour le canal cystique que pour les canaux biliaires (Matsui et al., 2010).

La cholangiographie peropératoire par fluorescence NIR est une technique sensible et une
alternative intéressante a la cholangiographie des voies biliaires extra-hépatiques puisqu’elle offre
la visualisation de I'intégralité de I'arbre biliaire (Gao et al., 2017).

4.2.6 Délimitation de voies naturelles et de fistules

La visualisation des voies naturelles et fistules peut étre compliquée en chirurgie. Il s’agit ainsi d’'une
indication majeure d’utilisation de colorant en peropératoire.

Le bleu de méthyléne est couramment utilisé chez ’homme dans la détection de fistules et plus
précisément dans la détection de fistules ou de trajets fistuleux (Medac, 2020b) :

- Urétro-vésicales (cathéter urinaire),

- Vésico-vaginales (par cytoscopie en injectant 200 ml de bleu de méthyléne dilué dans la
vessie),

- Colo-vésicales (cathéter urinaire),
- Recto-urétrales (cathéter urétral),
- Anales (cathéter externe),

- Colo-vésicales (cathéter urinaire),
- Recto-urétrales (cathéter urétral),

- (Esophagiennes (administration orale en diluant quatre millilitres de bleu de méthyléne dans
30 ml d’eau).

Toutefois, notons que seules les fistules urétrales diagnostiquées a l'aide de bleu de
méthyléne sont décrites chez le chien (Chew et al.,, 2011). Néanmoins l'utilisation de techniques
similaires a celles réalisées chez ’homme est envisageable chez les carnivores domestiques.

Le bleu de Bonney est également un colorant décrit dans la vérification de la perméabilité
des trompes de Fallope lors de fistule vésicovaginales chez 'homme (Christmas et al., 1989).
Rappelons néanmoins que ce colorant est peu utilisé a I'heure actuelle de par sa toxicité importante
au niveau des muqueuses (Christmas et al., 1989).

Chez les carnivores domestiques les fistules oro-nasales sont souvent diagnostiquées par la
visualisation directe de la cavité nasale ou l'observation d'une hémorragie nasale au niveau des
narines. Cela se produit généralement a la suite d'une extraction de dent (canine) ou d'une extraction
de dent avec une maladie parodontale grave conduisant a une communication directe avec la cavité
nasale. La fistule oro-nasale aigué est traitée en soulevant un lambeau de muqueuse buccale et en
le suturant a la muqueuse palatine dure.
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Des techniques de diagnostic a I'aide de colorants de ce type de fistules sont peu décrites
dans la littérature. Toutefois, certains vétérinaires documentent leur pratique et I'utilisation de
colorants comme la fluorescéine dans le diagnostic de fistule oro-nasale (Lewis, 2011). De maniére
générale, quelques gouttes de colorant sont instillées au niveau de la zone suspectée d’étre une
fistule dans la gueule de I'animal. Le diagnostic est positif lorsque le colorant est visualisé au niveau
de la cavité nasale.

Figure 68 : Fistule oro-nasale chez un chat confirmée a I’aide de la fluorescéine
(d’aprés Lewis, 2011).

Comparativement chez I'homme, I'utilisation d'un colorant bleu est recommandée dans le
cadre du diagnostic de fistule salivaire de la glande parotide et du canal de Sténon, complication
relativement fréquente de chirurgie du carcinome épidermoide de la téte et du cou (Kiong et al.,
2017). Le test se réalise au chevet du patient en diluant un millilitre de colorant alimentaire bleu
(couleur autorisée E133) dans 30 ml d'eau. Le patient est alimenté a la seringue en petits bolus de
cing a 10 millilitres et doit garder le bolus en bouche pendant cing secondes, puis I'avaler (Kiong et
al., 2017).

Figure 69 : Fuite de colorant, diagnostic de fistule oro-cutanée et pharyngo-cutanée chez un
patient aprés laryngectomie au septiéme jour post-opératoire (d’aprés Kiong et al., 2017).
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Un résultat positif correspond a la présence de colorant bleu dans les drains ou les lignes de
suture de la peau. Ce test peut étre effectué a tout moment aprés le cinquieéme jour postopératoire,
a la discrétion du chirurgien (Kiong et al., 2017).

Enfin, un dernier exemple de colorant pouvant étre utilisé dans le repérage des voies
naturelles et fistules urinaires lors de procédures chirurgicales urogénitales est le carmin d’indigo.
Comme nous I'avons évoqué précédemment, ce colorant bleu est généralement administré par voie
intraveineuse pour colorer l'urine afin de vérifier l'intégrité de la vessie ou la fonction rénale (Snyder
et Keegan, 2016 ; Base de données publique des médicaments, 2018). Le carmin d'indigo est
excrété par les reins sans étre transformé. Rappelons également que I'ensemble du processus
pharmacocinétique se déroule en une dizaine de minutes aprés ['administration par voie
intraveineuse (Snyder et Keegan, 2016 ; Base de données publique des médicaments, 2018). Ainsi,
apres injection de colorant par voie intraveineuse, sa couleur bleue permet d'identifier rapidement
les fuites ou les Iésions au niveau des uretéres ou de la vessie (Snyder et Keegan, 2016 ; Base de
données publique des médicaments, 2018). En outre, cette technique peut étre utilisée pour vérifier
I'intégrité de la fonction rénale lors d'interventions a proximité du rein ou des vaisseaux rénaux. Un
cathéter urinaire & demeure est inséré en préopératoire et, lorsque le carmin indigo est administré
par voie intraveineuse, l'urine excrétée apparait en vert bleuté dans le sac de drainage urinaire
(cing millilitres contenant 40 mg de d’indigotindisulfonate) (Snyder et Keegan, 2016). D’autre part,
I'administration par voie intraveineuse de carmin d'indigo lors de cystoscopie peut étre utilisée pour
aider a identifier 'emplacement des orifices urétéraux (Snyder et Keegan, 2016).

Ainsi, bien que peu décrits en chirurgie vétérinaire, les colorants tels que le bleu de
méthyléne, la fluorescéine et le carmin d’indigo peuvent étre envisagés afin de diagnostiquer et
délimiter les contours de trajets fistuleux et de voies naturelles en peropératoire.

4.3 Evaluation de la viabilité tissulaire intestinale

Lors de résections intestinales, indiquée lors de tumeurs, de traumatismes ou de Iésions vasculaires,
la délimitation des zones saines a anastomoser est un prérequis pour éviter toute déhiscence post
opératoire et peut reposer sur différents moyens dont I'utilisation de colorant, et la fluorescéine est
alors le fluorochrome UV préconisé pour ce type d’indications (Marfuggi et Greenspan, 1981 ;
UrbanaviCius et al., 2011 ; Brown, 2012 ; Adamantos, 2015).

Chez les carnivores domestiques, une dose comprise entre 15 et 25 mg/kg de fluorescéine
est administrée par voie intraveineuse (Radlinsky, 2018). Le délai avant la coloration est
généralement compris entre deux et trois minutes. Une fois la lumiére du bloc opératoire atténuée,
les intestins sont éclairés a l'aide d’une lampe de Wood (McGinty et al., 2003 ; Radlinsky, 2018)
(Figure 70).
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Figure 70 : Photographies d’une zone ischémique de I'intestin gréle vue sous ccelioscopie
avec lumiére blanche (a) et vue par fluorescence de la fluorescéine (lumiére UV) (b) (d’apres
McGinty et al., 2003).

Les critéres de viabilité intestinale sont les suivant (Tableau 8)

Tableau 8 : Interprétation du schéma de fluorescence de la fluorescéine dans I’évaluation
de la viabilité intestinale (d’apres Bulkley et al., 1981).

Schéma de Intensité Texture Résultat escompté
fluorescence
Hyper-émission Augmentée Uniforme, « lisse » Viable
Normal Normale Uniforme, « lisse » Viable

Légérement diminuée a

Granulaire fin
normale

Finement granuleux Viable

Taches de non-
Inégal Diminuée fluorescence de Non viable
diamétre = 5 mm

. . o, Coloration seule des .
Périvasculaires Diminué , . . Non viable
zones périvasculaires

Non fluorescent Absent Absent Non viable

La fluorescéine ne peut étre utilisée qu’'une seule fois sur une période de 24 heures
(Radlinsky, 2018), afin d’éviter le phénoméne de « quenching » (Desmettre et al., 2000) que nous
avons décrit en partie 3.2.2.1.2.4 et qui altérerait les visualisations ultérieures de la fluorescence.

L’évaluation de la non-viabilité intestinale par la fluorescence de la fluorescéine s'est avérée
plus sensible (100 %), plus spécifique (98 %), plus prédictif (94 %) et nettement plus précise dans
I'ensemble (98 %) que le jugement clinique standard ou la méthode Doppler (Bulkley et al., 1981).
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Cette technique permet de confirmer qu’un fragment intestinal n’est plus viable et est la méthode de
choix pour la prédiction de la récupération de l'intestin gréle aprés une lésion ischémique (Bulkley
et al., 1981). Cependant, elle ne permet confirmer la viabilité intestinale qu’a hauteur de 60 %
(Radlinsky, 2018).

Ainsi l'utilisation de la fluorescence de la fluorescéine comme indicateur de viabilité tissulaire
est plus fiable pour définir la viabilité des muqueuses que la viabilité intestinale réelle chez les chiens
(Mann et al., 1982 ; Lamb et France, 1994). En effet, certains courts segments de l'intestin qui ne
parviennent pas a absorber la tache de fluorescéine sont viables et ne sont pas autant fluorescents
qu’ils devraient I'étre en raison de la diminution des besoins en nutriments du muscle lisse au repos
(Mann et al., 1982 ; Lamb et France, 1994). Toutefois, les conséquences d’'un manque de résection
d’intestin non viable sont plus graves que I'exérése superflue d’intestin considéré, a tort, non viable.
Il est ainsi recommandé de réaliser I'exérése dés que le manque de fluorescence de ce test a la
fluorescéine I'indique (Marfuggi et Greenspan, 1981 ; Lanzafame et al., 1983).

D’autre part, I'utilisation de la fluorescéine pour déterminer la viabilité gastrique est débattue.
Bien que décrite par certains auteurs comme étant une technique adaptée (Adamantos, 2015), la
capacité de la fluorescence de la fluorescéine afin de de définir les contours des tissus gastriques
non viables des tissus gastriques viables n’est confirmée que dans 58 % des cas (Ellison, 1993 ;
Simpson, 2014 ; Monet, 2016). Il est donc recommandé d'utiliser cette technique afin d’évaluer la
viabilité intestinale préférentiellement.

Ainsi, 'évaluation de la viabilité intestinale a I'aide de la fluorescéine est un moyen facilement
disponible, peu colteux, non nuisible, simple et fiable d'évaluer la viabilité intestinale au cours de la
procédure chirurgicale (Marfuggi et Greenspan, 1981).

4.4 Recherche de fuite lors de suture digestive

L'entérotomie et I'entérectomie sont des techniques fréquemment utilisées en chirurgie gastro-
intestinale (Brown, 2012). Ces techniques sont généralement indiquées chez les carnivores
domestiques lors d’exérése de corps étrangers, dans le traitement de traumatismes ou d’ulcérations
intestinales ou encore dans la réalisation de biopsie ou d’exérése de tumeurs (Saile et al., 2010 ;
Brown, 2012).

Une fermeture efficace, étanche, est nécessaire pour éviter les complications liées aux fuites
et déhiscences, qui peuvent entrainer une péritonite septique (Kieves et al., 2018). Chez I'animal
domestique, les taux de mortalités liés au développement d’'une péritonite septique sont de 40 a
80 % chez le chien ou le chat (Woolfson et Dulisch, 1986 ; Mueller et al., 2001 ; Lanz et al., 2001 ;
Costello et al., 2004 ; Bentley et al., 2007).

Une fois la suture digestive réalisée, un test de fuite peropératoire est recommandé pour
évaluer I'étanchéité de la ligne de suture entérique (Saile et al., 2010). En chirurgie humaine, il est
possible d’effectuer ce test avec de I'air ou avec une solution contenant un colorant bleu (Schein,
2010 ; Wesley Alexander, 2012 ; Davis et Rafferty, 2014). Généralement, il s’agit du bleu de
méthyléne, bien que nombreux sont les articles qui ne précisent pas I'agent colorant utilisé (Celik et
al., 2017).
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Le test est réalisé en injectant un volume approprié (par rapport a la taille du segment
intestinal) d’'un soluté isotonique permettant une pression intraluminale de 15 a 25 mmHg (en
moyenne 10-15 ml de soluté sur une portion intestinale d’un chien de 15 kg occlue aux doigts cing
centimetres de part et d’autre de la ligne de suture ). Pour faciliter la visualisation d’éventuelle fuite,
un colorant bleu peut étre ajouté au soluté isotonique (Figure 71) (Muir, 1996 ; Saile et al., 2010 ;
Ellison, 2014 ; Saunders et al., 2015 ; Radlinsky, 2018).

Figure 71 : Test d'étanchéité de suture intestinale chez un chat a I'aide d'une solution saline
(a) et chez le porc a I'aide d’une solution de bleu de méthyléne (b)
(d'aprés Manassero, 2020).

, & 25

La réalisation de ce test d'étanchéité peropératoires réduit considérablement l'incidence des
fuites entériques en période postopératoire (Gilbert et Trapnell, 1988 ; Griffith et Hardcastle, 1990 ;
Beard et al., 1990 ; Dixon et Holmes, 1991 ; Wheeler et Gilbert, 1999).

D’autres colorants peuvent étre utilisés. Comme nous I'avions précédemment mentionné,
I'ICG peut étre utilisé dans I'évaluation de la perfusion des segments anastomotiques de l'intestin et
du foie (van Manen et al., 2018). Il peut également étre utilisé conjointement avec du bleu de
méthyléne dans I'évaluation de I'étanchéité de la réalisation d’'un pontage gastrique chez 'lhomme
(Hagen et al., 2019). Un volume de 50 ml du mélange de 100 ml d'eau stérile, deux milligrammes
de bleu de méthyléne et cing milligrammes d’'ICG sont injectés au niveau du pontage gastrique.
L'intégrité de I'anastomose est ensuite inspectée sous lumiére blanche et sous spectroscopie NIR
(Hagen et al., 2019). L'utilisation de ces deux colorants dans le test de fuite semble étre plus sensible
dans la détection de défauts d’étanchéité des anastomoses gastro-jéjunales (Hagen et al., 2019).

Néanmoins, peu de données similaires sont décrites dans la littérature vétérinaire (Raju et
al., 2006 ; Raju et al., 2007 ; Saile et al., 2010). Des études sur des modéles porcins ont été réalisées
et mettent en évidence I'utilité d’'un test d’étanchéité colorimétrique au bleu de méthyléne lors
d’anastomoses au niveau du colon (Raju et al., 2006 ; Raju et al., 2007). Notons toutefois qu’une
étude réalisée chez 'homme, suggére que [l'utilisation courante du bleu de méthyléne dans
I'évaluation de I'étanchéité des sutures au cours de chirurgie bariatrique n’est pas pertinente puisque
le colorant ne révéle que trés peu de cas de fuites (Kirby et al., 2017). La méme étude suggére que
'abandon de cette pratique réduirait le risque d'anaphylaxie du colorant, le colt et la durée
peropératoire (Kirby et al., 2017).
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4.5 Colorants et agents « théranostiques »

La frontiere entre la thérapie chirurgicale et médicale dans le cadre des cancers et de maladies
chroniques est mince. Néanmoins, certains colorants et agents de contraste radio-opaques que
nous avons étudié sont des agents pionniers dans cette nouvelle approche thérapeutique, c’est
pourquoi cette partie, bien que ne traitant pas de chirurgie, tend a mettre en valeur les futures
utilisations médicales de ces colorants. En effet, des colorants, fluorochromes ou agents de
contrastes tels que le Lipiodol sont utilisés, combinés avec une molécule thérapeutique, comme
agents théranostiques. Le terme « théranostique » est la contraction des mots « thérapie » et
« diagnostic » et a été inventé en 2002 par Funkhouser (Funkhouser, 2002). Il s’agit de I'association
d'une molécule thérapeutique a un agent d'imagerie (radioisotope, colorant NIR) afin de combiner
les modalités de la thérapie et de l'imagerie diagnostique. Ainsi, un agent « théranostique » délivre
le ou les médicaments thérapeutiques et les agents d'imagerie diagnostique en méme temps et ce,
dans la méme injection (Figure 72) (Kelkar et Reineke, 2011).

Figure 72 : Schéma explicatif d'un agent théranostique (d'aprés Kelkar et Reineke, 2011).

MRI PET/SPECT Photodynamic
\ / T Chemotherapy
e E -4
Theranostic = Diggnostic + Therapdutic —> Gene Therapy
s Pl // L’:/q \
l l Hyperthermia
NIR Fluorescence Radiation

Avant de commencer le traitement de diverses maladies comme le cancer, il est essentiel de
procéder a une imagerie diagnostique pour comprendre le(s) phénotype(s) cellulaire(s) et
I'nétérogénéité de la tumeur (Sumer et Gao, 2008 ; McCarthy, 2009 ; McCarthy, 2010).
Contrairement au développement et a I'utilisation de molécules séparées pour répondre a ces deux
objectifs, I'agent théranostique combine ces caractéristiques en un seul « ensemble », qui a le
potentiel de supprimer les différences de biodistribution et de sélectivité qui existent actuellement
entre des agents d'imagerie et thérapeutiques (Kelkar et Reineke, 2011).

Le but ultime du développement de molécules théranostiques est d'acquérir la capacité de
surveiller I'évolution des tissus malades et I'efficacité des médicaments, avec I'espoir a long terme
d'obtenir la capacité d'ajuster la thérapie et la dose avec un contrdle jusqu'ici impossible a obtenir.

L'utilisation d’agents théranostiques est décrite dans de nombreux articles sur le carcinome
hépatocellulaire chez 'homme. Le carcinome hépatocellulaire est un cancer du foie particulierement
angiogénique et dont la vascularisation est moins dense qu’a la normale (Kawai et al., 2012),
provoquant une hypoxie et nécrose des tissus environnants la tumeur (Zhu et al., 2011). Ce cancer
représente 80 % des cancers primaires du foie chez 'homme (Rampone et al., 2009), est le 3°™
cancer le plus mortel au monde et a été responsable en 2008 de prés de 695 000 déces sur 750 000
cas (Guiu et al., 2010 ; Bray et al., 2018).

La chimioembolisation transartérielle (TACE) est le principal traitement mis en place lors de
CHC de stade B, soit un CHC non résécable, non-invasif et multinodulaire (Brown et al., 2012 ;
Lencioni et Crocetti, 2012 ; Kritzinger et al., 2013 ; European Association for the Study of the Liver,
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2018). L'utilisation du Lipiodol pour la chimioembolisation du CHC est décrit par Toshimitsu Konno
et al. dans les années 1980 (Idée et Guiu, 2013). La chimioembolisation se définit comme l'injection
percutanée d’'une substance, dans le but d'occlure le vaisseau nourricier de la tumeur et d’y
administrer une molécule anti-cancéreuse, permettant ainsi un temps de contact de la molécule avec
les cellules cancéreuse augmenté (Idée et Guiu, 2013). Il est recommandé de réitérer la procédure
entre trois et quatre fois par an (European Association for the Study of the Liver, 2018).

Cette technique repose essentiellement sur I'utilisation de Lipiodol, tant pour ses propriétés
radio-opaques que ses caractéristiques « plastiques » permettant une embolisation de la
microcirculation tumorale (de Baere et al., 1995 ; Shin, 2009 ; Liapi et Geschwind, 2011). De plus,
certaines propriétés du Lipiodol, comme son rdle de vecteur pouvant se fixer sur les tissus tumoraux
et péri-tumoraux pendant plusieurs semaines voire mois, par opposition a son élimination du
parenchyme sain en une semaine, en font un agent particulierement intéressant dans le traitement
théranostique du CHC (Nakakuma et al., 1985 ; Yumoto et al., 1985 ; Miller et al., 1987 ; Nakamura
etal., 1989 ; Marelli et al., 2007). Ces mémes propriétés sont retrouvées lors de chimioembolisation
réalisée chez le chien (Choo et al., 1991 ; Deschamps et al., 2017 ; Zhang et al., 2017).

Le Lipiodol est mélangé avec une molécule anticancéreuse telle que la doxorubicine, la
cisplatine, I'épirubicine, la mitoxantrone et la litomycine, a volume égal (European Association for
the Study of the Liver, 2018). Le mélange ainsi obtenu est instable, de par les caractéristiques
huileuses du Lipiodol. Néanmoins, le Lipiodol est une molécule vectorielle puissante. C’est pourquoi,
I'émulsion de la solution doit étre soigneusement réalisée (Favoulet et al., 2001). La cathétérisation
a lieu au niveau de I'artére fémorale et se poursuit jusqu’aux artéres hépatiques approvisionnant la
tumeur en sang oxygéné (Idée et Guiu, 2013). Entre 15 et 20 ml de solution de Lipiodol-molécule
anti-cancéreuse sont injectés en moyenne chez '’homme (Idée et Guiu, 2013).

Deux seringues capables de contenir le volume total du mélange doivent étre préparées. La
premiére seringue contient la solution de médicament anticancéreux, la seconde seringue contient
la solution de Lipiodol. Ces deux seringues sont connectées entres elles par un robinet trois voies.
Il faut ensuite réaliser des allers-retours entre les deux seringues, en commengant par la seringue
contenant le médicament anticancéreux, pour obtenir homogénéiser le mélange. Le mélange doit
étre préparé extemporanément et doit étre utilisé immédiatement aprés préparation (dans les trois
heures). Une fois le mélange adéquat obtenu, le chirurgien utilise une seringue de un a trois millilitres
pour injecter dans le micro-cathéter (Base de données publique des médicaments, 2020c).

La chimioembolisation transartérielle est également décrite dans le cadre de
cholangiocarcinomes, de métastases du cancer colorectal, de tumeurs neuroendocriniennes, de
cancers mammaires et de mélanomes (Gonsalves et Brown, 2009). La technique est bien tolérée.
Le taux de complications avoisine les 4-7 % et le taux de mortalité le 1 % (Liapi et Geschwind, 2011).
L’embolie pulmonaire au Lipiodol est une complication rare mais fatale (Lin et Kuo, 2010) et qui
survient lorsqu’un volume supérieur a 20 ml de Lipiodol est injectée (Idée et Guiu, 2013).

D’aprés une étude rétrospective, la dose optimale de Lipiodol injectée sur 219 patients est
comprise entre une et une fois et demi le diamétre de la tumeur (Nakao et al., 1994). Toutefois, cette
donnée demeure empirique et n’est pas utilisée en pratique.

Le Lipiodol peut également étre utilisée en association avec un radionucléide dans le
traitement du CHC afin de pouvoir suivre par imagerie le trajet du colorant. Néanmoins, ce
radionucléide est peu utilisé en raison de sa longue demi-vie, obligeant les patients a étre
hospitalisés pendant prés de huit jours (Idée et Guiu, 2013).
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Nous pouvons observer aisément la dualité de la molécule de Lipiodol, qui joue a la fois le
réle de marqueur et d’agent thérapeutique. Le Lipiodol, dans le cadre du CHC, est une molécule
illustrant parfaitement ce concept (Idée et Guiu, 2013). L'utilisation mondiale depuis 25 ans du
Lipiodol, tant pour le marquage de tissus cancéreux que pour son utilisation théranostique est
codifiée dans des recommandations internationales (Brown et al., 2012 ; European Association for
the Study of the Liver, 2018).

Ainsi, de nombreux agents théranostiques actuellement en développement et utilisés en
médecine humaine. Nous ne les détaillerons pas, étant donné leur application strictement médicale.
Notons toutefois que le Lipiodol n’est pas l'unique agent « colorant » utilisé en tant qu’agent
théranostique, les fluorochromes NIR représentent 'une des familles moléculaires les plus riches en
applications théranostiques a ce jour (Li et al., 2019).

5 Développement futur

L’amélioration de la visualisation et de la délimitation des structures anatomiques en chirurgie se
construit selon deux axes: I'évolution des colorants et fluorochromes et celle des systémes
d’acquisition d'image en temps réel.

Dans cette partie, nous étudierons uniquement les avancées techniques concernant les
colorants et fluorochromes. En effet, les avancées technologiques des systémes d’imagerie sortent
du champ médical et concerne le monde de I'ingénierie.

Nous mentionnerons qu’une optimisation du capteur d’imagerie CMOS (Complementary
Metal-Oxide-Semiconductor) est en cours de recherche afin d’obtenir un meilleur rapport signal-bruit
(Zhang et al., 2011). D’autre part, I'imagerie 3D est en plein essor et offre une haute résolution de
la matrice de pixels (Zhang et al., 2011). Bien que le processus de fabrication de la puce 3D
nécessite encore beaucoup d'optimisation, il offre une alternative aux capteurs CMOS pour obtenir
une haute résolution et une meilleure sensibilité (Zhang et al., 2011).

5.1 Colorants et fluorochromes ciblés

Les colorants et fluorochromes non ciblés sont les principales molécules utilisées en oncochirurgie
a I'heure actuelle. Ces molécules présentent un inconvénient évident : la couleur et/ou fluorescence
émise est peu spécifique des tissus tumoraux (ou autre tissu d’intérét) (Wenk et al., 2013 ; Fidel et
al., 2015). Un colorant ou fluorochrome ciblé permettrait d’assurer au chirurgien une délimitation
précise du ou des tissus d’'intérét. Le développement de ce type de colorants en oncologie suscite
un intérét constant afin de contourner les lacunes des molécules non ciblées, surtout lorsqu'il s'agit
de différencier le tissu tumoral de I'inflammation péri-tumorale (Holt et al., 2014 ; Favril et al., 2018).

Des colorants et fluorochromes ciblés, en cours de développement, sont capables de
marquer spécifiquement des tissus néoplasiques en utilisant des caractéristiques tumorales telles
que le métabolisme cellulaire accru, I'angiogenése, les récepteurs de signalisation de croissance et
la réplication cellulaire intense (Azzopardi et al., 2017). Citons quelques exemples de cibles
moléculaires utilisées : le facteur de croissance épidermique, le récepteur Her2/Neu, le facteur de
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croissance endothélial vasculaire, les récepteurs de folate ou les anticorps monoclonaux (Azzopardi
etal., 2017).

Un premier exemple de colorant ciblé est un fluorochrome NIR spécifique d’'un peptide
tumoral, 'annexin A2 (Wenk et al., 2013 ; Fidel et al., 2015). Dans I'étude préclinique, 'administration
du fluorochrome est réalisée entre 24 et 48 heures avant l'intervention chirurgicale sur des chiens
présentant des tumeurs solides (Wenk et al., 2013 ; Fidel et al., 2015). Les résultats sont concluants
et permettent au chirurgien d’identifier les contours des tissus tumoraux (Wenk et al., 2013 ; Fidel et
al., 2015). Néanmoins, ce fluorochrome a quelques inconvénients : la majorité des chiens ont
présenté une réaction d’hypersensibilité aprés I'administration de la molécule, le signal de
fluorescence de deux tumeurs (un fibrosarcome et un hémangiosarcome) était trop faible pour
permettre au chirurgien de délimiter les marges tumorales et la présence d’une infiltration tumorale
résiduelle a été retrouvée (analyse histopathologique) sur deux des neufs chiens de I'étude (Fidel et
al., 2015).

Un autre exemple de fluorochrome NIR ciblé est I'AngioStamp™ (Fluoptics, Grenoble,
France). Cette molécule, étudiée chez le chat dans le cadre de fibrosarcomes, posséde une forte
affinité pour l'intégrine avB3 (Wenk et al., 2013). L’injection du fluorochrome a eu lieu a 16, 24 ou
36 heures avant l'intervention chirurgicale. Aucun signe de toxicité n’est décrit et I'intensité de la
fluorescence semble étre positivement corrélée a la quantité de cellules tumorales exprimant
l'intégrine avB3 (Wenk et al., 2013).

D’autre part, les colorants et fluorochromes spécifiques permettraient de réduire
considérablement le « bruit de fond » tout en offrant une plus longue durée d'utilisation par rapport
aux traceurs radioactifs (Azzopardi et al., 2017). En effet, prenons I'exemple d’'un fluorochrome
lipidique, actuellement en conception, pouvant étre piégé dans les cellules cancéreuses pendant
plusieurs jours : le Lipimage™815 (Liu et al., 2012). Le Lipimage™815 doit étre injecté par voie
intraveineuse, 48 heures avant 'opération (Liu et al., 2012). L’étude de ce fluorochrome spécifique,
réalisée sur neuf chiens atteints de tumeurs mésenchymateuses cutanées et sous-cutanées, met
en évidence une fluorescence plus intense des marges chirurgicales présentant une infiltration
tumorale (Cabon et al., 2016). De plus, le Lipimage™815 est capable de différencier les nceuds
lymphatiques infiltrés par des cellules tumorales (fluorescence élevée) des nceuds lymphatiques
sains (fluorescence faible) (Cabon et al., 2016).

Une autre approche intéressante de ciblage moléculaire est la conjugaison d'anticorps
monoclonaux a un fluorochrome NIR (Fauvril et al., 2018). Citons quelques exemples d’anticorps
monoclonaux pouvant étre utilisés en tant que fluorochrome NIR : les anticorps du facteur de
croissance endothélial vasculaire (VEGF) tels que le bevacizumab (Lamberts et al., 2017) et les
anticorps spécifiques au récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) tel que le
cetuximab (Rosenthal et al., 2015b).

Ce ciblage moléculaire s'avere précis car l'immunohistochimie prouve une corrélation
positive entre les niveaux de fluorescence et la présence de VEGF (Lamberts et al., 2017). Cette
technique est actuellement étudiée dans le cadre d'essais cliniques plus importants dans le cadre
de cancers du sein (phase Il) (van Dam et al., 2017) et de I'cesophage (Lamberts et al., 2017). Aucun
effet indésirable n'a été signalé chez 'homme aprés I'administration intraveineuse d'anticorps ciblés
(Rosenthal et al., 2015b ; Lamberts et al., 2017). Néanmoins, le colt de production et de vente au
détail sont les inconvénients majeurs de ces colorantes (Lamberts et al., 2017).
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Enfin, l'utilisation de colorants ciblés a déja lieu a I'heure actuelle, comme le montre
l'utilisation d’acridine orange dans la prise en charge des sarcomes félins post-injection étudiée
précédemment. En effet, I'acidose intra-tumorale est utilisée comme cible anticancéreuse sélective.
L’acridine orange cible sélectivement les tissus au pH acide (Matsubara et al., 2006). Contrairement
a la majorité des colorants et fluorochromes, I'acridine orange n’est pas cancérigéne chez I'homme,
la souris, le rat ou le lapin (International Agency for Research on Cancer, 2014).

Le développement de nouveaux colorants et fluorochromes spécifiques des tissus tumoraux
est en plein essor et permettrait a terme de s’affranchir des limites que présentent les colorants
actuellement utilisés. Toutefois, ces techniques requiérent l'injection de produits exogénes,
augmentant ainsi le risque de survenue de réactions allergiques ou d’autres effets secondaires.
C’est pourquoi la recherche se tourne également vers le développement de technologies utilisant
les fluorochromes in situ.

5.2 Fluorochromes activables in situ

Les tissus néoplasiques émettent une fluorescence intrinséque lorsqu’ils sont éclairés par des
rayons appartenant aux spectres UV et NIR (Azzopardi et al., 2017). Cette fluorescence est liée aux
anomalies biochimiques et morphologiques de ce type de tissus : la dégradation du collagéne
provoque une fluorescence verte tandis qu’une fluorescence rouge est expliquée par la production
endogene de porphyrine élevée. De plus, 'augmentation du rapport de fluorescence rouge/vert peut
étre utilisée comme prédicteur de malignité (Azzopardi et al., 2017).

Le développement de techniques de microscopie par excitation a deux photons permet
d’accroitre la résolution et la pénétration dans les tissus afin de visualiser la croissance et I'invasion
tumorale (Masannat et al., 2009). Toutefois, cette technologie est actuellement a I'état embryonnaire
puisque des mécanismes influengant le signal et la capture de I'image ne sont pas encore
intégralement compris (Sturmey et al., 2009).

D’autre part, une autre catégorie de fluorochromes biomoléculaires a fait son apparition : il
s’agit des fluorochromes « intelligents » ou fluorochromes activables par voie endogene (Mahmood
et Weissleder, 2003 ; Kosaka et al., 2009 ; Franklin et al., 2012 ; Whitley et al., 2016). Ces molécules
se caractérisent par un squelette peptidique qui leur confére une grande stabilité et peu de
fluorescence (Mahmood et Weissleder, 2003 ; Kosaka et al., 2009 ; Whitley et al., 2016).
L'internalisation des fluorochromes dans les cellules tumorales se fait par endocytose (Quintart et
al., 1979). Les protéases lysosomales clivent le squelette moléculaire et les propriétés physiques du
fluorochrome changent, ce qui entraine I'émission d'un signal fluorescent (Bremer et al., 2002 ;
Eward et al., 2013 ; Bartholf DeWitt et al., 2016). Ces fluorochromes activables ne ciblent pas
spécifiquement les cellules tumorales en tant que tel mais ciblent I'activité accrue des protéases
dans les cellules tumorales (Bremer et al., 2002).

Des études expérimentales, menées sur des modéles de rongeurs ainsi que des essais
cliniques sur le chien, montrent que le délai entre 'administration intraveineuse des fluorochromes
activables et leur visualisation sous spectroscopie NIR est relativement plus court que le délai requis
pour les fluorochromes NIR classiquement utilisés (Mahmood et Weissleder, 2003 ; Eward et al.,
2013 ; Bartholf DeWitt et al., 2016).
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Selon deux essais cliniques canins (sarcomes des tissus mous (Eward et al., 2013 ; Bartholf
DeWitt et al., 2016)) et un essai clinique de phase | chez I'homme (cancer du sein (Whitley et al.,
2016)), 'administration intraveineuse de ces fluorochromes activables par des protéases est sire
d’utilisation (Bartholf DeWitt et al., 2016). Toutefois, la technique n’est pas fiable dans tous les cas
(Eward et al., 2013).

Cependant, l'application de ces techniques dans le monde médical est limitée par des
considérations pratiques et financiéres (Johansson et al., 2010), nous pouvons en déduire qu'il en
sera de méme pour un usage vétérinaire.
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Conclusion

Dans le cadre cette thése nous avons pu étudier I'arsenal des colorants et fluorochromes disponibles
avec leurs propriétés, caractéristiques et effets secondaires respectifs ainsi que les indications
d’utilisation conditionnées par la procédure chirurgicale envisagée.

Les chirurgiens généralistes ou spécialistes vétérinaires peuvent tirer profit de I'apport des
colorants peropératoires tels que les colorants bleus et la fluorescéine dans leur pratique
quotidienne. A titre d’'exemple, I'exérése de chaine mammaire — intervention chirurgicale pratiquée
couramment en clientéle vétérinaire — bénéficierait de 'usage généralisé de colorants tels que le
bleu de méthyléne afin réaliser le retrait systématique du nceud lymphatique sentinelle. Ces aides
peropératoires offrent une facilité d’utilisation qui n’exige pas de formation spécifique. Les premiéres
études sur l'utilisation des colorants en chirurgie vétérinaire publiées permettent d’envisager une
meilleure délimitation peropératoire des marges tumorales, un développement de la cartographie
des nceuds lymphatiques sentinelles et surtout une utilisation de ces techniques a grande échelle
dans le milieu vétérinaire. Toutefois, leurs faibles profondeurs de champ et spécificités tissulaires
représentent les limites majeures qui imposent a certains actes chirurgicaux de recourir a d’autres
procédés. Les bénéfices apportés par les colorants et fluorochromes en chirurgie sont nettement
supérieurs aux effets secondaires inhérents a chacune de ces molécules ; les dits-effets secondaires
pouvant étre maitrisés par une utilisation adaptée.

Comme nous l'avons étudié, les progrés en chirurgie humaine, précurseurs des pratiques
futures en chirurgie vétérinaire, sont particulierement intéressants. L’utilisation de fluorochromes
NIR et UV révolutionne la précision de la délimitation des zones a traiter. Les domaines d’application
de ces techniques sont variés : chirurgie oncologique, neurologique et oculaire.

Méme si I'utilisation des colorants et fluorochromes concerne majoritairement la chirurgie
humaine, le développement de cette pratique peropératoire ainsi que la rationalisation des co(ts
permettront leur application en chirurgie vétérinaire. La demande croissante des propriétaires
souhaitant bénéficier des meilleurs soins et techniques pour leurs animaux aura pour conséquence
positive le développement de la recherche de protocoles thérapeutiques moins invasifs, réduisant
ainsi la morbidité du geste chirurgical. Ainsi, nous pouvons espérer que la diminution de cette
morbidité et des séquelles associées offrira une convalescence rapide et de qualité pour les animaux
pris en charge, avec a terme une maitrise des colts tant pour les propriétaires que pour les
vétérinaires.
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Annexe 1 : Technologie de l'infrarouge
proche

La spectroscopie de linfrarouge proche (NIR) est une technique dans laquelle un systéme
d'imagerie émet un faisceau lumineux ayant a une longueur d'onde spécifique comprise entre 650
et 900 nm. Cette lumiére excite les fluorochromes qui émettent a leur tour un signal fluorescent,
capturé et enregistré par le dispositif (Figure 73) (Gioux et al., 2010 ; Alander et al., 2012 ; Visgauss
et al., 2016).

Figure 73 : Représentation schématique de la disposition du dispositif et des chemins
lumineux de la technologie d'imagerie et de la réaction physique pendant le processus de
fluorescence (d’aprés Favril et al., 2018).
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Absorbed excitation light : Lumiéere d'excitation absorbée ; Charge-coupled camera : Caméra a
couplage de charge ; Colour light camera : Caméra a lumiére colorée ; Emitted signal : Signal émis ;
Energy : Energie ; Excitation light : Lumiére d'excitation ; Excited state levels : Niveaux d'état excité ;
Ground state : Etat fondamental ; Lens : Lentille ; Mirrors, filters : Miroirs, filtres ; Surgical field :
Champ chirurgical ; White light : Lumiere blanche.

La source lumineuse émet de la lumiére a une longueur d'onde spécifique qui excite le
fluorochrome NIR présent au niveau de la zone opératoire. Le fluorochrome entre dans un état
d'excitation et émet un photon de plus grande longueur d'onde lorsqu'il retourne a son état initial.
Cette longueur d'onde sort du tissu, traverse l'objectif, les miroirs et les filtres puis est capturée et
enregistrée par la caméra de I'appareil (Favril et al., 2018).
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La spectroscopie NIR permet de visualiser les contours du tissu d’intérét, marqué par le
fluorochrome et ainsi le différencier du tissu de fond. L'autofluorescence du tissu de fond environnant
exposé a la lumiére NIR est minimale en raison de la faible absorption de photons de la plupart des
biomolécules (hémoglobine) (Gioux et al., 2010 ; Keereweer et al., 2011). L'accumulation de
fluorochromes NIR dans les tissus tumoraux se traduit donc par un rapport signal/fond élevé
(Schaafsma et al., 2011), renvoyant alors une image lumineuse sur un écran.

De plus, la lumiere NIR péneétre les tissus mous sur une profondeur pouvant atteindre 10 a
12 mm, contrairement a la lumiére visible qui ne posséde une profondeur de pénétration de deux
millimétres (Giacalone et al., 2011 ; Ito et Suami, 2015 ; Visgauss et al., 2016).

Plusieurs systémes de spectroscopie NIR peropératoires sont disponibles depuis une dizaine
d’années (Gioux et al., 2010 ; Schaafsma et al., 2011). Certains de ces systémes sont approuveés
pour une utilisation en chirurgie humaine par la FDA et par AEM. Parmi ceux-ci figurent le systéme
de résection et d’exploration assistés par fluorescence, les dispositifs portables et les dispositifs
d’affichage montés sur la téte.

Le systtme FLARE®, dont lacronyme signifie FLuorescence-Assisted Resection
and Exploration ou Résection et exploration assistées par la fluorescence, est une technologie
développée par I'équipe Frangioni et est utilisée avec succés pour la cartographie des nceuds
lymphatiques sentinelles chez des patientes atteintes de cancer du sein (Frangioni, 2003 ; Troyan
et al., 2009).

Le systéme FLARE® détecte la fluorescence NIR avec une grande sensibilité mais il demeure
encombrant dans la salle d’opération, ce qui limite son utilisation. Une version portable de ce
systeme a été développée et validée chez 'homme pour la cartographie des nceuds lymphatiques
sentinelles dans le cadre de cancer du sein (Mieog et al., 2011), du cancer du col de l'utérus (van
der Vorst et al., 2011) et de la vulve (L. M. A. Crane et al., 2011) mais est encore peu développée a
'heure actuelle. Ce systéme peut étre adapté afin de permettre une utilisation vétérinaire
(CURADEL, 2018).

Nous pouvons également citer d’autres systéemes d’acquisition d’images fluorescentes
(Figure 74), tels que le Novadaq SPY qui utilise I'lCG dans le cadre de diverses interventions
chirurgicales telles que le pontage aortocoronarien, les chirurgies plastiques et reconstructives et
les greffes d’organes (Coles et al., 2003 ; Takahashi et al., 2004).
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Figure 74 : Photographies des principaux systéemes de guidage de la fluorescence présents
a ce jour sur le marché, ciblés pour une utilisation en chirurgie ouverte
(d’aprés DSouza et al., 2016).

PerkinElmer Novadagq Quest Curadel ResVet Visionsense SurgVision
Solaris ~ ' SPY-Elite Spectrum LAB-Flare ‘ Iridium prototype

Seuls le PerkinElmer Solaris, le Curadel ResVet Lab-Flare et le SurgVision Explorer Air ne sont pas
homologués pour l'usage humain (DSouza et al., 2016).

Citons également le photodynamic eye (PDE) ou « ceil photodynamique » développé par
Hamamatsu. Il s’agit d’'un systéme de spectroscopie NIR portable utilisant I'|CG dans I'identification
les noeuds lymphatiques sentinelles de cancer du sein (Tagaya et al., 2008) et lors de résection
chirurgicale de CHC (Gotoh et al., 2009).

D’autres systémes de spectroscopie NIR portables sont également disponibles dans le
commerce, Fluobeam (Fluoptics, France) et Artemis (Quest Medical Imaging BV, Pays-Bas) dont
I'utilisation est indiquée dans le cadre de chirurgies de la thyroide, de chirurgies plastiques et
reconstructrices et de chirurgies lymphatiques.

Afin de miniaturiser les machines présentes en salle d’'opération et de faciliter leur emploi,
des systémes de spectroscopie NIR ultra-portables sont développés. Il s’agit de dispositifs portés
par le chirurgien sous la forme de lunettes (Y. Liu et al., 2011). Les lunettes de spectroscopie NIR
sont capables de détecter les signaux de couleur et de fluorescence du lit chirurgical a I'aide d’'une
caméra miniature (Liu et al., 2013a ; Liu et al., 2013b). Grace a un traitement rapide des images,
celles-ci sont superposées en temps réel sur un écran installé sur la téte du chirurgien (Figure 75).
Cela permet un guidage de ce dernier sans perturber le déroulement de la procédure chirurgicale
(Liu et al., 2013c).
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Figure 75 : Schéma de vue d'ensemble du systéme d’imagerie fluorescente peropératoire
utilisant des lunettes (d’aprés Mondal et al., 2014).
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Combined white + NIR illumination : Eclairage blanc + NIR combiné ; Head-mounted display :
Affichage sur la téte ; Image guidance : Visualisation/orientation de I'image ; Imaging module (visible
+ NIR) : Module d'imagerie (visible + NIR); Intermodule communication : Module relais de
communication ; NIR contrast agent : Agent de contraste NIR (= fluorochrome NIR) ; Processing
module (image processing) : Module de traitement de Iimage ; Reflectance/fluorescence signal :
Signal réfléchi/fluorescent ; Surgeon : Chirurgien ; Tumor visualized : Tumeur visualisée (Mondal et
al., 2014).

D’autres systémes expérimentaux sont en cours de développement pour des applications
cliniques tels que le systéme HyperEYE, utilisé avec succés pour I'évaluation peropératoire par
fluorescence a I'lCG de différents greffons (Handa et al., 2010 ; Mizuho Medical Innovation, 2020).
Dans le domaine vétérinaire plus particuliérement, le systéme de migration des photons dans le
domaine des fréquences (FDPM) a été mis au point pour étre intégré dans les scanners d’'imagerie
des petits animaux (Darne et al., 2012). Ce systéme est actuellement utilisé pour la cartographie
lymphatique dynamique non invasive en médecine humaine (Marshall et al., 2010).

Pour conclure sur les différents dispositifs d’obtention d’images fluorescentes existants a ce
jour, citons SurgOptix, un systéeme d’imagerie de fluorescence multispectrale (Themelis et al., 2009)
développé pour détecter les nceuds lymphatiques sentinelles dans le cadre de cancer du col de
l'utérus (Lucia M. A. Crane et al., 2011) et des ovaires (van Dam et al., 2011).

Le Tableau 9 récapitule 'ensemble des systémes d’acquisition d’'images fluorescentes NIR
actuellement utilisés en chirurgie et le Tableau 10 fait la synthése des caractéristiques recherchées
pour I'imagerie peroperatoire.
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Tableau 9 : Principaux systémes d’acquisition de fluorescence peropératoire
(d’aprés Mondal et al., 2014).

Acquisition des

Dispositif images en Superposition Ecran Statut de
P temps réel des images NIR commercialisation
(Oui/Non/NC)
Dispositif fixe
Moniteur Disponible et
SPY NG Non éloigné approuvé par la FDA
. . Moniteur T
FLARE Oui Oui éloigné Essais cliniques
SurgOptix Oui Oui I\/’Ior.uteL’Jr Essais cliniques
éloigné
. . Moniteur . ;
ArteMIS Oui Oui éloigné Disponible
. Moniteur -
HyperEye NC Oui éloigné Expérimental
FDPM NC Non Moniteur Expérimental
éloigné
Dispositif de poche
Fluobeam NC Oui I\/’Ior.uteL’Jr Disponible
éloigné
PDE . . .
(Photodynamic NC Non N,I?r."tel," D'Sp(?mblel e}:DA
Eye) éloigné approuveé par la
Dispositif portable
Dispositif )
Lunettes NC Oui monté sur la Etudes cliniques
téte
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Tableau 10 : Caractéristiques recherchées pour I'imagerie peropératoire
(d’aprés Mondal et al., 2014).

Critére

Utilisation peropératoire

Imagerie en temps réel

Haute spécificité

Haute sensibilité

Portable

Adapté a I'activité

Facile d’emploi

Description

Matériel pouvant étre utilisé en
peropératoire, dans la salle d’opération
Cadence d’acquisition d'image
supérieure a 24p par seconde
Faible nombre de faux négatifs, agent de

contraste s’accumulant spécifiquement
dans le tissu tumoral

Détection du signal lors de faible
émission de fluorescence.

Détection des tumeurs de petite taille.

Dispositif ergonomique, mains libres et
n’'imposant pas restriction de mouvement

Affichage des informations sous une
forme qui ne distrait pas le chirurgien

Nécessite une formation minimale et ne
requiert pas d’opérateur spécialisé

L’un des freins majeurs a I'utilisation de ces techniques en chirurgie vétérinaire concerne le
colt de I'équipement. En effet, le colt de la version actuelle du systeme FLARE™ est d'environ
120 000 USD ($), sans compter le prix du vert d’indocyanine d’environ 109 $ par patient (Troyan et

al., 2009).
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Annexe 2 : Allergies aux colorants bleus -
physiopathologie, épidémiologie,
diagnostic et prévention

L'apparition de réactions allergiques et anaphylactiques décrite chez 'Homme aprés I'administration
de colorants est le risque d’utilisation de ces molécules le mieux documenté dans la littérature. Les
principaux colorants en cause appartiennent a la famille des triaryiméthanes tels que le bleu patenté
violet, le bleu isosulfan et dans une moindre mesure, le bleu de méthyléne, appartenant a la famille
des phénothiazines (Langner-Viviani et al., 2014). En effet, les autres chromophores étudiés dans
cette thése ne présentent pas de taux importants de réactions allergiques et/ou anaphylactiques.
Par exemple, les effets secondaires rapportés aprés I'administration intraveineuse d’ICG sont rares :
hypersensibilité (prurit, érythéme, tachycardie et hypotension) dans un cas sur 10 000 patients (Kitai
et al., 2005 ; Parungo et al., 2005 ; Hutteman et al., 2011 ; Yoshida et al., 2012 ; Verbeek et al., 2014
; Tummers et al., 2016 ; Kinami et al., 2016). Concernant la fluorescéine, les cas d’allergies sont
rares, de par la faible fraction plasmatique libre de colorant obtenue a partir de la dose initiale
injectée. Toutefois, différents auteurs s’accordent pour tenir une conduite préventive (Yannuzzi et
al., 1986 ; Ascaso et al., 1993 ; Jennings et Mathews, 1994), voire opter pour une administration par
voie orale, dans l'optique de ralentir 'absorption du colorant (Kelley et Kincaid, 1979 ; Hara et al.,
1998).

Les données épidémiologiques ainsi que les protocoles diagnostiques et préventifs de ces
effets secondaires n’étant pas encore disponibles chez les carnivores domestiques, nous nous
intéressons ainsi a la prise en charge de ces allergies aux colorants bleus en médecine humaine,
prise en charge spécifique relativement récente et qui se développera éventuellement avec
I'utilisation croissante des colorants en chirurgie vétérinaire.

1. Physiopathologie des colorants bleus

Les réactions anaphylactiques, lors d’utilisation de colorants bleus, rapportées dans de nombreux
cas semblent étre médiées par des anticorps IgE et correspondent a une réaction d’hypersensibilité
de type 1 selon Gells et Coombs (Langner-Viviani et al., 2014 ; Azzopardi et al., 2017). De plus, une
augmentation de la tryptase est détectée lors de réactions anaphylactiques causées par I'utilisation
de colorants bleus, mettant ainsi en évidence une dégranulation mastocytaire compatible avec une
réaction allergique médiée par des IgE (Wohrl et al., 2004). Toutefois, d’autres mécanismes
pourraient expliquer la dégranulation mastocytaire, celle-ci n’étant pas spécifique d’'une réaction
allergique au colorants bleus (Wohrl et al., 2004). Le mécanisme de réaction allergique aux colorants
bleus a un délai de survenue de l'allergie relativement long un et 180 minutes, avec un délai
d’apparition moyen de 15 minutes, qui n’est pas expliqué par un mécanisme classique mettant en
jeu les immunoglobulines E.

La physiopathologie des réactions allergiques aux colorants bleus pourrait s’expliquer par la
structure méme des molécules. Le bleu patenté violet et le bleu isosulfan ont de faibles masses
moléculaires (582,7 g/mol pour le bleu patenté violet (National Center for Biotechnology Information.
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PubChem Database, 2019b) et 566,7 g/mol pour le bleu isosulfan (National Center for Biotechnology
Information. PubChem Database, 2019a)). Ces composés ont une taille moléculaire compatible pour
étre des hapténes ce qui permet d’expliquer leur potentiel allergisant. Néanmoins, un hapténe ne
représente qu’un des deux éléments constitutifs d’'un antigéne et nécessite une protéine sérique afin
d’exprimer son pouvoir allergénique. Ces protéines n’ont, a ce jour, pas encore été identifiées
(Hunting et al., 2010).

Une caracteéristique surprenante de ces réactions allergiques que les immunologistes peinent
a expliquer, est qu’elles surviennent lors de la premiére exposition au colorant. L’'une des principales
hypothéses concerne I'exposition a ces substances dans la vie quotidienne. En effet, nous pouvons
prendre 'exemple du bleu patenté violet qui est utilisé dans I'industrie agroalimentaire sous la forme
du composé E131 et est présent dans les produits laitiers aromatisés, les patisseries, sodas,
poissons transformés, soupes, sauces et spiritueux. Ce colorant est également utilisé dans
l'industrie du textile et dans les produits de nettoyage (EFSA Panel on Food Additives and Nutrient
Sources added to Food (ANS), 2013a). Selon I'European Food Safety Authority (EFSA), nous
sommes exposés entre un et 4,5 mg d’E131 par kilogramme de poids corporel par jour pour les
enfants en bas age et entre 0,3 et 1,4 mg par kilogramme de poids corporel par jour pour les adultes.
La dose journaliére admissible étant fixée a 5 mg/kg/j (EFSA Panel on Food Additives and Nutrient
Sources added to Food (ANS), 2013a). Pourtant, certaines études rapportent que des patients
allergiques a I'administration parentérale de colorant bleu ne présentent pas de réaction immunitaire
lors d’administration par voie orale. Le mode de sensibilisation reste alors inexpliqué jusqu’a ce jour.
(Scherer et al., 2006).

Ainsi, le mécanisme physiopathologique, communément admis a I'’heure actuelle afin
d’expliquer ces cas de réactions allergiques face aux colorants bleus, est le suivant:
« 'administration parentérale est nécessaire au déclenchement d’une réaction anaphylactique,
tandis qu’une administration orale ou transcutanée pourrait aboutir a la sensibilisation préalable. »
(Langner-Viviani et al., 2014).

2. Epidémiologie des réactions allergiques aux colorants bleus chez lhomme

Ce n’est qu’a partir des années 1960 que les premiéres réactions allergiques aux colorants bleus
ont été décrites (Langner-Viviani et al., 2014). Selon une étude multicentrique et randomisée
(NEWSTART et ALMANEC), les réactions allergiques aux bleu patenté violet lors de chirurgie
oncologiques sont des éveénements de rare incidence a hauteur de 0,9 % dont 0,3 % de réactions
non séveres et 0,06 % de réactions pouvant étre gravement sévéres (hypotension nécessitant un
traitement d’'urgence) (Barthelmes et al., 2010a). Toutefois, I'incidence de ces réactions allergiques
aux colorants bleus est variable selon les études, allant de 0,24 % (Mansouri et al., 2006) a 2,2 %
(Kalimo et al., 1981). La prévention de ces allergies est d’autant plus compliquée si celles-ci
surviennent dés la premiére administration parentérale (Langner-Viviani et al., 2014).

Dans une méta-analyse réalisée sur 22 publications datant de mai 2006 a avril 2009,
48 patients ont été recensés pour leurs réactions allergiques au bleu patenté violet (Barthelmes et
al., 2010b). Les signes cliniques d’allergie présentés par ces patients sont les suivants :

1. Signes dermatologiques (urticaire, érythéme, prurit) dans 48 % des cas,

2. Hypotension dans 42 % des cas,
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3. Bronchospasme dans 10 % des cas,
4. Arrét cardiaque dans 4 % des cas.

Les signes cliniques classiquement rapportés en cas de réaction allergique aux autres
colorants classiquement utilisés sont les mémes (Efron et al., 2002).

Concernant le bleu patenté violet, les réactions allergiques provoquées par ce colorant sont
géneéralement décrites selon une présentation bi-phasique attribuée a I'absorption lente de la
molécule ainsi que sa longue demi-vie. (Barthelmes et al., 2010a). Ainsi, lorsqu’un patient présente
une réaction allergique lors d’'une procédure ayant utilisé du bleu patenté violet, une surveillance
doit étre réalisée sur plusieurs heures suivant l'intervention.

Le potentiel allergique du bleu de méthyléne est moindre par rapport a celui des deux autres
colorants bleus mentionnés précédemment. Toutefois, quelques cas ont été décrits dans la
littérature (Dewachter et al., 2005 ; Ramin et al., 2011). Néanmoins, ce colorant est de moins en
moins utilisé en chirurgie oncologique, en raison de l'incidence non négligeable des réactions
cutanées dont il est la cause. En effet, une étude datant de 2002 rapporte 21 % de réactions
cutanées locales telles que des plages bleues sous I'épiderme, d’étendue plus ou moins importante
(Stradling et al., 2002). De plus, des réactions cutanées de plus grande sévérité telles que des
nécroses gangréneuses ont été décrites et ont ainsi fortement impacté [I'utilisation du bleu de
méthyléne a I'heure actuelle (Salhab et al., 2005).

3. Diagnostic

Le diagnostic de la réaction allergique a lieu principalement lors de sa survenue et nécessite une
documentation précise des signes cliniques ainsi qu’une feuille indiquant le colorant utilisé ainsi que
d’autres allergénes connus tels que le latex, la chlorhexidine et les produits de contrastes
radiologiques (Langner-Viviani et al., 2014).

Le diagnostic peropératoire peut se faire en observant la clinique particuliére de ces réactions
allergiques. En effet, les patients présentent une réaction cutanée qualifiée « d’urticaire bleuté »
dans la majorité des cas décrits dans la littérature (Langner-Viviani et al., 2014). Cependant, les
colorants bleus peuvent induire une « hypoxie factice » en interférant avec la mesure de la saturation
en oxygéne ; il est donc conseillé de confirmer la désaturation en oxygéne par une gazométrie
(Langner-Viviani et al., 2014). Le délai d’apparition des signes cliniques de réaction allergique était
de 15 minutes environ. La dose moyenne de colorant utilisée est de deux millilitres (entre 0,5 et
5 ml) (Barthelmes et al., 2010b). Aucun lien entre la dose de bleu patenté violet injecté et la sévérité
de la réaction allergique n’a été mis en évidence. Méme la plus petite des doses injectées (0,5 ml)
a provoqué un arrét cardiaque chez un patient (Barthelmes et al., 2010b).

Par exemple, les réactions allergiques au bleu isosulfan sont classées selon quatre grades:
(Montgomery et al., 2002)

- Grade 1 : signes cutanés uniquement,
- Grade 2 : hypotension temporaire ne nécessitant pas I'utilisation de traitement vasopresseur,

- Grade 3 : hypotension temporaire nécessitant I'utilisation de traitement vasopresseur,
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- Grade 4 : hypotension majeure ayant un impact sur la fonction cardiaque / arrét cardiaque.

Il est également recommandé de doser la tryptase dans les 30 minutes suivant I'apparition
des symptdbmes et de poursuivre ce dosage durant les trois prochaines heures afin de pouvoir
visualiser la dégranulation mastocytaire. En effet, lors de dégranulation mastocytaire liée a une
réaction d’hypersensibilité de type |, le dosage de la tryptase montre une valeur élevée. A l'inverse,
lorsque les signes cliniques sont provoqués par une pseudo-allergie, comme cela est le cas lors de
réactions médicamenteuses, médiés par des IgE, la tryptase est basse. Néanmoins, il est important
de noter qu’une valeur basse ou normale de tryptase ne permet pas d’exclure une dégranulation
mastocytaire et donc une réaction allergique au colorant utilisé (Langner-Viviani et al., 2014).

Le diagnostic de certitude se réalise un a trois mois aprés la survenue de la réaction
allergique en effectuant un bilan allergologique en réalisant des tests cutanés de la ou des
substances incriminées. Toutefois, les valeurs prédictives positive et négative de ces tests n’ont pas
été définies et le dosage des IgE spécifiques n’est pas réalisable a I’heure actuelle (Langner-Viviani
et al., 2014). Ainsi, un bilan allergologique pour les autres substances a haut potentiel allergique
classiquement utilisées en milieu hospitalier (latex, chlorhexidine) doit étre réalisé afin de
diagnostiquer une allergie au colorant par exclusion (Langner-Viviani et al., 2014). La Figure 76
présente un autre algorithme diagnostic de réaction allergique au bleu patenté violet :

Figure 76 : Schéma de la prise en charge des cas suspects d’allergie aux bleus : algorithme
diagnostique. IDR : intradermoréaction
(d’aprés (Haque et al., 2010 ; Langner-Viviani et al., 2014)).
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4. Prévention

Les chocs anaphylactiques survenant lors d’une intervention chirurgicale sont particuliérement
difficiles a gérer. En effet, 'organisme du patient rencontre en peu de temps une quantité importante
de molécules pouvant étre a I'origine de la réaction allergique. Pour les allergologues, les biopsies
de nceuds lymphatiques sentinelles marqués par un colorant sont reconnus comme les cas
d’allergies peropératoires les plus complexes a gérer (Baker et al., 2014).

Les auteurs d’'une méta-analyse sur des cas d’allergie au bleu patenté violet ont recensé les
différents tests possibles a réaliser avant la chirurgie afin de prévenir I'apparition de ces réactions
allergiques (Tableau 11) (Barthelmes et al., 2010b) :

Tableau 11 : Différents tests disponibles et leur sensibilité respective (chez ’lhomme) a
réaliser en préopératoire (d’aprés Barthelemes et al., 2010b).

Test Sensibilité
Tryptase (14/26) 54 %
Test cutané (24/30) 80 %
Test intradermique (13/13) 100 %

L’élévation de la concentration sanguine en tryptase, lors d’un choc anaphylactique causé
par I'utilisation du bleu patenté violet, est liée a I'activation des mastocytes (Payne et Kam, 2004).
Toutefois, une concentration sanguine normale en tryptase n’exclue en rien un mécanisme
allergique (Fisher et Baldo, 1998). Ce paramétre est donc un indicateur utile mais qui ne se substitue
pas au bon monitoring des paramétres vitaux et des signes cliniques présentés par le patient lors
de la procédure. D’autre part, le test cutané présente une bonne sensibilité et peut étre un examen
a realiser en cas de suspicion d’allergie a ce type de colorant. La sensibilité du test cutané est certes
moins bonne que celle du test intradermique. Néanmoins, le test intradermique présente un risque
plus important lors de sa réalisation puisque des réactions allergiques conséquentes peuvent avoir
lieu si le patient présente cette sensibilité (Reid et al., 1993).

Aucun test préopératoire formel n’existe a ce jour. Baker et al. ont créé la procédure de test
préopératoire d’anaphylaxie au colorant bleu isosulfan suivante et 'ont appliquée sur trois de leurs
patients ayant eu un choc anaphylactique au colorant entre trois et quatre semaines auparavant
(Baker et al., 2014) :

1. Test cutané a 1/10 de bleu isosulfan dilué,
2. Test cutané sans dilution de bleu isosulfan,
3. Testintradermique a 1/1 000 de bleu isosulfan dilué,
4. Test intradermique a 1/100 de bleu isosulfan dilué,
5

Test intradermique a 1/10 de bleu isosulfan dilué.
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Les résultats sont interprétés 15 minutes aprés l'injection. En cas de réponse positive a 'une de ces
étapes, la procédure est alors arrétée (Baker et al., 2014).

Dans I'étude, deux des patients ont présenté une réaction positive au test cutané sans
dilution. Un patient a eu une réaction positive au test intradermique (dilution 1/100). Tout comme
pour le bleu patenté violet, seul le test intradermique permet un diagnostic définitif concernant le
statut allergique du patient (Baker et al., 2014). De par le faible nombre de cas dans I'échantillon
testé, les auteurs de la publication ont également comparé leur protocole ainsi que leurs résultats a
ceux de la littérature et retrouvent des résultats similaires (Baker et al., 2014).

Bien que ce protocole ne permette pas de prédire une réaction allergique au bleu isosulfan,
il permet néanmoins diagnostiquer de maniére certaine une allergie a ce colorant chez des patients
ayant un historique de choc anaphylactique peropératoire. Ainsi, il est certain que le patient n’est
pas allergique a une autre molécule utilisée lors de la chirurgie.

Il est important de noter que les patients allergiques au bleu isosulfan sont trés probablement
sensibles au bleu patenté (réactions croisées entre les deux colorants) et qu’il est alors préférable
d’utiliser du bleu de méthyléne, colorant appartenant a une famille chimique différente (Scherer et
al., 2006 ; Varghese et al., 2008).

Il est donc recommandé de se renseigner sur le statut allergique du patient avant toute
intervention, méme si 'absence d’allergie connue ne réduit pas le risque de survenue d’allergie au
bleu patenté violet. De plus, une étude réalisée met en évidence que les patients allergiques au
colorant alimentaire E 131 (bleu patenté violet) n'ont pas présenté de réaction allergique au bleu
patenté violet utilisé comme médicament diagnostique (Barthelmes et al., 2010b). Les auteurs en
concluent donc qu’il est illusoire de réaliser en préopératoire un test de sensibilité cutané au bleu
patenté violet chez des patients allergiques au colorant E 131 (Barthelmes et al., 2010b).

Aucun moyen de prévention de ces réactions allergiques aux colorants bleus n’existe a I'heure
actuelle. Se refuser de les utiliser afin de ne plus risquer ces complications est délétere pour la
chirurgie oncologique puisque ces colorants sont performants dans le repérage des nceuds
lymphatiques sentinelles. Certains auteurs proposent la mise en place d’'une prémédication a base
de médicaments anti-allergique afin de minimiser la survenue de ces réactions anaphylactiques
séveres (Raut et al., 2005).

210



Annexe 3 : Fiche colorant — Bleu de
meéthyléne
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NOMS DE SPECIALITES ET
FORMULATION

Provedye® 0,5 %, Solution stérile - Bleu
de méthyléne. Société Provepharm et
laboratoire médac.

Chaque ampoule contient 10 mg de
Proveblue® (Bleu de méthyléne) dilué
dans 2ml de solution deau pour
injection.

Durée de validité : 3 ans.

CONDITIONNEMENT

Boite de 5 ampoules de 2 ml.

DOSES
- 0,5a2 mg/kg chez le chien,
- 0,5a1,5mg/kg chez le chat,

- Parotidectomie : 0,2-0,3 ml dilué
dans 3 ml de NaCl 0,9 %.

BLEU DE
METHYLENE (12

INDICATIONS

Lymphangiographie peropératoire : identification du
nceuds lymphatique sentinelle, chylothorax,

Marquage de tissu tumoral (exemple du marquage des
glandes parathyroides lors de parathyroidectomie),

Insulinome,

Parotidectomie,

Repérage de trajets fistuleux,

Vérification d’étanchéité des sutures,

Traitement de la méthémoglobinémie chez le chien,
Repérage de trajets fistuleux,

Antiseptique urinaire,

Identification des uretéres (homme),

Détection des voies biliaires extra-hépatiques (homme),

Evaluation de la perfusion cardiaque (homme).

Sources : (Rumbeiha et Oehme, 1992 ; Enwiller et al., 2003 ; Wray, 2008 ; Cruse et al., 2009 ; Winer et al., 2010 ; Radlinsky, 2012 ; Love et
Singer, 2013 ; VIN, 2015 ; Jaffey et al., 2017 ; Plumb, 2018 ; Beer et al., 2018 ; Gordo et al., 2020)
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VOIES D’ADMINISTRATION
- Eninjection locale,

- En injection locale diluée dans
une solution de chlorure de
sodium a 0,9 %,

- En administration orale diluée
dans de l'eau.

Dilution possible jusqu’a 0,01 %.

PRIX PAR ANIMAL
18 € / ampoule.

Entre 18 et 36 € / animal.

BLEU DE
METHYLENE @x)

CONTRE-INDICATIONS

Ne pas administrer :

En cas d’hypersensibilité connue au bleu de méthyléne
ou a tout autre colorant thiazidique,

En cas traitement antécédent ou en cours avec des
inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine
(ISRS) tels que : fluoxétine, , clomipramine, mirtazapine,

En cas de gestation ou d’allaitement, le bleu de
méthyléne doit étre évite,

En cas d’insuffisance rénale sévére ou modérée le patient
doit étre étroitement suivi,

Contre-indiqué chez le chat.

EFFETS SECONDAIRES

Méthémoglobinémie secondaire, anémie a corps de
Heinz (ou autres changements morphologiques des
globules rouges)

Syndrome sérotoninergique grave ou mortel lors
d’administration avec des médicaments
sérotoninergiques

Risques de réactions allergiques ou anaphylactiques,
Nécrose cutanée lors d'une injection intradermique,

Coloration des urines et féces.

Sources : (Rumbeiha et Oehme, 1992 ; Enwiller et al., 2003 ; Wray, 2008 ; Cruse et al., 2009 ; Winer et al., 2010 ; Radlinsky, 2012 ; Love et
Singer, 2013 ; VIN, 2015 ; Jaffey et al., 2017 ; Plumb, 2018 ; Beer et al., 2018 ; Gordo et al., 2020)
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Annexe 4 : Fiche colorant — Bleu Patenté
Violet
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NOMS DE SPECIALITES ET
FORMULATION

Bleu Patenté V Sodique Guerbet,
2,5 pour cent.

CONDITIONNEMENT

2,5 g de Bleu Patenté V pour 100 ml de
solution injectable.

Boite de 5 ampoules de 2 ml.

Durée de conservation : 3 ans.

DOSES

- 2 mg/kg chez le chien et le chat.
Généralement :

- Dose pour la voie sous-cutanée :
0,5-2 ml,

- Dose pour la voie péritumorale :
1-2 ml,

- Dose pour la voie intra artérielle :
10 ml.

VOIES D’ADMINISTRATION
- Sous-cutanée, péri-tumorale,
- Intra- nceuds lymphatiques,

- Intra-artérielle.

PRIX PAR ANIMAL

Prix libre. Prix a titre d’indication pour
boite de cinq ampoules de 2 ml : environ
10€ (9,79), soit environ 2€
I'ampoule/animal.

BLEU PATENTE
VIOLET

INDICATIONS

Repérage des territoires artériels (homme),

Lymphangiographie  peropératoire : repérage des
vaisseaux lymphatiques et du nceud lymphatique
sentinelle, par voie sous-cutanée et péritumorale,

Identification des voies lymphatiques lors du traitement
du chylothorax (injection dans les nceuds lymphatiques
mésentérique).

CONTRE-INDICATIONS

Ne pas administrer :

Lors d’hypersensibilité au Bleu Patenté V, ou a l'un des
excipients ou a l'un des colorants dérives du
triphénylméthane.

Généralement déconseillé pendant la gestation.

EFFETS SECONDAIRES

Risque d’hypersensibilité et de choc anaphylactique :
Identifier les sujets a risque, mise en place d’un cathéter
veineux, surveillance médicale pendant toute la durée de
'examen. Equipement de réanimation a disposition
immeédiate,

Risque d’angicedeme, d’urticaire, de coloration bleue de
la peau,

Risque de coloration au site d’injection,

Urines colorées en bleu pendant 24-48 heures.

Sources : (Aquino et al., 2012 ; Beserra et al., 2016 ; Beserra et al., 2016 ; Beer et al., 2018 ; Favril et al., 2018 ; Base de données publique

des médicaments, 2020a ; Guerbet, 2020b)
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Annexe 5 : Fiche colorant — Fluoresceéine
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® ~=—. FLUORESCEINE SODIQUE FAURE

Ha 10 POUR CENT
et solution injectable
HH solution for injection
it /E‘ERB

NOMS DE SPECIALITES ET
FORMULATION

Fluorescéine Sodique Faure 10 pour
cent, solution injectable

Durée de conservation : 3 ans, ne pas
réfrigérer
CONDITIONNEMENT

Une ampoule de 5 ml contenant 0,5 g de
fluorescéine sodique et 558 mg de
sodium.

DOSES

- Entre 10 et 20 mg/kg chez le
chien et le chat,

- Généralement : 5 ml/animal

VOIES D’ADMINISTRATION

IV stricte

PRIX PAR ANIMAL

Prix aux environs de 7,5€/ampoule
selon le laboratoire. Soit 7,5 €/animal

FLUORESCEINE

(1/2)

INDICATIONS

Evaluation de la viabilité des tissus en chirurgie digestive,

Neurochirurgie et oncochirurgie : délimitation des tissus
tumoraux,

Chirurgie ophtalmique (Iésions et ulcéres cornéens et
conjonctivaux, perméabilité du canal lacrymo-nasal) et
angiographie du fond d’ceil,

Evaluation de la viabilité des lambeaux de sein a la suite
de chirurgies reconstructives telles que la mastectomie
radicale ou la mastectomie sous-cutanée (homme).

CONTRE-INDICATIONS

Ne pas administrer :

Lors d’hypersensibilité au sodium anhydre et a 'eau pour
préparation injectable.

Ne doit pas étre administré par voie intrathécale ou
artérielle

Allaitement (excrétion dans le lait maternel). Arrét de
lallaitement pendant sept jours post-injection de
fluorescéine.

Sources : (Marfuggi et Greenspan, 1981 ; Losken et al., 2008 ; Brown, 2012 ; Pirie et al., 2012 ; Adamantos, 2015 ; Hayashi et al., 2017 ;
Nakano et al., 2018 ; Base de données publique des médicaments, 2020b)
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Ampode Smix 1

FLUORESCEINE SODIQUE FAURE
10 POUR CENT

1
\
—~
solution njectable
solution for injection

NOMS DE SPECIALITES ET
FORMULATION

Fluorescéine Sodique Faure 10 pour
cent, solution injectable

Durée de conservation : 3 ans, ne pas
réfrigérer

CONDITIONNEMENT

Une ampoule de 5 ml contenant 0,5 g
de fluorescéine sodique et 5,58 mg de
sodium.

DOSES

5 ml/animal

VOIES D’ADMINISTRATION

IV stricte

PRIX PAR ANIMAL

Prix aux environs de 7,5€/ampoule
selon le laboratoire. Soit 7,5 €/animal

FLUORESCEINE

(2/2)

EFFETS SECONDAIRES

Classe de systéme
d’organe

Effet secondaire

Affections du systéeme
immunitaire

Réactions d'hypersensibilité, choc anaphylactique ou de
type anaphylactoide pouvant étre fatal.

Affections du systéeme
nerveux

Perte de conscience, convulsions, accident vasculaire
cérébral, ataxie, paresthésies.

Affections cardiaques

Arrét cardiaque, infarctus aigu du myocarde, bradycardie,
tachycardie.

Affections vasculaires

Choc, thrombophlébite, hypotension, hypertension,
paleur.

Affections respiratoires
thoraciques et
médiastinales

Arrét respiratoire, ocedeme pulmonaire, asthme,

dyspnée, cedeme laryngé, toux, éternuements.

Affections
intestinales

gastro-

Nausées, vomissements, douleurs abdominales.

Affections cutanées et
des tissus sous-cutanés

Erythéme, prurit, urticaire, dermatite, sudation, coloration
transitoire de la peau et des conjonctives (en jaune
disparaissant en 6 a 12 heures apres administration).

Affections du rein et des
voies urinaires

Coloration des urines (en jaune clair pendant 24 a 36
heures aprés administration).

Affections générales et
anomalies au site
d’administration

Thrombophlébite au site d'injection. Extravasation de la
solution qui peut entrainer des douleurs intenses et peut
étre suivi par une nécrose tissulaire, douleurs
thoraciques, cedéme, malaise, asthénie, frissons.

- Prémédication proposée (n’empéchant pas la survenue
d’accidents séveére) : antihistaminique anti-H1 par voie
orale et corticoides avant I'injection.

- Risque d’hypernatrémie sévére si la solution n’est pas
injectée en |V stricte

Sources : (Marfuggi et Greenspan, 1981 ; Losken et al., 2008 ; Brown, 2012 ; Pirie et al., 2012 ; Adamantos, 2015 ; Hayashi et al., 2017 ;
Nakano et al., 2018 ; Base de données publique des médicaments, 2020b)
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Annexe 6 : Fiche colorant — Carmin
d’indigo
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CARMYNE® 40mg

Indigotine (carmin d’in¢
Indigotin (indigo carm

q

&
G

NOMS DE SPECIALITES ET

CARMIN
D’INDIGO (113

FORMULATION
Carmyne 40 mg/5 ml (SERB)

CONDITIONNEMENT

Solution injectable.

Boite de 10 ampoules de 5 ml.

DOSES (CHEZ L’HOMME)

Chez

Posologie initiale recommandée
est de 1 ampoule de 5 ml en
injection intraveineuse lente.

Une seconde ampoule peut étre
administrée 20 a 30 minutes
aprés la premiére injection si
nécessaire.

les patients présentant une

insuffisance rénale :

Clairance de la
créatinine =2 10 ml/min, le colorant
peut étre administrée.

Créatinine < 10 ml/min, le colorant
ne doit pas étre utilisé.

INDICATIONS

- Détection peropératoire des accidents urétéraux suspectés
au cours de la chirurgie abdomino-pelvienne (homme),

- Injection stéréotaxique peropératoire dans la délimitation des
marges tumorales en neurochirurgie (homme),

- Délimitation de tissu tumoral en endoscopie digestive
(homme),

- Coloration des voies urinaires hautes (modéle porcin in vivo),

- Coloration dans la localisation de l'obstruction d’oviducte
(jument),

- Localisation des carotides internes (test rétinien, lapin).

MISES EN GARDE SPECIALES

- Peut entrainer une élévation transitoire de la pression
artérielle et une bradycardie réactionnelle.

- De rares réactions de type idiosyncrasique avec bradycardie
et hypotension ont également été rapportées.

- Surveiller la fréquence cardiaque et la pression artérielle au
moment et dans les minutes suivant l'injection.

- L’administration doit étre interrompue en cas de survenue
des symptdmes suivants bradycardie, tachycardie,
hypotension, hypertension, survenue d’'un rash ou érythéme
cutané, symptébmes respiratoires a type de dyspnée ou de
bronchospasme.

- Peut interférer avec les méthodes oximétriques au pouls.

- Une coloration des urines peut étre observée aprés
administration de carmin d’indigo.

Sources : (Barbier, 2000 ; Saurin, 2009 ; Di Martino, 2012 ; Inoue, 2013 ; Joshi et al., 2016 ; Liu et al., 2017 ; Base de données publique des
médicaments, 2018 ; SERB, 2020 ; Drugs.com, 2020c)
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CARMYNE® 40mg

Indigotine (carmin d’in¢
Indigotin (indigo carm

=
Ul

G

VOIES D’ADMINISTRATION

- Injection par voie intraveineuse
lors de chirurgie abdomino-
pelvienne.

- Injection intracérébrale lors de
neurochirurgie.

PRIX PAR ANIMAL
Prix non indiqué en France.
Aux Etats-Unis d’Amérique : 38,21 $ la

boite de 5 ampoules, soit 7,6 $ par
injection.

CARMIN
D’INDIGO @)

PRECAUTIONS D’EMPLOI

Le carmin d’indigo doit étre utilisée avec précaution en cas :

De prise concomitante de médicaments bradycardisants,
De troubles du rythme ou de la conduction cardiaque,
D’une hypertension artérielle,

D’une fréquence cardiaque basse,

De troubles coronariens.

L’utilisation doit étre évitée chez les patients présentant :
Une insuffisance cardiaque non équilibrée,

Des antécédents de manifestations allergiques,

Une instabilité hémodynamique.

N’est pas recommandé lors de la gestion ou de I'allaitement.

CONTRE-INDICATIONS

Ne pas administrer :

Aux patients souffrant d’'une insuffisance rénale dont la
clairance rénale de la créatinine est < 10 ml/min.

Ne pas administrer lors d’hypersensibilité a la substance
active ou aux colorants.

Sources : (Barbier, 2000 ; Saurin, 2009 ; Di Martino, 2012 ; Inoue, 2013 ; Joshi et al., 2016 ; Liu et al., 2017 ; Base de données publique des
médicaments, 2018 ; SERB, 2020 ; Drugs.com, 2020c)
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CARMYNE® 40mg

Indigotine (carmin d’in¢
Indigotin (indigo carm

| a=
q)

CARMYNE

G

VOIES D’ADMINISTRATION

- Injection par voie intraveineuse
lors de chirurgie abdomino-
pelvienne.

- Injection intracérébrale lors de
neurochirurgie.

PRIX PAR ANIMAL
Prix non indiqué en France.
Aux Etats-Unis d’Amérique : 38,21 $ la

boite de 5 ampoules, soit 7,6 $ par
injection.

CARMIN
D’INDIGO @3

EFFETS SECONDAIRES

Affections cardiaques

Tres fréquents :
- Hypertension transitoire
- Bradycardie
Trés rares :
- Tachycardie
- Hypotension
- Bloc auriculo-ventriculaire

Affections
respiratoires,
thoraciques et
médiastinales

Trés rares :
- Dyspnée
- Hyperréactivité bronchique

Affections de la peau
et du tissu sous-
cutanés

Trés rares :
- Rash et érythéme cutané
- Coloration des téguments

Affections du systéme
immunitaire

Trés rares :
- Réactions anaphylactoides.

Coloration des urines et féces.

Sources : (Barbier, 2000 ; Saurin, 2009 ; Di Martino, 2012 ; Inoue, 2013 ; Joshi et al., 2016 ; Liu et al., 2017 ; Base de données publique des

médicaments, 2018 ; SERB, 2020 ; Drugs.com, 2020c)
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Annexe 7 : Fiche colorant - Bleu de trypan
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NOMS DE SPECIALITES ET
FORMULATION

- Twin® (Ophta-France)
- Monoblue NafX® (Arcadophta)
- Visionblue® (D.0.R.C)

- KeraBlue® (Keragenix)

CONDITIONNEMENT

- Lot de 6 seringues de 0,7 ml de
solution (Twin® et KeraBlue®)

- Lot de 5 seringues de 0,75 ml de
solution (Monoblue NafXx®)

- Lot de 5 seringues en verre de
0,5 ml de solution (Visionblue®)

Conserver dans son emballage
d’origine dans un en- droit propre a
température ambiante, a I'abri de la
lumiére et a I'abri de I' humidité.

Ne pas réfrigérer, ne pas congeler.

BLEU DE TRYPAN

(1/2)

INDICATIONS

Coloration temporaire intrastromale (homme),
Coloration de membrane épirétinienne,

Coloration temporaire de la membrane de Descemet
(homme),

Coloration temporaire de 'humeur aqueuse (homme),
Coloration temporaire des masse cristalliniennes (homme),

Coloration temporaire de la chambre antérieure de I'ceil
(chien),

Traitement alternatif de la babésiose (Babesia canis) chez le
chien.

CONTRE-INDICATIONS

Ne pas administrer :

Contre-indication lorsqu'il est prévu d'insérer une lentille
intraoculaire acrylique hydrophile non hydratée dans I'ceil. Le
colorant peut étre absorbé par la lentille et la tacher.

Ne pas utiliser chez les patients ayant un historique
d’hypersensibilité au bleu de trypan.

Ne pas utiliser chez la femelle gravide, allaitante et chez
I'animal pédiatrique.

Il est donc déconseillé d'utiliser pour colorer les tissus
rétiniens.

Sources : (Dutch Ophtalmic Research Center, 2005 ; Wilson et al., 2005 ; Arcadophta, 2016 ; Ophta France, 2018 ; Plumb, 2018 ; Srinivasan,

2019 ; Keragenix, 2020)
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DOSES

L’intégralité du contenu d’une seringue,

soit :

Twin®: 0,7 ml de solution de bleu
de trypan a 0,18 %.

Kerablue®: 0,7 ml de solution de
bleu de trypan a 0,2 % ou 0,3 %.
Monoblue NafX®: 0,75ml de
solution de bleu de trypan a
0,055 %.

VisionBlue®: 0,5ml de solution
contenant 0,6 mg bleu de trypan
(concentration de 0,06 %).
Traitement de Ila babésiose :
10 mg/kg IV de solution de bleu de

trypan a 1 %. Dautres traitements
(imidocarbe ou diminazene par exemple)
doivent étre mis en place durant le mois
d’administration de bleu de trypan pour
que le traitement soit curatif.

VOIES D’ADMINISTRATION

Locale (intrastromale, humeur
vitrée, cristallin).

IV pour le traitement de la
babésiose.

PRIX PAR ANIMAL

Prix non communiqué en France.

Une boite de six seringues KerBlue®
colte 72 $.

BLEU DE TRYPAN
(2/2)

EFFETS INDESIRABLES/SECONDAIRES

- Effets indésirables lorsque le bleu de trypan est mis en contact
avec la rétine.

- Risque de décoloration des lentilles intraoculaires a forte
teneur en eau.

- Risque de coloration par inadvertance de la capsule
postérieure du cristallin et du vitré. La coloration est
geénéralement limitée et dure jusqu'a une semaine environ.

- Risque tératogéne a hautes doses. (50 mg/kg en dose unique
ou de 25 mg/kg/jour pendant I'embryogenése chez le rat).

- Coloration des sécrétions (dont les urines) en bleu pendant
plusieurs semaines.

PRECAUTIONS D’EMPLOI

- L'intégrité des tissus intraoculaires est a évaluer pour maitriser
la coloration des tissus visés et éviter des colorations non
souhaitées d’autres parties de I'ceil.

- Tout excés de colorant soit immédiatement éliminé de I'ceil par
une irrigation compléte de la chambre antérieure.

- Dispositif médical a usage unique. Ne pas stériliser a nouveau.

- L’intégrité du dispositif médical est garantie si 'emballage est
intact. Ne pas utiliser si le protecteur de stérilité est
endommageé.

- Ne pas utiliser aprés la date de péremption.

Utiliser exclusivement une canule entre 20 G et 24 G. Vérifier la
bonne mobilité du piston avant utilisation.

Aucune interaction médicamenteuse n’est décrite.

Sources : (Dutch Ophtalmic Research Center, 2005 ; Wilson et al., 2005 ; Arcadophta, 2016 ; Ophta France, 2018 ; Plumb, 2018 ; Srinivasan,

2019 ; Keragenix, 2020)
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Annexe 8 : Fiche colorant — Lipiodol
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|  LIPIODOL ULTRA FLUID|

NOMS DE SPECIALITES ET
FORMULATION

Lipiodol Ultra Fluide 480 mg/ml solution
injectable. Guerbet.

CONDITIONNEMENT

Boite contenant une ampoule de 10 ml.
Durée de conservation : 3 ans.

Ne se conserve pas dans les matiéres
plastiques.

DOSES

- Entre 2,5 ml et 10 ml de Lipiodol
(480 mg/ml)

- Entre 2 et 10 ml (maximum 15 ml)
chez 'homme.

VOIES D’ADMINISTRATION

Injection lente par voie intra-artérielle
stricte

PRIX PAR ANIMAL

Prix libre. Prix a titre d’indication : environ
43 € (43,14 €) pour une ampoule de
10 ml.

Soit 2,15 € pour un animal de 5kg ; 4,3 €
pour un animal de10 kg ; 6,45 € pour un
animal de 15 kg ; 8,6 € pour un animal de
20 kg.

LIPIODOL (112

INDICATIONS

Lymphangiographie des noeuds lymphatiques sentinelles,
lymphangiographie indirecte de la thyroide (chien),

Chimioembolisation transartérielle du carcinome

hépatocellulaire au stade intermédiaire (chien),

Embolisation avec colles chirurgicales (homme).

CONTRE-INDICATIONS

Ne pas administrer :

Lors d’hypersensibilité aux esters éthyliques d’acides gras
iodés de I'huile d'ceillette.

De gestation
D’hyperthyroidie avérée.

De lésions traumatiques, hémorragies ou saignements
récents (risque d’extravasation ou d’embolie).

EFFETS SECONDAIRES

Risque d’hypersensibilité ou de choc anaphylactique,
Risques de micro-emboles graisseux
Risque d’hyperthyroidie

Insuffisance hépatique irréversible sévere chez les patients
atteints d’'une hépatopathie sévére. Risque de mortalité lors
d’envahissement tumoral associé a une hépatopathie.

Risque de varices cesophagiennes,
Risque d’insuffisance rénale,
Risque de surinfection de la zone traitée,

Risque d’oblitération totale de I'artére hépatique.

Sources : (Watson et Sterns, 1969 ; Nishikawa, 1979 ; Tachibana et al., 1982 ; Choo et al., 1991 ; Cave et al., 2003 ; Mayer et al., 2013 ;
Guerbet, 2018 ; Bergman et Clifford, 2019 ; Liptak et Boston, 2019 ; Base de données publique des médicaments, 2020c)
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| | LIPIODOL* ULTRA FLUID)

NOMS DE SPECIALITES ET
FORMULATION

Lipiodol Ultra Fluide 480 mg/ml solution
injectable. Guerbet.

CONDITIONNEMENT

Boite contenant une ampoule de 10 ml.
Durée de conservation : 3 ans.

Ne se conserve pas dans les matiéres
plastiques.

DOSES

- Entre 2,5 ml et 10 ml de Lipiodol
(480 mg/ml)

- Entre 2 et 10 ml (maximum
15 ml) chez ’'homme.

VOIES D’ADMINISTRATION

Injection lente par voie intra-artérielle
stricte

PRIX PAR ANIMAL

Prix libre. Prix a titre d’indication :
environ 43 € (43,14 €) pour une ampoule
de 10 ml.

Soit 2,15 € pour un animal de 5 kg;
4,3 € pour un animal de10 kg ; 6,45 €
pour un animal de 15 kg ; 8,6 € pour un
animal de 20 kg.

LIPIODOL @25

EFFETS SECONDAIRES

Détail des effets indésirables selon (Base de données publique
des médicaments, 2020c)
Les effets indésirables sont présentés dans le tableau ci-dessous, par classe de systéme d’organes et par fréquence selon les

catégories suivantes : trés fréquent (= 1/10), fréquent (= 1/100, < 1/10), peu fréquent (= 1/1000, < 1/100), rare (= 1/10 000, < 1/1000),
trés rare (< 1/10 000), de fréquence indéterminée (ne peut étre estimée sur la base des données disponibles).

Classe de systéme d’organes

Fréquence : effet indésirable

Affections du systéme
immunitaire

Fréquence indéterminée : Hypersensibilité, réaction
anaphylactique.

Affections endocriniennes

Fréquence indéterminée : Hyperthyroidie.

Affections du systéme
nerveux

Fréquence indéterminée : Embolie cérébrale,
encéphalopathie hépatique®

Affections respiratoires,
thoraciques et médiastinales

Fréquence indéterminée : Embolie pulmonaire, cedéme
pulmonaire, épanchement pleural, syndrome de détresse
respiratoire aigué, pneumonite®

Affections gastro-intestinales

Fréquence indéterminée : Vomissement, diarrhée, nausée,

pancréatite?, ascite®

Affections hépatobiliaires

Fréquence indéterminée : Cholécystite?, bilome?,
insuffisance hépatique?, infarctus du foie®

Troubles généraux et
anomalies au site
d'administration

Fréquence indéterminée : Fiévre, douleur.

Lésions, intoxications et
complications liées aux
procédures

Rares : Lésions médullaires.
Fréquence indéterminée : Embolie graisseuse.

Infections and infestations

Fréquence indéterminée : Abcés du foie?

Affections de la peau et du
tissu sous-cutané

Fréquence indéterminée : Nécrose cutanée®

2: dans le contexte de la chimio-embolisation trans-artérielle et de I'embolisation trans-artérielle.

INTERACTIONS MEDICAMENTEUSES

- Interaction avec la metformine chez les patients
diabétiques et risque d’acidose lactique par insuffisance
rénale fonctionnelle. Suspension du traitement par la
metformine 48 heures avant la procédure et reprise 2 jours
aprés.

Associations a prendre en compte :

- Bétabloquants, substances vasomotrices, inhibiteurs de
'enzyme de conversion, antagonistes des récepteurs de
I'angiotensine,

- Diurétique,

- Interleukine II.

Sources : (Watson et Sterns, 1969 ; Nishikawa, 1979 ; Tachibana et al., 1982 ; Choo et al., 1991 ; Cave et al., 2003 ; Mayer et al., 2013 ;
Guerbet, 2018 ; Bergman et Clifford, 2019 ; Liptak et Boston, 2019 ; Base de données publique des médicaments, 2020c)
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Annexe 9 : Fiche colorant — Acide 5-
aminolévulinique
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gliolan 2 my/m
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s

NOMS DE SPECIALITES ET
FORMULATION

Hexvix® 85 mg (IPSEN)

Gliolan® 30 mg/ml (MEDAC)

CONDITIONNEMENT

Hexvix® 85 mg: poudre et solvant
(50 ml) — 8 mmol/ml.

Gliolan® 30 mg/ml : Falcon contenant
1,5 g de poudre pour solution buvable.

Durée de conservation (flacon non
ouvert) : 3 ans Gliolan®; 4 ans Hexvix®.
DOSES

Entre 4 & 40 mg/kg chez le chien et le
chat

Hexvix® : 50 ml/50 kg.
Gliolan® : 20 mg/kg

VOIES D’ADMINISTRATION

- Hexvix®: L'intégralité de la solution
(50 ml) est instillée dans la vessie a
l'aide d'une sonde. Attendre
60 minutes avant de vider la vessie
du patient. Réaliser la chirurgie
60 minutes aprés l'instillation.

- Gliolan®: par voie orale trois heures
(entre 2 et 4 heures) avant
I'anesthésie

PRIX PAR ANIMAL
Hexvix®: 412,68 €/flacon
Gliolan®: 1 000 €/flacon

ACIDE 5-

AMINOLEVULINIQUE
(1/3)

INDICATIONS

Carcinomes basocellulaires superficiels (homme),

Détections de tissu vésical malin cystoscopie NIR (Hexvix®)
(homme),

Kératoses actiniques (homme),
Maladies de Bowen (homme),

Visualisations peropératoires du gliome malin de grade lll et
IV(Gliolan®) (homme),

Métastases péritonéales dans le cancer du tractus biliaire
(modéle murin),

Mastocytome buccal (modéle chez le rat),
Méningiome félin,

Tumeur mammaire chez le chien.

CONTRE-INDICATIONS

Ne pas administrer :

Hypersensibilité a la substance active ou aux porphyrines.
Lors de porphyrie aigué ou chronique.

Chez les patients présentant un risque élevé d'inflammation
de la vessie, par exemple dans le cas d'une leucocyturie
modérée a sévere.

Gestation et allaitement

INTERATIONS MEDICAMENTEUSES

Gliolan®: Les patients doivent éviter toute exposition a des agents

photosensibilisants durant

les 2 semaines qui suivent

I'administration.

Sources : (Base de données publique des médicaments, 2007 ; Manzo, 2011 ; Jacquesson et al., 2013 ; Rosin et al., 2015 ; Kushibiki et al.,
2017 ; Osaki et al., 2017 ; Suehiro et al., 2018 ; Base de données publique des médicaments, 2019 ; VIDAL, 2020 ; Medac, 2020a ; Osaki et

al., 2020)
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Gliolan 3o mg/m

S

ACIDE 5-

AMINOLEVULINIQUE
(2/3)

CALCUL DE DOSE GLIOLAN®

La dose recommandée est de 20 mg de 5-ALA HCI par kilogramme de masse corporelle.

Masse corporelle du patient (kg)
75 kg/flacon

Nombre de flacons =

Masse corporelle du patient (kg) X 20 mg/kg
30mg/kg

Volume d'administration (mL) =

PRECAUTIONS D’EMPLOI

Hexvix® :

Possibilité de réactions anaphylactiques/anaphylactoides séveéres.

Exclure la présence d’une inflammation diffuse de la vessie par cystoscopie avant administration du produit
(accumulation accrue de porphyrines et risque plus important de toxicité locale aprés illumination et fausse
image de fluorescence).

L'examen en lumiére bleue ne doit pas étre pratique si la cystoscopie en lumiére blanche décéle la présence
d'une inflammation diffuse de la vessie.

Gliolan® :

Précaution d’emploi chez les patients atteints d’'une insuffisance rénale ou hépatique cliniquement
significative. L'utilisation de médicaments potentiellement hépatotoxiques doit étre évitée pendant les 24h
suivant 'administration du produit

Une distance de sécurité d’au moins 1 cm par rapport aux zones corticales et sous-corticales fonctionnelles
doit étre respectée quel que soit le degré de fluorescence observé chez les patients présentant une tumeur
adjacente a une zone neurologique importante et souffrant d’'un déficit localisé préexistant (par exemple
aphasie, troubles visuels et parésie) n’ayant pas été amélioré par la corticothérapie.

Sources : (Base de données publique des médicaments, 2007 ; Manzo, 2011 ; Jacquesson et al., 2013 ; Rosin et al., 2015 ; Kushibiki et al.,
2017 ; Osaki et al., 2017 ; Suehiro et al., 2018 ; Base de données publique des médicaments, 2019 ; VIDAL, 2020 ; Medac, 2020a ; Osaki et
al., 2020)
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Gliolan s mym

EFFETS SECONDAIRES

ACIDE 5-
AMINOLEVULINIQUE

(3/3)

Classe de systémes d'organe

Fréquence

Effet

Infections et infestations

Peu fréquent

Cystite, sepsis, infection urinaire

Affections hématologiques et du systéme lymphatique

Fréquent

Thrombo-embolie

Peu fréquent

Globules blancs augmentés, anémie

Affections du systéme immunitaire

Indéterminée

Choc anaphylactoide

Troubles du métabolisme et de la nutrition

Peu fréquent

Arthrite cristalline

Affections psychiatriques

Peu fréquent

Insomnie

Affections du systéeme nerveux

Fréquent

Céphalées, hémiparésie, troubles neurologiques,
convulsions, hémianopsie

Peu fréquent

CEdéme cérébral

Tres rare

Hypoesthésie

Affections gastro-intestinales

Fréquent

Nausées, vomissements, constipation, diarrhée

Affections hépato-biliaires

Peu fréquent

Bilirubinémie augmentée, enzymes hépatiques
augmentées

Affections de la peau et du tissu sous-cutané

Peu fréquent

Eruption cutanée

Affections musculo-squelettiques et systémiques

Peu fréquent

Dorsalgie, hypotension.

Affections du rein et des voies urinaires

Fréquent

Spasmes vésicaux, douleurs vésicales, dysurie, rétention
urinaire, hématurie

Peu fréquent

Douleurs urétrales, pollakiurie, impériosité mictionnelle,
trouble du tractus urinaire

Affections des organes de reproduction

Peu fréquent

Balano-posthite

Troubles généraux et anomalies au site d'administration

Fréquent

Fievre (Hexvix®)

Lésions, intoxications et complications liées aux
procédures

Fréquent

Douleur aprés intervention

Peu fréquent

Fievre post-opératoire

Sources : (Base de données publique des médicaments, 2007 ; Manzo, 2011 ; Jacquesson et al., 2013 ; Rosin et al., 2015 ; Kushibiki et al.,
2017 ; Osaki et al., 2017 ; Suehiro et al., 2018 ; Base de données publique des médicaments, 2019 ; VIDAL, 2020 ; Medac, 2020a ; Osaki et

al., 2020)
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Annexe 10 : Fiche colorant — Vert
d’'indocyanine
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(Skrs
NOMS DE SPECIALITES ET
FORMULATION
Infracyanine® 25 mg/ml (SERB)
CONDITIONNEMENT
Poudre et solvant pour solution

injectable.

Durée de conservation: 3 ans. Il est
recommandé  d’utiliser le  produit
reconstitué immédiatement (maximum
6 ha25°C)

DOSES

Chez 'homme (adulte), la dose totale
injectée ne doit pas dépasser 0,5 mg/kg.

Délimitation tumeur :

- De 0,5 mg/kg (chez le chien) a
7,5 mg/kg (chez la souris)

Evaluation perfusion des segments
anastomotiques de [lintestin (chez
I'homme) : injection intraveineuse
peropératoire de 2,5 mg de solution.

VERT
D'INDOCYANINE

(1/2)

INDICATIONS

Lymphangiographie et marquage des noeuds lymphatiques
sentinelles, identification des voies lymphatiques lors du
traitement du chylothorax.

Délimitation des
thyroidectomie,

glandes parathyroidiennes lors de

Délimitation des berges de tissu tumoral,
Angiographie rétinienne,

Etude des vaisseaux choroidiens par angiographies oculaires
en infra-rouge : myopie dégénérative et autres causes de
néovascularisation choroidiennes (homme),

Evaluation de la perfusion de segments anastomotiques de
lintestin (homme),

Détermination du débit sanguin hépatique et de la réserve
fonctionnelle hépatique par des tests de clairance (homme),

Mesure du volume sanguin circulant et du débit cardiaque; la
détermination non invasive (nouveau-né, nourrisson et patient
en unité de soin intensif).

PRECAUTIONS D’EMPLOI

Le risque de réaction allergique impose la surveillance du patient
au cours et au décours immédiat de l'injection du produit et la
disposition a proximité de moyens nécessaires a la réanimation
d'urgence.

Sources : (Wakaiki et al., 2007 ; Gotoh et al., 2009 ; Ishizawa et al., 2009 ; Base de données publique des médicaments, 2013 ; lida et al.,
2013 ; Suh et al., 2015 ; van Manen et al., 2018 ; Fauvril et al., 2019)
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sere

Color-NIR Merge

DOSES (SUITE)

Etude des vaisseaux choroidiens par
angiographies oculaires en infra-rouge
(chez 'homme) : 0,25 a 0,5 mg/kg: en
moyenne 0,35 mg/kg.

Etude du débit sanguin hépatique (chez
I’'homme) :

- Perfusion continue de
0,25 mg/min/m®>  de  surface
corporelle

- Détermination de Ila réserve
fonctionnelle hépatique: 0,5 mg/kg
du poids en injection unique

Mesure du volume sanguin circulant et
du débit cardiaque : Variable selon I'age.
Non décrit chez I'animal.

VOIES D’ADMINISTRATION

- Voie intraveineuse directe.

- Pour la délimitation tumorale ou
des noeuds lymphatiques
sentinelles, injecter au plus
proche de la structure d’'intérét,

- Péri-rectale.

PRIX PAR ANIMAL
100€ /flacon

- Pour un chien de 10 kg :
- 0,5mg/kg : 2 ml, soit 20 €

VERT
D'INDOCYANINE

(2/2)

CONTRE-INDICATIONS

Ne pas administrer :

Il n'y a pas de données fiables de tératogenése chez
l'animal. En conséquence, [I'utilisation de vert
d’'indocyanine est déconseillée pendant la gestation et
pendant la lactation.

Ne pas administrer si une allergie au vert d’indocyanine
est connue.

EFFETS SECONDAIRES

La plupart des effets indésirables signalés sont transitoires:

Effets peu fréquents: nausées transitoires, voire
vomissements

Effets rares: malaise, hyperthermie transitoire,
hypersudation, réactions cutanées (rash cutané, urticaire
ou prurit isolé).

Effets trés rares: cedéme de Quincke, choc de type
anaphylactique aprés  administration de vert
d'indocyanine seule ou aprés administration concomitante
de vert d'indocyanine et de fluorescéine.

Une coloration passagére des téguments est observée en cas
d'injection para-veineuse accidentelle.

ASSOCIATIONS MEDICAMENTEUSES CONTRE-INDIQUEES

Ne pas utiliser avec des solutés de chlorure de sodium, risque de
floculation de la solution.

Sources : (Wakaiki et al., 2007 ; Gotoh et al., 2009 ; Ishizawa et al., 2009 ; Base de données publique des médicaments, 2013 ; lida et al.,
2013 ; Suh et al., 2015 ; van Manen et al., 2018 ; Fauvril et al., 2019)
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Annexe 11 : Tableau de synthése des
indications des colorants en chirurgie
vétérinaire
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Bleu de

Colorants bleus

Colorants utilisés en chirurgie vétérinaire

Agents de contraste en imagerie interventionnelle
(NIR, UV et radiologie interventionnelle)

L Bleu Bleu patenté Bleu de | Bleu de Carmin Bleu .. . , vert . . AC,’de. .
Indications . . . . . , Fluorescéine| Lipiodol | d’indocyanine| 5aminolévulinique
méthylene | isosulfan violet trypan | Bonney @ d’indigo = d’Evans
(ICG) (5-ALA)
Lymphangiographie
(Watson et
Repérage du « VIN . Sterns, o
réseau Véterinar e (Harrell 1969 Deart chez
vmohati Yy = (Nwogu chez Nishik I’homme :
ymphatique D (Beserra et al., , . etal., ishikawa,
rug etal., . I’homme : ) (Knapp et al.,
et . 2016 ; 2008 ; 1979 ; .
marquaqge du Handbook 2002;; Beer et al Zheng Tachibana 2007 ; Fauril
nqoeL?d »,2015;  Worley, 2018) ’ (Tsopelas ‘o o] et al., 2019) (Brouwer et al.,
$ etal., 1982 2012a ; Brouwer
lvmphati Beeretal, 2014) et Sutton, 513 . ’
ymphatique ) ; Liptak et et al., 2012b)
. 2018) 2002) ' “
sentinelle Boston,
2019)
(Manassero,
(Enwiller et 2020)
al., 2003 ; . (Martin,
Chylothorax Radlinsky, Dt’ecr/t chez 2014)
2012) I'homme :
(Lv et al., 2017)
(Prabhu (
et al. . Rosin et al.,
’ (lida et al., i D
) ' (Winer et 2000 ; 2013 : Eward 2015; KUSth.IkI
Résection de Elsen et etal., 2017 ;
y al., (Nakano et etal., 2013 ; Osaki et al
issus ) al., saki et al.,
, 2010 ; Suh , al., 2018) Suh et al., 2017 * Suehiro et
cancéreux 2015; 2015 - Cabon ; Suehiro e
etal., 2015) Roller il 201g) als 2018 Osaki
etal, etal, 2016) | i o1 2020)
2015)
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Colorants bleus

Colorants utilisés en chirurgie vétérinaire

Agents de contraste en imagerie interventionnelle
(NIR, UV et radiologie interventionnelle)

L. Bleu de Bleu Bleu 3 Bleu de Bleu de Carmin Bleu .. " . vert . . AC,’de. .
Indications méthviene  isosulfan patenté trvoan Bonne dindico | d’Evans Fluorescéine Lipiodol | d’indocyanine 5aminolévulinique
y violet vp y g (ICG) (5-ALA)
(Oshitari
et al.,
2001 ;
Plumb, (Barnette,
o 2018) 2018 ; o
Ch/rurg/e er Plumb, 2018 (Wakaiki et
ophtalmique chez Al of al al., 2007)
'’homme : , 2019) K
(Balayre
et al.,
2005)
Glandes (Gordo et
salivaires al., 2020)
Décrit chez
Lambeaux | (Milgram et I'homme :
cutanés al., 2011) (Holm et al.,
2002)
Décrit chez
| homme : Décrit Décrit chez Décrit chez
(Balzan et chez , ;
, _ ) ) 'homme : 'homme :
Voies biliaires | al., 2004 ; I'homme :
. (Mohsen et (van Manen
Ahmed et (Hori, l., 2016 tal., 2018
al., 2019) ai., ) etal., )
2018)

243



Bleu

Colorants bleus

Colorants utilisés en chirurgie vétérinaire

Agents de contraste en imagerie interventionnelle
(NIR, UV et radiologie interventionnelle)

L Bleu de Bleu X Bleu de Bleu de Carmin Bleu .. . ) vert . . AC,’de. .
Indications méthyléne | isosulfan patenté trypan Bonney dindigo | d’Evans Fluorescéine Lipiodol | d’indocyanine 5aminolévulinique
violet (ICG) (5-ALA)
Décrit
chez
Délimitation I’homme : Décrit Décrit (Inoue.,
.de f/ssures,‘ (Steele et chez chez 201?? ;
fistules, abces| (Cruse et al. 2003 : I I'homme : | Joshi et
et autres al., 2009) ’ ’ ) (Christmas al., 2016 ;
trajets Bounds (Duru et of al Liu et al
intratissulaires et al., 2014) 1939)’ 2017)
Endean,
2018)
(Marfuggi et
Greenspan,
Evaluation de 1981 ;
la viabilité Brown, 2012
tissulaire ; Aronson et
Adamantos,
2015)
(2%?)j6u elt?a!., Décrit chez
; Raju ) :
CTest - etal, 2007 F'homme
d’étanchéité : (Hagen et
des sutures | gaile et al., al.,
2010) 2019)
(Choo et
Agent de (Liu et al., 1991 ;
contraste al., Cave et
théranostique 2016) al.,
2003)
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Annexe 12 : Tableau détaillé des
indications des colorants en chirurgie
vétérinaire
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Colorant

Bleu de méthylene

Bleu isosulfan

Bleu patenté violet

246

Utilisation en chirurgie vétérinaire

Colorants bleus

Localisation des ouvertures de fistules
urinaires.

Marquage des glandes parathyroides pour
la visualisation chirurgicale lors de la
parathyroidectomie.

Repérage du réseau lymphatique et
marquage du nceud lymphatique sentinelle.

Délimitation du conduit thoracique lors de
chirurgie de chylothorax.

Test d’étanchéité des sutures.

Repérage du réseau lymphatique et du
nceud lymphatique sentinelle.

Délimitation de fissures, fistules et abceés.

Repérage du réseau lymphatique et du
nceud lymphatique sentinelle, identification
des voies lymphatiques lors de chylothorax.

Référence

(Cruse et al., 2009)

(Feldman, 2009 ; Suh et al.,
2015)

(VIN, 2015 ; Beer et al., 2018)

(Radlinsky et al., 2002 ;
Radlinsky, 2012)

(Raju et al., 2006 ; Raju et al.,
2007 ; Saile et al., 2010)

(Nwogu et al., 2002 ; Worley,
2014)

Décrit chez 'homme :

(Steele et al., 2003 ; Bounds et
Endean, 2018)

(Beserra et al., 2016 ; Beer et
al., 2018 ; Manassero, 2020)



Colorant

Bleu de trypan

Bleu de Bonney

Carmin d’indigo

Utilisation en chirurgie vétérinaire

Mesure de la viabilité cellulaire in vitro.

Visualisation de la capsule du cristallin lors
de chirurgie de la cataracte.

Coloration de la membrane limitante interne
de la rétine lors de vitrectomie
(dégénérescence maculaire).

Délimitation de fistule lacrymale.

Evaluation de la perméabilité des trompes
de Fallopes, mise en évidence des fistules
vésicovaginales, chirurgie des sinus.

Repérage du réseau lymphatique et du
nceud lymphatique sentinelle.

Localisation des orifices urétéraux, uretéres
et communications fistulaires lors de
prostatectomie ou d’urétérotérostomie
assistée par robot.

Délimitation des voies urinaires hautes,
d’obstruction d’oviducte, localisation des
carotides internes.

Référence

(Oshitari et al., 2001 ; Plumb,
2018)

Description chez ’'homme :

(Balayre et al., 2005)

Décrit chez 'homme :

(Duru et al., 2014)

Décrit chez 'homme :

(Christmas et al., 1989)

Décrit chez 'homme :

(Tsopelas et Sutton, 2002)

Décrit chez 'homme :

(Shir et Raja, 1993 ; Eren et
al., 1995 ; Gousse et al., 2000)

(Inoue, 2013 ; Joshi et al.,
2016 ; Liu et al., 2017)
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Colorant

Bleu d’Evans

Fluorescéine

248

Utilisation en chirurgie vétérinaire

Repérage du réseau lymphatique et du
nceud lymphatique sentinelle.

Délimitation du conduit thoracique lors de
chirurgie de chylothorax.

Délimitation du tissu tumoral lors de tumeur
intracranienne.

Délimitation de carcinome urothélial de la
vessie.

Différenciation peropératoire tissu sain/tissu
tumoral dans le cadre d’hémangiomes
hépatiques.

Agent de contraste théranostique dans le
traitement du diabéte de type 2.

Référence

(Harrell et al., 2008 ; Zheng et

al., 2013)

(Martin, 2014)

(Prabhu et al., 2000 ; Roller et
al., 2015)

(Elsen et al., 2015)

(Zheng et al., 2013)

(Liu et al., 2016 ; Chen et al.,
2016)

Agents de contraste en imagerie interventionnelle

(NIR, UV et radiologie interventionnelle)

Evaluation de la viabilité des tissus en
chirurgie digestive.

Neurochirurgie : délimitation des tissus
tumoraux.

(Marfuggi et Greenspan, 1981
; Brown, 2012 ; Adamantos,
2015)

(Nakano et al., 2018)



Colorant

Fluorescéine
(suite)

Lipiodol

Vert d’indocyanine

Utilisation en chirurgie vétérinaire

Chirurgie ophtalmique.

Délimitation des voies biliaires.

Repérage du réseau lymphatique et du
nceud lymphatique sentinelle.

Agent de contraste théranostique dans le
cadre de carcinome hépatocellulaire.

Repérage du réseau lymphatique et du
nceud lymphatique sentinelle.

Evaluation du débit sanguin peropératoire
du systéme neurovasculaire pendant
l'angiographie.

Evaluation des changements de la
microcirculation pré et postopératoire du
lambeau cutané.

Délimitation des voies biliaires.

Test d’étanchéité des sutures.

Référence

(Barnette, 2018 ; Plumb, 2018
; Ali et al., 2019)

Décrit chez 'homme :

(Mohsen et al., 2016)

(Watson et Sterns, 1969 ;
Nishikawa, 1979 ; Tachibana
et al., 1982 ; Liptak et Boston,

2019)

(Choo et al., 1991 ; Cave et al.,
2003)

(Knapp et al., 2007 ; Fauvril et
al., 2019)

Décrit chez 'homme :

(Norat et al., 2019)

Décrit chez ’lhomme :

(Holm et al., 2002)

Décrit chez 'homme :

(van Manen et al., 2018)

Décrit chez 'homme :

(Hagen et al., 2019)

249



Colorant Utilisation en chirurgie vétérinaire Référence

Chirurgie ophtalmique. (Wakaiki et al., 2007)

Décrit chez 'homme :
Vert d’indocyanine | Localisation de sténose urétérale lors d'une

(suite) urétérotérostomie assistée par robot.
(Z. Lee et al., 2013)
(lida et al., 2013 ; Eward et al.,
Délimitation du tissu tumoral. 2013 ; Suh et al., 2015 ; Cabon

et al., 2016)
Décrit chez 'homme :

Repérage du réseau lymphatique et du

nceud lymphatique sentinelle.
(Brouwer et al., 2012a ;

Brouwer et al., 2012b)

(Rosin et al., 2015 ; Kushibiki
et al., 2017 ; Osaki et al., 2017

Délimitation du tissu tumoral. . Suehiro et al., 2018 : Osaki e

al., 2020)
. Décrit chez 'homme :
Acide 5-
aminolévulinique Délimitation de tumeur intracranienne.
(par administration per os uniquement ; (Stummer et al., 1998 :
oD eRrsbiie) Stummer et al., 2006 ; Moiyadi
et al., 2014)

Décrit chez 'homme :

Identification des tissus tumoraux lors de
carcinome urothélial de la vessie.

(Jocham et al., 2008)

Délimitation des parathyroides. (Gahlen et al., 2001)
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L’UTILISATION DES COLORANTS EN CHIRURGIE
VETERINAIRE

Sarah SILVERE
RESUME :

Dans tous les domaines de la médecine, mais peut-étre plus encore en chirurgie, le développement
de nouvelles techniques améliorant la réalisation et la précision du geste chirurgical est au cceur des
recherches actuelles. Cela concerne également les domaines de la médecine et de la chirurgie des
carnivores domestiques. En effet, les demandes des propriétaires et I'avancée des techniques
chirurgicales, en lien le plus souvent avec celles réalisées en chirurgie humaine, sont en plein essor.
Tel est le cas de I'utilisation des colorants, au cours des actes chirurgicaux, destinés tant aux
praticiens généralistes qu’aux spécialistes. Les techniques colorimétriques peropératoires sont
facilement applicables, avec des colorants ou des fluorochromes utilisant des systéemes lumineux
nouveaux telle que la spectroscopie du proche infrarouge (NIR) ou de l'ultraviolet (UV). Ces
techniques permettent de visualiser les Iésions ou tissus a traiter et, ainsi, assurer une sécurisation
de l'acte chirurgical et du résultat obtenu. Cette thése est consacrée a I'utilisation actuelle des
colorants en chirurgie vétérinaire en réalisant une synthése bibliographique de la littérature
disponible, compte tenu de I'absence de méta-analyse sur ce sujet dans les sciences vétérinaires.
Aprés avoir décrit les différentes familles de colorants et fluorochromes disponibles dans le monde
médical, I'étude est ensuite portée sur la pratique actuelle en chirurgie vétérinaire avec les
différentes indications et protocoles d'utilisation des colorants tels que les colorants bleus, la
fluorescéine, le vert d’indocyanine ou encore le Lipiodol, I'acridine orange et l'acide 5-
aminolévulinique. Enfin, des fiches de synthése d’utilisation de ces différents colorants ont été
établies, offrant ainsi au chirurgien vétérinaire les points clés de chaque molécule pour son
application chirurgicale. Les utilisations des colorants et fluorochromes en chirurgie sont multiples :
lymphangiographie peropératoire, oncologie, évaluation de la viabilité tissulaire, chirurgies des
glandes salivaires et chirurgies ophtalmologiques, etc. Leurs effets secondaires sont connus :
cancérogenése, allergies et anaphylaxie, toxicité tissulaire et cellulaire, interactions
médicamenteuses. Ces molécules colorantes, dont l'utilisation est courante en chirurgie humaine,
sont prometteuses dans l'aide chirurgicale qu’elles peuvent apporter aux vétérinaires. Le
développement de nouvelles molécules, tels que les colorants ciblés et fluorochromes activables
complétera ainsi I'arsenal thérapeutique et chirurgical humain et vétérinaire de demain, en
minimisant les effets secondaires des colorants actuels tout en améliorant la délimitation de
structures tissulaires d’intérét.
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THE USE OF DYES IN VETERINARY SURGERY

Sarah SILVERE
SUMMARY:

In all fields of medicine, but perhaps even more so in surgery, the development of new techniques
improving the execution and precision of the surgical gesture is at the heart of current research. This
also applies to the fields of small animal veterinary medicine and surgery. In the same way as the
progress made in human surgery, owners' expectations as well as surgical techniques advances in
veterinary science are booming. One of the best examples is the use of dyes during surgical
procedures, intended for both general practitioners and specialists. Intraoperative colorimetric
techniques are easily applicable with the use of dyes or fluorochromes combined with near infrared
(NIR) or ultraviolet (UV) spectroscopy. These techniques help the surgeon to visualize lesions or
tissues requiring resection and thus ensure the safety of the surgical procedure and the result
obtained. Given the absence of meta-analysis on the current use of dyes in veterinary surgery, this
work goes over an extended bibliographic study of the scientific literature. The first section of the
manuscript describes the different pharmacological families of dyes and fluorochromes available in
the medical world. In the following section, the study focuses on the different indications and
protocols using dyes such as blue dyes, fluorescein, indocyanine green or Lipiodol, acridine orange
and 5-aminolevulinic acid in veterinary surgery. This work offers summary sheets of the key points
and veterinary surgical applications of each dye studied throughout this paper. The use of dyes and
fluorochromes in surgery are numerous: intraoperative lymphangiography, oncology, tissue viability
assessment, salivary gland surgery, eye surgery, etc. Their side effects are well known:
carcinogenesis, allergies and anaphylaxis, cellular and tissue toxicity, drug interactions. These dyes
which are commonly used in human medicine, are promising tools in veterinary surgery. Finally, this
manuscript ends with a review of the development of new dyes such as targeted-NIR fluorescent
and endogenous-activatable fluorescent probes and their potential in veterinary surgery by
minimizing the side effects of current dyes while improving the delineation of tissue structures.

KEYWORDS: DYES, FLUOROCHROMES, VETERINARY SURGERY, DIAGNOSTIC IMAGING,
INTRAOPERATIVE DIAGNOSIS.
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