Colette BEL-VIOT

LA CAPACITE SECRETOIRE MAXIMALE
DE LA BROME SULFONE PHTALEINE

Etude expérimentale chez le rat

O

Thése de Doctorat es Sciences Naturelles
soutenue a Lille, le 1¢r Juillet 1969
sous la présidence de Monsieur le Professeur MONTREUIL




INTRODUCTION

et

TRAVAUZX ANTERIEURS,




L'exploration systématique des multiples fonctions du
parenchyme hépatique n'est encore qu'i peine ébauchée, et le plus
souvent on a recours 3 des procédé@s indirects. C'est ainsi que sont
utilisées dans le "bilan hépatique'" des déterminations aussi diver-
ses que le temps de QUICK, le taux sanguin de certains enzymes telles
les transaminases, et la courbe d'hyperglycémie provoquée.

L'étude de la fonction biliaire repose sur la mesure de
la cholérése, qui n'est abordable valablement que chez l'animal, et
sur des méthodes de clearances kupfférienne ou parenchymateuse. C'est
trés certainement la recherche de 1'@puration sanguine d'un colorant,
la brome sulfone phtal€ine (3.5.P.) qui a donn& lieu au plus grand
nombre de travaux, tant chez 1'animal que chez 1'Homme. Toutefois,
d'une fagon habituelle, les auteurs se sont limités 3 la détermina-
tion de la dispariticn sanguine ou de 1'excrétion biliaire du colo-
rant aprés injection d'une dose unique de B.3.P.; ce procédé intdres-
sant en raison de sa simplicité a 1'inconvénient majeur d'une
faible sensibilit&; c'est ainsi que des l&sions hépatiques impor-
tantes déterminées par le tétrachlorure de carbone n'ont qu'un reten-
tissement minime sur 1'épuration de la B.S.P. On a donc &td conduit
i la mise au point d'une mBthode permettant de mieux apprécier la
valeur du parenchyme hé&patique, en recherchant la capacité sécrétoire
maximum du colorant. Cette notion est apparue dds 1947 et depuis lors
a donné lieu i de nombreux travaux; il nous est apparu toutefois que
le probléme avait surtout &té abordé par le biais de 1la disparition
sanguine de la B.S.P, et que l'excrétion biliaire quantitative et
qualitative n'avait gudre &té explorée., Nous avons tenté de complé-
ter les domnnées acquises jusqu'i ce jour, en &tudiant de fagon sys-
tématique et en expériences de longue durée, 1'élimination de 1la
B.S5.P. par la voie biliaire lors de l'administration continue du

colorant i débit cocmstant,




~I- NOTION DE CAPACITE SECRETOIRE MAXIMUM DE LA BROME SULFONE
PHTALEINE - METHODES DE MESURE.

C'est en 1947, que M.F, MASON &voque pour la premiére fois
la notion de mesure du maximum d'excrétion d'une substance dont 1'éli-
mination est principalement biliaire. Par analogie avec la détermina-
tion de la "masse tubulaire active" (Tm) qui représente une estimation
de la fonction tubulaire maximum (sécrétion ou fésorption) au niveau
du rein, il propose la recherche de la "masse hépatique fonctionnelle"
ou Lm qui serait une représentation de la capacité excrétoire maxima
d'une substance donnée, par exemple la brome sulfone phtaléine,

Le principe de la méthode est simple : si 1'on injecte
par voie intraveineuse, & vitesse constante, une substance de fagon
d ce que son taux sanguin soit stable, on peut dire que les quantités
excrétée et injectée, pendant une méme période, sont &gales., Si 1l'on
tient compte de 1'élimination par la voie rénale, on pourra donc déter=-
miner, par dosages uniquement sanguins, la Im.

Comme pratiquement il est difficile d'obtenir une concen-
tration plasmatique constante, on aura intérét 3 faire une correction
liée 3 1'accumulation (ou 3 la déplétion) sanguine.

M.F. MASON, G. HAWLEY et A, SMITH (1948) ont &tudié par
cette méthode la Im chez le chien qui regoit la solution de B.S.P.
par la saphéne, Apré&s une dose de charge de 15 i 30 mg/kg, 1l'infusion
continue est commencée 3 raison de 0,45 mg/kg/minute et dure 30 3 60
minutes. Des ponctions veineuses a4 intervalles réguliers permettent
de déterminer la concentration sanguine du colorant. La correction
urinaire est faite par détermination de 1l'élimination rénale de la
B.S.P. , mais ces pertes restent minimes chez le chien (0,5 3 1 p., 100

de la dose injectée).




Enfin, pour tenir compte de la variation de concentration
sanguine, il faut déterminer la masse plasmatique ; celle-ci est cal-
culée 3§ partir de la masse sanguine, considérée comme &gale & 9 p. 100
du poids corporel, et de 1'hématocrite que 1'on mesurc selon le proci-
dé classique,

L'exemple tir@ de ce travail initial résume la procédure

employée par 1'auteur :

CHIEN : 10,900 kg

9
Volume sanguin : 10,900 x"i'aa' = 981 ml

Hématocrite : 40,7 p. 100

081 x (M) = 588 ml

Volume pl ti :
plasmatique 100

Surface corporelle : 0,55 m2

B.S.P, - dose de charge : 30 mg/kg

~ perfusion * 5,8 mg/minute

Période considérée : - 56 minutes

- 325 mg de B. 5. P, injectée

B.S.P. plasmatique : - début : 23,6 mg pour 100 ml
- fin : 28,0 mg pour 100 ml

- variation : + 4,4 mg par 100 ml
588
100

Accumulation de B, S, P, dans le plasma : 4,4 x =25,9 mg
Pertes urinaires : 2,8 mg

Dose injectée (aprés correction) : 325 - (25,9 +2,8) = 296,3 mg

296, 3
Lm : 56 x 10,9 0,48 mg/kg/minute
H

296, 3 2
P-4 T E, .
*36 x 0,55 9,6mg/hg/m/~nwuh..




Sur un lot de 10 chiens normaux, pesant entre 8,200 et
20,400 kg, la valeur moyenne de la Im est 0,44 mg/kg/minute (valeurs
limites : 0,33 - 0,49)., La reproductibilité est assez satisfaisante
puisque pour 6 déterminations sur un méme animal on a une valeur
moyenne de 0,47 avec corme limites : 0,42 et 0,52, soit environ plus
ou moins 10 p. 100,

En 1949, A.I. MENDELOFF, P, KRAMER, F.J. INGELFINGER et
S.E, BRADLEY &tudient les facteurs capables de modifier 1'épuration
sanguine de la brome sulfone phtal€ine apré&s simple injection intra-
veineuse du colorant., En &tablissant, chez 1'Homme, la variation des
concentrations sanguines de la B,5.P. en fonction du temps, ces au-
teurs montrent qu'une seconde injection (30 minutes apr@s la premidre)
est suivie d'une disparition beaucoup moins rapide du colorant. Il
existe donc dans ces conditions, un phénoméne de "saturation" qui
n'est pas observé lorsque les deux injections sont séparées par 4
heures. Parmi les hypoth@ses &voquées pour expliquer ce phénoméne
est particuliérement retenue, pour un foie normal, 1'administration
d'une dose trop forte de colorant, mais des mécanismes tri3s diffé-
rents comme les ré-infusions sanguines 3 partir des zones de capta-
tion extra-hépatiques ou une diminution du flot sanguin trans-hépa-
tique sont &€galement envisagés, Selon les auteurs, la "saturation"
ainsi envisagée n'est pas un mode satisfaisant d'étude quantitative
du fonctionnement hépatique parce que cette "saturation" est dépen-
dante de la concentration plasmatidue de la B.S.P, et parce que

1'excrétion biliaire du colorant est totalement négligée.

A.E. LEWIS (1950) a tenté@ d'adapter la méthodologie de
la clearance rénale 3 la fonction biliaire. La difficulté réside dans
1'impossibilitd, chez 1'Homme, de recueillir la bile, donc de connal-
tre la quantité de substance s&crétée; par conséquent, il est néces-
saire de se baser sur les quantités injecties. La méthode de MASON
et Coll. est rejetée car elle comporte une évaluation trop approxi-

mative de la masse sanguine, Troils procédés sont retenus ayant pour




base, la mesure de 1'augmentation par unité de temps du taux plasma-
tique du colorant lorsque la 3.S.P. est inject@e 3 une ou plusieurs
vitesses supérieures i la capacité hépatique d'extraction : incrément
proportionnel, incrément en s@ries, méthode graphique (cette derniére
méthode étant utilisée lorsque les autres donnent des résultats dif-
férents selon les concentrations plasmatiques).

En désignant par C la clearance (ml/mn/kg) - P la concen-
tration plasmatique (mg/100 ml) - Qe et R les quantités respective-

ment excrétée et injectéde par minute (en mg), on peut &crire :

CxP=¢ =R

R .
P= <

qui montre que si C est une constante, P est une fonction
linéaire de R, Expérimentalement, chez le lapin, cette relation est
vérifiée ; la courbe représentative de la fonction P = f(R) est bien
une droite passant par l'origine, ce qui conduit 3 reconnaltre °
1'absence de seuil d'excrétion mais aussi 1'absence de clearance com-
pléte pour un seul passage sanguin, La pente de la courbe, c'est-a-
dire C, est de 16,2 ml/mn/kg chez 1'animal nourri, de 9,9 chez 1l'eni-
mal & jeun, avec des déviations standards respectivement de 3,0 et 1,7,

Les clearances fractionnelles-% (ol V repré@sente 1l'espace
de diffusion de la B.S5.P., c'est-3~dire sensiblement le volume plasma-
tique) sont déterminées en tenant compte des concentrations plasmati-
ques au début (P) et 3 la fin (P') de 1'intervalle % et en valeur
moyenne (Pm) pendant ce méme intervalle (approximativement Pn = Q/PP');
la période utilisée est en principe située aprds l'arrét de 1l'infusion
continue, ce qui est une généralisation du calcul initial prévu pour

une injection unique de colorant,




Les valeurs obtenues sont de 0,344 e 0,113) pour 1'ani-
mal nourri, de 0,219 e 0,052) pour 1l'animal 3 jeun.

Enfin, la capacité excr@toire maximum (Im) est déterminée
par calcul ou graphiquement, par extrapolation de la droite représen-

tative de -gg’é f(R).

La valeur moyenne est de 1,004 mg/mn/kg e 0,104) avec
des chiffres de 1,042 pour 1'animal nourri et de 0,977 pour 1l'animal
a jeun; le coefficient de variabilité trés faible objective la grande

constance de la Im d'un animal 3 un autre.

R.W. BRAUER et R.L. PESSOTTI (1950) font chez le chien
une importante &tude de l'excrétion biliaire de la B.S.P. administrée
par infusion continue., L'injection intraveineuse & vitesse constante
détermine 1'apparition dans un délai d'environ 2 heures d'une concen-
tration sanguine stable, L'épuration sanguine est alors égale i la
quantité de colorant injectée et peut &€tre exprimée en pourcentage
de B.S.P. circulante extraite chaque minute. Lorsque la vitesse d'in-
jection est inférieure 3 0,16 mg/kg/mn, ce taux d'extraction est d'en-
viron 15 p. 100 et pratiquement indépendant de la quantité infusée par
unité de temps,

La concentration biliaire du colorant augmente avec la
vitesse d'infusion mais ne dépasse pas 9,3 z 0,9 g/l. Ce maximum est
obtenu pour les injections d'un taux &gal ou supérieur 3 0,16 mg/kg/mn.

Le tableau -I- donne le résumé des ré&sultats obtenus par

1'administration de B.S.P. 3 des taux compris entre 75 et 320 pug/kg/m,




Taux d'infusion pg/kg/mn. 75 - 160 160 - 210 210 - 320

% de B.S.P. circulante , 15 . 857 + 6,9

extrait par minute - 0,69 -:0,35 - 0,35
B.S.P. biliaire , 6,1 . 92 . 93
g/l. - 1,22 - 0,63 - 0,9

Rapport B.S.,P, biliaire + 3333 - ;gZZ . ;z,é
B.S.P, plasmatique s ’ ’

100 (B.S.P. excrétée) :4;,2 . 42,2 + 42,2
B.5.P. injectée ’ ’ ’

% B.S.P. dans le foie 16,5 12,6 21,5

: 8,0-22 6,2=-25 13-30

% retrouvé de la B.S.P. 49,8 58,7 66,5

totale 47-55 46-66 58-75

Tableau -I-
(d'aprés R.W. BRAUER et R.L. PESSOTTI(1950)
- les valeurs précédées de : correspondent 3 1'&cart type de la moyenne

-~ les valeurs séparées par - sont les valeurs extrémes observées.




Il est aussi 3 noter que plus la vitesse d'injection est

bile

grande plus le gradient de concentrationA;TEEEZ est faible tandis

’
que la B.S.P. récupérée dans la bile est comprise entre 40 et 50 p. 100
de la dose injectée.

Les données ainsi recueillies sont extrémement importantes ;
montrant l'existence d'une concentration maxima du colorant dans la bile,
elles soulignent aussi les possibilités considérables de stockage dans
les différents tissus et particuliérement le foie,

L'absence de rapport &troit entre captation et excrétion
du colorant fait que la notion de Tnax de la physiologie rénale ne peut

8tre transférée intégralement dans le domaine hépato-biliaire.

J.C.M. VERSCHURE (1952) reprend la technique de MASON et
Coll. (1948) et 1l'applique 3 1'Homme. Les seules différences sont dans
les doses injectées (charge : 1 3 2 mg/kg - infusion : 25 mg/m) et
dans 1'estimation du volume plasmatique (50 ml de plasma pour 1 kg de
poids corporel). La valeur moyenne de la Im déterminéec sur 29 sujets
normaux est de 18,3 mg/mn avec une déviation standard de 1,6 mg. Cette
grande constance et les modifications de la Lm sous 1'influence des
altérations du parenchyme hépatique montrent tout 1'int&rét de cette
détermination.pour explorer la fonction biliaire, Au contraire, la
clearance hépatique de la B.S,P. chez 1'Homme apparalt comme tré&s sen-
sible 3 la concentration plasmatique du colorant et par contre modifiée
de facon fort inégale dans les l&sions parenchymateuses,

Cette variabilité de la clearance en fonction de la vitesse
d'injection du colorant a &té retrouvée chez 1'Horme par H. WINKLER et
C. GRAM (1965).
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B. COMBES, H.0. WHEELER, A.W. CHILDS et S.E, BRADLEY (1956)
distinguent les deux phases succesives d™accumulation" et de "transfert".
La premiére consiste en une captation rapide de la B.S.P. par les dif-
férents tissus et particulirement par le parenchyme hépatique, tandis
que la seconde correspond au moins en partie, 3 l'excrétion biliaire
du colorant, En déterminant le débit sanguin splanchnique (par le rose
bengale marqué) et la concentration sanguine de la B.S.P,, il est pos-
sible de faire 3 chaque instant le bilan de la répartition du colorant
dans 1l'organisme et en particulier d'en déterminer la captation hépa-
tique ; celle-ci augmente en m@me temps que le taux artériel de la
B.S.P, jusqu'd un maximum compris entre 0,9 et 1,4 mg/mn/10 kg de poids
corporel (chez le chien). Ce phénoméne est 3 rattacher 3 1'existence
d'une capacité limit8e de transfert ou transfert maximum (T par analogie
avec le terme utilisé& par SMITH et Coll, en physioclogie rénale). Les
auteurs notent que les valeurs cbtenues sont nettement plus faibles que
celles de la Lm de MASON et Coll., (1948) et pensent que les différences
s'expliquent par 1'importance des captations extra-hépatiques lorsque

les taux sanguins sont trd@s &levés,

C'est en 1958 et 1960, que STANLEY E. BRADLEY et son Ecole
(4,0. WHEELER, J.I. MELTZER, R.M., EPSTEIN et S.E. BRADLEY - 1958,
H.0. WHEELER, R.M, EPSTEIN, R.R. ROBINSON et E.S. SNELL - 1960, H,O.
WHEELER, J.I. MELTZER et 8,E. BRADLEY - 1960, S.E, BRADLEY - 1960)
mettent au point une méthode simple, utilisable en clinique humaine, de
détermination du Tn., Les &tudes ont été réalisées sur le chien anesthé-
sié et sur 1l'animal vigile, chez 1'Homme normal et chez des sujets
atteints de diverses affections h@patiques. Chez le chien anecsthésié,
on administre en continu le colorant et on détermine la captation hépa-
tique par mesure simultanée du débit sanguin hépatique, de 1la différence
entre les concentrations de la B.S.P. dans les artéres et dans les veines

sus—-hépatiques et des variations du taux artériel du colorant.




On utilise 1la nomenclature suivante @

R : captation hépatique de la B.S.P. (mg/mn)

F : débit plasmatique hépatique (ml)ww)

A : concentration artérielle de la B,S.P. (mg/ml)

V : concentration de la B. S. P, dans le sang sus-hépatique (mg/ml)

AP/ At : variation de concentration dans le plasma artériel (mg/ml/mn)

SPV : volume plasmatique splanchnique (2/10 du volume plasmatique total) (ml)

- _ ) _4P
R =F (4-V) =55 % 5PV

En modifiant brutalement ou progressivement le taux sanguin
de la B.S.P., on observe une variation de méme sens de la captation
hépatique du colorant. La d&termination de la captation extra~hépatique
a été faite dans un certain nombre d'expériences ; elle est faible et
en valeur moyenne de 9,2 7 de la quantité de colorant injecté,.

La B.S.P. captée par le foie est en partie stockée dans le
parenchyme et en partie excrétée dans la bile, On peut penser que le
stockage est, au moins dans certaines limites, proportionnel 3 la concen-
tration plasmatique, tandis que 1'excrétion connalt un plafond ou .

En désignant par S la capacité de stockage en valeur relative (mg de
3.5.P. par mg/100 ml de concentration plasmatique) ou volume de distri-

bution hépatique de la B.S.P. , on peut écrire :

AP |
R .’HTI*'SE

La mesure du flux sanguin hépatique est un obstacle 3
1'utilisation de cette méthode., C'est pourquoi, il est intéressant de
négliger la captation extra-hépatique, ce qui permet de dire que :

AP,

R = I~ PVZI%

ot : I : taux d'infusion de la B.S.P. (mg/mn)
PV : volume plasmatique (en centaine de ml)
d'ou :
_ AV
I—m+(S+PV)ZT§
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En utilisant deux vitesses d'injection on obtient deux
€quations permettant de déterminer S et Tm . En pratique trols taux
d'infusion sont utilisés, ce qui permet de vérifier la lindarité de

la relation entre R et 45{; La représentation graphique de R en fonc-

&t
!
tion de é&% ‘permet facilement de déterminer TFn et S (pente de la
droite).
Chez le chien anesthésié, on a :
T = 1,73 = 0,45 mg/mn/10 kg
§ =19,7 % 6,8"hg/10001/10 k.
Dans 1'espice humaine :
- homme : T = 9,5 = 1,9 mg/mn
s = 67 L8 mg/mg/100 ml
- femme Im = 7,1 : 0,8 mg/mn
S = 57 I 19 mg/mp/100 ml
- tous sujets : Tn = 8,6 : 1,9 mg/mn
S = 63 I 25mg/mg/100 ml.

Chez le chien anesthésié, on a déterminé simultznément le
taux biliaire d'excrétion de la B.S.P., qui a été trouvé valcir en
moyenne 87,5 z 13,4 Z de la Tm. On a souvent noté que ce taux diminue
progressivement apr3s 2 i 3 heures d'excrétion au taux maximum, sans
qu'une explication satisfaisante du phénomdne puisse &tre trouvée.

Enfin, les auteurs notent que lorsque 1l'expérience se pro-
longe et que de fortes doses de B.S.P, sont injectées, on peut obser-
ver une diminution importante de la cholérdse et de l'excrdtion du co-
lorant ce qui fait qu'une notion de toxicité@ relative peut &tre déga-
gée, pouvant se traduire, outre les modifications fonctionnelles ci-

dessus mentionnées, par une duodénite hémorragique.




L.J. SCHOENFIELD, W, T, FOULK et H,R., BUTT (1964) reprennent la mé-~
thode de WHEELER et Coll, pour déterminer Tn et S chez l'homme, avec
une mesure du volume plasmatique par 1'albumine marquée 3 1'iode 131.
En 1l'absence de 1ésion hépatique, ils obtiennent pour T 8,2 : 2,9
mg/mn et pour S 60,6 z 27,7 mg/mg/100 ml plasma, c'est-3-dire des
valeurs identiques 3 celles des auteurs pré&cédents. Chez les sujets
atteints de cirrhose ou présentant ume obstruction des voies biliaires
Tn et S sont beaucoup plus faibles que chez les témoins (respective~
ment 2,7 3 3 et 12,2 3 18,9). On peut d'ailleurs observer des modifi= . -
cations de T et de S alors que les autres tests de la fonction hépa-
tique sont normaux, ce qui montre la sensibilité et 1'intérét de la

méthode,

Dans un cas, L.J, SCHOENFIELD, D.B. McGILL et W.T. FOULK
(1964) ont pu simultanément recueillir la bile par fistule chronique
du cholédoque et y mesurer la B,S.P. excrétde ; cette derniére ne
représente que 82,8 a 89,7 p. 100 de la Tn, ce qui correspond trés
exactement aux constatations de WHEELER et Coll. (1960) chez le chien;
la différence observée s'explique peut-8tre par l'existence d'autres
voles d'élimination du colorant, dont 1l'importance augmenterait lors-

que la fonction biliaire serait déprimée.

Plus récemment (1966) R.H. ADAMS, J. GORDON et B. COMBES
ont montré que la méthode de WHEELER pouvait &tre simplifiée et ne
comporte® que deux périodes d'infusion.

C.D. KLAASSEN et G.L. PLAA (1967) proposent une méthode
simple pour déterminer 7n et S chez de petits animaux ne pouvant
supporter quatre ponctions sanguines pour chaque taux d'infusion de
la B,S.P. Ils utilisent un seul rythme d'injection (2,5 3 3,5 mg/mn/
kg) pendant 90 minutes et déterminent le volume plasmatique par 1'al-
bumine marquée 3 1'Iode 131. Les valeurs obtenues sont rapportées

dans le tableau -II~ ,




In S
ng/mn/kg mg/mg/100ml/kg
CHIEN 0,17 ) 2,4
LAPIN 1,05 0,55
RAT 0,97 0,47

Tableau ~II-
(d'aprés C.D. KLAASSEN et G,L. PLAA -1967)

Chez le chien, elles ne différent pas de fagon significa~-
tive de celles données dans les mémes expériences par la méthode de
WHEELER.

Chez le rat et le lapin, on obtient les mémes Tm et S avec
les deux taux d'infusion du colorant (2,5 et 3,5 mg/mn/kg) ; de plus,
on retrouve un méme T en mesurant 1l'excrétion biliaire de la B.S.P.
La méthode proposée semble donc intéressante, particuliérement chez
le rat, qui est 1l'animal le plus utilisé pour les &études de la fonc-
tion biliaire.

Parmi les facteurs qui tiennent sous leur dépendance la
capacité sécrétoire maxima de la B.S.P., une place doit &tre faite
aux &changes de colorant entre le foie et le sang., L'injection de
B.S.P. chez un chien dont le foie a stocké de la B.S.P. marquée abou-
tit en effet 3 une augmentation de la radioactivité sanguine ce qui
traduit une libé&ration du produit stocké en direction de la voie san-
guine (B. NORBERG, Z. SENNING et G. WILLIAM-OLSSON - 1962), Cette
résorption se fait peut &8tre 3 partir des voies biliaires. L'expéri-
mentation de F. BEGON et C. BOHUON (1965) menée chez le lapin démontre
en effet que 1'injection d'une solution concentrée du colorant dans
le canal hépato-cholé&doque détermine une apparition de la B.S.P. dans

le sang, A 1'é@tat normal, l'excrétion de diverses substances et en
g ’




particulier celle de la 3.5.P. serait un ph&nomine de sécrétion-
réabsorption dépendiant du gradient de concentration bilio-plasmatique;
ce facteur, s'il existe dans les conditions normales d'é&limination
biliaire, doit certainement jouer un rdle important dans le cas de la
B.S.P, dont la concentration biliaire est toujours trés &levée par
rapport 3 son taux plasmatique. Il est vraisemblable que chez 1'homme,
dans les conditions habituelles de mise en oeuvre du test i la B.S.P.
chez le sujet 3 voie biliaire libre, le reflux bilio-plasmatique est
négligeable , c'est au moins ce qui résulte de 1'analyse mathématique
des courbes d'excrétion (F. BEGON - 1966).

La résorption du colorant 3 partir de 1'intestin existe
certainement lorsque des doses fortes sont utilisées (S.H. LORBER et
Coll, ~ 1953), Par contre, chez l'homme, lorsque 5 mg par kg de B.S.P.
sont administrés par voie gastrique ou duodénale, le colorant n'est

jamais retrouvé dans le sang (C.A, OWEN - 1951),
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-II- VARIATIONS PHYSIOLOGIQUES ET EXPERIMENTALES DE LA CAPACITE

SECRETOIRE MAXIMA DE LA B,S.,P, ET DE LA CAPACITE DE

STOCKAGE HEPATIQUE.

A- AUX DIFFERENTES ETAPES DE LA VIE
En utilisant la méthode de WHEELER chez des hommes
d'ages compris entre 18 et 69 ans, U, SKAUNIC, V, NERAD et J. JADRNA
(1965) ont observé que chez les plus jeunes (18 3 47 ans) la capacité

de stockage du foie &tait beaucoup plus &levée que chez les plus Agés
(53 3 69 ans) : 63,95 mg/mg p. 100 au lieu de 38,8 mg/mg p. 100, Au
contraire, les taux maxima de sécré&tion sont pratiquement identiques
dans les deux groupes : 8,77 et 8,32 mg/mn,

La méme méthode a été appliquée au cours de la gros-
sesse (B, COMBES, H. SHIBATA, R. ADAMS, B.S. MITCHELL et V. TRAMMEL -
1963) . Les variations sont surtout observées pendant la seconde moitié
de la grossesse : diminution de 27 p. 100 du Im et augmentation consi-
dérable de la capacité de stockage hépatique (+ 122 p. 100). Le retour
i la normale se fait plus rapidement pour le T que pour S, mais tou-

jours en moins d'une semaine apré&s 1'accouchement,

B~ INFLUENCE DU DEBIT BILIAIRE
G. BOURDON, R, FAUVERT, F. NICOLLO et P. d'AUTEUIL

(1960) apportent une trés intéressante précision sur les rapports

entre débits biliaires et taux d'excrétion de la B,S.P., 1l'augmenta-
tion de la cholérdse &tant produite par l'administration de déhydro-
cholate de sodium. C'est seulement dans le cas oii la charge hépatique
est importante (perfusion continue de B.S.P, i un rythme plus grand
que le taux d'excrétion) que le déhydrocholate permet d'observer &

la fois une augmentation de la concentration et du débit de colorant
par la voie biliaire, Au contraire, lorsque 1'infusion de B.S.P. se
fait 3 dose égale 3 1l'excrétion, le déhydrocholate détermine une
légére augmentation du débit du colorant cn méme temps que la concen-

tration biliaire diminue. Cette expérimantation qui permet de localiser
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le lieu d'intervention du cholérétique sur la fonction chromagogue du
foie nous montre que dans des cas privilégiés le taux d'excrétion ma-
Ximum de la B.S.P. peut dépendre du débit biliaire,

E.R,L, O'MAILLE, T.G. RICHARDS et A. SHORT (1966)
étudient chez le chien la variation du Tm lorsque la cholérése est
augmentée par infusion de taurocholate. Ils montrent que le transfert
maximum peut, dans ces conditions, &tre 2,7 fois plus grand que norma-
lement; mais le volume biliaire est augmenté dans une proportion bien
plus forte ce qui correspond & une diminution de la concentration
maxima de la B,S.P, dans la bile,

Au contraire, chez le mouton & fistule biliaire chro-
nique (R. GRONWALL et C.E. COR¥'LIUS - 1966) la concentration maxima
de la B.S.P, dans la bile est indépendante du flux biliaire dans les
limites de 0,9 3 1,8 ml/minutc, L'injection intraveineuse de sé&crétine
qui augmente le débit biliaire, diminue la concentration de la B.S.P.
dans la bile et n'a pas d'influence sur le taux maxima d'excrétion du

colorant,

C~ ACTIONS DIVERSES
L'influence de 1l'infestation microbienne latente a
retenu 1'attention de M.J. LAROCHE, R. PODEVIN, A. HUSSON-COTTART,
E. SACQUET et H, CHARLIER (1965). Chez 1l'animal aseptique, 1'&limina-

tion de la B,S.P. est moindre et plus tardive que chez 1'animal conven-

tionnel ; ceci est vraisemblablement dii 3 une dininution du débit san-
guin hépatique, car un foie aseptique perfusé retrouve une excrétion
du colorant identique 3 celle des témoins. Quant 3 1'animal gnotobiote
(par germe coccus gram +) il pré&sente des concentrations sanguines
inférieures 3 celles des animaux des deux catégories précédentes et
excréte beaucoup plus de B.S.P. que l'animal conventionnel dans les
dix premiéres minutes de 1'expérience ; dans les dix minutes suivantes
au contraire, son excrétion devient 20 fois plus faible que celle des

témoins.




-III- LES METABOLITES DE LA BROME SULFONE PHTALEINE

A~ IDENTIFICATION DES METABOLITES

Aprés injection intraveineuse de B.S5.P. on retrouve

le colorant dans le sang et dans la bile ; cette constatation dde 2
S.M, ROSENTHAL et E.C. WHITE (1924) a &été l'origine de 1l'utilisation
de cette substance dans l'exploration de la fonction hépato-biliaire.
Bientdt on s'apergut, grdce 3 des études quantita-
tives, que 1l'épuration hépatique de la B,.S.P, &tait un phénomdne trés
complexe et qu'il existait en particulier un stockage hépatique, ex~
pliquant la captation rapide du colorant par le foie et 1l'excrétion
biliaire prolongée aprés épuration sanguine de la B,S.P. En outre,
la comparaison des doses injecties et des quantit@s récupérées fait
apparaitre une "perte" de B.S.P, d'environ 20 i 30 p. 100 ; dé&s 1950,
R.W. BRAUER et R,L., PESSOTTI tentaient de 1l'éxpliquer par 1l'existence
possible de métabolites 3 coefficient d'extinction plus faible que la
B.S.P, elle-méme. Cette hypothése &tait vérifiée par R.W. BRAUER, R.L.

PESSOTTI et J.S5. KREBS (1955) en utilisant de la B.S.P. marquée par
35 dosage isotopique

dosage colorimétrique
tiquement é€gal 3 1 pour le plasma sanguin, compris entre 1,5 et 1,62

S : le rapport des valeurs obtenues est pra-
pour la bile du chien ; ce qui signe la transformation de la B.S.P.
avant son excrétion,

C'est la chromatographie sur colonne qui permettait
de préciser ces modifications structurales, en objectivant 1'existence
de 4 fractions colorées dans la bile (R.W. BRAUER, J.S. KREBS et R.L.
PESSOTTI - 1950). J.S. XREBS et R.W. BRAUER dé&veloppent ce travail
initial en 1958 et séparent selon l'esp@ce 3 3 5 composés migrant 3
vitesses différentes, Chez le rat, trois métabolites sont isolés et
désignés par I, II et III dans l'ordre de la mobilité décroissante.

Le composé I identifié & la B.S.P. est beaucoup moins abondant que la
composé III ; ce dernier, comme le II, n'est pas altéré par le
jB-glucuronidase, ce qui démontre que les conjugués de la B.S.P, sont
différents de ceux de la bilirubine,




Depuis 1959, c'est essentiellement par chromatogra-
phie sur papier que se sont poursuivies les recherches sur les méta-
bolites de la B.S.P. Différents auteurs (J.I. MELTZER, H,0, WHEELER
et W.I. CRANSTON ~ 1959, B, COMBES - 1959, G.M, GRODSKY, J.V. CARBONE
et R, FANSKA - 1959) précisent les Re

rat, et montrent que les dérivés du colorant donnent une réaction po-

chez 1'homme, le chien et le

sitive 3 la ninhydrine, ce qui correspond 3 l'existence d'acides ami-
nés dans la molécule., La purification des métabolites, 1l'utilisation
de méthodes diverses d'hydrolyse et la chromatographie bi-dimension-
nelle des substances ainsi fractionnées devalent permettre d'aboutir

3 1'identification des acides aminés en cause, c'est-3-dire glycocolle,
acide glutamique, cyst@ine, alanine ; 1'hypothése d'un mercaptide
B.S.P., - cystéine ou B.S.P. - glutathion pouvait alors &tre &voquée.

La contre-épreuve a &té représentée par 1l'étude de
la migration de complexes synthétiques formés de B.S.P. (éventuelle-
ment marquée par 353) et de cystéine, de cystine, de glutathion
(G.M. GRODSKY et Coll, - 1959, N.B. JAVITT, H.0. WHEELER, K.J. BAKER
et 0. RAMOS ~ 1959, B, COMBES et G.S. STAKELUM - 1960, N,B., JAVIIT,
H.0. WHEELER, K.J. BAKER, 0.L. RAMOS et S.E. BRADLEY - 1960, G.M.
GRODSKY, J.V. CARBONE, R. FANSKA - 1961)., Tant chez le chien que chez
le rat, le composé principal est bien formé de B.S.P. et de glutathion
(une molécule de chaque) et il est possible que les autres dérivés
(B.S.P. - cystéinyl -~ glycocolle, B.S.P., cystéine et isomére de B.S.P.
glutathion) proviennent de la dégradation du constituant majeur,

La liaison entre B.S.P. et glutathion fait trés cer-
tainement intervenir les groupements SH de la cystéine (B, COMBES et
G.S. STAKELUM - 1960-1961, N.B. JAVITT et Coll. - 1960), En effet, la
conjugaison de la B,S.P. ne peut &tre obtenue avec le glutathion oxydé,
la cystine et la méthionine., La réaction de FEIGL (1) qui permet 1la

détection des groupements réactifs sulfhydryl est négative sur les

(1) Ref. dans JAVITT (1960) et COMBES (1960).
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métabolites de la B.S.P. mais devient fortement positive aprds hydro-
lyse alcaline de ceux—-ci. On peut donc conclure que les dérivés de la
Brome Sulfone Phtaléine sont des mercaptides.

Du cdoté de la molécule du colorant, il eét possible
mais non certain que 1'union se fasse au niveau du Br ., N.B. JAVIIT et
Coll, (1960), B, COMBES et Coll. (1961) ont effectivement noté que
lors de la conjugaison avec le glutathion, des bromures inorganiques
apparaissent. On devrait alors obtenir un compos& contenant 3 Br pour
3 S, mais J.S. KREBS et R.W. BRAUER (1958) ont trouvé 4 Br pour 2 S
(comme dans la Brome Sulfone Phtaléine elle-méme).

De toute fagon, il reste des inconnues comme 1'exis-
tence possible d'isomdres selon le Br intervenant dans la réaction et
aussi la possibilité de conjugués faisant intervenir une molécule de
colorant et deux mwlécules de glutathion. Ce B.S.P. = diglutathion
existe peut &tre en petites quantités dans la bile de rat (N.B. JAVITT
et Coll, - 1960).

Bien que la combinaison de la B,.S.P. et du glutathion
soit possible en solution aqueuse 3 37°, cette conjugaison est lide
physiologiquement 3 1'existence d'un enzyme dont B. COMBES et G. S.
STAKELUM (1961) ont donné les caractéristiques principales, Existant
dans de nombreux tissus, il est toutefois beaucoup plus abondant dans
le foie. Le fractionnement des homogénats de foie de rat permet de
retrouver 1l'enzyme dans le surnageat et non dans les mitochondries et
les microsomes ; de plus, il n'existe pas de synergie d'action entre
surnageat et mitochondries ou microsomes., Enfin, 1'enzyme est thermo-
labile, détruit par chauffage 3 100° pendant cinq minutes.

Cet enzyme est apparemment identique (P.L. GROVER
et P, SIMS -~ 1964) 3 celui décrit en 1961 par J. BOOTH, E. BOYLAND et
P, SIMS, comme capable de catalyser la conjugaison du 3,4 - dichloro-
nitrobenzéne avec le glutathion. Le nom de glutathion S-aryltransfé-
rase a été proposé par GROVER et SIMS de préférence 3 celui de gluta-
thiokinase utilisé jusque-13. De plus ces auteurs montrent que 1l'acti-

vité spécifique de 1l'enzyme hépatique est &levée chez le rat, la souris,
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le chien, le chat, le hamster, le cobaye, le cheval et le mouton ;
basse chez le lapin, le singe, le porc, la grenouille et l'homme ;
trés basse chez le poussin de un jour.

Tout récemment (J. GOLDSTEIN et B. COMBES - 1966 a),
une méthode spectrophotométrique pour la mesure rapide de l'activité
de 1l'enzyme de conjugaison a été développée. Elle est basée sur le
fait que, 3 moins de 500 mp, la B.S.P. conjuguée a une densité optique
supérieure 3 celle de la B.S.P. Un mélange de B.S.P. et de glutathion
4 37° C et pH 8,0, a une densité optique qui augmente en fonction li-
néaire du temps, par suite de la conjugaison spontanée. La vitesse de
transformation augmente en présence de l'enzyme et la différence entre
les variations spontanée et enzymatique de la densité@ optique est
directement proportionnelle 3 la quantité d'enzyme mise en jeu. Un
dcsage simple et rapide est ainsi réalisable. La v&locité de la réac-
tion est largement dépendante du pH ce qui suggdre qu'il peut y avoir
un rapport entre 1'excrétion de la B,S.P, et 1'équilibre acido~basique
intracellulaire.

Cette méthode a permis aux mémes auteurs (1966 b) de
montrer que l'activité enzymatique de conjugaison &tait fortement
augmentée par le 17«4 -8thyl-nortestostérone (NILEVAR) tandis que 25
autres stéroldes (dont l'oestradiol, la progestérone et la testosté-
rone) sont ou sans effet ou inhibiteurs.

I1 est particulirement intéressant de noter que le
méme enzyme permet la combinaison avec la B.S.P., du glutathion, de
la cystéine et du cystéinyl-glycocolle ; mais c'est surtout la conju-
gaison avec le glutathion qui est rapide ce qui semble montrer qu'il
s'agit bien 13 du mode principal d'excrétion du colorant (B. COMBES
et G.S. STAKELUM - 1961).
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L'activité enzymatique d'un foie varie avec 1'Age ; trés
faible chez le foetus (5 3 20 7 de la valeur de 1l'adulte), elle
s'éladve rapidement aprd@s la naissance, atteignant 50 % de sa valeur
définitive d&s le 3eme jour. Une &volution analogue est observée pour
la teneur hépatique en glutathion mais avec une augmentation plus
tardive (vers la 3eme semaine) (B. COMBES et G.S. STAKELUM - 1962),

La nature et la vitesse de la conjugaison dépendent du
degré de sulfonation de la molécule de phénol tétrabromophtalé&ine
(N.B. JAVITT - 1965). Lc monosulfate disparait rapidement du plasma,
il est retrouvé dans la bile sous forme native et conjuguée avec le
glutathion ; accessoirement, on trouve des dérivés du monosulfate
avec la cystéine et avec 3 la fols le glutathion et 1'acide glucu-
ronique. Le tétrasulfonate est excr&té beaucoup plus lentement que
la B.S.P. (disulfonate) et atteint des taux biliaires environ 20 fois
plus faibles ; l'excrétion semble se faire uniquement sous forme libre
bien que 1'on ait pu synthétiser in vitro un dérivé conjugué :tétra-

sulfonate-glutathion,

B~ SIGNIFICATION PHYSIOLOGIQUE DES DIVERS CONJUGUES
J.S. KREBS (1959) a séparé et purifié les trois
métabolites principaux du rat (I ou B.S.P. - II ou B.S.P.-cystéine =~

III ou B,S.P,-glutathion), puis les a réinjectés 3 d'autres animaux.
I1 constate alors :
- que l'injection de I fait apparaltre dans la bile, les
trois composés
- que 1'injection de II ne permet de recueillir que ce
composé dans la bile
- que 1'injection de III a comme conséquence 1l'apparition
de II et III dans la bile

ce qui se schématise de la fagon suivante :

composé I => composé III > composé II
(BSP) (BSP-glutathion) (BSP-cystéine)

l

bile bile bile
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On peut penser que le composé III, le premier
formé, est relativement instable et qu'il est d8gradé@ par perte
d'un ou de deux acides aminés (donnant naissance i B.S.P,-cystéinyl-
glycocolle ou 3 B.S5.P.~cystéine (composé II).

I1 a d'ailleurs &t& observé que lorsque 1l'excréd-
tion biliaire de la B,S.P. est lente, comme c'est le cas chez l'em~
bryon de poulet, chez le rat intoxiqué par CCl4 ou dans la cholos-
tase (J.S. KREBS et R.W. BRAUER - 196®) (R.W. BRAUER, L.M. JULIAN
et J.S. KREBS - 1960); la transformation est plus compléte et le

composé II devient prédominant,

C- EFFETS DE LA CONJUGAISON DE LA B.S.P. SUR L'EXCRETION
DU_COLORANT.

Les métabolites de 1la B.S.P. se rencontrent dans

le sang comme dans la bile, témoignant d'une double polarité sécré-
toire des hépatocytes. L'importante &étude de J.S. KREBS chez le rat
(1959) montre que les différents composés n'ont pas la mime cind-
tique d'épuration ; en conséquence, les rapports entre les concen-
trations sanguines des mStabolites varient d'un instant 3 1'autre.

De plus, comme le coefficient d'extinction n'est
pas le méme pour tous les conjugués, il apparait que les &tudes
colorimétriques globales ne peuvent donner qu'une idée approxima-
tive de 1l'@puration sanguine du colorant.

C'est dire que les déterminations habituelles de
la capacité sécrétoire maxima de la B.S.P. ne peuvent &tre pleine-
ment satisfaisantes, particuliérement lorsqu'il y a une altération
du parenchyme hépatique, Chez 1'homme, L.J. SCHOENFIELD, W.T. FOULK
et H.,R, BUTT (1964), L.J. SCHOENFIELD, D.B. Mc GILL et W.T. FOULK
(1964) ont recherché, en méme temps que le Tn, le pourcentage de

B.S.P. conjuguée. Ce dernier augmente avec le temps et lorsqu'il y

a obstruction de la voie biliaire j il peut alors atteindre 84 p. 100.

On pouvait &galement envisager le probléme sous
un angle différent et se demander si le glutathion &tait un &lément

important dans le transfert du colorant dans la bile.
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J.R. PHILIP, G.M. GRODSKY et J,V. CARBONE (1961)
ont Studié chez le rat Long-Evans le devenir de la B.S.P. injectée
par voie intraveineuse, soit en dose unique, soit en infusion conti-
nue., Cing minutes apr@s 1l'administration du colorant la meitié de la
B.S.P, Intra-hépatique est encore sous forme libre ce qui suggére
que la captation par le foie ne dépend pas de la conjugaison.

Au contraire, on peut noter que si la concentration
biliaire de la B.S.P. augmente en méme temps que la dose injectée,
cette augmentation est pratiquement sous la seule dépendance de la
forme conjuguée, le taux d'excrétion de la B.S.P. libre plafonnant
rapidement 3 3 - 5 pg/mn/g de foie ; 1'élimination biliaire de la
brome sulfone phtaléine est donc conditionnée dans une large part
et au moins pour les doses &levées, par la conjugaison sous forme de
mercaptide.

B. COMBES (1962) a comparé l'excrétion biliaire de
la B.S.P., chez le rat normal et chez 1'animal carencé en glutathion
d la suite d'un régime dépourvu de protéines. Aprd@s 48 heures d'une
telle alimentation, la teneur hépatique en glutathion passe de 8,3
d 1,6 mg/100g de poids corporel, soit une réduction d'envircn 80 7.
L'injection d'une dose unique de B.S.P. (10mg/100g de poids corporel)
donne les résultats du tableau ~III- pour la bile collectée pendant

45 minutes :

en ng
nour 100 g de B.S.P, libre } B.S.P. conjuguée § B.S.P, totale
poids corporel

animal normal 0,69 3,56 4,25

animal "pauvre"
en glutaghion 0,95 1,99 2,94

Tableau -III-
(d'aprés 3. COMBES - 1562)
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Il se produit une réduction franche de 1'excré-
tion de la forme conjuguée qui n'est pas compensée par la petite
augmentation de 1'élimination de la B.S.P. libre. Au total, le
transfert sang/bile du colorant est diminué d'environ 30 p. 100.
Dans ces conditions expérimentales il semble bien que soit démon-
trée1l'importance du glutathion dans 1'@puration de la B.S.P.

Une &tude complémentaire (B. COMBES - 1965) menée
dans des conditions expérimentales identiques, précise les données
précédentes. Le régime dépourvu de protéines entraine une chute du
glutathion hépatique 3 environ 30 p. 100 des valeurs de référence ;
mals cette baisse est beaucoup plus faible si au régime déprotéiné
est adjoint de la cystéine 3 raison de 1 p. 100 (chute 3 environ
67 p. 100 de la r&férence), Dans le méme temps, on observe une
diminution du contenu en protéines et en enzymes de conjugaison
du foie ; toutefois, la cystéine ajoutée au régime ne modifie pas
la diminution de teneur en enzymes qui reste d'environ 25 p. 100,
Enfin, on notera que la cystéine qui compléte le régime dépro-
téiné, raméne 3 la normale 1'excrétion de la B.S.P. C'est ainsi
que pour une dose de B,S.P. de 10 mg/100 g de poids corporel, on

obtient les résultats donnés dans le tableau ~IV-,

Concentration ,! B,S.P, } B.S.P. B.S.P,
moyenne de BSP | totale conjuguée libre
4 dans 1la bile

Contrdle 1,475 4,12 3,44 0,71

Déprot&ind 1,146 ' 3,14 2,27 0,89

Déprotéiné +
1 % cystéine

1,140 4,31 3,40 0,88

Tableau ~IV~
(d'aprds B, COMBES ~ 1965)

Les quantités de B.S.P. excrétées dans la bile sont exprimées en
mg en 45 minutes par 100 ¢ de poids corporel
La concentration moyenne de la B.S.P. est en mg pour 100 ml.
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J. SCHERB, M. KIRSCHHER et I, ARIAS (1963) ont noté
que le 17 &{&thyl-19-nortestostérone diminue de fagon considérable le
Tm B.S.P., alors que la capacitd relative de stockage hépatique n'est
pas modifiée., Ce r&sultat est assez paradoxal puisque nous avoas vu
(J. GOLDSTEIN et B, COMBES - 1966 b) que cette substance augmentait
1'activité de 1l'enzyme de conjugaison ce qui devrait correspondre 3

un Tm plus important que chez les témoins,

E. BOYLAND et P,L, GROVER (1967) ne trouvent pas de
relation entre la rétention sanguine de la B.S.P. et la teneur hépa-
tique en glutathion S-aryltransférase chez 1'Homme normml et chez le
cirrhotique, ce qui permet de penser que la conjugaison n'est pas le
facteur limitant dans 1'@limination du colorant. Cependant, chez le
lapin, un puissant inhibiteur de 1'enzyme de conjugaison, le Benzio-
darone~ (2-&thyl-3, 4~hydroxy=-3,5 diiodobenzoyl benzofurane) réduit
et retarde l'épuration sanguine de la 3,5,P. alors qu'il ne modifie
pas la clearance de la phénoldibromephtaleine disulfonate qui est

excrétée sans conjugaison. Cette derniére expérience semble trés dé-

monstrative et confirme les résultats de B, COMBES rapportés ci-dessus.

En 1967, C.D. KLAASSEN et G,L. PLAA comparent le
métabolisme, le stockage et l'excrétion de la B.S.P. dans trois es-
péces animales ¢ le chien, le lapin et le rat. Le Tm est beaucoup
plus &levé chez le rat et le lapin que chez le chien, alers que le
stockage hépatique est nettement plus important chez ce dernier ani-
mal, Par contre, le pourcentage de B.,S.F. conjuguée est sensiblement
le méme (70‘p. 100) dans la bile des trois espéces bien que les ex-~
périences in vitro montrent que la capacité de conjugaison chez le
lapin est inférieure 3 celle du rat et supérieure i celle du chien,
Les concentrations biliaires maximales de colorant sont sensiblement
les mémes dans les trois espdces, tandis que les débits liquidiens
et par conséquent les débits de B,S.P.,, sont nettement moindres chez
le chien, Ce serait donc le débit biliaire et non la conjugaison qui

limiterait 1'excrétion de 1la B,.5.P.
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Dans 1'état actuel de nos connaissances, il est lo~
gique de penser que l'excrétion de la B.S.P. et peut &tre la capta-
tion hépatique du colorant dépendent de sources &énergétiques encore
.inconnues., S, SCHENKER et B. COMBES (1967) ont abordé ce probléme par
1'étude du rdle de 1'A,T.P. dans le transport et le métabolisme de la
B.S.P. Chez le rat, les réserves hépatiques en A.T.P. sont diminuées
par administration d'&thionine ou d'&thionine et de dinitrophé&nol
(respectivement 3 53,2 et 29,8 p. 100 des témoins); aucune modifica-
tion significative de la captation hépatique, du débit biliaire et de
la conjugaison du colorant n'est observiée, Ces résultats ne permettent
pas d'affirmer que le Tm est indépendant de 1'A.T.P. car il est pos-
sible que 10 & 25 p. 100 de cette source d'énergic suffisent 3 assurer

une &limination normale de la 3.S.P.
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-1- Dans les nombreuses &tudes qui ont jusqu'icl porté
sur 1'élimination biliaire de la Brome Sulfone Phtaléine, on trouve
surtout des méthodes indirectes de détermination du taux maximum
d'excrétion, méthodes qui, appliquées 3 1'Homme, fournissent des
renseignements intéressants sur le parenchyme hépatique mais qui ne
constituent pas une &tude sélective de 1'&limination biliaire du co-~
lorant. D'ailleurs les travaux de S.E. BRADLEY et de son &cole (voir
page'lo), de L.J. SCHOENFIELD et Coll., (1964) font apparaltre ume
différence sensible entre Tm et excrétion biliaire; 1'existence
d'autres voles d'excrétion peut &tre supposée au moins lorsque de
fortes doses de B.S.P. sont infusées.

I1 nous a donc paru intéressant de reprendre une
étude systématique de 1'élimination biliaire de la Brome Sulfone .
Phtaléine par mesure directe de 1'excrétion du colorant 3 différents

taux d'injection,.

-2- La plupart des travaux réalisés jusqu'ld présent
consistent en expériences de courte durée. Mais S.E. BRADLEY et Coll,
avaient observé que la Tm diminuait progressivement aprés 2 3 3
heures d'expérience et que la cholérdse pouvait alors &tre réduite.
Ces phénomfnes n'étaient pas expliqués mais une notion de toxicitéd
pouvait &tre &évoquée .

Hous avons pensé souhaitable de rechercher le point
d'impact de cette toxicité@ éventuelle, en comparant 1'excrétion ma-
xima du rat anesthésié et du foie de ce m€me animal, 1is0l& de -l1'orga-

nisme et perfusé.

-3~ la B.S.P. est surtout excrétée sous forme conjuguée
avec le glutathion. Mais les opinions de B, COMBES (1962) et de C.D.
KLAASSEN et G.L. PLAA (1967) s'opposent sur le rdle de ce polypepti~
de comme facteur limitant,

I1 nous a semblé nécessaire d'étudier les varia-
tions de la conjugaison au cours du temps 3 différents taux d'infu-
sion du colorant d'une part, et d'autre part de rechercher si la sur-
charge de 1l'organisme en glutathion &tait susceptible de modifier la
Im.

L'exploration de ces différents points fait 1'objet du

présent travail,
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TECHNIQUES  PHYSIOLOGIQUES.

L'étude de 1'excrétion maximale de la B.S.P. a été
conduite conjointement par deux méthodes :
- gécrétion biliaire du foie in situ

- &tude de la cholér2se du foie isolé,

I- CHOIX DE L'ANIMAL -~ ETUDE DE LA POPULATION

Le rat, animal sans v@sicule biliaire, est habituellement
choisi pour 1'étude de la chol&ré&se : son débit biliaire est &levé
et sa reproduction abondante permet d'obtenir le grand nombre de
sujets nécessaires 3 1'expérimentation.

L'existence d'une technique de perfusion du foie 1solé
de rat mise au point en 1951 par R.W. BRAUER, R.L. PESSOITI et P.
PIZZOLATO. gt utilisée au Laboratoire depuis 1955, fut 1'argument
décisif dans le choix du rat comme animal d'expérience.

Wous avons utilisé des rats WISTAR C,F, &levds au Labo-
ratoire 3 partir de géniteurs provenant du centre de sélection des
animaux de laboratoire du C.H.R.S.

Les animaux miles utilisés pour 1'étude de la cholédrdse
sur fole en place pésent de 250 I 300 grammes. Les foies perfusés

sont prélevés sur des rats midles de 350 3 500 grammes.

II- TECHNIQUE D'OBTENTION DE LA BILE CHEZ L'ANIMAL ANESTHESIE

A- CHOIX DE L'ANESTHESIQUE

L'anesthésique utilisé doit répondre i deux cri-

téres @
- permettre une narcose prolongée de bonne qualité
- ne pas perturber les fonctions hépatiques.

De nombreux auteurs s'attachent 3 rechercher cet
anesthésique; C. VAILLE, C. DEBRAY, S. de la TOUR, C. ROZE et M.
SOUCHARD (1961) ont fait une &tude comparative de 1'@ther, du carba-
mate d'éthyl et du mébubarbital.




- L'éther ne répond pas au premier critére
car 1'anesthésie est fugace et de mauvaise qualité, avec encombre-
ment bronchique,

~Le carbamate d'éthyl, bien que donnant une
narcose stable et durable, n'est pas retenu car il est détoxiqué par
le fole et perturbe la crase sanguine.

- Le mébubarbital semble le mieux adapté 2
1'anesthésie du rat lors de l'étude de la fonction biliaire., C'est
un anesthésique puissant qui donne des narcoses de durée variable
d'un animal 3 1'autre, mais toujours assez prolongées.

Son incidence sur la cholérd@se est faible,
R. DELAS, G. ROUX, R. ECALLE (1957) montrent qu'une injection intra-
veineuse de 5 3 25 mg/kg de m@bubarbital chez le lapin et le chien
provoque une réduction du débit biliaire tandis qu'une infusion 3
faible dose ne modifie pas la cholérise. G. BIZARD, J. VANLERENBERGIE
A. ROBELET et F. GUERRIN (1962) observent a chaque injection de mé-
bubarbital, chez le chien, le lapin et le rat, une diminution fu~
gace du débit biliaire, perturbation qui n'est pas décelable sur des
échantillons de 30 minutes, J. VANLERENBERGHE, G, BIZARD, N. GREGOIRE
A. ROBELET et F, GUERRIN (1953) montrent que 1l'introduction de 5 mg
de mébubarbital dans le liquide de perfusion aprZs une heure d'expé-
rience ne modifie pas la cholérése du foie isolé,

L'anesthésie est obtenue 7 3 10 minutes
aprés l'injection intrapéritondale de 40 mg/kg de mébubarbital en
solution 3 6,5 p. 100, La narcose est entretenue si nécessaire, par

injection intramusculaire d'une faible dose, soit 5 i 10 mg/kg.

3~ TECHNIQUE OPERATOIRE

Le rat étant placé en décubitus dorsal, on réalise

une trachéotomie qui permettra 1'aspiration des sécrétions trachéo-
bronchiques et on cathétérise la jugulaire,

Une laparotomie médiane sous-sternale permet
d'aborder le duodénum et d'exposer le hile du foie. Le chol&doque
est dissé&qué dans son trajet intra-pancréatique, son extrémité dis-
tale fermée par une ligature. Un cathéter en polyéthyléne Biotrol

n°3 (diamétre extérieur : 0,96 mm - diamdtre intérieur : 0,58 mm)




est introduit dans le cholédoque par une fine boutonniére réalisée
aux clseaux mousseg et maintenu en place par un fil moyennement
serré., La paroi abdominale est refermée par quelques points de su=-
ture en utilisant les fils des précédentes ligatures afin d'éviter
que le cathéter ou les voies biliaires ne pré&sentent des courbures.
L'animal est placé sur une table dont le chauffage est réglé manuel-

lement pour maintenir la température rectale du rat 3 38° C,

III- TECHNIQUE D'OBTENTION DE LA BILE DU FOIE ISOLE

Les techniques de perfusion du foie de rat ont &té mises
au point par les travaux de R,W. BRAUER, R.L. PESSOTTI et P,
PIZZOLATTO (1951) d'une part, par L.L. MILLER, M,L. WATSON, C.G. BLY
et W.F., BALE (1951) d'autre part.

Depuis 1955, nous utilisons au Laboratoire une méthode
dérivée de celle de BRAUER qui consiste en une perfusion d pression

constante, avec du sang de rat dilué, par la seule veine porte.

A- APPAREILLAGE

La figure =1~ schématise la disposition des cir-

cuits sanguins et d'oxygéne par rapport au circuit de réchauffement
et au systéme de mesure du débit,

La pompe de remontée est une pompe de DALE SCHUSTER,
type vertical avec poire et soupapes en caoutchouc. L'oxygénateur,
1'entonnoir, le réZservoir supérieur sont en pyrex; la plaque perfo-
rée supportant le foie et le rotam&tre sont en plexiglass; les tubes
de liaison en polyéthylZne. Le niveau du réservoir supérieur est
maintenu 3 20 cm au~dessus du foie par un trop-plein dérivant direc-
tement le sang dans le ré&servoir inférieur; celui-ci regoit le 1i-
quide de perfusion qui a traversé le foie. L'eau du bain-marie et
de la jaquette thermostatique est maintenue 3 #° C au 1/10 de de-
gré prés par une résistance chauffante contrdlée par un thermomdtre
3 contact. L'enceinte de 1'appareil est elle-m@me soumise 3 un
chauffage régulé a 32°C,

Le sang est oxygéné& par un bullage d'un courant
de 800 ml/minute d'oxyg3ne pur, humidifié et chauffé par passage

préalable dans un ballon d'eau i 40° C.
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Figure 1- .
SCHEMA d'UN APPAREIL POUR PERFUSION DU FOIE DE RAT

1- Oxygénateur (3 film liquide)

2- Pompe de remontée

3- Filtre 3 sang

4- Réservoir supérieur 3 niveau constant

5- Débitmétre (rotamétre) avec départ vers l'enregistreur
6~ Foie '

7—- Bile

La tempdrature (49° C) est donnde i titre indicatif pour
montrer la situation du bain-marie et de la jaquette ther-
mostatique,
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On intercale entre la pompe de remontée et le réser-
voir supérieur, un filtre 3 sang (type transfusion sanguine) pour
géviter que les particules de fibrine formées en cours d'expérience
n'atteignent le foie.

Un débitmétre placé sur le circuit de la veine porte
permet la mesure des Jd&bits entre O et 70 ml par minute. Le dé&place~-
ment du flotteur du rotamdtre modifie la valeur d'une self-impédance
ingérée dans un pont de mesure., Le déséquilibre du pont est mesuré
par un voltm3tre &lectronique, lu sur un micro-ampéremétre et enre-
gistré sur un appareil 3 point& SADIR-CARPENTIER.

B~ LE MILIEU DE PERFUSION

Le perfusat est constitu@ par du sang de rat dilué

dans un milieu nutritif :

sang de 1at (1) cossveccsnsvenscosnsscccrsncncases 25 ml
albumine bovine (2) ceecseseccecssssecesccasocsess IE

GIUCOSE vavrrsresaconsassanscnssssasccnssesseses 180 mg
NECl(3) seevsesencossensasscasarscssssssscssaces 342 mg
KCl tevevotssersstosnssosnonscsssssscsaseccsees 23,2 Mg
W M 7,2mg
CO @ seesanescssansessesasssassnssascssesnss 37,5 mg
Eau distillée ou déminéralisée ..cvveseasesrsssnses 60 ml

PO4HN32 M/IO."...I.....‘l...‘ll...‘.l."' 4m1

HK PP GO NERLABNCEIVEINIINSOIRPRESETS o
PO H, M/10 1 ml

Le milieu de perfusion est le méme que celui utili-
s& par R.W. BRAUER et Coll, mais nous n'infusons pas de solution de
remplacement et les antibiotiques ne sont pas nécessaires car les

perfusions sont de courte durée.

{1) obtemu en recueillant sur héparine le sang de 3 ou 4 rats anesthésiés au mébubarbital et sai-
gnés par introduction d'un cathéter dans la carotide

(2) albumine desséchée pour Test de NELSON (Poviet - Amsterdam)

(3) les sels minéraux sont des produits PROLABO qualité RP.
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La formation de mousse est &évitée par rincage de
1'appareil avec de 1'eau distillée additionnée d'une émulsion anti-
mousse aux silicones AF1 (SAINT GOBAIN).

En cours de perfusion, une trace d'anti-mousse est

ajoutée au perfusat en cas de besoin.

C~- PROTOCOLE OPERATOIRE

Le rat est attaché en décubitus dorsal sur une ta-

ble chauffante; une injection de 2 mg d'héparine est pratiquée dans
la veine jugulaire.

Une laparotomie médiane avec deux grandes incisions
latérales permet d'aborder le foie. Le cholédoque est dégagé dans son
trajet intra=-pancréatique; aprés ligature de l'extrémité distale, un
cathéter en polyéthylé&ne (BIOTROL n°3) (1) est introduit vers le hile
du foie, maintenu en place par une ligature, Le foie est dégagé de
ses adhérences péritonéales par quelques coups de ciseaux mousses les
artdres pylorique, gastroépiplolque, coronaire stomachique et 1'oeso-
phage sont sectionnés entre les deux ligatures.

La veine porte est isolée, une collatérale gastro-
duodénale ligaturée, un cathéter en polyéthyline (BIOTROL n°9)(2) est
introduit vers 1'extrémité hépatique et 1ié,

Une sternotomie médiane puis la libération du dia-
phragme par incision lat@ro-costale permet d'aborder la veine cave
inférieure dans son trajet intra-thoracique. Un fil pass& sous la
veine cave du cdté du coeur permet de maintenir la veine et d'y intro-
duire un cathéter en polyéthyléne (BIOTROL n°8) (3) jusqu'id 1'abou-
chement des veines sus-hépatiques.

Les derniers tractus qui retiennent le foie en
place sont coupds et 1l'organe est placé dans le circuit de perfusion

en prenant soin de ne pas introduire de bulles d'air dans le courant

(1) : BIOTROL n°3 : diam?tre intérieur : 0,58mm  diametre extérieur : 0, 96mm
(2) - BIOTROL n®9 : diamatre intérieur : 1,40mm  diamatre extérieur : 1,90mm
(3) - BIOTROL n°8 : diametre intérieur : 1, 19mm  diamatre extérieur : 1, 70mm,
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sanguin, Le foie n'est pas irrigué pendant un temps qui n'exc&de pas
trois minutes. La circulation trans-hépatique s'établit rapidement 3
son maximum et un débit variant de 25 3 70 ml par minute est obtenu ¢

en moins de 30 minutes,

D= CRITERES DE VALIDITE

Les techniques de perfusion de foie de rat permet-

tent 1'étude de la fonction biliaire et hépatique; elles testent, au
moins partiellement, la survie de 1l'organe isolé.

Des arguments de trois ordres permettent d'affirmer
la valeur fonctionnelle de la préparation :

1—.ggggggggi_Eigqhigigng_:

J. VANLEREWBERGHE (1958) &tudie et compare
1'équipement enzymatique du foie aprés perfusion, i celui du foie en
place et montre qu'il conserve de larges possibilités métaboliques
en particulier dans le domaine des glucides.

2- arguments physiologiques :

- durée et valeur de la cholérése

Le foie perfusé est capable de former
de la bile pendant plusieurs heures., Ce critére tr&s important témoi-
gne de la valeur fonctionnelle de l'organe isolé. R.W. BRAUER (1951)
a poursulvi 1'expérimentation pendant 25 heures et Ed. ROBBINS et
Coll. (1953) pendant 11 heures 40 minutes,

Nous avons limité 1'expérimentation 3
une durée de 3 heures 30 minutes, temps suffisant pour obtenir une
excrétion importante de la Brome Sulfone Phtaléine.

Du point de vue quantitatif, il appa-
ralt que le dabit biliaire est plus faible pour le foie isolé. Ce
débit de 7,6 ?1 par minute est trés inférieur & la cholérsse du foie
in situ 3 vascularisation physiologique qui atteint 12,9 Pl par mi-
nute, Il est possible que la composition du perfusat intervienne; en
effet, B. MORRIS (1960) obtient une sécrétion de 16 Pl par minute
(33° C et pression portale de 25 cm d'eau) en ajoutant au milieu de

perfusion un mélange complexe d'acides aminés.
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L'albumine bovine utilisée (fraction
V de COHN) joue aussi un rSle important dans la sé&crétion biliaire;
certains lots se révilent impropres 3 1'obtention d'un bon débit bi-
liaire, Il est &galement possible que 1'exclusion de 1'afférence des
vaisseaux diaphragmatiques et de l'art3re hépatique soit une cause de
réduction de la choldrése,
- 1'extrait sec

R.W. BRAUER et E.D. ROBEINS observent

une réduction de 25 7 de 1'extrait sec, Dans nos expérimentations
nous n'avons pas noté de différence significative entre la valeur de
1'extrait sec de la bile &mise par 1'organe isolé (3,09 mg/100 ¥1)
et celle de la bile excrétée par le foie in situ (3,35 mg/100 Pl)'

- la bilirubine

La bilirubine biliaire est nettement

plus élevée dans la bile du foie perfusé : 4,94 mg/l contre 1,94 mg
chez 1l'animal snesthésié. Elle augmente de 240 mg/l aux 30 premidres
minutes 3 701 mg/l apr3s 130 minutes de perfusion; ceci est vraisem-
blablement 1i€ 3 1'hémolyse qui se produit dans tous les systdmes de
perfusion.
- action des cholérétiques

R.W. BRAUER et R,L. PESSOTTI (1952),

VANLERENBEPGHE (1953) trouvent de fagon constante une hydrocholérése

de 1'ordre de 60 p, 100 apr3s adjonction au perfusat de 2 mg de
déhydrocholate,
- les acides biliaires
E.D. ROBBINS, S. BURTON, J. GOERKE et
M. FRIEDMANl (1953) constatent que la bile de foie perfusé s'appau-

vrit en cholate par comparaison i la bile du foie en place.

J. VANWLEREUBERGHE, F. GUERRIN et G.
MILBLED (1960) montrent que l'effondrement de la concentration du
taurocholate est plus nette que celle du glycocholate; cet appau-
vrissement est trds marqué dés le 2eme &chantillon., Le 6eme &chan-~
tillon contient 5 fois moins de taurocholate que le ler échantillon
de bile. Ils observent en 1961 que le foie isold conjugue 1l'acide

cholique avec la taurine et le glycocolle; en ajoutant du cholate
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au milieu de perfusion le taux des conjugués dans la bile chute

moins rapidement que dans la série témoin,

- excrétion des colorants

Le foie perfusé excréte la Brome
Sulfone Phtaléine et le Rouge Neutre & des gradients de concentra-
tion trés é€levés. Les concentrations biliaires des colorants sont
voisines de celles observées chez le rat anesthésié. Le foie perfu-
sé conjugue la B.S.P. avec le glutathion, la cystéine et le cystéi-
nyl-glycocolle, Le pourcentage de B,S.P. conjuguée par rapport a
la B.S5.P. totale peut atteindre 90 p. 100 dans la bile de foie per-
fusé, C'est 13 encore une preuve de la valeur fonctionnelle de la
préparation que de pouvoir assurer la conjugaison de la B.S.P.

~ métabolisme protidique
L.L., MILLER et Coll., (1956) notent

que le foie isolé synthétise 1'urée avec un rendement bien supdriesur
3 celui des tranches d'organe.
- métabolisme glucidique
L.L., MILLER, W.T, BURKE, D.E. HAFT

(1956) montrent que la préparation est capable d'effectuer les

étapes de 1'anabolisme glucidique si la charge en glucides est
suffisante dans le milieu de perfusion. Le foie assimile alors le
glucose et le stocke sous forme de glycogéne.
- métabolisme du cholestérol
J. VANLEREWBERGHE et Coll., (1967)

notent que le cholestérol est €liminé dans la bile du foie perfusé

-

de rat & une concentration et avec un débit trés faibles (16,9 mg/
100 ml et 35,3 ?g/BO minutes). Ces chiffres s'effondrent au tiers
de leur valeur de départ dé&s le 3eme &chantillon, pour n'atteindre
que 10 p, 100 de la concentration et 12 p. 100 du débit initial au
7eme &chantillon. L'adjonction au perfusat d'acétate de sodium mo-
dére la chute de la concentration et du débit de cholestérol res-
pectivement & 33 et 22 p, 100 en fin d'expérimentation. De méme,
une infusion d'acide mévalonique maintient la concentration 3 35
pe. 100 et le débit du cholestérol 4 21 p. 100 de leur valeur de
départ. Le foie perfusé est donc bien capable de synthétiser le

cholestérol a partir de ces précurseurs,
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3= arguments histologiques :
R.W. BRAUER (1951) et J. VANLERENBERGHE (1958)
trouvent un aspect microscopique normal des coupes de foie aprés 3
heures et demiec d'expérience. Un peu d'oedéme ou des hémorragies in-
terstitielles sont rarement mis en &vidence; de petites lésions de
nécrose cellulaire ou de dégénérescence vacuolaire peuvent apparaitre

a la périphérie des lobules,

- I1 ressort de ces travaux que le foie perfusé bien que
séparé des possibilités de régulations neuro-végétative et humorale,
conserve des propriétés fonctionnelles analogues 3 celles du foie de
1'animal entier, De plus, la captation tissulaire extra-hépatique de
la B.S.P, est éliminée; 1l'emploi de cette préparation est donc justi-

fié dans 1'@tude des mécanismes d'excrétion maximale de 1la B.S.P.

IV- MODALITES EXPERIMENTALES

A- COLLECTE DE LA BILE

La bile est recueillie par fractions de 30 minutes

dans des tubes gradués de 350 ?1. Chaque expérience comporte 7 échan-

tillons.

B~ ADMINISTRATION DE LA B,S,P,

1~ séries normales

Le colorant est injecté en continu au moyen
d'une seringue automatique (Perfusor I Braum) soit dans la jugulaire
(animal anesthésig) soit dans 1l'oxygénateur (foie perfusé)., Le volume
injecté est toujours de 1,2 ml par heure et c'est la dilution de
B.S.P. qui varie d'une série i 1'autre.

Le colorant (1) et le glutathion (2) sont
dans deux seringues sépardes, mues par le méme mécanisme. Les solu-

tions ne sont mélangées que juste avant l'entrée dans la jugulaire

(1) - B.S,P. ampoule 10 ml 2 30 mg par ml SERB Paris,
(2) - Glutathion réduit ~ ALDRICH,




A

pour éviter la conjugaison in vitro. Les volumes injectés sont de
- 0,6 ml par heure pour chaque corps soit au total 1,2 ml par heure

comme dans les séries normales.,

C~ PRELEVEMENT ET ETUDE HISTOLOGIQUE DU FOIE

En fin de perfusion le foie is0lé est coupé en

tranches minces que 1l'on plonge dans une solution de formol 3 10 p.
100.

Les rats anesthésiés sont éviscérés aprés 3 heures
et demie d'expérience. Le foie prélevé est coup?® en fines lamelles,
fix€es quelques heures au liquide DUBOSCQ-BRASIL (1) puis recoupées
et replacées 24 heures dans ce liquide, Une derniére fixation est
faite au formol au 1/10 avant 1l'inclusion 3 la paraffine.

Les prélévements de foie ont &té& coupés et colo-

rés par 1'hémalum~érythrosine-safran, le trichrome de MASSON, 1'héma-
1um‘P QA. So

(1) - Liquide DUBCSCQ-BRASIL ~ 60 m! sol, alcoolique d'acide picrique (alcool 80° + ac, picrique -
- 150 ml : 1 g) - 24 ml aldéhyde formique 2 40 p. 100 ~ 6 ml acide acétique cristallisable .
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TECHNIQUES DE DOSAGE

DE_ LA B.S5.P.

I- DOSAGE DE LA B.S.P, TOTALE EXCRETEE DANS LA BILE

- La phénoltétrabromophtaléine disulfonate de sodium
ou B.S.P. est un indicateur coloré rouge violacé en milieu alcalin,
incolore 3 pH inférieur 3 7,4, Le virage de la B.S5.P. est total a
partir de pH 9,5.

- Nous avons adapté la technique de dosage spectrophoto-
métrique de 1la B,S.P, sérique de A. NYS et J. CAROLI,

0.l1l. GAEBLER (1945) a montré que 1'absorption ma-
ximale de la B.S.P. se situait de 575 & 578 mP dans les liquides bio-
logiques. La coloration tend 3 diminuer progressivement et le maximum
d'absorption se déplace vers une longueur d'onde plus Elevée quand
le dosage n'est pas pratiqué rapidement apr3s 1'alcalinisation. Nous
effectuons donc la lecture au spectrophotométre a 580 mr, la diminu-
tion en fonction du temps de la densité@ optique &tant moins marquée
3 cette longueur d'onde.

~ Le dosage de la B.S.P. est facilité par son excrétion
biliaire 3 forte concentration, La bile est diluée entre 1/101 et
1/2501 dans la soude 0,1 N selon la teneur en B,S.,P, de 1l'échantil~
lon.

~ La lecture se fait dans les cuves de verre de 10 mm
de trajet optique du spectrophotomdtre JOBIN & YVON MAROC IV i 580 mp
avec  un blanc de soude décinormal.

- Du degré de densité optique lu, on déduit la concen-
tration en colorant en se rapportant 3 une abaque., Cette abaque est
établie & partir de dilution dans la scude 0,1 N de la solution com-
merciale de B.S5.P. 3 30 g 0/00 .

Les protéines existant en faible quantité dans la bile
ne génent pas la lecture et ne modifient pas la valeur du maximum
d'absorption du colorant., La bilirubine présente des maxima d'absorp~

tion & 417 et 455 mu et intervient d'autant moins 3 580 mu qu'elle

. -
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est trés diluée dans la soude.

Cependant H.,O. WHEELER, J.,I. MELTZER et S.E. BRADLEY
(1960) trouvent des perturbations inexplicables dans les ré&sultats
et font des réserves sur les dosages de la B,S.P. dans la bile
quand une dilution supérieure 3 1/200 est nécessaire. Ces auteurs
préconisent de diluer les &chantillons de bile au 1/100 avec de
1'eau distillée, A 1 ml de cette dilution ils mélangent 1 ml d'une
dilution au 1/5 de la bile témoin (prélevée avant 1'injection de
B.S.P,) puis ajoutent 20 ml d'eau et 0,4 ml de XOH 3 20 p. 100. De
la lecture faite 3 580 my, ils soustraient la densité optique 4'une
solution de bile témoin traitée de la méme maniére,

R.W. BRAUER et R. KREBS (1958) comparent les quantités
de B.S5.P. €liminée dans la bile,mesurées d'une part par colorimétrie
et d'autre part par dosage de la radioactivité de la B.S.P. marquée

35 . dosage isotopique
au 877, Chez le chien, ils trouvent le rapport Josage colorimétrique

toujours supérieur 3 1, Ces auteurs n'ayant pas trouvé de soufre
inorganique radioactif, pensérent que la différence des ré&sultats
des deux dosages &tait die 3 des modifications biochimiques de la
molécule du colorant.

Les études chromatographiques révélérent dés 1958,
1'apparition dans la bile d'une famille de d2rivés de la B.S.P.
aprés injection intreveineuse de B,S.P. chromatographiquement pure.
J.S. KREBS et R.W. BRAUER montrérent que ces corps avaient des
coefficients d'extinction moléculaires différents. Dans notre &tude
globale de la B.S.P., nous entachons donc nos résultats d'une erreur
par défaut car nous ne tenons pas compte de la réduction des coef-

ficients d'extinction.

II- CHROMATOGRAPHIE DE LA B,S.P.

A= LES DIFFERENTES TECHNIQUES

Plusieurs techniques furent mises au point
en 1958 pour mettre en &vidence les transformations métaboliques de
la B.S.P,
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a- chromatographie sur colonne d'alumine
- R.W. BRAUER et J.S. KREBS (1958) uti-

lisent une colonne d'alumine alcoa F20, La bile ou la solution de

B.S5.P, diluée avec de 1'eau et de 1'acétone est portée i filtrer sur
la colonne. La chromatographie est développée par passages successifs
3 travers l'alumine de plusieurs fractions d'un mélange de sulfate

de soude a 10 p. 100, ammoniaque concentré, eau distillée et acEtone,
La premidre solution n'ayant plus d'effet, le développement chromato-
graphique est terminé par le m€lange acétone ; eau.

Une succession de sommets se dessinent
sur la courbe des densités optiques 3 578 mp des éluats représentant
les composés de mobilité différente. La proportion relative des diver-
ses fractions de B.S.P, obtenues est calculée par intégration des gra~-
phiques.

~ A, CHARBONNIER et P. BRISBCIS (1950)
ont adapté au sérum la technique de R.,W. BRAUER et J.S. KREBS de chro-

matographie sur colonne d'alumine.

b~ chromatographie sur papier
- Technique originale de G.M. GRODSKY,
R. FANSKA et J.V. CARBONE (1959). Un volume de bile est déproté&ins

par 4 volumes d'acétone. Le surnageat est desséché sous vide puis re-

pris par uﬁe quantité d'eau correspondant au 1/5 environ du volume de
bile initial, Cet extrait est scumis i la chrcmatographie ascendante
pendant 6 3 15 heures sur papier WHATMANN 3MM dans un mé€lange : buta-
nol tertiaire, eau (1,73 : 1 v/v). Les vapeurs d'ammoniac individua-
lisant les taches, les bandes de papier sont découpées puis &luées
avec de l'eau, La lecture des densités optiques est faite au maximum
de la B,S.P. soit 578 mp.

- Technique de B, COMBES (1959). Une
partie aliquote de bile est déposée sur du papier filtre WHATMANH; la
chromatographie descendante est développée par le mélange acide acé-
tique glacial, eau, alcool propylique (1 : 5 : 10 v/v). Le chromato~
gramme est découpé apréds exposition aux vapeurs d'ammoniac., Les bandes
de papier sont &ludes avec de 1l'eau; les &luats sont alcalinisés par
KOH 3 20 p. 100 et dosés,
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- Technique de N.B3. JAVITT, H.O.
WHEELER, K.J. BAKER et O,L. RAMOS qui réalisent des chromatographies
ascendantes ou descendantes sur papier WHATMANN 1,3 ou 3MM avec le
solvant : butanol, acide acétique, eau ( 4 : 1 : 2).

- Technique de J.I. MELTZER, H.O,
WHEELER, W.I, CRANSTON (1959). La bile est appliquée directement sur
les chromatogrammes sans concentration ni extraction. Occasionnelle-
ment en présence de fortes concentrations des substances perturbantes,
l'extraction de la B.S.P. est pratiquée comme pour le sérum. La bile
est mélangée avec une solution saturée de sulfate d'ammonium, agitée
avec 5 ml d'&thanol et maintenue 30 minutes 3 20°. Aprads centrifuga-
tion le surnageat est &vaporé & sec. Le résidu est repris par de
1'éthanol. La bile ou la solution de B.S.P. (soit 0,1 4 0,2 mg de
B.5.P,) est posée sur du papier filtre WHATMANN 1. La chromatographie
est développée pendant 14 3 16 heures dans le systéme ascendant cons—
titué par 4 parties de butanol-l, une partie acide acétique glacial
et de 1'eau en excds. Les papiers sont révélés aprss séchage, par une
solution de carbonate de sodium & 20 p. 100..Chaque tache est dé&ccupée
plongée dans 5 ml d'eau distillée, additionnée de 0,1 ml de KOH 3 30
p. 100, La lecture est faite 3 580 mp.

~ Technique de E.R. GARAY, V., PEREZ,
M. ROYER (196%). La bile est déprotéinis&e par 4 volumes d'alcool.
Aprés agitation le mélange est centrifugé; 20 i 50 91 de surnageat
sont appliqués sur le papier filtre WHATMANN 1. Les chromatogrammes
sont développés pendant 15 3 16 heures avec le mélange ascendant bu-
tanol, acide acétique, eau (40 : 10 : 20) comme solvant. Le papier est
séché sous courant d'air chaud, révéléd par deux vaporisations d'une
solution de potasse 3 5 p. 100 dans 1'@thanol avec séchage du papier
entre chaque imprégnation, Les taches violettes des dérivés de 1la
B.S.P. émettent une fluorescence rouge i 600 my, aprds avoir &t&
excitées 3 365‘mp. Cette fluorescence est mesurée sur le fluorimdtre
Photovolt. La courbe &étalon est &tablie en chromatographiant des so-
lutions de B.S,P, de titre connu et en dosant leur fluorescence comme

pour la bile.
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c- chromatographie sur couche mince
- Technique de F.J. WHELAN et G.L. PLAA
(1963) . La bile (3 Pl) est appliquée sur des plaques recouvertes de

cellulose en poudre, La migration se développe par l'ascension de la
phase organique du mélange butanol-l, acide acétique, ecau (4 : 1 : 5)
Les plaques séchées sont expos@es aux vapeurs d'ammoniac, les spots
ainsi révélés sont gratt@s dans des tubes ol ils sont &lués par la
soude décinormale,

- Méthode de M., RAUTUREAU, F. LEMONNIER,
I.F, MOWSZOWICZ (1964), La bile est déposée sans déprotéinisation ni
concentration préalables sur des plaques de Kieselgel Merck. Les
échantillons sont chromatographiés en systéme:ascendant durant 15 &
18 heures avec la phase supérieure du mélange butanol normal, acide
acétique, eau (4 : 1 : 6). Les chromatographies sont révilédes soit
par les vapeurs d'ammoniac, soit par pulvérisation d'une solution de
soude concentrée 3 2 p. 100 dans 1'alcool absolu. Les rédsultats quan-
titatifs sont donnés par &lution des taches dans la soude 0,1 N et
lecture au spectrophotométre & 578 mi.

- Technique de E, GIANGRANDI, G, MOLINO
A, GRAVARIO, E, PAGLIARDI (1965). Les Echantillons de bile scont posés
directement sur couche mince de Silicagel MERCK activé par la chaleur.
Le mélange butanol-tertiaire, eau (173 : 100) permet la migration.
Aprés révélation aux vapeurs NH3 et &lution du Silicagel correspon-
dant aux diverses fractions par la soude 0,1 N, la détermination colo-
rimétrique des &éluats est faite a 575 mp contre un blanc de soude

décinormale,

2) Résultats
Ces techniques chromatogranhiques de la
B.S.P, furent appliquées, chez diverses espéces animales et chez
1'Horme, 3 1'étude de la sécré@tion biliaire et de 1'épuration plasma-
tique, Ils trouvent 4 3 5 dérivés colorables comme la B.S.P. en rouge
violet en milieu alcalin, possédant le méme spectre d'absorption dans
le visible que la B,.S.P. pure, mais se distinguent par leur mobilité

plus lente, J.K. KREBS et R.W, BRAUER (1958), G.M. GRODSKY, R, FAISKA

Loy

Ps . . R
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et J.V., CARBONE (1959), B. COMBES (1958) aprds isolement chromatogra-

phique et purification des différents métabolites, &tudient leur struc-

ture. Nous présentons dans ce tableau un sommaire de la nomenclature

employée et de la composition probable des différentes fractions.

GRODSKY 1 JAVITT GIANGRANDI RAUTUREAU
! Aiteurs RREBS { FANSKA I1MELTZER §COMBES MOLINO LEMONHIER
] BPAUERI CARBONE{WHEELER 1STAKELUM Y CRAVARIO | MOWSZOWICZ
CRANSTON PAGLIARDI

Sources rat honme chien rat horme rat

Composition

probable I libre I D R I

B.S.P. (12,22)1 (+4) (+)

B.S.P,

cysteinyl= j(trace IC(+++) 1II(+) c(F) L1

glycocolle IITA(+++) D(+)

B'S.P- - II + +

cystéine ;4.39) B(=) |IIIB(+) D(=) L, I

B'S'PI - III

glycocolle [84.38)} A1) | TG | AG+) Ly I1I

Nomenclature des dérivés conjugués de la B.S.P.

Les quantités des Jdivers composés de la B.S.P. dans la bile normale
sont représentées par les signes entre parenth3ses., BRAUER indique
leurs proportions au début et en fin d'expérience.

B~ TECHNIQUE UTILISEE :

B. COMBES (1959)

et mamn - G — o w— - —— — ' —

Dans le but de mieux connaltre la dynamique de

CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIEF selon

1'excrétion de la B.S.P. et de ses métabolites chez le rat, nous avons

appliqué la technique de B, COMBES (1959).
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La commodité et la rapidité d'emploi de la
chromatographie sur papier nous a permis d'appliquer cette technique

a 1'8tude de la bile des rats de nos séries expérimentales.

a) préparation de la bile

La bile est déposée directement sur le
papler sans défécation préalable. Hous avons concentré la bile par
évaporation sous vide pour les séries expérimentales de 0,5 mg et
1 mg de B.S.P. par heure,

' b) développement de la chromatographie
Sur du papier filtre WHATMAN I, nous

appliquons & 10 cm du bord des volumes de bile de 2 & 3 ul ; un cou-
rant d'air froid siche chacun d'eux avant ré-application‘jusqu'é ce
que 0,1 3 0,2 mg de B.S.P. solent déposés (10 3 15 Pl de bile dans
nos séries expérimentales).

La cuve de chromatographie est saturée
des vapeurs du mélange : propanol-l, eau, acide acétique ( 10 : 5 : 1)
versé dans un cristallisoir au fond de 1'appareil.

La feuille de papier est introduite dans
la cuve et immobilisée au fond d'une gouttildre par une baguette de
verre ; elle s'appuie en outre sur une autre tige de verre 3 1 cm en~
decid des dépdts de bile. Apr3s quelques heures de saturation de la
cuve, le solvant introduit dans le godet supérieur au moyen d'un en-
tonnoir descend de 23 3 30 cm sur le papier en 15 3 16 heures.

c) révélation des fractions et topographie des

chromatogrammes

Le chromatogramme est sorti de la cuve,
séché dans un courant d'air et révélé par exposition aux vapeurs
d'NHB. La B.S.P. et ses métabolites apparaissent sous la forme de td-
ches violettes :

- d'abord, une fraction trds mobile, ou fraction I, ayant le méme Rf
que la B.S.P, injectée, c'est la B.S,.P. libre, de Rf : 0,68,

- puis trois fractions plus lentes : II, III et IV, ayant respective-
ment pour Rf : 0,48, 0,42 et 0,33,
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Aprés révélation des chromatogrammes de
7 échantillons de bile, nous avons 1'image représentative de 1'élimi=~
nation du colorant et de ses métabolites pendant 210 minutes.

d) 1'élution du colorant est faite par agita-
tion intermittente durant une heure des fragments de papiler dams la
soude 0,1 N en quantité adaptée 3 1l'intensité& de la coloration de la
tache.,

e) dosages et calculs

La lecture spectrophotométrique est
faite a 580 mp au spectrophotométre JOBIN & YVON dans une cuve de
1l cm de trajet optique contre un blanc de soude décinormale,

Comme pour la B.S.P. nous nous reportons
d une abaque établie 4 partir de solutions de B,S.P. dans la soude
0,1 I 3 des titres connus.

Dans les calculs nous n'avons pas fait
intervenir la différence de coefficient moléculaire d'extinction exis-
tant entre la B.5.P. libre et ses différents conjugués.

Nous avons calculé la proportion des
fractions conjuguées par rapport 3 la sorme de la B.S.P, retrouvée

sur le chromatogramme de chaque échantillon de bile.

B.S5,P. conjuguée

B.S.P. conjuguée + B.S.P. libre = 100

2- Observations

—— . et v o m—

a) séparation et récupération des fractions
- la faible différence de Rf des 3 frac-

tions conjuguées de la B.S.P. ne permet pas toujours de les séparer
avec certitude et rend le découpage délicat lors d'un léger chevauche-
ment, D'autre part, les composés II et III apparaissent 3 des concen-
trations faibles et les densités optiques des &luats des fractions sé-
parées seraient difficiles i mesurer avec précision. Nous avons donc
groupé les trois conjugués de la B.S.P.

- Il convient de choisir la quantité de

1'éluant en fonction de 1'intensité de la coloration des taches ; une
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grande dilution du colorant en abaissant trop la densité optique ris-
que d'entrainer des erreurs. Nous employons le plus souvent 5 3 10 ml
pour €luer la B.S.P., libre et 10 3 15 ml parfois 20 ml pour les méta-
bolites. Ces dilutions aménent le degré de densité optique entre 0,100
et 0,800. L'emploi comme &luant de la soude O,1 N &vite 1l'ajustement
du pH pour la lecture colorimétrique. De plus, la soude décinormale
s'est révélée &tre un bon &luant., Nous dosons 1l'intensité de la colo-~
ration une heure apré@s l'alcalinisation, temps suffisant pour une bonne
€lution et ne permettant pas une chute appréciable de la densité opti-
que (H.,0., GAEBLER - 1945).

b) résultats

- la B.S.P. du commerce ne donne par
cette technique, qu'une seule tache de Rf &gal 3 celui de notre frac-
tion I.

-~ le spectre d'absorption dans le visi-
ble de la B,S.P. libre et de ses conjugués présente un maximum entre
578 et 580 mp. Aprés purification des fractions II et III, KREBS ob-
serve qu'3 concentration dgale, la densité optique des solutions de
B.S.,P. libre est supérieure 3 celle de ses conjugués., A densité opti~
que maximale identique, le facteur de correction est de 1,223 pour II
et 1,127 pour III (nomenclature de KREBS),

-~ J. GOLDSTEIN et B, COMBES (1967) ob-
servent qu'en dessous de 500 oy, la B.S.P.~glutathion donne une densi-
té optique plus forte qu'une solution &quimoléculaire de B.S.P. libre.

-~ Nous avons remarqué (surtout pour les
doses importantes de B.S.P. injectée) que le taux de la fraction II
est fonction du temps et augmente avec celui-ci, La fraction III n'est
décelable qu'aprés 60 minutes de perfusion de B.S.P. 3 doses &levées.

- Dans chaque &chantillon, la différence
entre la somme des concentrations de la B.S.P. conjuguée et de la
B.S.P. libre et le taux de B.S.,P. biliaire correspond & la perte de
B.S.P. au cours des manipulations. Nous 1l'exprimons en p. 100 de récu-
pération

B.S.P, conjuguée + B,S.P. libre

B.5.P. totale billaire x 100
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Nous retrouvons en moyenne par chroma-
tographie 86 p. 100 de la B,S,P. dosé&e dans la bile, Nous avons donc
perdu environ 14 p. 100 au cours des manipulations de la technique

chromatographique,
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- PREMIERE _ PARTIE -

LES CONCENTRATIONS ET LES DEBITS BILIAIRES

DE LA B.S5.P, EN FONCTION DE LA DOSE INJECTEE,
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~]- EXPERIMENTATION SUR RAT ANESTHESIE.

Dans cette expérimentation, la brome sulfone phtaléine
est injectée de fagon continue, par la veine jugulaire, 3 des taux
variables compris entre 0,5 et 36 mg par heure et par animal (poids
moyen ¢ 273 grammes)., Dans tous les cas, la dose injecté@e corres=—
pond 3 un volume de 1,2 ml par heure,

Chaque série expérimentale comporte 15 animaux, Les ré-
sultats individuels et les moyennes calculées des 9 séries (volume
biliaire, concentration et débit de B,S.P. par 30 minutes) sont four-
nis dans les tableaux 5 3 13; les figures 3 i 8 reprennent les va-

leurs moyennes ci-dessus,

CONCENTRATION BILIAIRE DE LA _B.S.P, (figure 3)

Bien que le colorant soit trés rapidement
excrété dans la bile, il est toujours 3 moindre concentration dans
1'échantillon 1 que dans les suivants. A partir de l'échantillon 3
et pour des doses inférieures ou &gales i 16 mg par heure, les cour-
bes sont pratiquement paralldles 3 1'axe des abscisses,

Pour 24 mg par heure, on observe une dimi~
nution progressive et importante des concentrations qui passent de
1184 mp/100 ml dans 1'échantillon 2 3 997 dans le n°7, soit une ré-
duction de 187 mg en valeur absolue, de 15,8 p. 100 en valeur rela-
tive, Avec le taux de 32 mg par heure, les variations sont analogues
avec respectivement les valeurs 1360 et 1179, les réductions de
181 mg et 13,3 p. 100,

Le taux de 36 mg a des effets de méme sens
mais encore plus marqués. Avec des valeurs de 1289 et 990 mg/100 ml,
on constate que la diminution de la concentration est de 299 mg,
soit 23,2 p. 100.

On peut &galement noter que dans les limites
0,5 & 32 mg par heure, les concentrations biliaires moyennes du co-

lorant sont d'autant plus &levées que la dose injectée est plus forte.
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Tableau ~5- Rat anesth&sié — Infusion de B.S.P. 0,5 mg par heure

Concentrations et débitsde la B.S.P. totale.
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Tableau -6~ Rat anesthésié - Infusion de B.S.P. 1 mg par heure

Concentrations et débitsde la B.S.P. totale.
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Tableau -7- Rat anesthésié - Infusion de B.S.P. 2 mg par heure

Concentrations et débitsde la B,.S.P. totale.
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" IPoids ! Volume de bile pl/30min, I B.S.P. mg/100ml n B.S.P. pg/30min,
Ne :ll Date “ du ” i il
I ”ratllgl234567551234567551 2 | 31 41| 516 7
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Tableau =9~ Rat anesth&sié - Infusion de B.S.P. 8 mg par heure
| Concentrations et débitsde la B.S.P. totale.
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" Ipoids | Debic de bile pl/30min, " B.S.P. mg/100ml n B.S.P. pg/30min,
N° ! Date lodu ) ! i
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G 2001 Es 08. 12. 66 Ei 260 11525 [ 5351 575 490 142013001 170 1 9131 1375 11213 1 1159 | 1124 | 1057 | 1193 254793 7356 | 6975 15679 | 47211 3171 | 2028
G 2002 EE 09.12,66 11 255 1560 | 5601 525! 475 13151 0851 015 | 946 | 1375 | 1271 | 12191 1289 [ 1479 | 1109 15298 | 7700 | 6673 15790 | 4060 | 1257 | 166
G 2005 | 12.12.66 | 320 |1415 | 520| 6201 610 1550 | 490 | 405 || 704 | 1327 | 1329 | 1325 | 1289 | 1285 | 1241 12922 | 6900 | 8240 {8082 | 7089 | 6296 | 5026
G 2006 EE 12.12.66 !E 310 Eism 550 | 540 | 560 1480 | 300 | 230 ﬁ 928 | 1489 | 1421 | 1233 | 1241} 1237 | 1195 :,£4733 8189 | 7673 | 6905 | 5957 | 3711 | 2748
G 2007 EE 13.12.66 11300 1455 | 450 | 465 420 |310] 210] 155 1 868! 1470 | 1433 | 1320 | 1343 | 1333 | 1320 13040 | 6655 | 6663 | 5582 | 4163 | 2799 | 2060
G 2008 E% 13,12, 66 33 290 11550 18001 850 | 710 17601 730 1 630 1l 480! 1379 1219 | 1261 ! 1173 | 1145 | 1197 552640 11032 |10361 {8953 | 8915 ] 8358 | 7541
G 2009 ii 14.12.66 1300 1420 | 530 530 | 615 490 570 | 605 1 880 ] 1557 | 1515 | 1445 | 1423 | 1433 | 1341 113696 | 8252 | 8029 |8887 | 6973 ] 8168 | 8113
G 2011 || 15,12, 66 1290 1310 540|235 } 440 1330 | 050 | 085 1 800 [ 1465 |1319 | 1295 | 1447 | 1117 | 1181 112480 | 7911 | 3100 | 5698 | 4775 | 5585 | 1004
G 2012 {I{l 15.12.66 1} 305 1490 | 630 | 550 | 560 1600 | 580 | 360 if 436 | 374 | 594 | 848 | 1225 1145 | 1078 E.:z135' 2356 | 3267 |4749 | 7350 | 6641 | 3881
G 2015 EE 20.12.66 || 245 |1380 [ 460 | 490 | 490 {380 | 290 | 145 || 947 | 1447 [ 1205 | 1193 | 1135 | 1145 | 1193 113599 | 6656 | 5904 |5846 | 4313 | 3320 | 1730
G 2019 ﬁ 21.12.66 1250 1410 1530} 500} 490 {390) 280 ) 140 I 768 | 1423 | 1225 1 1173 | 1082 1101 | 1193 13149 ! 7542 | 6125 |5748 | 4220 | 3083 | 1670
G 2024 }‘i‘zs. 12.66 1275 1450 15801 660 | 640 {510 350! 220 1l 684 | 1493 |-1329 | 1307 | 1249 | 1205 | 1101 13078 | 8659 | 8771 18365 | 6370 4217 | 2422
G 2027 ii 26.12.66 1285 1460 | 560 650| 680 {690 | 630 | 530 || 552 1695 1609 { 1581 | 1401 | 1341 | 1161 E::2539 9492 10458 10751 | 9667 | 8448 | 6153

G 2028 “ 27.12.66 :I 250 450 14401 400 320 11951 1101040 y 508 | 1078 | 984 11004 | 1054 | 916 | 858 12286 14743 | 3936 ;3213 | 2055 ] 1008 | 343
] .

[l
------------------- ettt | L s B e it bl e Tt o tntniad el Dt (Lo foor e ———t R Taledel bl Ll e Sl el Slabnlabt: e

i}
Moyennes N 282 459 {548 | 541 | 532 [456 356 | 272 [ 751 1360 | 1277 | 1249 | 1253 | 1214 | 1179 /13433 | 7407 | 6939 16721 | 5747 | 4713 | 3296

li i It I
! | I ]

Tableau -12- Rat anesthésié - Infusion de B.S.P. 32 mg par heure
Concentrations et débitsde la B.S.P. totale.
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Fiqure 3 - Rat anesthésié
Concentrations biliaires de la B.S.P. totale
aux différents taux d'injection.
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Au contraire, 3 36 mg par heure on obtient des valeurs inférieures
d celles observées pour 32 mg et méme pour 1'échantillon n°7 3 celles
obtenues avec 24 mg.

Les maxima sont observés dans la série 32 mg
par heure, 3 savoir 1695 mg/100 ml pour les valeurs individuelles,
1360 mg/100 ml pour les valeurs moyennes.

On peut déterminer une "valeur moyenne"
(tableau -14-) de la concentration dans chaque série expérimentéle,

d partir des résultats des &chantillons 2 3 7,(1). Cette donnée est
surtout représentative des faits observés lorsqu'on se limite 3 1'in-

fusion de 16 mg par heure,

dose injectée
mg/heure

[RS—

Wpmrarmere 0

0,64 1 | 2 f 4 8 4 16 24 32 36

Tdose injectée '
pa/h/kg 1,91} 3,70 7,22; 14,28|29,41(58,39|94,11| 113,47 1126, 31
potds moyen

Concentration

biliaire moyenne '
mg/100ml - éohan- 531 116 | 183 363 | 6546 | 963 {1079 | 1255 1134

tillons 2 & 7

.

Poids moyen des
animaux

262 | 270 | 277 280 | 272 | 274 | 255 282 285

Tableau -14-

De toute fagon, il apparaft qu'il n'y a pas

de relation lin€aire entre la concentration biliaire moyenne d'une part et

d'autre part la dose exprimfe en mg par heure ou son logarithme, méme lors-

que l'on substitue 3 la dose injectée, la dose moyenne par heure rapportée

au kg de poids corporel.

(1) = Calgul sur les seules concentrations sans pondération par 1l'interven-

tion du d&bit biliaire.
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DEBIT BILIAIRE DE LA B.S.P. (figure 4)

La cholér@se du rat 3 fistule billaire aigué est
trés stable lorsqu'aucune substance étrangdre n'est injectée (varia-
tions inférieures 3 10 p, 100). Au contraire, lors de 1l'infusion
continue de B.S.P, 3 doses élevées, on observe de fagon quasi cons-
tante un effet cholérétique marqué (tableau -15-) se traduisant par
uné augmentation du débit biliaire pouvant atteindre 30 p. 100 entre
le premier &chantillon et celui qui est le plus &levé (généralement

le 2eme ou le 3eme).

Dose échantillon n°1 | échantillon le plus éZevé { p. 100 de
mg/h rZ/.’b’O min., ?2/30 min. n° variation
0 359 394 4 9,75
0,5 426 | 477 3 11,97 |
331 434 3 31,12
398 447 3 12,31
426 458 3 7,51
430 537 4 24,88
16 476 547 3 14,91
24 412 ' 487 2 18,20
32 459 548 2 19,39
36 516 674 3 30,60

Tableau -15~
Action cholérétique de la B.S.P. - Volumes biliaires en Pl‘

Cependant on observe que pour les doses inférieu-
res ou &gales 3 4 mg par heure, le débit de la B.S.P. est pratique-
ment constant du 2eme au 7eme échantillon, et que pour 8 mg par heu-
re les variations sont minimes (diminution de 8 p. 100) et peuvent

étre négligges,




Fiqure 4 - Rat anesth@sié -
Débits biliaires de la B.S.P. totale
aux différents taux d'injection.
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Pour 16 mg, la courbe de débit est franchement
descendante 3 partir du maximum (&chantillon n°3); la quantité de
B.S.P. contenue dans l'échantillon n°7 est inférieure de 20,8 p.
100 & celle du n°3, Cette différence est surtout due 3 la diminu~
tion du débit biliaire (19,7 p. 100) alors que la concentration
n'est réduite que de 2 p. 100. '

Le phénoméne ci-dessus est encore beaucoup plus
marqué avec les doses de 24, 32 et 36 mg, Dans ces trois cas, on
voit les courbes s'effondrer et on aboutit A un débit d'environ
3000 pg/30 minutes, c'est-d-dire i peine supérieur 3 celui obtenu
avec ia dose 8 mg par heure, et inférieur 3 ce que l'on obtient
avec 16 mg par heure. Ici encore, on doit incriminer au premier chef
la variation de d&bit biliaire et tré&s accessoirement tenir compte

de la diminution de la concentration (tableau ~16-),

DOSES diminution en p, 100 (écha"tiégzzniizli;hgntiZZon 7)
mg/h Z

debit B.S.P. | débit bilicire ' conc;vfggfion
24 53,1 45,8 15,5
32 55,5 50,4 140
36 65,9 56,4 252

Tableau -16-~

Le maximum de débit du colorant est observé dans

la série 36 mg. Il est de 8336 pg par 30 minutes pour les valeurs
8336 1000 i
36 * ~285 » SOt

975 uyg par minute et par kg de poids corporel. En valeurs individuel-

les, on obtient 12954 pg par 30 minutes (3eme &chantillon G 2181)

12954 _ 1000
soit =35~ * “395 * soit 1489 ug par minute et par kg.

moyennes (2eme &chantillon) ce qui correspond &
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Si on détermine aprds 3 heures 30 d'expérience le

B.,S.P, recueillie dans la bile
B.S.P. injectée

établie déja, a savoir que le pourcentage de récupération est d'au-

rapport on retrouve la dommée bien

tant plus faible que la charge veineuse est plus grande (tableau-17-),

I}
B.S,P.. Bjectse | B, nS).gl/’ghi;:d‘ectée Bég.;ﬁabeggegg#; ‘:.':. 2 ’;‘;‘e‘:?:ex 00 |Ys=sat(tenh.)

0,5 1,75 1,54 88,0. 0,06 t
1 3,5 3, 0. 85,7 0,14 t
2 7,0 4,9 70, 6 0,60 t
14,0, 10,2 72,9 1,09 t

28, O 17,5 62, 5. 3,00 t

16 56, 01 31,3: 55,9 7,06 t
24 84,0 29,7 35,4 15,52 t
32 112,0 38,3 34,5 21,06 ¢
36 126,0 40,7 31, 5. 24,37 t

Tableau ~17-

'L'8tude graphique des débits cumulds de B.S.P,
figures 5 et 6) fait apparaltre que 1'excrétion biliaire du colo-
rant est 3 peu pré&s proportionnelle au temps. Sur le méme diagram-
me, la comparaison avec la dose injectée montre que la divergence
entre les courbes B,S.P. infusée, B.S.P. récupérée est d'autant
plus marquée que la dose injectée est plus grande, ce qui traduit
une rétention somatique accrue, '

La courbe de débit biliaire de la B.S.P. peut
étre assimilée 3 une droite passant par 1l'origine et par le point
ayant pour abscisse : 3 heures 30 et pour ordonnée : le débit cumu-
1é 3 ce temps. On peut alors calculer facilement la quantité de
B.S.P. retenue par l'organisme; cette quantité& est &galement une

fonction linéaire du temps,




Figure 5 - Animal anesthésié ) ‘
Débits cumulés de la B.S.P. totale pour les doses 0,5 & 4 mg/heur
P : B.S5.P. injectée '
B : B.S.P. biliaire,
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Fiqure 6 ~ Animal anesthésié

Débits curulés de la B.S.P. totale pour. les doses 8 & 36 mg/heure
P : B.S.P. injectde ‘ |
B : B.S.P. biliaire. i
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Si on pose :
Yi = B.,5.P. injectée en mg
Yb = B.5.P. recueillie dans la bile en mg
Ys = B.S.P, stockde dans 1'organisme
t = temps en heure

on pourra écrire pour la dose 8 mg :

Yi = 8t
Yb = l%‘% t (17,5 : quantité de B.S.P.
]

récupérée en 3 heures30
soit : 3,5 heures)

Ys = Yi-Yb = t(8-223) = 3,00t
?
Le tableau =17- donne les différentes valeurs pour
les doses de B.S.P. comprises entre 0,5 et 36 mg.
I1 n'existe pas de relation simple entre la dose
injectée (ou son logarithme) et a (ou son logarithme).

Enfin, si 1'on recherche la relation entre 1'ap-
parition des troubles et les différentes doses de B.S.P., on peut
noter que ¢ les débits biliaires du colorant ne sont nettement al-
térés et de fagon trés superposables que pour les doses de 24, 32
et 36 mg par heure. Dans les trois cas, la diminution franche du
débit apparaft aprés deux heures d'expérience soit lorsque la B.S.P,
injectée est respectivement de 48,64 et 72 mg, ce qui correspond 3

des rétentions de 30 & 49 mg.

DEBIT BILIAIRE

Les variations du débit biliaire au cours de 1l'in-
fusion continue de la B.S.P. apparaissent donc comme le facteur
essentiel de contrdle du débit biliaire maxima du colorant, Le ta-
bleau -18- et les figures 7 et 8 objectivent trés nettement les
faits constatés., Graphiquement, il apparalt que les courbes sont
franchement descendantes pour les trois plus fortes doses de colo-

rant (24,32 et 36 mg par heure) et le calcul permet de préciser que
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les débits liquidiens sont alors effondrés, &chantillon n°7 ne repré-
sentant que 54 3 42 p. 100 de 1l'échantillon le plus &levé, 64 & 55 p.
100 de 1'&chantillon n°1l ; pour ces doses, on constate que la réduc-~
tion de la phase liquide est d'autant plus marquée que le colorant

est administré en plus grande quantité. Au contraire, pour les doses
inférieures ou égales 3 16 mg par heure, la diminution du débit liqui-
dien reste inférieure i 20 p. 100 du dé&bit maximum et & 10 p. 100 de
1'échantillon n°1,

‘Tout se passe comme si "un effet toxique" se mani-
festait lorsque la rétention de B.S,P. atteignait un certain seuil,
Si on note que la diminution des débits de bile est nette 3 partir du
Seme &chantillon (pour les doses de 24 & 36 mg par heure) soit aprés
deux heures d'infusion continue, ce seuil peut &tre situé aux eanvi-
rons de 30 mg. On remarquera qu'une telle rétention n'est pas obtenue
en fin d'expérience avec la dose 16 mg (elle n'est alors que d'environ
25 mg).

La recherche de la cause de cet "effet toxique" est
complexe car de nombreux facteurs peuvent intervenir : toxicité de la
B.S.P. vis-3-vis des grandes fonctions cardiaque. ou respiratoire, al-
tération du parenchyme hépatique, manque de glutathion ou d'enzyme de
conjugaison. Les chapitres suivants tentent de préciser cet aspect du
probléme mais on notera déj3 que lors des injections 3 trés fortes
doses (36 mg par heure), la mortalité est trés importante : pour ob-
tenir 15 animaux vivants en fin d'expérience, il a fallu ré&aliser 30

essals,




! - Fiqure 7 - Animal anesthésié |
| Débits biliaires pour les doses 0,5 & 4 mg/heure de B.S.P,
T : témoins (dose O mg/heure)
Courbe &tablie & partir de 30 rats.
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f dimimuetion
mléchmtillon en p. 100
,éehantillon, le plus échantillon. du n°7
Dose mg/h n°1 élevé n°z par rapport
pi/30min. pL/30min ,

L'par| n° au n°1 jau plus
30min. élevé
0 359 394 4 353 2,0 10,4
0,5 426 477 3 398 6,6 16,6
1 331 434 3 385 16,3 | 11,3
2 398 447 3 357 10,3 20,1
4 426 458 3 401 5,9 12,4
8 430 537 ¢ 466 8,45 | 13,2
16 476 547 3 439 7,8 19,7
24 412 487 2 264 35,9 45,8
32 459 548 2 272 40,7 50,4
36 516 674 3 284 45,0 57,9

Tableau =-18-

Diminution de 12 choléré&se par la B.5.P.

¥ ces chiffres sont des augmentations
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~1I- EXPERIMENTATION SUR FOIE PERFUSE

Dans cette expérimentation la Brome Sulfone Phtaléine
estiinjectée de fagon continue dans le réservoir inférieur (oxygé-
nateur) de l’appareil d des taux variables compris entre 4 et 24 nmg
par heure et par perfusion. Dans tous les cas, la dose injectée cor-
respond 4 un volume de 1,2 ml par heure. Le poids moyen des rats
donneurs de foie est de 431 grammes et celui des foies de 12,1 gram-
mes,

Chaque série expérimentale comporte 15 perfusions. Les
résultats individuels et les moyennes calculdes (volume biliaire,
concentration et débit de B,.S.P, par 30 minutes) sont fournis dans
les tableaux =20 & 25-; les figures 9 & 12 reprennent les valeurs

moyennes cil-dessus,

CONCENTRATION BILIAIRE DE LA B.S.P. (figure 9)

Le colorant est rapidement excrété par la voie bi-

liaire, mais la stabilisation du niveau de concentration est diffi-
cilement obtenue, contrairement 3 ce qui se passe chez 1'animal anes-
thésié, D'une fagon générale, les concentrations augmentent rapide~
ment jusqu'au 3eme &chantillon inclus, puis la pente de la courbe
diminue nettement.

Pour 4 et 6 mg par heure, la courbe est ascendante
sur toute sa longueur ; pour 8 mg, les trois derniers &chantillons
sont pratiquement au méme niveau. Aux doses sup@rieures, une descen-
te s'amorce, apr&s le Seme &chantillon pour 12 mg, aprés le 4eme
pour 16 et 24 mg,

Les diminutions de concentration sont d'autant

plus marquées que la dose injectée est plus forte (Tableau =19-).

Echantillon le plus | 7eme . .
Dose mg/h Slevé mg/100 ml (1) | échantillon | * de Datsse
12 1298 (5) 1210 6,78
16 1838 (4) 1458 10,98
24 1531 (4) 1162 24,10

Tableau -19- (1) entre parenthdses : n° d'ordre de
1'échantillon.
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Tableau =21 - Foie perfusé - Infusion de B.S.P. 6 mg par heure
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mg. pour 100 m 1

Fiqure 9 - Foie perfusé
Concentrations biliaires de la B.S.P. totale
aux différents taux d'injection.
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Pour les doses 4 3 16 mg inclus, les concentra-
tions biliaires de la B.S.P. pour un &chantillon de méme chronolo-
gie, sont d'autant plus &levées que la dose est plus forte, Au
contraire, & 24 mg par heure, les concentrations moyennes sont tou-
jours inférieures 3 celles obtenues avec 16 mg et méme pour le 7eme
échantillon & celle de la dose 12 mg. Ce phénoméne avait déja été
observé (pour des valeurs différentes des injections de colorant)

sur 1'animal anesth&sié.
Les .maxima sont trouv@s dans la série 16 mg par

heure, 3 savoir 1886 mg par 100 ml pour les valeurs individuelles,
1638 mg par~ 100 ml pour les valeurs moyennes.

L'absence de plateau net pour la plupart des doses
ne permet pas de retenir la notion de concentration moyenne que nous

avons utilisé pour les animaux anesthésiés.

DEBIT BILIAIRE DE LA B,S.P. (figure 10)
Le débit biliaire du foie de rat perfusé est beau~-

coup moins stable que celui de 1'animal anesthésié, d fistule cho-
l8docienne, Cependant son &volution, dans nos conditions expérimen-
tales, est bien connue : la cholérése est pratiquement constante
pendant les deux premiéres heures de l'expérience, puis diminue pro-
gressivement. Sur 27 perfusions témoins, l'échantillon n°®7 (209 pl)
représente 86,4 p. 100 du n°l et 83,6 p. 100 de 1l'échantillon 1le
plus &levé (n°3).

| Lors de 1'infusion continue de B,S.P, on retrouve
1'action cholérétique mentionnée sur animal anesthésié. Cet effet

est net pour les doses &gales ou supérieures 3 12 mg (tableau ~26-).

Dose léchant. n°1 | échantillon le plus élevé %
mg/h ul/30min. pl/30min. n® de variation
0 242 2560 3 3,3
4 209 222 3 6,2
6 224 - 241 3 7,6
8 223 231 3 8,1
2 258 308 3 19,4
16 229 2564 3 10,9
24 205 265 3 32,2

Tableau =26~
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Figqure 10 - Foie perfusé ,
Débits biliaires de la B.S.P. totale aux différents taux -
d' injection. '
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De toute fagon, on note que les débits du colorant
par le foie perfusé sont nettement plus faibles (environ la moitid)
que ceux de 1'animal anesth&sié. Le maximum observé est de 4067 ps
par 30 minutes pour les valeurs moyennes (&échantillon n®4 - dose
16 mg par heure), de 6055 pe par 30 minutes pour les valeurs indivi-~
duelles (&chantillon n®4 - dose 24 mg par heure - R 1186),

Pour les doses 6 et 8 mg par heure, le débit bi-
liaire du colorant augmente jusqu'au S5eme &chantillon, puis diminue
légérement jusqu'd la fin de 1l'expérience. Le débit moyen du 7eme
Echantillon est inférieur de 5,1 3 19,4 p. 100 au débit du n°3, de
21,4 3 25,6 p. 100 au débit de 1'8chantillon le plus &levé.

Pour les doses supérieures, ces pourcentages aug-
mentent rapidement en méme temps que la quantité de B,S.P. infusée.
On a respectivement, pour 12 mg : 33,5 et 35,3 p. 100, pour 16 ng :
42,7 et 46,5 p. 100, pour 24 mg : 67,8 et 67,8 p. 100,

débit maximum diminution du
Dose | échant. n°3 n° éehant. n°? n®'7 en p. 10?
mg/h ug/30min "yg/30min¢échant Hg/30min- par rapport -aw
n°3 |+ élevd
4 1146 1384 5 1088 8,1 21,4
1971 2134 4 1588 19,4 25,6
8 21581 2404 5 1807 16,0 24,8
12 3588 3589 4 2387 33,6 35,3
16 3796 4067 ¢ 2177 42,7 46,5
24 3936 3936 3 1267 67,8 67,8

Tableau -27-

Ces modifications entrafnent au niveau des débits
B.S.P. excrétée
B.S.P. injectée ’
comme cela avait déja &té observé sur animal anesthésié (tableau -28-).

cumulés une baisse progressive des pourcentages




%ESP injectée |BSP injectée|BSP recueillie } BSP reeueiZZiexloo
mg/h 1 mg/3h30 mg/3h30 ! BSP ingjectde

4 14 6,8 48,6

21 10,6 50,5

28 11,9 42,5

12 42 18,2 43,3

16 56 18,8 33,6

24 84 16,7 19,9

Tableau =28«

Les variations observées sont donc beaucoup plus mar-
quées que dans les essais sur animal anesthésié&, bien que l'on ne
puisse pas comparer les résultats dose 3 dose en raison des condi-
tions expérimentales trés différentes dans les deux cas,

L'8tude graphique des débits cumulés de la B.S.P.
(figure 11) montre que pour les doses inférieures 3 24 mg, 1'ex~
crétion biliaire du colorant est 3 peu pré&s proportionnelle au
temps ; mais les faibles concentrations des premiers échantillons
ne permettent pas de considérer que ces droites passent par l'ori-
gine et par conséquent emp&chent le calcul de la rétention en

fonction du temps.

DEBIT BILIAIRE (figure 12)

Les débits biliaires du colorant sont beaucoup

plus modifiés en fonction du temps que les concentrations de la
B.S.P. L'influence des variations du débit biliaire apparalt donc
comme &tant prépondérante (tableau -29-),

Nous pensons qu'il faut surtout retenir la dimi-
"nution du débit par rapport 3 1l'échantillon n°l en raison de 1'ac-
tivité cholérétique de la B.S.P, et tenir compte de 1l'@volution
spontanée (baisse de 23,1 %) dans la série témoin (dose : O mg/h).
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Figure 11 - Foie perfusé i

Débits cumilés de la B.S.P. totale aux différents taux d'injection
P : B.S.P. injectde |
B : B.S.P. biliaire.




Fiqure 12 - Foie perfusé

Débits biliaires aux différents taux d'injection de B.S.P.
T : té&moins (dose O mg/heure)
Courbe établie & partir de 27 perfusions.
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échantillon 1 diminution en pj
Dose |échant. n°1 | le plus éleve] sopant nop | 100 du n°7 par
mg/h | ug/30min. ¢ L ug/30min. rapport Gu
ul/30min. n° n°1 | + élevé
0 242 250 3 186 23,1 | 25,6
4 209 222 3 149 28,7 | 32,9
6 224 241 3 158 29,5 | 34,4
8 223 231 3 160 28,3 | 30,7
12 268 308 3 188 27,1 3850
16 229 264 3 146 36,2 42,5
24 205 265 3 90 56,1 | 66,0

Tableau =29~ Diminution de la cholérése par la BSP

Pour les doses inférieures ou &gales 3 8 mg/heure,
'~ la réduction du débit du colorant relé@ve uniquement de la diminuticn
de la phase liquide, les variations de concentrations &tant minimes,

Pour les doses 16 et 24 mg/heure, la diminuticn du
débit biliaire apparalt comme facteur dominant pour expliquer la
chute de 1l'excrétion du colorant. Par exemple, pour 24 mg, le d&bit
biliaire est réduit de 56,1 p. 100 soit 33 p. 100 de plus que chez
les témoins (23,1 p. 100) alors que la variation de concentration
n'est que de 24,1 p. 100.

Pour la dose intermédiaire aux deux groupes précé-
dents (12 mg/heure) les facteurs concentration et volume liquidien
semblent avoir sensiblement la m€me importance,

On retrouve donc, sur foie perfusé, une action de
la B.S.P. identique 3 celle not&e sur animal anesthésié; les doses
fortes du colorant sont donc capables d'agir directement sur la fonc-
tion hépatique sans qu'il soit nécessaire de passer par 1'intermé-

diaire d'un trouble respiratoire ou circulatoire.




- DEUXIEME _ PARTIE -

LA CONJUGAISON DE LA B.S.P. BILIAIRE

AU COURS DES FESSALS D'INFUSION COWTINUE DU COLORANT.
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Les expériences de J.R, PHILIP et Coll. (1961), de B.
COMBES (1962) (voir page 24), montrent que la conjugaison de la
B.S.P. joue un rdle important dans 1l'excrétion de ce colorant. Ceci
nous a conduit 3 fractionmer par chromatographie la B.S.P. libre
d'une part et 1'ensemble des conjugués d'autre part, et d &tudier

les débits de ces fractions,

I- EXPERIMENTATION SUR ANIMAL ANESTHESIE

Les résultats sont donnés dans les tableaux -31 3 39-,
Ils ont &été obtenus sur les mémes animaux que ceux utilisés pour
1'étude de 1l'excrétion quantitative de la B,S.P. Jusqu'd 8 mg par
heure inclusivement, 5 rats de chaque série ont &té& &tudiés, tandis
qu'd partir de 16’mg par heure, la bile de tous les animaux était
fractionnée. La représentation graphique des valeurs moyennes fait
1'objet des Figures 13 & 16.

Les constatations suivantes peuvent &tre dégagées

1) pour les doses inférieures ou égales 4 16 mg par heure,
on observe une augmentation de 1l'excrétion de la B,.S.P, libre et de
la B.S.P, conjugude ; mais cette dernidre croit beaucoup plus rapi-
dement que la premiére comme le montre le tableau -30-,

I1 s'ensuit que le pourcentage de B,S.P. libre dans
la B,S.P, excrétée diminue au fur et 3 mesure que la dose injectée
augmente, ce qui est en accord avec les résultats de PHILIP et Coll,
(1961).

Doses mg/h .4 0,5(- 1 { 2 4 . 8 16 | 24 .{ 32 .36

z;fj;; mg | 1,54| 3,0| 4,9 V10,2 17,5 |31,3}30,4 |38,3 |40,7
?%5;5' 0,56| 1,3 2,0 3,1 4,1 5,5{ 7,0 | 7,7 | 9,5
B.S.P. 0,98] 1

sl | 098] 1.7} 2,9 | 7,1 115,4 25,825, 30,6 |31,2

“‘Ti;i:eexwo 36,4 145,5)40,8 | 30,4 | 23,4 |17,6123,0 |20,1 |23,3

Tableau =30~ Excrétion de B.S.P. en 3 heures 30
Comparaison des fractions libre et conjuguée




ﬂ i Poids i B.S.P. LIBRE f B.S.P. CONJUGUEE
o ! Date " i@ it % de 1a B. S.P. totale i % de 1a B. S. P. totale
i ] il
! borat § 01 ) 213 4 s e {7 41t )l2lslals el 7

G 2069 | 23.1.67! 280 141,945,6{45,4]54,7146,8! 553|550 ! 58,1154,4154,6 1453 53,2 44,7145,0
G 2074 ;E 24.1.67 EE 270 137,6132,1147,9126,9 128,21 23,1 |28,9 !l 62,4 |67,9152,1173,1171,8176,9 71,1
G 2075 ii 25.1.67 '::. 275 1151,2 140,71 33,71 34,0 | 30,8 | 28,2 30,1 !l 48,8 59,3 { 66,3 66,0 | 69,2 71,8 | 69,9
G2076 | 26.1.67 | 265 |352|22,4|24,0]23,7]22,0121,3 17,0 I 64,8)77,6}|76,0 |76,3 78,0 78,7 83,0
G 2077 | 26.1.67 ii 245 48,0 147,4145,9145,2146,6143,4 19,7 | 51,1152,6154,1 54,8 !53,4!56,6!80,3

_______ LVREVRRIRY | SRUSUSIPNS | VIR WU NPEVUIITS NP PRV S

Moyennes t - 143,0 137,6139,4136,9 134,9!34,3 130,1 {} 57,0 162,4160,6 163,1165,1]65,7169,9

1
Valeurs absolues | N 57 | 91| 97| 87 | 821 79 1 66 i 75| 152 | 149 | 149 | 153 | 152 | 153
en pg/30min, I i i

Tableau -31- Rat anesthésié - Infusion de B.S.P. 0,5 mg par heure.
Farmes libre et conjuguée du colorant.
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i 1] ] B.S.P. LIBRE H B.S.P. CON]UGUEE
i it Poids % de 1a B. S.P. total t % deFaB.S.P. total
° de 1a b, o. 1. ale il o delab,>. F. tota
Ne llil Date :{ du H I ¢
! borat g 2 {3 ;4 |5 6 7 41 2 3 ;14 5 6 7
N i i al
0 i i I
G1981 I 23,11.66 !l 200 Il 28,9 26,4 | 35,4 [34,9137,3 | 36,5 134,8 [ 71,1! 73,6 164,6 |65,1] 62,7163,51 65,2
1l il 1l I
G 1982 |l 24.11.66 Il 285 || 45,1 30,4 | 32,1 [32,0[30,6 30,0 |28,4 !l 54,9] 69,6 67,9 [68,0] 69,4 70,01 71,6
il I
G 1984 Ei 25.11.66 I 265 EE 31,8 128,3127,6 |24,9 123,7 [ 22,4 |21,2 Il 68,2] 71,7172,4 |75,1] 76,3 | 77,6 | 78,8
fi .
G 1985 || 28,11.66 | 295 | 46,5 33,0 28,0 | 38,5 | 38,3 | 39,2 {37,6 il 53,5] 67,0 | 72,0 161,51 61,7 | 60,8 | 62,4
i i I ,
G 1987 || 29,11.66 || 285 || 31,8 33,5 27,0 {24,4 | 24,0 22,7 20,2 | 68,2} 66,5 73,0 {75,6| 76,0 77,3} 79,8
i 1 | it
§| Il |:| ”
------- R e R e e
}
Moyennes i i 36,8 |30,3 30,0 130,9 130,8 130,2 {28,4 !l 63,2] 69,7)70,0 |69,1] 69,2 169,81 71,6
i i Il
T i
Val 1 il il
aleurs absolues i N 319 1455 | 480 491 | 468 [ 432 1l 549 | 1047 {1119 1088 | 1104 {1081 1090

en yg/30min,

Tableau -34- Rat anesth&sié - Infusion de B.S.P. 4 mg par heure.

Formes libre et conjuguée du colorant.,
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2) Pour les doses de 24 et 32 mg par heure, 1l'excrétion
de B.S.P. sous forme libre est sup@rieure pour tous les &chantillons
a celle observée avec 16 mg par heure, mais la B.5.P. conjuguée
s'effondre 3 partir du Seme &chantillon. Globalement pour les 3 heu-
res 30 d'expérience, 1l'importance relative de la B,S.P. libre est

plus grande que pour la dose 16 mg par heure,

3) Pour la dose 36 mg par heure, i1 y a suécessivement
diminution de la B.S.P. conjuguée (3 partir du 4eme &chantillon)
puis de la B,S.P, libre (3 partir du 5eme &chantillon). De toute
fagon, l'excrétion sous forme libre reste inférieure 3 6 Pg/minute/
gramme de foie, chiffre voisin de celui de PHILIP et Coll, (1961).

Pour ces doses &levées, le pourcentage de conju-
gaison varie en fonction du temps et 3 partir du 4eme &chantillon

on voit le colorant libre prendre une importance croissante.
(figure 15)

La représentation graphique pour chaque &chantillon de
la B.S.P. conjuguée en fonction de la dose (figure 16) objective
mieux encore la constance du pourcentage de B,.S.P. conjuguée dans
les échantillons 2 3 7 lorsque la dose injectée est inférieure ou
égale 3 16 mg par heure. Au contraire, pour les doses plus Elevées,
on constate ici encore que la B.5.P. conjuguée diminue en valeur
relative du 2eme au 7eme échantillon. De toute fagon, le premier
échantillon a un comportement différent ; on notera en particulier
que pour les doses 4 3 16 mg par heure, la conjugaison est plus fai-
ble que dans les autres &chantillons ce qui permet de supposer que
dés la captation du colorant par le foie, il y a excrétion dans la
bile, & un moment ol la conjugaison ne s'est pas encore effectuée
(J.P. PHILIP et Coll, - 1961),




Fiqure 13 - Animal anesthésié
Débits biliaires de la B.S.P. libre aux
différents taux d'injection du colorant.
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Fiqure 14 - Animal anesthésié -
Débits biliaires de la B.S.P. conjuguée aux
différents taux d*injéctioh du colorant.
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II-_EXPERIMENTATION DU FOIE PERFUSE

Les résultats sont donnés dans les tableaux -41 3 46-,
Ils ont &té obtenus sur les mémes animaux que ceux utilisés pour
1'étude de 1'excrétion quantitative de la B.S.P. La bile de tous
les animaux a été fractionnée, La représentation graphique des va-

leurs moyennes fait 1'objet des figures 17 & 19.

1) Le fait dominant est 1'importance de la forme conju-
guée, dans 1'excrétion du colorant. En effet, i partir du 3eme &chan-
tillon (figure 17) il y a moins de 10 p. 100 de B.S.P, libre. De
tels pourcentages n'ont jamais &té observés sur animal anesthésié.,
Pour les 3 heures 30 la B.S.P. libre ne représente que 4,8 3 8,9 p.
100 de l1la B.S.P. totale bien que dans le premier échantillon 1la
conjugaison ne soit que de 60 3 70 p. 100 (tableau -40-~).

Doses mg/h 4 6 8 12 16 24
5ol mg 6,76 | 10,6 | 11,9 | 18,2 | 18,8 |16,7
Dol mg 0,60 | 0,8 | 0,9 | 1,6 | 0,8 | 0,0
ﬁ;ﬁ&i&uée mg 6,16 | 9,8 | 11,0 | 18,6 | 17,9 | 15,8
' %gg—"ﬁ-éxzoo 8,9 7,5 7,6 8,8 4,8 5,4

Tableau -40- Excrétion de la B.S.P. en 3 heures 30

Comparaison des fractions libre et conjuguée.

2) MBme avec les fortes doses, il n'y a pas, dans les
derniers &chantillons, d'augmentation sensible du pourcentage de

colorant libre.
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3) Pour les doses plus fortes (16 et 24 mg par heure) on
observe un pourcentage plus faible de colorant libre ce qui s'oppose
4 ce qui a €té noté& sur animal anesthésié. Il faut toutefois retenir
que les quantités de B.S.P., non conjuguée &tant trés faibles, leur

dosage présente une certaine imprécision.

I1 semble donc que pour le foie perfusé on puisse exclure
que le facteur limitant 1'excrétion de la B.S.P, soit le glutathion
ou les enzymes de conjugaison. En effet, lorsque les doses de colo-
rant injecté sont suffisantes, il se produit simultanément une di-
minution de la B.S.P. libre et de la B.S.P. conjuguée, mais cette
derniére représente toujours la forme trés largement prédominante.

Au contraire, sur animal anesthésié, l'excrétion de
B.S.P. libre augmente encore alors que l'élimination horaire de
B.S.P. conjuguée diminue considérablement. Pour les doses 24, 32
et 36 mg par heure, le glutathion et les enzymes de conjugaison
pourraient €tre un facteur limitant.

Ceci nous a conduit 3 étudier le comportement de 1l'ani-
mal anesthésié lorsque 1l'injection de colorant était accompagnée

d'une infusion continue de glutathion et 3 ne pas poursuivre dans

ce sens les recherches sur foie perfusé,
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Figqure 17 - Foie perfusé -
Débits biliaires de la B.S.P. libre aux différents
taux d'injection du colorant.
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B S P conjuguée
‘/‘/’\,
F\;t/\ -~ ’\’
IX \ X
IS N\
/\/ /.--\\ \’\_
W= \ \..\
i NN
3F K /: \ N\
P VN
/ AR
/ \ X
.| Y
o ;// \ W\
; /\," P ek A S \ —\-—\"\
g [ AR
E‘ 2F ..: "/* R *\ﬁ
/ \‘/"/,/ \.\.\ \\7\\
g l\’: *I,/ ‘\.\.\\ K\‘\
H /! / / ‘\}. 8
A YA \ > 6
\N 7 \
§° I T \
k L,; ) _’7 T Te. 24
S VA T4
/' //'* p
(R
0w
P4
0
s
9 2 3 T % 6 T

NO des échantillons

Figure 18 - Foie perfusé -

Débits biliaires de la B.S.P. conjuguée aux différents

taux d'injection du colorant.



Figure 19 - Foie perfusé -

Pourcentage de B.S.P. libre, en fonction du temps,
aux différents taux d'injection.
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- TROISIEME PARTIE -

L' EXCRETION BILIAIRE DE LA B.S.P,
(concentration -~ débit - conjugaison)
LORS DE L'INFUSION SIMULTANEE DE COLORANT ET DE GLUTATHION.

(animal anesthésié).
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La diminution rapide du pourcentage des formes conjuguées
de la B.S.P. pour les doses supérieures ou égales 3 24 mg/heure
conduit 3 envisager le rdle du glutathion dans 1'élimination du
colorant.

Cependant on peut remarquer que pour la dose 16 mg/heure,
il y a excrétion totale en 3 heures 30 de 25,8 mg de conjugués, Or,
pour les doses &levées le pourcentage de conjugaison est nettement
diminué 3 partir de 1'échantillon n°5, c'est~d-dire au moment oi
n'ont été excrétées que 15,9 mg pour 24 mg/heure, 20,5 mg pour
32 mg/heure, 21,8 mg pour 36 mg/heure, de dérivés conjugués. Il de-
vrait donc subsister des "réserves" de glutathion suffisantes pour
permettre la conjugaison, ce qui peut également €tre supposé, con-
naissant les teneurs moyennes en glutathion de 1'organisme (100 mg
dont 20 mg dans le foie),

Les résultats de B. COMBES (1962) chez le rat en carence
protéique &tant en contradiction avec ces données théoriques, nous
avons cherché 3 préciser les possibilités d'excrétion de la B.S.P,
lors de l'injection continue simultanée de colorant et de glutathion,

Toute 1'expérimentation a été menée sur animal anesthdésié;
les solutions de glutathion (1) et celles de B.S.P. sont injectées

-

par la méme veine jugulaire mais 3 partir de deux seringues diffé-
rentes de fagon 3 ce que le mélange ne se fasse que juste avant
1'injection, ceci afin d'éviter la conjugaison in vitro. Les concen-
trations de colorant et de glutathion ont &té calcules de fagon 3
ce que le volume total injecté soit le méme que dans les expériences
avec colorant seul, c'est-d-dire 1,2 ml par heure. Dans tous les

cas, B,S.P. et glutathion sont injectés 3 dose &quimoléculaire.

(1) -~ glutathion réduit - ALDRICH U.S.A.
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I- CONCENTRATION ET DEBIT BILIAIRE DE B,S.P.

Les doses de colorant utilisées sont comprises entre 8
et 36 mg par heure et par animal (poids moyen : 274 grammes). Cha-
que série expérimentale comporte 15 animaux, Les résultats indivi-
duels et les moyennes calculées des 5 séries (volume biliaire,
concentration et débit de B,S.P. par 30 minutes) sont fournis dans
les éableaux -48 3 57-, Les figures 20 & 24 reprennent les valeurs

moyennes ci-dessus.

Concentration biliaire de la B,S.P. (figure 20)

L'allure générale des courbes est la méme que celle
observée dans les séries sans glutathion, Pour 8, 16 et 24 mg par
heure, les concentrations dans les &chantillons de méme chronologie
sont trés voisines qu'il y ait ou non adjonction de glutathion. Pour
32 et 36 mg par heure, les concentrations évoluent de fagon identi-
que qu'il s'agisse de B.S.P. seule ou de B,.S.P, additionnée de glu-
tathion ; elles sont constamment plus élevées dans la série colorant
seul pour la dose 32 mg et dans la série colorant + glutathion pour
la dose 36 mg. Ces données sont retrouvées sur le tableau =47~ qui
donne les "valeurs moyennes'" des concentrations calculées comme

dans le tableau -14-,

Dose injectée mg/h 8 16 24 32 36

L]

Concentration avee glu . }
biliaire moyenne| thation | 627 934 2064 1 1067 1265
mg/100 ml -

échantillons sans glut
n°2a7 thation 546 963 1079 1266 1134

Tableau =47 -




)
(=

mg pour 100 ml_

Figure 20 - Animal anesthésié -
- Concentrations biliaires de la B.S.P., totale aux
différents taux d'injection du colorant.

T : séries sans glutathion

G : séries avec glutathion,
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I i Poids | Volume de bile pl/30min. | B.S.P. mg/100ml, i B.S.P.  pg/30min,
Ne :} Date =I| du “ }; H
§ sgratﬁ1234567ﬁ1234567ig1234567
G 2301 ii 30.6.67 Ei 295 '}% 360 | 420 1490 {540 ! 525 | 500 | 480 EE 163 | 498 | 607 | 552 | 558 | 532 | 563 ﬁ 587 | 2092 | 2974 | 2081 | 2020 | 2660 2702
G 2306 Ef 06.7. 67 SE 265 ii 585 1585 | 600 1640 | 530 | 560 | 535 ;i 224 | 500 | 484 | 465 | 464 | 459 | 540 Ei 1310 | 2925 12904 12976 | 2459 | 2570 | 2889
G 2308 E% 07.7.67 Ei 255 'ﬁ 365 {340 1355 {3351 285 | 255 | 250 '}E 131 | 398 | 454 | 486 | 450 | 441 | 440 '}E 478 | 1353 | 1612 | 1628 | 1282 1125} 1100
G 2313 E} 19,7.67 EE 280 i; 500 | 580 [ 630 |560 [ 480 | 300 | 230 i; 340 | 499 | 408 | 444 | 558 | 660 | 619 Ei 1700 | 2894 | 3137 | 2486 | 2678 | 1980 | 1424
G 2314 i; 20.7.67 ﬁ 280 ii 690 {800 | 790 | 790 | 750 | 650 | 700 {IE 166 | 339 | 388 | 388 | 427 | 456 | 492 ii 1145 [ 2712 | 3065 | 3065 | 3202 | 2964 | 3444
G 2317§i 25.7.67 | 300 !l 420 | 665 | 670 1680 | 600 | 570 | 605 || 134 | 406 | 418 | 408.] 445 | 490 | 509 || 563 | 2700 | 2801 | 2774 | 2670 | 2793 | 3079
G 2321 || 27.7.67 fi 300 ﬁ 450 | 545 1485 1470 | 4451 3751 325 Ei 184 | 4791 561 | 584 | 509 | 613 | 651 ii 828 | 2611 | 2721 | 2745 | 2666 | 2299 ! 2116
G 2323 EE 31.7.67 if 290 ii 485 1650 1635 1570 1 600 [ 550 | 535 EE 224 | 4351499 1 475 | 491 | 552 1 557 fi 1086 | 2827 13169 | 2707 | 2946 | 3036 | 2980
G 2325 E{ 02.8.67ii 270-!5 570 1420 1510 | 520 | 495 | 470 | 465 ﬁ 1321 410 | 510 | 483 | 530 | 568 | 591 ii 752 | 1722 12601 | 2512 | 2623 | 2670 | 2748
G 2327 E; 04.8. 67 Ei 250 ;‘i 450 | 455 | 575 {555 | 550 | 490 | 445 éi 216 | 545 | 532 | 573 | 573 | 625 | 677 ;E 972 | 2480 {3059 | 3180 | 3151 | 3062 | 3013
G 2328 | 07.8.67 ii 250 Ei 315 {380 | 390 |400 | 400 | 360 | 380 '{E 245 | 648 | 723 | 750 | 728 | 797 | 860 EE 772 | 2462 | 2820 | 3000 | 2912 | 2869 | 3268
G 2329 EE 08.8.67Ei 270 EE 515 | 510 | 500 |520 | 550 | 510 | 485 Ei 88 | 276 | 388 | 458 | 458 | 544 | 619 Ei 453 { 1408 [ 1940 {2382 | 2519 | 2774 | 3002
G 2330 ii 10.8.67 || 280 Il 645 | 720 | 650 1575 | 540 | 440 | 600 || 165 | 343 | 414 | 452 | 503 | 563 | 619 || 1064 | 2470 | 2691 | 2599 | 2716 | 2477 | 3714
G 2338 | 18.8.67EE 265 EE 320 1400 435 14151 405 | 405 | 360 ﬁ 187 | 552 | 527 | 538 | 577 | 587 | 665 ii 598 | 2208 12202 2233 | 2337 | 2377 | 2304
G 2341 ;é 28.8. 67 ,}! 275 ﬂ 450 1555 1510 1520 | 580 | 500 | 495 Es 184 | 452 | 584 1 566 | 571 | 605 | 613 Ei 828 | 2508 | 2078 | 2943 | 3312 | 3025 | 3034
........ U----------:LE-------H»—----,-----y---—-}-—-—------—-—--—-——-%-—-——b—-——-r-—--L--—— R S ,--__4:1:--.._-... o d e d e d e b e
Moyennes %i 275 i; 475 1535 | 548 | 539 | 516 | 462 | 459 Eé 186 | 452 | 506 | 508 | 529 | 566 | 601 Eé 876 | 2358 {2718 | 2681 | 2693 | 2579 | 2727
il H }I il

Tableau -48- Rat anesth8sié - Infusion simultanée,par heure,
de B.S.P. 8 mg et de glutathion 2,95 ng.
Concentrations et débits de la B.S.P. totale.




I I

en pg/30min.

! R A :: X de 1aB. .5 sorle
Ne “ Date ” du :g ” .o.F,

f vt 1] 23l el s el 70 vt 23T als]T sl

" il 1T lif
G 2301 Ei-30.6.67ii 295 Ei 42,9 | 27,4 |21,2 | 22,1 (22,11 20,8 19,4?& 57,1 [72,6 | 78,8 | 77,9 | 77,91 79,2 | 80,6
G 2306 06.7.67 ) 265 | 36,1)28,3 |28,2128,4]28,9]25,5}22,6 63,9171,7)71,8} 71,6 71,1} 74,5 | 77,4
G 2308 EE 07.7.67£i 255 Ei 34,0 21,6 116,8 114,31 12,8 ! 16,1 15,45,: 66,0 |78,4 183,2 185,71 87,21 83,9 84,6
G 2313 if 19.7.67ii 280 Ei 37,7126,0 124,6 121,5117,3 1 14,9 17,oii 62,3 174,0 1 75,4 178,51 82,71 85,1 183,0
G 2314 i; 20.7.67ii 280 Ei 52,2 137,0 132,0 131,3 | 27,61 26,0 26,155 47,8 163,0 168,01 68,7 | 72,4 | 74,0 173,9
G 2317 EE 25.7.67EE 300 I}E 37,9127,1 127,2 125,91 25,7 | 24,6 22,7Ei 62,1 172,9172,8 | 74,11 74,3 | 75,4 77,3
G 2321 ii 27,.7.6753 300 ;E 38,5 | 24,6 { 18,8 | 18,5 | 21,3 | 14,1 zz,oﬁ 61,5 | 75,4 | 81,2 | 81,5 78,7 | 85,9 | 78,0
G 2323 || 31.7.67) 290 | 40,5} 29,4 |28,1 26,9 26,5) 22,1 120,918 59,5 170,6171,9173,1] 73,5} 77,9 |79,1
G 2325 EE 02.8.67i£ 270 ii 47,9 29,1 1253 123,2119,4! 19,7 21,5?% 52,1 70,9 1 74,7 | 76,8 1 80,6 | 80,3 78,5
G 2327 fi 04.8.67E§ 250 ii 45,3 130,2 131,3 127,51 25,41 23,4 21,01'i 54,7 169,8 168,7 | 72,5 | 74,61 76,6 179,0
G 2328 Ei 07.8.67i5 250 ii 40,01 27,1 124,4 124,0122,9119,6 | 9,1 ii 60,0 172,9 175,6 1 76,0 | 77,11 80,4 190,9
G 2329 EE 08.8.67ii 270 iE 45,2140,2 136,1 132,5 | 27,7 | 23,2 zz,sfi 54,8 59,8 163,9 167,51 72,31 76,8 177,4
G 2330 EE 10.8.67;i 280 i; 43,3 35,6 129,1 [ 23,4 | 18,7 | 14,7 13,4E% 56,7 | 64,4 | 70,9 | 76,6 | 81,3 | 85,3 |86,6
G2338 ! 18.8.67) 265 ! 32,6|20,5 19,4 117,716,901 15,3 12,0 ! 67,4 |79,5 |80,6 | 82,3 | 83,11 84,7 |88,0
G 2341 ii 28.8.67%5 275 Ei 47,51 40,6 133,3 131,7 131,21 29,5 1 26,4 EE 52,5 159,4 166,71 68,3 | 68,81 70,5 173,6

i} 1! 1} It
I——) ___,._-__ﬁ--____ﬁ dem E}L _____ S
Moyennes I 275 | 41,4129,6 126,4 |24,623,0120,6 119,5 | 58,6 70,4 173,6 | 75,4 177,01 79,4 180,5

I I} 1
i il i -

Valeurs absolyes - | 1 363 | 698 | 718 | 6601 619| 531 [532 il 513 [1660 | 2000 | 2021 | 2074 | 2048 |2195

Tableau —~49- Rat anesthésié = Infusion simultanée, par heure,
de B.S.P. 8 mg et de glutathion 2,95 mg.

Formes libre et conjuguée du colorant.
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! . B.S.P. LIBRE I B.S.P., CONJUGUEE

h jj Poids i
Ne ” Date H du }: % de 1a B, S.P, totale i % de 1a B.S,P, totale
I | orat 1 2 3 4 5 6 7 ” 1 2 3 4 5 6 7

G 2495 | 20.12.67i§ 250 y 23,7 113,3 {15,1 {14,7 16,9 [34,4 {41,9 1 76,3 | 86,7 | 84,9 | 85,3 {83,1 165,6 | 58,1
G 2497 | 21.12.67) 280 | 26,4 114,8 | 13,1 l14,0 |15,5 [ 18,1 | 20,4 || 73,6 |85,2] 86,9 86,0 |84,5 81,9 79,6
G 2500 Ei 27.12.675% 280 i 22,1 116,3 113,3 12,1 114,4 [ 10,6 | 12,0 ii 77,9 83,71 86,7 | 87,9 85,6 {89,4 |88,0
G 2503 Il 28.12.67Ei 250 I ,19,.7 24,7 130,0 |51,6 144,0 |42,5 | 41,9 || 80,3 75,3 70,0 { 48,4 |56,0 | 57,5 | 58,1
G 2505 I 29.12.6752 280 I 30,1 17,6 113,7 114,9 12,9 111,0111,3 ! 69,9182,4!86,3!85,1 187,1 189,0188,7
| G 2507 i 03.01.68ii 275 1 28,9 {15,4 {13,2 [13,3 [13,8 | 15,4 20,0 Il 71,1 ] 84,6 86,8 1 86,7 186,2 84,6 {80,0
G 2510 | 04.01.68E£ 250 § 23,5 14,1 {12,9 [14,0 {12,7 | 13,9 13,7 1 76,5 85,9 | 87,11 86,0 {87,3 86,1 | 86,3
G 2512 I os.o1.ssi§ 260 i; 25,9 114,21 13,9 115,6 18,9 | 23,4 | 31,3 I 74,1| 85,8| 86,1| 84,4 81,1 76,6| 68,7
G 2514 || 08.01.68) 250 || 26,5 !12,6 |13,0 |13,2 115,7 | 19,9} 26,1 || 73,5} 87,4] 87,0| 86,8 | 84,3 80,11 73,9
G 2516 !l 09.01.68%E 280 ' 24,7 113,1111,1 111,4 114,9119,6127,1 ! 75,3186,9! 88,9 188,6185,1180,4172,9
G 2517 1 10.01.68Ei 290 # 19,5 112,8 | 11,9 111,4 11,71 9,81 10,5 ! 80,5187,2188,1188,6 188,3190,2189,5
G 2521 11.01.68EE 280 Il 26,4 |14,9 | 13,8 |13,7 [13,8 | 15,21 15,1 Il 73,61 85,1 86,2 | 86,3 (86,2 1 84,8 | 84,9
G 2525 | 12.01.68ii 275 i 35,4 | 17,0 | 14,0 {14,4 {15,5 {14,9| 18,2 1| 64,6 83,0 86,01 85,6 | 84,5 | 85,1 | 81,8
G 2528 | 15.01.681 270 | 30,8 116,1114,0 15,4 118,7|24,5) 29,7 | 69,2 83,9} 86,01 84,6 /81,3 {75,5| 70,3

G 2529 | 16.01.68 265 || 37,5 ]19,5 15,5 [15,9 |15,4 {18,120,3 | 62,5 80,5| 84,5 84,1 | 84,6 [81,9|79,7

Moyennes I 269 Il 26,7 115,8 [ 14,6 116,4 17,0 119,41 22,6 | 73,3184,21 85,4 83,6 183,0180,6 77,4

H
Valeurs absolues b 703 11083 | 1104 |1163 | 1099 | 1093 | 944 1| 1930 5770 6461 | 5929 | 5368 | 4540

3231
en pg/30min, I i I

Tableau ~53- Rat anesthésié -~ Infusion simultanée, par heﬁre,
de B.S.P. 24 mg et de glutathion 8,85 mg.
Formes lilbre et conjuguée du colorant.
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It If i I
I i Poids ! B.S.P. LIBRE i B.S.P. CONJUGUEE
I i Foids, % de 1a B.S.P. totale i % de 1a B.S. P, totale
N° Il Date I du l N 1 . -
I it I 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
:: T " -
G2434 1| 16.11.67 1 2651 21,7 15,9 20,9 27,7 |36,5 43,21 45,0 i 78,3184,1179,1[72,3 63,5 156,81 55,0
i ]
G2443 || 21,11.67 j 300 31,5 15,9 [16,4 18,1 | 25,9 |36,3| 44,9 ! 68,5 |84,1|83,6 |81,9|74,1 |63,7 | 55,1
i H 1] I
G2446 | 22,11.67 || 275 21,7 115,0 12,7 [15,1 | 21,2/ 30,9 45,0 " 78,3 85,087,3 84,9 78,8 {69,1! 55,0
It 11 I 1]
G452 || 24.11.67 | 270 | 23,2 15,5 15,5 121,3 130,3 | 44,6 48,5 ! 76,8 |84,5|84,5 |78,7 | 69,7 |55,4 | 51,5
1 It il 1l
G2453 | 27.11.67 I 27511 37,5 | 14,9 116,3 124,0 132,539,0145,1 1 62,5185,1183,7 [76,0 1 67,5 161,0 | 54,9
I 11 il ’
G2460 Il 30:11.67 Il 290 i 39,7 [19,8 [11,7 |17,8 24,5 | 28,7 | 36,5 ii 60,3 180,2 | 88,8 82,2 175,5 171,3 | 63,5
]
G2462 || 01.12.67 || 280 SE 26,1 15,0 {17,8 | 29,4 {30,8 | 47,7 | 53,1 || 73,9 185,0|82,2 {70,6 | 60,2 52,3 | 46,9
fl 1 1l
G2465 || 04,12.67 i 270 | 21,1|22,6 {14,4 |14,3 | 24,6 |39,8| 36,3 ! 78,9 77,4 |85,6 |85,7 | 75,4 169,2 | 63,7
1l ! i 1}
G2475 || 07.12.67 || 285 33,1 14,5 12,2 |12,5 [15,2|15,1]21,3-! 66,9 | 85,5 87,8 |87,5 [84,8 |84,91 78,7
1 il 1} il
G2477 || 08.12,67 | 285} 25,9 !14,6 14,6 113,7 | 15,1 18,3} 22,1 l 74,1 85,4 85,4 86,3 84,9 {81,7!77,9
1l fi [} 1l
G2480 !l 11.12.67 | 285 | 48,2119,9 13,5 113,8 114,3 [18,1]21,4 Il 51,8 80,1 86,5 |86,2 85,7 181,9178,6
1l i 1
G2482 Il 12.12.67 | 275 1| 21,0 |18,9 20,4 27,7 [40,1 | 45,4 | 48,5 ii 79,0 181,1179,6 72,3 159,9 154,6 | 51,5
G2487 ig 14,12, 67 !i 285 EE 39,6 19,9 18,7 |25,6 {34,0 | 42,2 | 50,1 | 60,4 |80,1|81,3 |74,4 | 66,0 57,8 | 49,9
| 1]
G2489 || 15.12.67 || 285 | 32,3 | 17,3 14,9 |12,2 {13,5 | 19,0 | 26,5 ! 67,7 | 82,7 | 85,1 |87,8 |86,5 (81,0 | 73,5
it 1} H [l
G2491 || 18.12.67 || 270 | 33,3 | 18,9 |13,8 |14,3 |15,5 | 18,8 | 22,6 !| 66,7 | 81,1 |86,2 |85,7 |84,5 (81,2 |77,4
il 1§ 1}
JL ] | . . _‘l!_ _____ ———— . -
. .
Moyennes ! 280 Il 30,4 17,2 |15,6 [19,2 125,5 | 31,9 |37,8 1| 69,6 |82,8 84,4 180,8 | 7,5 168,11 62,2
il I} .
: f l}
Val bsolues | 1 t
a‘eurs absolues ) i 556 | 1091 1106 |1201 [1243 | 1145 | 843 || 1274 | 5254 | 5985 |5056 | 3633 2444 | 1388
en pg/30min. ” H . u
Tableau =55~ Fat anesthésié - Infusion simultanée, par heure,

de B.S.P. 32 mg et de glutathion 11,8 mg.

Formes libre et conjuguée du colorant.




& o  ——
EE Poids i Volume de bile pl/30min. B.S.P. mg/100ml B.S.P.  yg/30min,
Ne Date y du

L{ rat 1 2 3 4 5 6 | 7 1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
G 2549 || 22.1,68 ii 300 ! 440 1620 ! 675 | 680! 35011551 50 ! 318 11140 | 1396 | 1345 | 1295 | 1200 | 1020 | 1399 ! 7068 9423 19146 4533! 1860 | 510
G 2554 | 23.1,68 :'i 270 1 610 1695 | 690 | 660 | 6001470 1205 ' 575 11418 | 1583 | 1571 | 1503 11468 | 1461 ! 3508 | 98551 10923 110369 9018! 6900 14310
G 2563 25,1.68ii 260 !l 430 | 580 | 570 | 560 | 515|400 | 240 ! 345 11040 |1388 | 1363 | 1258 11173 11123 !l 1484 | 6032] 7912 | 7633 | 6479 4692 |2695
G 2568 ! 26.1,68 ii 265 1 600 | 675 | 790 | 750 | 710 { 755 | 640 1l 455 11290 |1406 | 1360 | 1345 |1215 11225 I 2730 | 8708 | 11107 |10200 | 9550| 9173 |7840
G 2570. 1 29,1,68 ii 270 || 725 | 920 {1105 | 1095 | 1015 | 915 | 780 1i'500 {1160 | 1258 | 1195 | 1135 [1135 {1093 I 3625 {10672 | 3901 {13085 | 11520| 1385 |8525
G 2583 I 05.2.68 Ei 290 | 515 | 640 | 660 | 675 | 570 | 4351250 || 395 {1104 | 1493 | 1406 | 1351 {1296 {1296 y 2034 | 7066 9854 | 9491 7701| 5638 |3240
G 2597 i 09.2.68) 260 § 380 | 440 | 470 | 355 ] 210 ] 80! 40 | 460 |1285 | 1315 {1098 | 1020 | 1008 | 1008 1748 5654] 6180 | 3898 2142} 806 | 403
G 2599 12.2.68Ei 300 ! 575 1695 | 730 | 765 | 735 15751380 ! 313 11340 | 1551 | 1468 | 1416 11388 | 1295 |! 1800 [ 9313 11322 111230110408 | 7981 14921
G 2604 13.2.68ﬁ 275 10570 1645 1 750 | 750 | 600 | 400 {280 ! 655 [1140 |1215 | 1173 | 1120 11013 | 978 ! 3733 | 7353 9112 | 8797 | 67201 4052 12738
G 2607 14.2.68i3 280 1l 510 | 675| 640 650| 580 510385 11005 |1243 |1320 | 1370 | 1325 [1320 | 1130 Il 5125 | 8390 | 8448 {8905 | 7685| 6732 [4350
G 2614 I 16.2.68 ii 270 1| 555 | 680 | 750 | 730 | 710 | 505 | 300 1 720 {1441 | 1513 | 1436 | 1290 |1250 | 1210 i 3996 { 9799 | 11347 |10483 | 9159 6312 {3630
G 2620 ii 20.2.68. 290 I 855 1040 |1110 |1175 | 1025 | 900 | 790 || 513 |1180 | 1228 | 1228 | 1213 [1245 {1205 ; 4386 |12272] 13631 |14429 | 12609 | 11205 {9519
G 2623  21.2.68 Ei 200 ! 515 1755 | 850 | 890 | 860 l870.1715 ! 720 1123 1245 1270 | 1188 | 1140 | 1085 || 3708 ! 8479! 10582 | 11303! 10217} 9918 | 7758
G 2625-| 22.2.68 i]} 275 1 550 1500 | 880 | 880 | 700 | 4201 80 ! 468 1130 1448 | 1360 | 1285 11243 | 878 ! 25741 56501 12742 111968! 8995! 5221 | 702
G 2626 zz.z.ssii 285 1 640 1550 | 810 | 840 | 800 | 780 | 670 ! 928 11546 |1573 | 1513 | 1503 11458 |1345 ! 5939 | 8503 | 12741 {12709 | 12024 | 11372 | 9011

1]

:L}L i ' i B
Moyennes I 279 Il 565 | 674 | 765 | 764 | 665|545 393 | 558 |1172 | 1395 | 1344 | 1283 1237 | 1157 |l 3186 | 8321| 10615 |0243| 8584 6818 |4676

i}

i

Tableau -56- Rat anesthésié - Infusion simultanée, par heure,
‘de B.S.P. 36 mg et de glutathion 12,25 mg.

Consentrations et débits de la B.S.P. totale.
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Les différences observées inférieures 3 4 p. 100
pour les doses 8, 16 et 24 mg par heure peuvent &tre négligées et
de toute fagon sont au désavantage de la série B.3.P. + glutathion,
Seule, la dose 36 mg donne une concentration plus &levée pour 1l'as-
sociation B.S.P. + glutathion, mais la différence n'est que d'envi-
ron 10 p, 100. Les valeurs moyennes des &chantillons 2 3 7 &tant
comprises entre 990 et 1289 mg/100 ml dans la série B.S.P., entre
1157 et 1395 dans la série B.S.P. + glutathion, il apparait que la
différence ne peut €tre considérée corme ayant une signification,

ce qui est confirmé par le calcul des limites de confiance.

Limites pour p = 0,65
moyennes am -
inférieure|supérieure
B.S.P. seule 1134 140 833 1435
B.S.P. + glutathion 1266 122 1003 1527

Tableau =58~
On notera toutefois que la diminution progressive
des concentrations biliaires pour les fortes doses est un peu plus
faible dans la sé&rie B,S.P. + glutathion que dans la série B,S5.P.

seule,

Débit biliaire de la B.S.P. (figure 21)

L'évolution générale des débits de B.S.P. en fonc~

tion du temps est trés superposable 3 celle observée dans la série
colorant seul avec cependant quelques différences qui paraissent mi-
neures :

- dose 8 mg par heure : le plateau des débits n'est obtenu qu'3d par-

tir du 3eme échantillon (au lieu du 2eme).




mg par 30 minutes
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NO des échantillons
Fiqure 21 - Animal anesthésié -
Débits biliaires de la B.S.P. totale aux différents
taux d'injection du colorant.

T : séries sans glutathion - G : séries avec glutathiqsr_l.
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- dose 16 mg par heure : la courbe est franchement descendante 3
partir du maximum qui n'est atteint qu'au 4eme échantillon. La
quantité de B.S.P. contenue dans 1'@chantillon n°7 est inférieure
de 15,6 p. 100 3 celle du n°4, Cette différence est uniquement die
3 la diminution du débit biliaire puisque la concentration est
alors plus élevée,

~ Le phénoméne ci-dessus est encore beaucoup plus marqué avec les
doses de 24, 32 et 36 mg par heure. Dans ces trois cas, on voit
les courbes s'effondrer et on aboutit 3 des débits inférieurs &
ceux obtenus avec 16 mg par beure, Ici encore on doit incriminer
au premier chef la variation de débit biliaire et trds accessoi-
rement tenir compte de la diminution de la concentration ccmme le

montre le tableau -59-,

diminution en p. 100 (QChant' 2 = dehant. 7

)
Doses behant. 2

mg/heure .| débit B.S.P. .| débit biliaive |concentration B.S.P.

24 39,1 37,2 6,7
32 68,7 65,0 3,2
36 43,8 41,7 1,3

Tableau -59-

L'étude graphique des débits cumulés de B,.S.P,
(figures 22 et 23) montre que l'excrétion biliaire du colorant est
d peu prés proportionnelle au temps et que la rétention somatique
s'accroit en fonction de la dose.

Enfin, comme dans les séries correspondantes au
colorant seul, le débit biliaire de la B.S.P. est nettement altéré
aprés deux heures d'expérience ; cependant avec 36 mg par heure, la
diminution franche du débit n'appara®t qu'au niveau du 5eme &chan-

tillon, soit aprés deux heures et demie,
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Eigure 22 - Animal anesthésié -

P
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Figure 23 - Animal anesthésié -
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Si la comparaison des concentraticns biliaires du
colorant entre les séries B.S.P, seule et B.S.,P. + glutathion a &té
simple, la comparaison des débits biliaires de B.S.P. est plus com—
plexe.

On remarquera que dans trois séries sur cinq (16 -
24 ot 36 mg par heure), les moyennes sont plus &levdes pour la
B.S.P. + glutathion que pour la B.S.P, seule ; mais dans tous les
cas, les valeurs individuelles sont trés dispersées.

Ceci nous conduit 3 rechercher par calcul, si les
différences observées &tailent significatives., Nous avons choisi un
risque de 5 p. 100 et nous avons comparé les débits maxima dans les
séries sus-mentionnées et les débits cumul&s (3 heures et demie)
dans toutes les séries (tableaux -60- et -61-).

I1 n'est donc pas possible de dire que les excré-
tions cumulées de B,S.P, sont différentes dans les deux séries.
Quant aux débits maxima, c'est seulement dans la série 24 m3 qu'une
valeur statistiquement supérieure est obtenue en présence de gluta-
thion.

Conjugaison biliaire de la B,S.P. (figure 24)

Chez les 15 rats de chacune des 5 séries expéri-

mentales, la B.S.P, a &té séparée en fraction libre et en conjuguées
par chromatographie sur papier, et le pourcentage de conjugaison a
été déterminé. De méme que pour 1l'excrétion quantitative du colo-
rant, les courbes &voluent comme dans la série B.S.P. seule. Pour
les doses 8 et 16 mp, le pourcentage de B.S.,P. libre diminue au fur
et 3 mesure que l'expérience avance, tandis que pour les doses su-
périeures, la B.S.P, libre passe par un minimum dans les 2eme ou
3eme &chantillons pour s'élever ensuite progressivement.

Cependant, dans toutes les séries autres que 32 mg,
le pourcentage est plus &levé dans le groupe B,S.P, + glutathion que
dans le groupe colorant seul : la différence dans 1'échantillon n°7
étant d'environ 3 p. 100 pour 8 et 16 mg, 8 p. 100 pour 36 mg et
12 p. 100 pour 24 mg. Dans la série 32 mg, la différence, de sens
inverse, est de .l'ordre de 4 p. 100,
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g!
B.S.P. + glutathion B.S.P. j
Dosesy ; - . ;
limites | limites limites | limites
B.5.P.| moyennes inf. sup. moyennes | " . f. sup.
16 6135 5768 6512 5225 4644 5806
24 7565 6645 8485 57665 4977 65563
36 10616 9408 11822 8336 6965 9707
Tableau -60- Débits maxima de la B.S8,P. totale
(en pg)
(noter que les débits maxima ne sont pas observés
dans des &chantillons de méme chronologie selon
qu'il s'agit de B.S.P. seule ou de B.S.P. + glu-
tathion).
T
B.S.P. + glutathion B.S.P,
Doses
B,5,P.\myennes | limites | limites |moyennes |limites | limites
inf. sup. inf. sup.
+— I |
8 16631 15116 18146 17537 15906 19169
16 356866 332656 38467 31322 272089 36435
24 40418 33977 46859 29678 23676 35680
32 32218 256916 385620 382566 31864 44648
36 52443 43845 61041 40719 31584 49854

~Tableau -61- Débits cumulés (en pg) de la B.S.P.
totale ( en 3 heures et demie).




Figqure 24 - Animal anesthésié -
Pourcentage de B.S.P. libre, en fonction du temps,
pour les différents taux d'injection du colorant.
- T s séries san glutathion
G : séries avec glutathion.
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On pouvait alors se demander si la comparaison
des débits de B,.S.P. conjuguée n'aboutirait pas 3 une conclusion
différente de celle obtenue lors de 1l'étude des débits de B,S.P.
totale, Nous avons donc complété 1'analyse statistique de la série
24 mg., C'est en effet, la premidre série oii sur valeurs moyennes
apparait une augmentation de 1l'excrétion de la B.S.P. totale en
présence de glutathion et dans laquelle le débit maximum du colo-
rant est plus Elevé, C'est &galement la série ol cette différence
est la plus importante en valeur relative, et c'est avec cette dose
que le pourcentage de B,S.P. est le plus modifi& par le glutathion.

Nous avons recherché, échantillon par échantil-
lon, les limites de confiance de la quantité de B.S.P. excrétée
sous forme conjuguée, nous plagant ainsi dans les conditions les
plus favorables pour observer une différence significative. Le ta-
bleau -62- donne les valeurs obtenues., On peut ainsi constater que
1'administration simultanée de glutathion et de B.S.P. permet
d'observer une augmentation significative du colorant conjugué seu-

lement dans les é&chantillons 3 et 4.

B.S.P, avec glutathion sans glutathion
ponjugué
s O e ) g s
1 1956 1480 2432 2236 1895 2676
2 5791 5180 6402 4819 4101 5537
3 6520 6120 6320 4587 3897 8277
¢ 6071 50356 7107 4062 3072 5032
) 5494 4415 6573 3360 2219 4501
6 4712 3482 0942 2774 1474 4074
4 3408 2288 4528 2068 774 3362

Tableau -62- Débits biliaires (en pg) de la
B.S.P. conjupguée pour les injections

au taux de 24 mg par heure, Comparaison de la série sans glutathion
avec la série glutathion - Limites de confiance des moyennes avec
un risque de 5 p. 100,




- QUATRIEME PARTIE =

GLUTATHION ET CHOLERESE ,
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Le r8le du débit de bile dans 1'excrétion de la B.S.P.
est apparu fondamental au cours des différentes expériences rappor-
tées ci-dessus, Nous avons pu en effet constater que si les varia-
tions de concentration restaient modérées dans les essais de lon-
gue durée, tels que nous les avons réalisés, les effondrements de
la cholérése entrafnaient la chute massive du débit biliaire du
colorant.

Nous avons également noté que, au début des expériences,
la B,S.P, avait un effet cholérétique non négligeable et que de
plus 1'gssociation B.S.P. + glutathion donnait généralement (pour
des doses &gales ou supérieures 3 16 mg par heure) une augmenta-
tion de la cholérése plus forte que celle obtenue avec le colorant
seul (tableau =63~ et figure 25).

Doses mg/heure B.S.P, seule B.5.P. + glutathion
16 14,9 32,2
24 18,2 35,1
32 19,4 38,6
36 30,6 35,4

Tableau =63~ Comparaison de 1l'action cholérétique
de 1a B.S.P. seule et de la B,S.P.
+ glutathion - Pourcentage de 1'aug-
mentation entre 1'8chantillon le plus élevé et
1'échantillon n°l par rapport au n°l,

En raison de 1'incidence de ce fait sur les débits du
colorant, nous avons pensé nécessaire de rechercher 1'action du
glutathion seul sur la cholérése., Dans une série de 10 animaux nous
avons réalisé une infusion continue de glutathion par voie jugu-
laire 3 raison de 13,27 mg (sous un volume de 1,2 ml) par heure,
ce qui correspond d la dose utilisée dans la série 36 mg par heure
de B,.S.P,
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Effets cholérétiques de la B.S.P. seule (T)
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Les ré@sultats obtenus sont consignés dans les tableaux
=64~ et ~65- et les valeurs moyennes reprises dans les figures 26
et 27.

On constate que si le glutathion est dépourvu d'effet
cholérétique, son infusion entrafne une augmentation importante de
la concentration et du débit biliaire de la bilirubine, Ce fait non

signalé jusqu'ad présent retiendra notre attention pour la discus-

sion ultérieure.
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Figure 26 - Animal anesthésié - Etude camparée du débit biliaire

BILE.

chez les té&moins T (moyennes de 30 expériences) et
chez des rats recevant une infusion continue de glu-
tathion (13,27 mg par heure). Le débit biliaire des
échantillons n°l est affecté de la valeuwr 100 dans

les deux séries,
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Figure 27 - Animal anesthésié -
Action du glutathion sur la concentration et le
débit biliaire de la bilirubine.
T : série témoin (30 €Xp.) ~ G : série glutathion.
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Dans chacune des parties du chapitre "Résultats expéri-~
mentaux" nous avons discuté les résultats obtenus en essayant de -
mettre en &vidence le fil directeur de notre travail. Nous avons
ainsi &té amern2 3 &tudler, aprés les concentrations et les débits
biliaires du colorant libre ou conjugué, le rdle du glutathion dans
la limitation de 1l'excrétion de la Brome Sulfone Phtaléine.

I1 nous reste maintenant 3 reprendre plus schématique-
ment dans une discussion générale, les divers points envisagés an-
térieurement et i placer nos résultats par rapport 3 ceux d‘'autres
auteurs. Nous rapporterons &galement ici quelques résultats d'études
accessoires (électrocardiographie ~ examens histopathologiques)

pouvant permettre certaines interprétations,

I- LA NOTION DE CAPACITE SECRETOIRE MAXIMA DE LA B.S,.P.

Cette notion qui découle de nos connaissances sur la
fonction rénale représente trés certainement un mode d'estimation
intéressant de la fonction biliaire, au moins en ce qui concerne
les processus de dé&toxication par excrétion,

On peut toutefois remarquer que 1'immense majorité des
travaux a porté sur la disparition sanguine du colorant et non sur
son €limination biliaire. Excrétion biliaire ou urinaire et stocka-
ge hépatique ou somatique sont donc explorés simultanément et la
détermination ¢& la Tm par ce mode opératoire ne représente qu'une
valeur approchée de l'excrétion biliaire du colorant, D'ailleurs,
lorsque Tm et &limination biliaire du colorant ont &té mesurées si-
multanément,(WHEELER et Coll, =~ 1960, chez le chien - SCHOENFIELD
et Coll., - 1964, chez 1'Homme) des différences de 10 & 20 p. 100
ont &té observées,

L'étude expérimentale que nous avons réalisée sur rat
anesthésié montre que les maxima de concentration biliaire (1360 mg
par 100 ml) sont obtenus avec 1l'infusion de B.S.P. au.: taux horaire
de 32 mg. Toutefois, le débit maxima du colorant est obtenu avec
la dose de 36 mg par heure en raison de l'effet cholérétique impor-

tant de la B.S.P, au moins dans les premiers temps de 1l'injection.
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On notera cependant que les résultats individuels sont tré&s disper-
sés et qu'il n'y a pas de différence significative (au risque 5 p.
100) entre les valeurs obtenues avec 32 mg et celles correspondant
d 36 mg. Ceci, joint 3 1'apparition pour ces doses, de phénoménes
toxiques, nous a conduit 3 ne pas utiliser un rythme plus rapide
d'injection.

En prenant comme meilleure approximation de 1l'excrétion
maxima du colorant la valeur moyenne de l'échantillon 2 (dose : 36
mg par heure) soit 8336 pg par 30 minutes, c'est-d~dire 975 Bg par
minute et par kg de'poids corporel, on constate que notre résultat
est pratiquement le méme que celui de KLAASSEN et PLAA (1967) qui,
chez le rat, par la méthode de disparition sanguine, trouvent 970
pg/minute/kg.

La capacité sécrétoire maxima da foie perfusé n'avait
pas &té recherchée jusqu'ici. Avec les doses 16 et 24 mg par heure,
on obtient des valeurs maximales tr&s voisines bien que légérecment
plus élevées avec 16 mg. L'excrétion maximale de la B.S.P. dans ces
conditions est approximativement &gale 3 la moitié de ce que 1'on
observe sur animal anesthésié : 4067 pg par 30 minutes au lieu de
8336-ppur 1é9‘valeunsvmoyeunes,rGOSS,Pgnpau,BOngnutes eu lieu de
12954 pour les valeurs individuelles. Ces différences de capacité
sécrétoires ne sont pas sous la dépendance du facteur concentration
biliaire du colorant puisque le foie perfusé permet d'obtenir des
concentrations biliaires plus E€levées que le foie pn_place (1638 au
lieu de 1360 mg/100 ml). Par contre, le débit biliaire du foie per-
fusé est toujours trés nettement inf@rieur 3 celui de 1l'animal anes-
thésié : 7,6 au lieu de 12,4 pl par minute pour les séries témoins
du Laboratoire (J, VANLERENBERGHE et Coll, - 1968)., Cette différen-
ce, observée par tous les auteurs ayant réalisé des perfusions de
foie de rat, n'a jamais pl &tre expliquée.

La comparaison foie perfus&, animal anesthésié apporte
une nouvelle démonstration de l'influence du débit biliaire sur la
capacité sécrétoire maxima de la B,5,P. ; les résultats de BOURDON
et Coll., (1960), de O'MAILLE et Coll. (1966) obtenus au moyen de
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cholérétiques sont donc confirmés par 1l'utilisation de ces deux

préparations.,

II- L'EXCREIION DE LA B.S.P, AU COURS DES EXPERIENCES DE LONGUE

DUREE.

Lorsque 1'infusion de B.S.P, est poursuivie pendant
plusieurs heures on voit apparaltre un phénoméne nouveau qui est
la trés importante diminution du débit du colorant d'une part et
du débit biliaire d'autre part. Ce phénoméne avait &té signalé in-
ciderment par WHEELER et Coll, en 1960.

Notre étude apporte d cette donnée initiale, un cer-
tain nombre de renseignements complémentaires et tout d'abord une
notion quantitative. En expériences de longue durée, telles que
celles que nous avons pratiqufes sur animal anesthésié, le débit
biliaire de la B,S.P. ne peut se maintenir 3 une valeur supérieure
a 4000 pg par 30 minutes ; c'est ce que nous observons dans le
dernier &chantillon pour la dose de 16 ng par heure. Il s'agit
d'ailleurs déja d'unc estimation optimiste puisque 1l'examen de la
courbe 16 mg nar heure montre qu'elle est régulidrement descendante;
11 est vraisemblable qu'd plus long terme des valeurs d'environ-
3000 pg par 30 minutes soit 400 ug par minute et kg de poids corpo-
rel, représentent la vrale capacité sécrétoire maxima de la B.S.P.
Cette capacité de longue durée qui correspond mieux au pouvoir de
détoxication du parenchyme hépatique que la capacité maxima "ins-
tantanée" ne représente que 40 p. 100 environ de cette derniére.

Sur foie perfusé& des constatations analogues sont
faites mais il est beaucoup plus difficile de donner une limite
précise 3 la capacité sécrétoire i long terme, En effet, on sait
de par: 1'8tude du débit biliaire dans une série ne recevant aucune
substance étrangdre que l'état fonctionnel du parenchyme hépatique
perfusé se dégrade progressivement., Il est donc normal que peu i
peu la capacité sécrédtoire diminue. Cependant, si 1'on compare les

débits biliaires des séries témoins et des.sériesavec B.S5.P. on
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constate une &volution superposable jusqu'd la dose de 8 mg par
heure, ce qul correspond 3 une excrétion en fin d'expérience d'en-
viron 1800 ug par minute, soit de l'ordre de 45 p. 100 de la capa-
cité maximaia court terme, chiffre voisin de celui calculé sur ani-

mal anesthésié,

IIXI- L'EXISTENCE D'UN FACTEUR TOXIQUE LIMITANT.

a) Lorsque l'infusion continue de B.S.P. se fait 3 un
rythme rapide,.l'excrétion biliaire est inférieure & la quantitd de
colorant regue par 1'animal, Il se produit donc une accurulation
somatique de 1'indicateur et il semble logique d'admettre une re-
lation de cause 3 effet entre cette accumulation et la réduction .
du débit biliaire. Cependant, il n'apparalt pas que 1'on puisse
fixer avec précision une valeur de rétention déterminant la diminu-
tion de la chclér@se ; ceci est di selon nous, 3 la difficulté de
mise en évidence du moment ol commence la réduction du débit bi-
liaire, En raison de l'opposition entre la "toxicité" de la B.S.P.
et son action cholérétique, il n'est pas possible de savoir s'il
n'y a pas déj3 une limitation de la cholérése alors méme que 1'ef-

fet cholérétique du colorant existe encore.apparemment.

b) Les ré&sultats que nous avons obtenus font apparaitre
que l'action limitante se fait essentiellement par la réduction de
la phase 1iquide,‘ie facteur concentration n'intervenant que plus
accessoirement,

Notre expérimentation permet donc de retrouver
des phénoménes déjd observés par VANLERENBERGHE (1958) et N. TRUPIN
(1962) lors de 1l'étude de l'action d'inhibiteurs enzymatiques sur
la cholérése. En effet, ces auteurs ont pu constater sous l'influ-
ence du cyanure ou de 1'hypothermie, une diminution de la sécré-
tion biliaire avec concentration biliaire pratiquement non altérée
en ce qui concerne la bilirubine ou la Brome Sulfone Phtaléine,

Cette dissociation de la phase liquide et des substances dissoutes
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avait alors permis d'évoquer une dualité du mécanisme sécrétoire,
ce qui n'est d'ailleurs pas en contradiction avec l'hypothése de

1'intervention de phénoménes osmotiques (SPERBER - 1959).

c) Etant donné que la diminution de la cholér3se s'ob-
serve aussi bien chez 1'animal anesthésié que sur le foie perfusé,
il apparalt que 1'action "toxique" peut s'exercer directement au
niveau du parenchyme et que le rdle des modifications circulatoire
et respiratoire &ventuelles n'est que secondaire.

Cependant, &tant donné la trés importante morta-
1ité observée lors de l'injection des fortes doses de B.S.P. (36
mg par heure) nous avons recherché les troubles du fonctionnement
cardiaque pouvant apparaftre dans ces conditions expérimentales.
Pour ce falre, nous avons enregistré 3 intervalles réguliers (10
minutes) l'électrocardiogramme (dérivation précordiale) chez 19
rats recevant une infusion continue de B,S.P. (36 mg par heure ,
sous un volume de 1,2 ml) tout en recueillant la bile comme d'ha-
bitude..

Nous avons observé, comme dans la série ayant
servi d déterminer la capacité@ sécrétoire maximale de la B.S.P.,
une mortalité importante , 10 animaux seulement ayant survécu pen-
dant les 3 heures 30 de 1'infusion continue du eolorant.

L'interprétation des &lectrocardiogrammes a &té
faite en se basant sur des tracés témoins obtenus par la méme tech-
nique chez des rats dont la bile était dérivée mais ne recevant pas
de B.S.P. La nomenclature des troubles &lectriques est celle que

1'on utilise chez 1'Homme.
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RATS AYANT SURVECU PENDANT 3 HEURES 30 au moins.

ETUDE ANALYTIQUE

(en t€te de chaque expérience se trouvent les volumes
de bile des premier et septiéme échantillons),

G 2289 (510 }d - 400 f.tl)

On note une augmentation de la fréquence de 360/minute
au début 3 480 en fin d'expérience. Le rythme demeure
régulier, sinusal. On ne note aucune modification des

complexes QRS ni de la phase de repolarisation.

G 2296 (490 yZ --=P 330 pt)

Le rythme cardiaque diminue de 400/minute 3 350 en fin
d'expérience. Comme précédemment on ne décéle aucune
anomalie de la conduction auriculo-ventriculaire, de

1'onde rapide, ni de la repolarisation ventriculaire.

G 2298 (680 }42 ~~=p 180 }41)

G 2233 (410

-~

Le rythme cardiaque diminue de 420/minute 3 300/minute
en fin d'expérience. On note l'apparition 3 la 80eme
minute d'une onde de 1&sion sous &picardique naissant
de la partie inférieure de la branche descendante de R,
s'intensifiant progressivement dans le temps pour deve-
nir trés nette 3 la 100eme minute avec inversion de

1'onde T.

rl -~ 120 VZ)

La fréquence est demeurée stable 3 400/minute., Appari-
tion 3 la 11l0eme minute d'une onde de 1@sion sous=-épi-
cardique de méme caracté@re que précédemment, transitoire
jusqu'd la 160eme minute.

A la 200eme minute, apparition de troubles majeurs de

la renolarisation avec sous dénivellation profonde du
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segment ST, auxquels fomt suite durant quelques minutes
un rythme nodal moyen lent (70/minute). Enfin survient
un rythme ventriculaire d'aspect pré-fibrillatoire i

250/minute suivi de la mort du rat peu aprés la fin de

1'expérience.

G 2339 (530,FZ - 1403yl)
Fréquence stable 3 400C/minute.
Troubles de la repolarisation avec sous-~dé&nivellation
de ST 4 la 160eme minute. A la 190eme minute, on note
1'apparition d'une arythmie compléte 3 120/minute avec
troubles de la conduction intra-ventriculaire objecti-

vés par un élargissement important de QRS.

G 2352 (540 ul —) 110 ut)
Fréquence stable 3 350/minute.
Apparition 3 la 110eme minute d'une onde de lésion sous
épicardique naissant prés du sommet de R. Aprés un épi-
sode de tachycardie 3 600/minute, on note la survenue
d'un rythme nodal 3 200/minute avec persistance de la
sus—-dénivellation de ST.

G 2361 (580‘FZ | 1801yl)
Fréquence 3 400 au début, 420 en fin d'expérience. Le
rythme persiste régulier sinusal. Apparition 3 la 90eme
minute d'une onde de 1lésion partant de la partie infé-
rieure de la branche descendante de R, trés nette dés
la 100eme minute avec réduction marquée de 1l'amplitude
de QRS.
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G 2375 (560 }41 —=> 410 ut)
Fréquence stable 3@ 400/minute., Rythme persistant régu-

lier, sinusal. Image de l&sion sous-épicardique & par-
tir de la 140eme minute.

G 2393 (480 }41 -—3 110 yl)
Fréquence stable & 400 au d&but, 440 en fin d'expérien~
ce., Rythme régulier, sinusal, Apparition dés la 40eme
minute d'une ou de deux lésions sous~épicardiques d'une
intensité croissante qui seront trés importantes en

fin d'expérience.

G 2394 (460 ul ——3 80 yl)
Fréquence 3 400/minute au début, 300/minute en fin d'ex-
périence. Apparition 3 la 110eme minute de troubles de
la repolarisation sous forme d'une onde de l&sion sous-
épicardique partant du piled de R et devenant trés impor-

tante en fin d'expérience.

CONCLUSIONS

Sur les 10 rats ayant survécu & la perfusion de B.S.P. :
a) 2 rats ont vu leur E.C.G, persister normal en dehors d'une modi-
fication discréte du rythme ventriculaire.
b) les 8 autres ont vu leur E.C.G. se modifier de fagon significative.
Les anomalies observées sont essentiellement de deux types @
- les troubles de la repolarisation ventriculaire
= les troubles du rythme cardiaque.
Trois de ces rats ont présenté des troubles du rythme
sous forme d'une bradyarythmie compléte et de deux rythmes no-
daux moyens lents. Ces troubles du rythme ont toujours &té précé-

dés de troubles de la repolarisation.
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Les 8 rats ont présenté des troubles de la repolarisa~-
tion ventriculaire sous forme le plus souvent d'une onde de 1é-
sion sous-épicardique (7 cas) survenant généralement entre la
80eme et la 1ll0eme minute (5 cas), Une fois, cette image est sur-
venue plus tot (40eme minute), une fois elle est apparue plus
tard (l40eme minute). Dans 4 cas; cette image de lésion &tait
particuliére par son origine (partie inférieure de la branche
descendante de R) ressemblant ainsi 3 celle observée en clinique
humaine chez les sujets réfrigérés alors que la température du
rat &tait rigourcusement maintenue entre 38° et 39°.

Dans un cas enfin, fut observée une image de lésion sous-
endocardique.

I1 est 3 noter que dés que les signes électrocardiogra-
phiques apparaissent nettement, il se produit une ré&duction du
débit biliaire, sans doute secondaire 3 une altération du flux
sanguin transhépatique. La vérification directe de cette hypothése

-

n'a pu &tre faite, faute d'un débitmétre adapté i ces mesures.




B
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RATS DECEDES,

ETUDE ANALYTIQUE

G 2287 Fréquence de départ 3 500/minute,
Apparition d'une onde de lé&sion sous-&picardique partant
du pied de R 3 la 160eme minute,

Fibrillation ventriculaire &8 la 180eme minute.

G 2291 Fréquence de départ 3 400/minute.
Apparition d'une onde de 1lésion ayant les mémes carzchéres
que précédemment, & la 70eme minute,
Rythme nodal & 350/minute 3 la 150eme minute, puils fibril-

lation ventriculaire,

G 2236 Fréquence de départ 3 560/minute.
Sous~dénivellation de ST & la 1l40eme minute.
Fibrillation ventriculaire 3 350/minute 3 la 19Ceme minute,
remplacée 10 minutes plus tard par 1'installation d'une dis-

sociation auriculo-ventriculaire pré-mortem,

G 2337 Fréquence de départ 3 400/minute.
Onde de 1ésion sous-épicardique partant de la partie infé-
rieure de la branche descendante de R dé&s la 50ecme minute
augmentant jusqu'3d la 170eme minute.
Apparition d'un rythme nodal 10 minutes plus tard suivi

d'une arythmie précédant de peu la mort.

G 2340 Dissociation auriculo-ventriculaire précédant le décés a

la 60eme minute.,




~163~

G 2344 TFréquence de départ 3 400/minute,
Apparition d'une sous-dénivellation de ST 3 la 30eme minute.

Fibrillation ventriculaire 3 la 80eme minute,

G 2355 Fréquence de départ 3 400/minute,
Apparition & la 70eme minute d'une onde de lésion sous endo-
cardique.
Survenue i la 130eme minute d'une tachycardie 3 500 avec
persistance de 1'onde de lésion.

Fibrillation ventriculaire terminale..

G 2357 Fréquence de départ 3 400/minute.
Apparitioﬁ 3 la 40eme minute d'uhe onde de 1lésion sous-épi-
cardique qui deviendra trés importante 3 la 150eme minute.
Rythme nodal & la 160eme minute puils bradyarythmie compléte

précédant la mort de 1'animal.

G 2361 Fréquence de départ 3 350/minute,
Onde de lésion sous—épicardique 3 la 100eme minute,

Fibrillation ventriculaire précédant la mort & la 150eme

minute.

Chez les rats décé&dés on observe les mémes anomalies de
la repolarisation ventriculaire que chez les rats ayant survécu.

8 rats sur 9 présentaient ces troubles, 5 &tant 3 type
de sus-dénivellation du segment ST, 3 3 type de sous—dénivellation
du méme segment. Le rythme est trop rapide pour apprécier les carac-
téres de 1'onde T.

La mort a toujours &té précédée de troubles du rythme a
type @
~ de fibrillation ventriculaire (5 cas)

- de bradyarythmie compléte (2 cas)

- de dissociation auriculo-ventriculaire (2 cas).
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tique ont &té réalisés chez la plupart de nos animaux (1).

Le foie apparalt normal ou présente des altérationms
minimes le plus souvent de type congestif. Quelquefois on note une
trés discréte stéatose micro-vésiculaire toujours trés localisée
(quelques lobules seulement), Il n'existe pas de siSge &lectif de ces
lésions et on les trouve aussi bien dans la zone centro-lobulaire que
dans la région péri-lobulaire.

I1 n'existe aucune relation apparente entre 1'in-
tensité des 1l&sions et les modifications de la fonction biliaire. En
particulier, plusieurs animaux dé&cédés au cours d'expérience (dose
de B.S.P. : 36 mg par heure) ne présentaient aucune altération visi-
ble en microscopie optique.

On peut rapprocher ces résultats de ceux que C.
LEJEUNE (1967) a obtenus lors de 1'intoxication exp@rimentale du rat
par le tétrachlorure de carbone. Cet auteur observe des modifications
minimes de la cholérése alors que les lésions histologiques sont déja
importantes et certainement beaucoup plus marquées que dans nos expé-
riences ; approximativement il y a réduction du débit biliaire lors-
qu'environ la moitié du parenchyme hépatique est atteinte par 1l'atro-
phie cellulaire, la ballonisation ou la surcharge lipidique.

Les modifications importantes du débit biliaire que
nous avons observées ne peuvent donc pas €tre rapport@es aux quelques
1ésions histologiques constatées. Il serait sans doute iIntéressant de
réaliser une &tude plus spécialisée de type histoenzymologie ou histo-

chimie pour tenter de mettre em évidence des altérations structurales,

(1) ~ Nous remercions Monsieur ADENIS, Docteur en Médecine, Attaché-Assistant d'Anatomie
Pathologique 2 la Faculté de Médecine, qui a bien voulu nous conseiller dans 1'interpréta-

tion de ces examens,
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IV~ ROLE DETOXICANT DU GLUTATHION

a) les formes conjuguées de la B.S5.P. représentent le
mode majeur d'excrétion du colorant, surtout lorsqu'il est nécessai-
re d'éliminer par la voie biliaire de fortes doses d'indicateur,
Cette notion, déjd connue, est particuliérement apparente dans notre
expérimentation sur animal anesthésié&., Lorsque 1l'excrétion biliaire
de B,S.P. est inférieure & 50 pg par minute, ce qui est obtenu pour
les injections de 0,5 3 4 mg par heure, la forme libre représente
30 @ 55 p. 100 du colorant total ; les excrétions de 70 3 130 ug
par minute (doses de 8 et 16 mg par heure) se font 3 environ 75 i
85 p. 100 de forme conjuguée.

L'étude de la conjugaison pour les doses 24 et
36 mg par heure est particuliérement intérgssante puisque 1'on voit
(figure 15) qu'aprd@s 2 heures d'expérience la forme libre prend une
importance de plus en plus grande : au moment ol le d&bit biliaire
de la B.S,P, totale dininue et alors que le débit de la phase 1li-
quide se réduit considérablement. Tous ces facteurs concourent donc
d augmenter rapidement la rétention somatique du colorant.

On pouvait donc se demander si le facteur fixant
la limite de la capacité@ sécrétoire maximum de la B.S,.P. n'était

pas le glutathion ou 1'enzyme de conjugaison.

b) Nous avions initialement pensé que 1'dtude sur foie
perfusé aurait pu donmer une réponse & cette question. En effet,
cette préparation disposant de "réserves' beaucoup plus limitées
qu'un animal anesth&sié en raison de 1'exclusion somatique, nous
comptions observer rapidement une diminution du pourcentage de con~
jugaison. Au contraire (d'aprés les résultats des pages 109 et sui-
vantes) la forme libre représente moins de 10 p. 100 de la B.S.P,
totale et la conjugaison reste massive avec les doses fortes, tan-

dis que le débit biliaire et le débit du colorant diminuent.
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I1 n'apparalt donc pas que la possibilité de con-
jugaison et la capacité sécrétoire maximum du colorant soient &troi-

tement li&es et que la premiére tienne sous sa dépendance la seconde.

c) Dans le but de faire une contre &preuve 3 cette con-
clusion provisoire nous avons alors recherché la capacité sé&crétoire
maximum sur animal anesthésié recevant simultanément colorant et
glutathion 3 doses équimoléculaires.

Nos résultats (page 120 et suivantes) sont dans
1'ensemble trés peu différents de ceux obtenus lors de l'injection
de B.S.P. seule. Le calcul statistique (avec p = 0,05) n'a permis
d‘observer une augmentation de débit maxima de B.S.P. que dans la
série 24 mg, augmentation die 3 celle de la forme conjuguée. Mais
3 terme, c'est-d-dire i partir du 5eme &chantillon, soit en débit
cumulé (3 heures et demie) soit en débit par échantillon, aucune
différence ne peut €tre retenue comme significative.

On remarque en outre que le glutathion n'a pas
d'influence sensible sur les concentrations biliaires du colorant
et qu'il ne conduit 3 une augmentation du pourcentage de conjugai-
son dans les &chantillons 4 et suivants, que dans la série 24 mg
par heure, '

I1 convient cependant de retenir que nous avons
observé une activité cholérétique plus marquée avec le glutathion -
B.S,P. qu'avec la B,S.P. seule et que cette modification du débit
biliaire peut expliquer 1'augmentation légére, significative ou non
selon les séries, du débit du colorant.

Nos résultats expérimentaux aboutissagnt donc a
une conclusion trés superposable 3 celle que C.D., KLAASSEN et G.L,
PLAA (1967) avaient tiréede l'&tude comparée de la capacité sécré-
toire maxima dans diverses espéces animales., La conjugaison ne sem-

ble pas €tre le facteur limitant de 1l'excrétion de la B.S.P.
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d) Nous croyons toutefois qu'une réserve doit &tre faite
3 1l'interprétation globale présentée ci-dessus. Nous avons en effet
constaté que le glutathion seul déterminait une augmentation trés
importante de 1'excrétion biliaire de la bilirubine bien que classi-
quement ce pigment ne soit pas conjugué avec le glutathion. On peut
alors &voquer une compétition sécrétoire, bilirubine/B.S.P., 1'aug-
mentation du débit de bilirubine empé&chant 1'augmentation de dé&bit
du colorant, Cette comp&tition s&crétoire a déji été &tudiée mais
les différents auteurs ont obtenu des résultats variables selon les
modalités opératoires. Pour DRAGSTEDT et MILLS (1936) 1'injection
simultanée de bilirubine et de B.S.P. conduit i une rétention sangui-
ne du colorant. Pour CANTAROW et WIRTS (1948) chez le m€me animal,
avec un protocole identique, c'est plutSt une excrétion préféren-~
tielle de la B,5.P. qui est observée., F, BESANCON, M. MOUVIER et C.
ROZE (1960) au cours de l'obstruction gradue expérimentale chez le
rat observent une excrétion préférentielle de la bilirubine et une
accentuation de ce phénoméne lors de 1l'action simultanée de déhydro=-

cholate ou aprés intoxication par le tétrachlorure de carbone.




- CONCLUSIONS GENERALES -
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~1- Nous avons &tudié de fagon systématique, chez le rat
anesthésié, la capacité sécrétoire maxima de la Brome Sulfone Phta-
1éine, en réalisant la mesure de l'excrétion biliaire du colorant.

Nous avons ainsi pu séparer de la capacité 3 court terme déja connue,

une capacité 3 long terme, nettement inférieure 3 la précédente.

-2- Une étude similaire faite sur foie de rat isolé et
perfusé a permis de retrouver ces deux types de capacité excrétoire

maxima.

~3- Nos études 3 long terme permettent d'affirmer que
c'est le débit de la phase liquide qui tient sous sa dépendance le
niveau de 1l'excrétion biliaire maxima du colorant et que la teneur

en glutathion de 1l'organisme n'est pas un facteur limitant essentiel,

-4~ La réduction de la phase liquide sous 1'effet de do-
ses fortes de B.S.P. fait &voquer un facteur toxique., Chez 1'animal
anesthésié les décés observés dans certaines séries peuvent 8tre at-
tribués 3 une fibrillation cardiaque mais 1'existence de cette méme
réduction chez le foie perfusé permet de considérer ces phénoménes

circulatoires comme accessoires,

-~

-5~ On en arrive donc & reconnaitre 3 la B,S.P. un rdle
hépato-toxique dont le substratum anatomique n'a pu &tre décelé par
1'examen microscopique.

Des recherches complémentaires peuvent donc &tre envisa-
gées pour tenter de préciser le mécanisme de cette hépato-toxicité,
mais elles dépassent largement le cadre d'une telle &tude purement
physiologique. Il est possible en effet que des études histochimi-
ques du parenchyme hépatique permettent de mettre en &vidence des
modifications fonctionnelles sans traduction morphologique et qu'ain-
si on pulsse préciser une topographie sécrétoire de la cellule hépa~

tique,
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