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INTRODUCTION

.

A «~ HISTORIQUE :

La haute valeur calorique des lipides par rapport
aux autres nutriments est connue depuis trés longtemps, ATWATER a en effet
montré que dans un régime alimentaire équilibré, de type occidental, les
lipides fournissent 9 kilocalories par gramme, alors que glucides et pro-

tides n'apportent gque 4 kilocalories.

Bien avant ATWATER, on aavait de fagon empirique gue
les graisses fournissaient de l'énergie et dés le 172 giécle un anglais
WILLIAM COURTEN ( 1 ) réalise la premidre administration par voie intra-
veineuse de lipides. Méconnaissant la physiologie digestive des huiles,
COURTEN perfuse dans les veines d'un chien, de l'huile d'olive chauffée.
L'animal meurt pendant l'expérimentation, vraissemblablement d'une embolie

graisseuse.

Il faut attendre le 19g sidcle pour assister & un

regain d'intérdt pour l'alimentation parentérale & base de lipides.

Au Canada, en 1873, HODDER E. , ( 2 ) réalise 1l'une
des premibres perfusions de lipides par voie intraveineuse chez 1'Hamme en

injectant du lait & des sujete atteints de Choléra.

La voie veineuse est parfois supplantée par la voie

sous-cutanée. Bn 1895, LEUBE ¥., ( 3 ) réalise avec succés 1'administration



d'huile camphrée chez des cardiaques et conclut qu'elle peut-8tre utilisée

de fagon satisfaisante comme source calorique.

Ce n'est que vers 1920 que l'on voit apparalitre les premiéres

émulsions lipidiques artificielles.

En 1926, SAXL P. et DONATHF, ( 4 ) administrent une émulsion
d'huile & 20% dans une solution saline, & des rats, des lapins, des chiens
et des 8tres humains. Pour la premidre fois ils utilisent une huile d'ori-
gine végétale. Ces auteurs s'attachent beaucoup plus & 1'étude de la cap-
tation de 1'émulsion par le systéme réticuloendothélial qu'ad l'apport

calorique.

JAFFE R. et BERMAN S.L{ 5 ) reprennent en 1928 les travaux de
SAXL et montrent que l'étude de 1l'activité du systéme réticuloendothélial

est an bon test de fonciionnement hépatique.

Les premidres études s;stématiqueé gur le rdle des émulsions
administrées par voie veineuse sont entreprisent au Japon entre 1920 et 1930.
Deux Japonais YMAKAWA 8. et NOMURAT T. ( 6 ) préparent une émulsion & base
d'huile de Tigim stabilisée par des lécithines d'oeuf. Cette préparation
est appelée YANOL. Le YANOL et d'autres émulsions similaires sont testées

par de nombreux groupes sur l'animal et 1'Homme.

Cependant oces émulsions ne remportent que peu de succés car elles
gsont relativement instables et induisent de nombreuses réactions secondaires

chez le sujet expérimental. Elles sont trés rapidement abandonnées.

Vers 1950, aux études Japonaises viennent s'ajouter des tra-

vaux Suisse, Allemand, Danois et suriout Suédois. De trés nombreuses préparations



différgnt par la nature de l'huile et de 1'émulsifiant, voient le jour.
L'huile de coton et l'huile de soja ont la primeur, quant aux agents sta-
bilisateurs, ils sont plus variés, on trouve des lécithines d'oeuf, des
phosphatides de soja et méme des émulsifiants synthétiques tel le polyoxy-

éthyléne propyléne ( Pluronic F 68 ).

En 1964 WRETLIND A. { 7 ) montre cu'uné émulsisn &
base d'huile de soja peut couvrir la dépense calorigue du chien pend-nt de

longues périodes sans effets secondaires.
Plus récemment, ALLEN P.C. et LEE H.A. ( 8 ) en 1969,

WILKINSON A.W. ( 9 ) en 1972 montrent que du point de vue physiopathologigue,

l'émulsion & base d'auile de soja est parfaitement saine.

B - INTERET NUTRITIONNEL :

‘Les gsolutés dont on dispose, s'ils assurent des apports
azotés et vitaminiques satisfaisants, ne permettent pas, dans le cadre d'une
alimentation parentérale totale, des apports caloriques valables sans faire
courir & l'organisme des risques de surcharge, aux veines des risques d'irri-

tation ou de thrombose.

Les solutés glucosés isotoniques classiques n'apportent
que 200 koal/L. Si 1'on veut assurer un apport suffisant, il faut utiliser
de'grands volumes de perfusat, ou bien augmenter la concentration molaire
des solutions. Ces solutés hypertoniques sont trés mal tolérés, induisant
rapidement des irritations de l'endoveine ( m@me s'ils sont administrés

dans des gros troncs veineux ) et des diuréses osmotiques.



Un apport de 2500 & 3000 kecal par jour est souvent
préconigé lors d'une nutrition parentérale compléte, il est donc tentant
et logique, pour assurer ces apports importants de faire appel aux nutri-
ments les plus énergétiques sous un faidble volume, c'est & dire les lipides.
Ces composés n'ont pas de pouvoir osmotigue propre, ce qui laisse supposer
une bonne tolérance veineuse, de plus n'étant pas éliminés p-r les urines,

ils ne provogquent pas de diurése osmotique,

Un autre avantage de l1'utilisation des graisses au
cours de 1l'alimentaticn parentérale est 1l'apport d'acides gras essentiels
et notamment d'acide linoleique (18: 2w 6). Cette carence étant d'ailleurs

exacerbée par l'apport d'acides aminés et de glucides.

L'éguilibre de la balance azotée semble également &tre
influencé par l'addition de lipides aux acides aminés et aux glucides. En
période. post-opératoire, BEAL J. et coll. (10) ont réalisé une alimen-—
tation parentérale apportant des protides et 40 kcal/kg/jour gsous forme de
glucides, il obtient ainsi des bilans azotés éguilidbrés. En remplagant 35
a 45 % des glucides par un apport lipidique de mé&me valeur calorirue, les

bilans ne sont pas modifiés, alors qu'il n'apporte que 25 kcal/kg de glucides,

taux normalement insuffisant pour éguilidrer & lui seul le bil~-n =~z~té.

REID D.J. (11) a montré que, chez des pstients dont
1'état métabolique est stable, les lipides administrés par voie veineume
ont un effet d'épargne azotée, et que cette épargne est proportionnelle &
1'apport calorique réalisé. Les bilans azotés effectués par cet auteur

s'étalent sur des périodes de dix Jours.

I1 convient toutefois de souligner que, contrairement



aux glucides, les lipides seuls ne modifient pas 1a négativité d'un bilan
az0té au cours du JeﬁneAproteique. Par contre, si des glucides sont fournis
et si l'apport calorique est complété par des lipides, 1l'effet d'épargne

azotée persiste.

C = TOLERANCE AUX EMULSIONS :

Si 1'intérét nutritionnel des lipides dans l'alimen-
tation parentérale est largement reconnu, la tolérance a ces émulsions
gemble beaucoup plus discutée. Les divergences proviennent surtout du fait

que les réaztions sont trés différentes suivant 1'émulsion & laguelle on

s'adresse.

En ce qui concerne la toxicité "aigu§“ avec perfusion
unique chez l'animal,des expériences ont montré que oertaines de ces émulsions
peuvent 8tre administrées 4 des doses de 15 g/kg chez le rat et le chien,
sans effet 1éthal. Des expériences similaires ont été entreprises chez
1'Homme avec une émulsion & base d'hHuile de scja, utilisée & la dose de 3
a4 g/kg sans entrainer aucun syndrome toxique. OH peut donc en déduire que
la toxicité aigué est trds faible pour cette émulsion . Par contre, avec des
préparatioas & base.d'huile de coton, on obgerve souvent et ce, dés le
début de la perfusion, des manifestations que 1l'on pemut rattacher au choc
collofdal qui se caractérise par des douleurs lombaires et articulaires,
des céphalées, des vertiges, des nausées, des fourmillements, une hypo ou
hypertension transitoire. Puis surviennent quelques heures aprés des frissons,

une élévation de la température corporelle.

A lopg terme la tolérance aux perfusions itératives est



12 aussi trés différente. suivant 1'émulsion utilisée. L'étude de la toxi-
cité n'étant pas l'objet de notre propos, nous ne mentionnerons a ce sujet
que les expériences de HAKANSSONJ. et coll. ( 12 ). Des quatre types
d'émulsions expérimentées, trois sont & base d'huile de coton et de phos-
phatides ou lécithines de soja et une & base d'huile de so0ja et de lécithines
d'oeuf. Chacune d'entre elles est perfusée & raison de 9 g/kg pendant 4 a

5 heures par jour.

Au bout de 28 jours, tous les chiens ayant regu la
préparation d'huile de soja sont en bonne condition, par contre, tous les
autres chiens sont morts dans un délai de 3 & 25 jours, variable avec le
type d'émulsion utilisée. Les animaux ayant re¢u de l'huile de coton
présentent une dégénéresoence graisseuse du foie et une anémie de type
hémolytique ou hémorragique avec augmentation de la bilirubinémie. Ceux
goumis & l'huile de soja ne présentent pas cette dégénérescence hépatigue
et ne présentent qu'une trés légére anémie. Par contre, chez tous les
animaux, quelgue so0it le type d'émulsion ut111865 les auteurs reirouvent
un "pigment lipoidigque brun" dans le foie et dans la rate. THOMPSON et
coll. ( 13 ) signalent que le dépdt de ce pigment gras est plus important
avec les émulsions d'huile de coton qlavec les émulsions d'huile de soja.
Les différentes épreuves d'explorationm des fonetions hépatiques n'ont pas
permis a4 ces auteurs de démontrer que ce dépdt pigmentaire entrainait une
quelconque perturbation du métabolisme hépatigue, soit en ocours de perfusons,

soit aprés.

D - TRAVAUX PERSONNELS :

La quasi totalité des travaux concernant les émulsions



lipidiques artificielles ont trait & 1'étude de la tolérance & court terme
ou & long terme, aux modifications anatomopathologiques induites par des
perfusions répétées, ainsi qla la vitesse d'épuration plasmatique de ces

particules lipidiques.

Par contre, le devenir métabolique des triglycérides
et des phospholipides dans les tiseus susceptibles de les incorporer,
ainei que les modifications de la composition en acide gras des lipides

tissulaires, induites par les émulsions n'ont pas été , & notre connaissance,

étudiés jusqu'alors.

Excepté les travaux de BERG G. ( 14 )} qui a utilisé
le mini-porc comme animal d'expérience, toutes les autres études ont été

faites soit sur le chien pour la plupart soit sur le rat.

Trois critéres nous ont guidé dans le choix du mini-porc
comme sujet expérimental :

- La taille de l'animal permet de pratiquer des
perfusions pendant plusieurs semaines.

- Ne pouvant réaliser cette étude sur un grand
nombre d'animaux, le mini-porc offre le grand avantage par rapport au chien,
de fournir un mai®riel expérimental relativement homogéne du point de vue
génétique.

- Le mini-porc comme 1'Homme et contrairement
au chien possdde une sorbitol-déshydrogénase dont nous verrons l'intérét

ultérieurement.

L*'étude des perturbations de la composition en acides

gras des lipides des différents tissus aprés perfusions d'émulsions lipidiques



“artificielles chez 1# mini- porc a fait 1'objet de la premidre partie de
notre travail. Nous avons retenu les trois émulsions les plus couramment
utilisées en clinique a4 1'heure actuelle.

- L'Intralipid (VITR'M) composé d'huile de
soja et de lécithine d'oeuf.

- Le Lipiphysan (RCIC) renfermant de 1'huile
de coton et des phosphatides de soja.

- Le Trivéni] (ECTE) & b-se d'huile de saoja
et de lécithine de soja. Cette dernidre ayant 1= particularité d'apporter -

.

4 la fTois les lipides et les acides aminés.

Suivant 1'émulsion considérée, les études s'ésalent

sur des périodes allant de une & guatre semaiines.

A la lumiére des résultats obtenus lors de cette pre-
miére analyse, nous avons été conduits & envigager une seconde phase d'ex-
périmentation afin, si non d'expliquer, du moins de mieux interpréter les

résultate obtenus dans la premiére partie.

Dans cette seconde partie, nous nous sommes intéressés
au mode d'épuration et d'utilisation des érmulsions lipidiques citées précé-
demment, au niveau hépaticue. Pour des raisons technicues, cette étude a été
réslisée chez le rat en utilisant la ~éthode de perfusion de foie isolé

décrite par MILLER L.L. (15).

Avant de présenter leg résultats obtenus, nous croyons
utile de rappeler certaines généralités, d'une part sur le méitabolisme des
triglycérides exogdnes apportés par l'alimentation "per og" et d'autre part

sur la vitesse d'épuration des triglycérides administrés par voie intraveineuse.



Ces rappels feront l'objet de la premiére partie de

notre propos.



PREMIERE PARTIE

RAPPELS METABOLIQUES
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CHAPITRE I

DIGESTION ET ABSORPTION INTESTINALE DES LIPIDES ALIMENTAIRES.

Les lipides alimentaires sont principalement constitués
de triglycérides. Jusqu'ad la sortie du pylore ces composés hydrophobes n'ont
subit aucune modification, la lipase gastrique étant trés peu active tout
au moins chez 1'Homme adulte; son activité est par contre beaucoup plus

importante chez le nourrisson.

1 - Action de la lipase pancréatique :

Claude BERNARD et DASTRE ont montré que l'hydrolyse des
triglycérides nécessite l'action conjuguée de la bile et du suc pancréatique.
Sous l'action des sels biliaires et des lécithines de la bile, les globules
graisseux libérés par l'estomac sont émulsionnés dans la phase agqueuse que
congtitue le contenu intestinal. Cette dispersion en fines particules des
lipides permet d'augmenter la surface "d'attaque" des triglycérides par la

lipase pancréatique.

Les triglycérides alimentaires sont mixtes, c'est &
dire qu'ils renferment & la fois des acides gras & longues ohaines(}} c12 )
saturés ou non et des acides gras & chaines courtes (4; C10 ). Le devenir
de ces deux catégories d'acides gras étant différent , nous allons, dans
le but de clarifier l'exposé, distinguer arbitrairement le cas des trigly-

cérides "4 chaines longues" et celui des triglycérides "& chatnes courtes"

a - Triglycérides & chaines longues :




12

L'action de 1a lipase n'est pas identicue sur les irois

fonctions esters des triglycérides ; on sait,

en effet,

depuis leg travaux

de SAVARY P. et DESNUELLE P. (16) de MATTSON F.H. et BECK L.W. (17) de

HOFMANN A.F. et BORGSTROM B. (18), que les positions 1 et 3 sont hydrolysées

préférentiellement & la position 2, La spécificité de position de la lipase

pancréatique aboutit donc &4 1a formation d'une guantité importante de 2

monoweyl glycérol (2 - NMG).

i
R—C—OH ou
11 .
?l HL-0-C —-R
R~C=0~CH
H, -o—ﬁ—R"
O
i
o ) o HL—0—-C—R’
sn-Triacyl glycérol M |
R—C—O—?H
,’EF-OH

1,2 diacyl glycérol

ou

8 H,C—OH
R—C—O~CH
|
H,C~0—-C—R"
-0 i

‘ @)
2,3 diacyl glycérol

0 0
R'_'c' _OH R—C —OH
R—C—0~CH
I \
H,C-OH

2 Monacyl glycérol



Ces 2-MG vont former avec les acides gras libres et

les sels biliaires des micelles hydrophiles. Ces particules de trés petite
taille { 50C nm de diamdtre) vont pénétrer dans les microvillosités de la
muqueuse intestinale { JOHNSTON J.M. et BERCGSTROM B. (19) at 8tre incor-
vorées dans les cellules du parenchyme intestinal. Les sels biliaires vont
se dissocier des micelles et 8tre réabsorbés dans 1a lumitre intestinale.
La pénétration des micelleg semble se faire par 1l'intermédiaite de fins
canalicules grice & l'existence d'un potentiel de membr-ne 1ié & 1a répar-
tition des ions de part et d'autre de cette menbrane. On explicuerait ainei

le déficit d'absorption des graisses & 1a suite d'une surrénalectomie puiscue

12 répartition des électrolytes est sous 12 dépendance des minéralocorticoides.

Dans la cellule de la mugueuse intestinale les fractions lipidiques
provenant de la diggestion sont réestérifiées en triglycérides. Cette
gsynthése se déroule suivant deux processus : 353t par la voie du phospho -
3 = glycérol & partir des acides gras intracellulaires, soit par la voie des
2-MG qui est d'ailleurs prépondérante pour les *riglycérides. Cette
estérification directe deg fonctions alcool litres des 2 - MG fait inter-

venir un complexe enzymatique appelé triglycéride-synthétase (20).

Les acides gras issus de 1l'intestin rejoignent le "pool"
intracellulaires qui est ean partie composé d'acides gras issus des.qoides
oras libres plasmaticues gue la mugueuse intestingle capte également, Ils
seront donc, aprés activation en acyl—Cogf intégrés dans 12 synthdse des
triglycérides par 1'une des voies citées précédemment, soit incorvorés dans
des molécules de phos_.pholinides, dont les voies de synthése se greffent sur

celles des triglycérides & partir du phospho - 3 - glycérol (21).

Le cholestérol libre et estérifié alimentaire est absorbé
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sous forme libre. Il rejoint le cholestérol libre intracellul=ire cue 1la
muqueuse synthétise également assez activement comme le foie, & partir de
1'acétyl=CoA. Une grande paftie de ce "pool" de cholestérol est alors esté-

rifié avec les acides gras cellulaires.

Au sein de la cellule de la mmgueuse intestinale, les
triglycérides et les esters de cholestérol vont s'associer en petites
particules sur lesquelles viendront se greffer des phospholipides et une
copule proteigque. Ces gouttelettes qui renferment environ 90 % de trigly-,
cérides, 2 71 de stérides, 1 % de cholestérol, 6 % de phospholipides et 1 %
de proteines sont les chylomicrons. Ces chylomicrons apparaissent tout
d'abord au niveau du réticulum endoplasmique lisse, puis migrent dans
l'appareil de Golgij qu'ils traversent avant d'@tre éjectés dans 1l'espace
séparant deux cellules intestinales, Les chylomicrons émis par le parenchyme
intestinal vont se rassembler dans 12 lymphe et rejoindrent 1= circul=tion
générale par l'intermédiaire du canal thoracicue au niveau de la veine sous=

claviaire gauche,

L'étude de la figure(l)page (16) nous montre qu'il existe de
nombreuses voies métaboliques secondaires et notamment au niveau de la
lumidre intestinale, une isomérisation possible des 2-MG en 1-MG (22)
- voie 3 = et par suite une hydrolyse compléte des triglycérides. Au niveau
de la muqueuse intestinale, ces 1-MG obtenus par isomérisation et non
hydrolysés peuvent 8tre dégradés par une monoglycéride-lipase (23). Les
vcies - 12 et 17 - mettent en évidence la possibilité de synthése des phos-
pholipides & partir des acides phosphatidiques (phosphatidyl.inositol)

et des diglycérides (phosphatidyl-choline et phosphatidyl-éthanolamine).

b - Triglycérides & chaines courtes :

e S i o ot D e o i o ! e i e A S S s o O S S B i S S S
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La lipase pancréatique conserve {oujours sa spécificité
de position que ce soit sur des triglycérides 2 chalnes longues ou sur des
triglycérides & chalnes courtes, mais 1a vitesse d'hydrolyse est plus grande
pour les chaines courtes que pour les chaines longues (24) ; 1a vitesse

d'estérolyse étant maximale pour les chaines Butyricues.

Comme précédemment, 1'hydrolyse aboutit & la formation
de 2-MG et d'acides gras, mais on sait depuis longtemps que lorsque le
régime alimentaire renferme une grande proportion de triglypérides & acideés
gras courts en position 2, les proportions de chalnes courtes dans les gly-
cérides lymphatiques sont relativement faibles. Cette observation appelle

deux remargues 3

- L'hydrolyse par la lipase pancréatigue doi# &tre
compléte, en dépit de leur position en 2.
- Leur incorporation dans les triglycérides doit &tre

partiellement inhibée,

ENTRESSANGLES B, et coll. (25) ont montré qu'en fait

Ia spécificité de position de la lipase pancréatique étnit respectée, mais
gue les acides gras courts en position 2 ont la propriété de ~igrer trés
facilement en position 1 (figure 2 page 17). Nous avons vu cue cette possi-
bilité d'isomérisation existe aussi pour les chalnes longues mais & un degré
moindre {figure 3 page 18). D'autre part, ces acides gras devraient &tre
activés sous forme d'acyl-CoA afin d'8tre incorporés dans les triglycérides,
par l'une ou l'autre des voies décrites dans la synthése des triglycérides,
dans la mugueuse intestinale, or l'acyl-CoA synthétase active préféren-

tiellement les chalnes longues en vue de leur estérification ultérieure (26).

Bompte tenu de la particularité métabolique des acides
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gTas courts, tant au nivesu de l'hydrolyse qu'au niveau de l'estérification,
on considdre que les chaines courtes des triglycérides ingérés guittent la
mugueuse intestinale par le sang portal & 1'état d'acides gras libres, alors

que les chaines longues sont évacuées par la lymphe & 1'état estérifié.

La distinction entre ces deux types d'acides gras n'a
sans doute pas le caractére absolu qu'on lui a souvent prété. Des quantités
importantes de chalnes courtee, notamment én C 10 ou en C 12 existent
quelquefois dans les chylomicrons ( 27, 28 ). Une fraction de chaines longue;

semble d'autre part échapper & la lymphe et pénétrer directement dans le

sang portal.

2 - Epuration des chylomicrons :

Chez 1'Homme sain les lipides ingérés lors d'un repas
sont éliminés par l'estomac en 5 & 6 heures, par contre, les chylomicrons
formés aprés "l'attaque" lipasigue sont rapidement éliminés du courant
sanguin ; leur demi-vie est inférieure a une heure chez 1'Homme ( NESTEL p,J,-
( 29 ). Tous les tissus, & l'exception du cerveau, participent & 1'épuration
des chylomicrons. Il semble que ce soit le tissu adipeux, puis le muscle
squelettique qui soient les plus actifs, puisque 80 % des acides gras
composant les triglycérides des chylomicrons sont retrouvés & ces niveaux

( OLIVECRONA. T.H. et BELFRASE P,) ( 30 ).

Compte tenu de la différence morphologique des capillaires
sanguing au niveau du foie d'une part et des tissus extrahépatiques d'autre
part, deux mécanismes d'épuration des chylomicrons peuvent &tre envisagés :

- Au niveau du foie, les capillaires sanguins étant

'S
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dépourvus de membrane basale, les particules lipidiques peuvent pénétrer
dans l'espace de DISSE et &tre phagocytées par les cellules de Kupffer.

~ Au contraire, au niveau des tissus extrahépatiques,
la membrane basale existe et l'incorporation des lipides ne peut se faire

qu'aprés hydrolyse des triglycérides des chylomicrons.

La captation directe par le foie des triglycérides
alimentaires a été admise pendant longtemps. On admettait que ce processus
concernait le tiers des triglycérides du régime, actuellement, il semble
gque la proportion de chylomicrons empruntant cette voie soit beaucoup plus
faible, voire minime, et que 1l'incorporation des lipides dans le folie soit
précédée d'une hydrolyse comme dans les tissus extrahépatiques. Cette hypo-
thdse semble confirmée par 1l'identification dans le foie d'une triglycéride~
lipase localisée dans la membrane plasmique des hépatocytes ( ASSMAN G. et

coll. ) ( 31 ).

Ltactivité lipolytique‘de cette triglycéride lipase
gerait assez faible sur les chylomicrons eux-mémes. Le rdle principal qui
lui est attribué actuellement est une hydrolyse des glycérides contenus
dans les "remnanta". Les particules lipidique; désignées sous ce nom de

remnants proviennent des chylomicrons dont les triglycérides ont été en

partie hydrolysés au niveau des tissus extrahépatiques.

Si l'importance de la captation directe des chylomicrons
par le foie semble remise en question, la captation par les cellules de
Kupffer des particules lipidiques des émulsions artificielles administrées
par voie intra-veineuse, semble en revanche trés probable ( SCHOLLER K.L. )

( 32 ). Il apparait également d'aprés LAROSA J.C. et coll. ( 33 ) que
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l'activité de la triglycéride-lipame hépatique s0it plus grande sur les

émulsions artificielles que sur les chylomicrons.

A l'exception du cerveau, ce sont donc les tissus
extrahépatiques qui captent la majeure pPpartie des acides gras des trigly-
cérides des chylomicrons. Dans ces tissus, 1'hydrolyse est s-us la dépendance
d 'une eng’me appelée "Lipoproteine-Lipase" ou "facteur clarifiant™ localisée
4 la surface des cellules endothéliales des capillaires sanguins. Deux tiers
environ des acides gras libérés sont incorporés dans les triglycérides tissu-
laires aprés resynthése, et le tiers restant est libéré avec le glycérol
dans le flux sanguin venani grossir le "pool" des acides gras libres cir-
culants transportés par la sérumalbumine et provenant normalement de l'hydro-

lyse des iriglycérides intraadipocytaires.

En période post-prandiale, le tissu adipeux est le

site majeure de l'épuration extra-hépatique des triglycérides alimentaires.



CHAPITRE 1T

EPURATICN DES ENULSIONS LIPIDIAUES ARTIFICIBLIES

Avant d'envisager le mode de capiation des particules
lipidiques des émulsions, 11 noue semble utile d’étudier 1z composition
et les propriétés physico-chimigues des différentes préparations utilisées en

/

clinique.

17 - Composition des émulsions :

L'expérience de COURTEN W, (34) sur le chien monitre
jue l'administration d'huile chauffée par veie i1ntra-veineuse entraine la
mort trés rapidement par embolie graisseuse. Les lirides ne reuvent donc pas

8tre injectés tels quels dans le fluy sanguin.

Au cours de 1a digestior, 11 se produit pourtant
plusieurs fois par jour un afflux de lipides dans la veine sous-clavizire
gauche, mais & ce niveau les triglycerides ne sont pas & 1'état libre, ils
sont inclus dans les chylomicrons ;3 particules stables finement émulsionnées
en milieu aqueux grice & la présence de nombreux pdles hydrophiles & leur

periphérie.

O O Groupemen;"
HydnoPhobe,
O O
0 O
Grovpement
Hyd»oah«'fe.

{

Sahéma d'1 triglvedrida.



L

Les groupements hvdrophiles ( fonciions alcool du

glycérol, fonctions acide des acides gras) se trouvent masquée nar levr

+

combinaison d'oll la totale insclutbilité des iriglycérides dans 1 'eau,

Peour les rendre solubles, 11 cornvient de les incorporer au sein des micelles

B

dont 1a périvhérie sera constituéa de substances capad

i
-
e
@
=
D
>4
H‘
@
ot
k)

nements hydrophiles. Ces substances sont appelées érulsifiantg

deux types; naturels ou artificiels.

Les émulsifiants naturels restent les plus utilisés

w

dans les émulsions lipidiques artificielles., ¥n étudiant la composition des
différentes préparations, on remargue gue les émulsifiants les plus a-ployés

sont les phospholipides et plus particulidrement les lécithines ou phospha-

tidyl-choline.

-?.
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Schéma théorique d'une lécithine.:
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En milieu aqueux ces molécules vont orienter leur
groupement hydrophile vers l'extérieur, emprisconnant les molécules de

triglycérides. L'ensemble formera une émulsion stable.

LI

Emulsion de T.CG. & l'aide de lécithine.

BYS
L“.Li-:



Dans certaines préparations américaines des émul-
sifiants artificiels { Pluronic ¥ A8, TWEEN ) ont été ajoutds aux émul-
sifiants naturels. Du fait de la mauvaise tolérance de telles émulsions,

les émulsifiants artificiels ont €té rapidement abandonnés,

Compte tenu des quelques données physico-chimiques
que nous venons de présenter, toutes les émulsions sont préparées suivant
le méme schéma, seule la nature des constituants différe comme le montre
le Tableau ’,P 28. p

- Les triglycérides seront apportés soit par 1l'thuile
de soja; soit par 1l'huile de coton. Le tableau 1 page 26 ncus montre que ces
deux huiles sont peu différentes guant & leur composition en acides gras.
TOutes deux sont riches en acides gras polyinsaturés et notamment en acide
linoleique (18 :w 6) (18 atomes de carbone et deux doubles liaisons). On
remarque toutefois que l'huile de soja contient moins d'acides gras saturés que
1'huile de coton, en particulier moins d'acide palmaticue (16 : 0), L'Intér8t
nutritionnel de telles huiles est donc double :

- Apport calorique,.

-Apport d'éléments indispensables : les acides gras

essentiels (acide linoleique et linolénique -(18 : 3 ¢w3) dans le cas de

1'huile de soja).

La stérilisation indispensable pose des problémes
matérialisés notamment par la fcermation éventuelle des peroxydes & partir
des acides gras insaturés; il convient donc d'éviter ce processus en ajoutant
des anti-oxydants. La vitamine E ou tocophérol est le plus utilisé surtout
dans les préparations & base d'huile de coton, l'huile de soja en contient déji

naturellement.

Les agents émulsifiants les plus employés sont soit les

lécithines de soja soit les lécithines d'oceuf.
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-3

- Pour maintenir l1'isctonicité du sang, 1a phase

agueuse contient du glucose, du sorbitol ou du glycéroal.

L'obeservatinm
d'une coloration btrune, lors de la stérilisation, dans les préparations
4 base de glucose, a conduit & 1'élimination de ce composé dans les émul-

sions. Le sorbitol et le glycérol ne donnant aucune réaction au cours du

chauffage sont plus couramment employés.

Actuellement, les émulsions présentées dans le tableau 2
vage 28, trois seulement restent commercialisées. La plus récente édant le
Trimévil qui différe de toutes les autres vréparations par la présence d'acides

aminés.

2 - Comparaison physico-chimicue des chylomicrons et des

particules lipidiques des émulsions :

.

La plupart des chylomicrons ont urn diamétre moyen vari-nt
entre 500 et A00 nm, les plus gros d'entre eux pesuven’: ~tteindre 1000 & '500 nm

de diamétre (ALBRINK M.J.) (235).

ie

Les études de HALLBHRG D. et WERSALL J. (26) et
SCHOEFL G.I. (37) en microscopie électronigue monirent gue les particules
lipidiques des émulsions artificielles ont des tailles irés voisines de eeiles
des chylomicrons puisgue leur diamétre est compris entre 100 et 800 nm.
Signalong toutefois que les conditions de conservation ont une certaine
influence sur l'évolution de 1la taille des particules émulsionnées. Des
études entreprises sur 1'Intralipid montrent qu'aprés deux ans de maintien
5 + 4 °C, 99 % des particules ont un diamdtre inférieur & 1000 nm et seule-
ment 1 % dépassent 1000 nm. A + 4° C il y a2 une p rfaite stabilité de 1a

taille des particules, par contre 2 + 20° C rendsnt 2 ans, plus de 3
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dépassent 1000 nm de diamétre.

Si chylomicrons et particules lipidiques des émulsions
ne différent pas par la taille, ils ne scnt cependant pas identigues guant
4 leur composition. Les chylomicrons sont recouverts par une enveloppe
constituée de phospholipides, de cholestérol libre et de proteines alors que
les particules artificielles ne renferment pas de proteines puisque 1'émul-
sion n'en contient pas. La couche externe n'est donc constituée gque par des

phospholipides.

3 - Etude de la vitesse d'épuration des différentes émulsions :

Les études relatives & la vitesse d'épuration des par-
ticules lipidigues des émulsions lipidicues artificielles ont été, dans la

plupart des cas, effectuées sur un seul substrat : 1'Intralipid.

BOBERG. J. et CARLSCN L.A. ( 38 ) montrent que les
particules lipidiques de l'émulsion d'Intralipid sont hydrolysées & la méme
vitesse que les chylomicrons; ceci aussi bien chez 1'Homme que chez le chien.
BALLBERG. D. ( 39 ) a montré qu'injectées dans de telles conuitions, les
particules lipidiques acquiérent une copule proteique et se comportent comme
des chylomicrons dont on sait que 1l'épuration plasmatique s'opére surtout

au niveau des sites extra-hépatiques sous l'action de la Lipoproteine-lipase.

La vitesse de 1l'épuration dépend du taux de lipides
administrés. Elle est maximale et constante & haute concentration
( K, = mM/L/mn ) et ce, jusqu'a un certain seuil (C =mM / L )
appelé "Concentration critique™. En dessous de ce seuil, la cinéticue d'épu-

ration est de type expon entiel. CARLSON. L.A. et HALLBERC. D. ( 4o Yont observé



ce phéncméne en adminisirant en une seule injection une émulsion lipidigue
artificielle chez le chien & un taux tel gu'il soit supérieur & la "concen-
tration critique'". Ils remarquent que la cinétique d'épuraticn des triglycé-
rides dans le sang est bimodale. Dans un premier temps, lorsque le taux de
triglycérides est élevé, la cinétique est d'ordre O { c'est & dire & vitesse
constante ), puis lorsque la concentration en iriglycérides devient plus
faible, la cinétique es8t d'ordre 1 ( c'est & dire que la vitesse est pro-
portionnelle & la concentration du moment ). Dans la premidre phase, on

considére que les sites d'épuration sont szturés d'ol une vitesse constante

et maximale.

Cette vitesse d'épuration est scus la dépendance de
nombreux facteurs, et notamment de 1'état nutritionnel et de 1'émulsion

considérée.

Le jeGne induit une augmentation de vitesse d'épuration.
Aprés une nuit de jelne, un adulte peut éliminer une cuzntité d"émulsion
correspondante a 35 kcal/kg/24h/. Aprés 38 heures, la capacité d'élimination
s'établit & 52 kcal/kg/24h. En période post-opératoire aprés environ deux

jours de jeline, la capacité d'épuration equivaut & 100 kcal/kg/24h.

WAREMBOURG et coll. ( 41 ) ont montré que la nature de
l'émulsion interférait aussi sur la vitesse d'épuration. Leurs travaux ont
trait & deux émulsions, le Lipiphysan et 1'Intralipid, dont nous avons vu
que la composition différait de part l'huile et l'émulsifiant utilisée. Ces
auteurs retrouvent l'épuration en deux temps décrite précédemment. Ils montrent
que le Lipiphysan est éliminé beaucoup plus rapidement que 1l'Intralipid, son

épuration plasmatique 8'opdre essentiellement pendant les 5 premidres minutes
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suivant l'injection ( figure 4 ) p 32.

Cette différence de vitesse de disparition des particules
lipidicues permet de penser que le mode d'épuration n'est pas le méme suivant
la composition de 1'émulsion. Les résultats obtenus aprés injection d'émulsions
dang le systéme porte du rat ou aprés ablation de la rate chez le lapin
( WAREMBOURG et coll. ( 42 ) suggérent que l'épuration du Lipiphysan résul-
terait d'une captation hépatique quasi-instantanée et plus accessoirement
d'une captation splénique. Ces phénoménes intervenant plus lentement pour

1'Intralipid.

KESSLER . J.I. ( 43 ), LEVEEN, H.H. et coll. { 44 ), et
WADDELL, W.R. et coll. ( 45 ) ont montré que le systéme réticulo-endothélial
du foie et de la rate intervient en phagocytanht les particules lipidigques

des émulsions artificielles.

Pour FRASER A.C. et Coll ( 46 ) les triglycérides des
émulsions sont hydrolysés par la Lipoproteine-Lipase intravasculaire de la
méme manidre que ceux des chylomicrons, de plus une concentration impor-
tante de lipides dans le sang peut stimuler "invivo" la production de lipo-

proteine-lipase.

Il semble donc qu'il n'éxiste pas un seul type d'épuration
des émulsions lipidiques artificielles, mais que plusieurs sysidmes entrent
en jeu ( captation directe, hydrolyse des triglycérides ) et la priorité de

1'un ou ltauire de ces systémes dépend de la composition de l'émulsion.
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CHAPITRE I

Expérimentation animale :

1 = Animaux utilisés :

Le meilleur choix de l'espéce & utiliser pour obtenir
des résultats susceptibles de contribuer au mieux aux essais préalables &
toute expérimentation humaine est le souci primordial de tout chercheur.

+

Les rongeurs sont trés largement utilisés en raison de
leur reproduction rapide et de leur faible prix de revient. D'autres animaux
plus gros et plus proches de 1l'Homme commencent & s'imposer : c'est le cas

du singe et du porc-miniature.

Par certains aspects anatomiques, physiologiques, bio-
chimiques et cliniques, le porc se révéle un modéle expérimental se rappro-
chant beaucoup de l'espéce humaine. Deux autres raisons nous ont fait préférer
ce matériel d'expérience :

-~ La taille de 1'animal permet trés facilement de faire
des perfusions pendant plusieurs semaines.

- Le porc posséde, comme l'Homme une sorbitol-déshy-
drogénase permettant 1'utilisation du sorbitol en le transformant en fructose;
sorbitol qui, comme nous 1'avons vu est présent dans certaines préparations

d'émulsions lipidiques artificielles.

A partir de divers croisements de certains porcs classiques,
une sélection sur la taille et le poids des animaux a été effectuée engen-~

drant ainsi 3 principales lignées génétiquement nainas :



- La lignée HORMEL issue d'une sélection d'animaux au
cours de croisements entre le porc sauvage de 1'Ile SANTA CALATINA, au
large des cOtes californiennes, du pourceau de GUINEE, du porc sauvage des
iles de GUAM et du porc PINEY-WOODS de LOUISIANE.

- La lignée PITMAN MOORE obtenue par croisement de porcs
des marécages de FLORIDE avec certaines espéces des Iles du Pacifique.

- La lignée de 1'INSTITUT de ZOOTECHNIE et de GENETIQUE
ANTMALE de GOTTINGEN issue d'un croisement entre le porc-miniature HORMEL,
le porc nain vietnamien & ventre distendu et le porc tacheté vietnamien, en

[

vue d'obtenir des animaux non pigmentés & robe blanche dominante.

Ce Bont des porcs de cette dernidre lignée que nous
avons utilisés.Le fait de itravailler avec deg animaux de méme lignée est

encore un argument en faveur du porc-miniature.

Avant son utilisation, 1l'animal adulte pesant environ
20 kg est placé en cage individuelle et regoit une alimentation "per os"
sous forme de granulés. Pendant une semaine, il recevra un apport de 2000 kcal
par jour. Ce taux calorique a été déterminé comme étant celui qui maintenait
l'animal en équilibre pondéral ; ce sera donc sur ces mimes bases que seront

calculéasles quantités des différents nutriments & apporter par voie intra-

veineuss.

Aprds cette phase d'adaptation, on place un cathéter &
demeure sur la veine jugulaire externe afin de procéder aux administrations
intraveineuses d'émulsions et aux différents prélédvements sanguins. l'inter-
vention est réalisée dans des conditions d'asepsie chirurgicale classique

la salle n'étant toutefois pas sitdrile.
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L'animal étant maintenu par les pattes postérieu

lui injecte dans la partie latéroventrale, en desscus et 2 1 cm environ

de 1'ombilic 5 ml d'une solution & 6 ¥ de Wembutal. iprés 10 minrutes

l'animal commence & tituber et on lui admisnistre alors, toujours nar voie

intrapéritcnéale, 11 &4 12 ml de la méme spluticn de Werbutal. lL'anesthésie
3

obtenue aprés 30 minutes environ, 1'animal est placé sur le cdté, le cou

est rasé et dégraissé & l'alcool isopropylicue nuis désinfecté 2 1'alceol

B

indé 1 le porc est enfin recouvert d'un champ opératnire s*érile, !
On pratigue une incisirn de 4 & 5 om 3w cuart irférieur

1

du cou, entre le bord postérieur du maxillaire inférieur et le bord supé-
rieur du scapulum. On dégage la veine jugulaire externe cui se situe sur le
bord sntérieur du muscle sternothyroldien, un veu en cessous et latéralement
cir rapport au larynx (figure 5 page 37). On place une premiére ligature serrée
cBté céphalique et une ligature d'atiente c8té thoracique. Une petite inci=-
sion est pratiquée en aval de la ligature céphalique par laguelle on introduit
15 cm d'un cathéter en élastomére siliconé (préalablement bisauté, stérilisé
et rempli d'une solution de citrate dans Na/Cl isotonique) de 2,5 mm de
diamétre intérieur et de 4 mm de diamétre extérieur. Ce type de cathéter

peut &tre stérilisé dans un autoclave et ne provocue pas la formation de
caillot. Une fois le cathéter mis en place, on serre la ligsture d'attente.

Une seconde ligature de sécurité est vlacée -fin de maintenir trés soli-

dement le c2théter dans la veine.

A 1'aide d'une seringue adavtée sur le cathéter, on

N

vérifie que la paroi veineuse n'a pas été 1ésée en fais nt monter le sang
veineux que l'on refoule ensuite & 1':ide d'une sclution de chlorure de

sodium citraté . Le cathéter est ensuite pissé sou$ la peau a 1'aide d'une



Figure 5

Cathéter

Artére carotide
Muscle omohyoidien
Veine jugulaire externe
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pince jusqu'd une boutonnidre pratiquée au bistouri au milieu de la peau
du cou. On s'assure que le cathéter ne fait pas de plis et en le passant

& nouveau sous la peau, on le ressort par une seconde boutonnidre ouverte
au niveau de l'oreille. L'opération se termine en fefermant les ouvertures
par des poinis de suture et en fixant le cathéter au plan peaucier au
niveau de la seconde boutonniére. Avant de replacer l'animal dans sa cage,
chagque plaie est soignement désinfectée avec une solution de Dakin. La
couverture antibiotique est assurée par injection intramusculaire de
Streptomyocine ou d'un million d'unités de Pénicilline le jour de l'inter-

vention et une seconde le lendemain.

5 & 6 heures aprds l'opération le porc se réveille,

48 heures aprés l'expérimentation pourra commencer.

2 - Nutrition parentérale compléte :

Dans la premiére partie de notre propos, nous avons vu
que trois tmupes d'émulsions ont été utilisdes dans notre expérimentation :

- Le Lipiphysan 10 %,

- L'Intralipid 20 %.

- Le Trivémil.

Ces trois préparations sont différentes quant & leur
composition et au taux de chacun des constiiuanis. Le trivémil est la seule
émulgion & l'heure actuelle & contenir, en plus des lipides, des acides
aminés. Cette particularité en fait une émulsion compléte puisqu'elle apporte

les trois nuiriments : Lipides.Clucides.Protides.

Compte—tenu de ces différentes, le volume &4 administrer



a été calculé, pour chaque émulsion, en fonction de la quantité de trigly-
cérides apportés. A la suite des travaux de BERG G. et coll. ( 47 ) et

pour tgnir compte des taux recommandés pour 1l'Homme, un apport de 3 g de
triglycérides par kg et par jour a été retenu pour notre travail. Ces 3 g/kg

de triglycérides représentent environ 30 % de l'apport calorique total sous

- forme lipidique, ( taux qui est en parfait accord avec les valeurs recommandées

chez 1'Homme par les différents organismes internationaux de la santé).

Dans le cas du Lipiphysan et de l'Intralipid, 1l'apport
azoté est obtenu par du " Trophysan glucidique concentré" dont le volume
4 employer est basé sur la quantité d'azote apportée. Cet apport correspond
environ pour les 3 émulsions & 100 g de proteines par 24 heures. La aussi ce

taux proteique correspond tout & fait aux quantités recommandées chez 1'homme.

Compte - tenu du Sorbitol apporté soit par le Trophysan
glucidique concentré soit par le Trivémil, le complément & 2000 kcal est

assuré par du sérum glucosé hypertonique & 30 %.

Le volume desdifférentes solutions est reporté dans le

tableau 3. Dpage 40 .

Les différentes émulsions ne renfermant gue du Toco=
phérol, le complément vitaminique est assuré par 2 ml d'un Hydrosol poly-
vitaminé " ROUHE " dont la composition est la suivante :

Axérophtol vit. A 5000 UI

Ergocalciférol vit.D2 1000 UI

Tocophérol vit.E 70 mg

Thiamine vit.B1 mg
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- Riboflavine vit. B2 1,5 mg

- Ac panthoténique vit. B5 4 mg

- Pyridoxamine vit. B6 2 mg
- Nicotinamide vit. PP 10 mg
-Ac Ascorbique vit. C 50 mg

Enfin cette alimentation parentérale est complétée
par l'apport de minéraux et notamment de sodium et de potassium. Les ¥ita-

/

mines, le sodium et le potassium sont ajoutés au sérum glucosé hypertonique.

Glucides, protides et lipides sont administrés simul-

tanément par l'intermédiaire de raccords en Y comme le montre la figure 6. P
Les pores sont placés sur un support métallique garni
de toile pendant toute la durée de la perfusion. La vitesse d'écoulement

est réglée de telle fagon que les lipides socient administrés en 8 heures.

J - Dosages effectués en cours d'expérimentation :

Initialement nous avions envigagé 3 durées d'expérience

pour chacune des émulsions, avec la répartition suivante pour les animaux :

3 porcs Intralipid

3 pores Lipiphysan

- 3 porecs Trivémil

2 porcs Témoins

Chaque émulsion étant administirée pendant 7 jours au
premier animal, 14 jours au second et 28 jours au troisidme. Or en cours

d'expérimentation nous nous sommes apergus que ce protocole ne pouvait &tre
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maintenu tel quel. En effet, le premier porc soumis au Lipiphysan est mort
a la fin du 7éme jour de traitement, 1'étude de cette émulsion a donc été

limitée & une semaine et sur deux animaux.

Lg premier porc recevant du Trivémil a été sacrifié
aprés 14 jours de perfusion , son état ictérique étant incompatible avec
l'administration prolongée de lipides. Afin de vérifier cdtte observation,
un second porc est soumis au Trivémil pendant la méme durée. Enfin selon
le protocole initial, un troisiéme porc regoit pendant 7 jours cette émul-

sion.

Seul 1'Intralipid est utilisé dans les conditions

fixées au départ.

Une question reste toutefois en suspens : Quelle peut-
étre 1'influence de l'immobilité compléte de l'animel pendant 8 heures par

Jjour 7

Afin de lever cette incertitude, les deux témoins sont
traités différemment. L'un est sacrifié aprés la semaine d'adaptation &
2000 kcal en alimentation " per os ". Le second subit 1l'intervention avec
pose du cathéter et est soumis quotidiennement pendant 8 heures & des per-
fusions de sérum glucosé isotonique représentant 25 % de la ration calorique.
Le complément & 2000 kcal étant donné le soir dans la cage sous forme de

granulés préparés industriellement.

La nouvelle répartition des animaux en fonction de

1'émulsion et dans le temps est donc la suivante :



- 1 porc Intralipid 28

- 1 porc Intralipid 14
- 1 porc Intralipid 7
-~ 2 porcs Trivémil 14
- 1 porec Trivémil 7
-~ 2 pores Lipiphysan 7

- 1 porc Témoin perfusé

- 1 porec Témoin sans perfusion

Le premier jour, puis tous les
l8vements sanguins sont effectués avant le début de

ces prélédvements de nombreux dosages sont effectués

de potassium, bilirubinémie, taux de transaminases, de phosphatases al-

cilines, urémie, glycémie; étude heématologique et enfin dosage des cons~—

tituants lipidiques (triglycérides et cholestérol).

L'expérience a montré que les ionogrammes, les taux
d'urée et la glycémie ne sont pas modifiés quelque soit 1'émulsion et la

durée de la perfusion. Nous ne reporterons donc dans le tableau 4 paged5

Jjours
Jours

Jours

Jjours

Jjours

Jours

trnis jours des pré-
la perfusion. Sur

: taux de sodium et

1y

..

e

Y

I
I2

I3

T1

T3

11

et T2

et L2
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que

les éléments qui subissent des variations, exception faite des constituants

lipidiques que nous analyserons ultérieurement compte-tenu de la nature
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méme de nog travaux.

Par souci de clarté, nous ne présenterons les ré-
sultats des bilans sériques qu 'aux temps 0-T7T-14 et 28 jours suivant le
cas, éliminant ainsi tous les dosages intermédiaires. Nos travaux étant
essentiellement orientés vers 1'étude lipidique, les résultats des do-

sages sériques seront exposés mais non commentés ni interprétés.

a - Taux de bilirubine :

- Avec 1'Intralipid; le taux de bilirubine est par-
faitement constant méme au bout de 28 jours.

- Le Privémil induit par contre une brusque augmen-
tation de la bilirubine vers le 12 &me jour. Bien que les animaux se |
comportent un peu différemment, il n'en reste pas moins que les variations
existent dana les deux cas et qu'elles aillent dans le mé@me sens.

- Quant au Lipiphysan les observations sont diver-
gentes : état stationnaire pour L2 alors que l'on note une brusque éléva-
tion pour L1 & 7 jours. Mais cette variation est certsinement en relation

avec la mort survepue chez cet animal aprés une semaine de traitement.

L'influence des émulsions lipidiques sur la bilirubi-
némie est trés contreversée, LEVENSON. S.M. ( 48 ) cite de nombreux cas
d'hyperbilirubinémie chez des sujets ayant regu une émulsion & base d'huile
de coton et de phosphatides de soja, alors que LARSEN. V. et BROCNEF. K J.

( 49 ) ne notedaucune variation chez des patients recevant en période post-
opératoire pendant 5 jours des émulsions & base d'huile de coton ou d'huile
de soja. Le faeteu}b;%;SIe n'avoir aucune influence sur la bilirubinémie

puisque des chiens soumis & des perfusions pendant 54 jours ( COHN. I.J.



et coll. ( 50 ) et HARTWIC Q.L. et coll. ( 51 ) ne modifient pas leur taux

de bilirubine sérique.

b - Les transaminases :

-Comme pour la bilirubine, 1'Intralipid n'induit
aucune modification des taux de S.G.C.T et S.G.P.T quelque soit le type
de perfusion.

- Par contre on observe une élévation des S.G.0.7T
dés les premiers jours, suivie vers le sixiédme et le douziéme par une
ascension des 3.G.P.T avec le Trivémil.

- La brusque augmentation des transaminases pour l'un
des porcs soumis au Lipiphysan est certainement 13 aussi liée & 1la mort de

cet animal.

L'administratinon d'une émulsion & base d'huile de sojn
chez 5 chiens pendant 28 jours consécutifs ( THOMPSON. S.W. et coll. ) ( 52 )
a provoqué une élévation des S.G.P.T chez deux d'entre eux. Des biopsies
hépatiques effectuées sur ces animaux, pendant et aprés la perfusion, n'ont
ras montré de nécroses & ce niveau. L'augmentation de la S.G.P.T ne reflé-
terait donc pas une atteinte hépatique. Ces résultats ont été confirmés
par de nombreux auteurs ( SINGLETON. W.S et coll. ( 53 ), ECKART J. et

coll. ( 54 ), LEE H.A et coll. ( 55 ).

De méme pour les S.G.0.T les travaux de KERN F.Jret
coll. ( 56 ) montrent que l'administration d'émulsionslipidiques artifi-
cielles & base d'huile de coton n'entrainent pas systématiquement de va-

riation du taux des transaminases.

47
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o - Numération globulaire :

On note une chute des globules rouges et du taux
d'hémoglobine au bout de 14 jours chez les porcs recevant soit de 1'In-
tralipid, soit du Trivémil, avec cependant une diminution plus importante
avec le Trivémil. L'hyperleucocytose est surtout trés nette avec le Tri-
vémil. La forte augmentation de la bilirubinémie et la diminution du taux
d'hémoglobine laisse présumer une anémie de type hémolytique pour cette

émulsion.

Les résultats concernant 1'Intralipid confirment

ceux de WRETLINI. A. ( 57 ) chez le chien.

Quant au Lipiphysan, il ne semble pas affecter la
numération globulaire au bout d'une semaine. Cette observation est éga-
lement valable pour les deux autres émulsions au bout du mére laps de

temps.
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CHAPITRE II

METHODES D*ANALYSES

Aprés la derniére perfusion, les animaux sont laissés
18 heures & jelin avant d'étre sacrifiés. Nous prélevons une partie du foie,
du coeur, du rein, du poumon, de la rate et du tissu adipeux en wvue de
l'analyse lipidique tissulaire. Ces fragments sont aussitdt, aprés prélé-
vements, plongés dans du sérum physiologique maintenu & + 4 ° C.
L' autopsie terminée, les fragmenits d'organes sont séchés, pesés et placés

dans un mélange chloroforme-méthanol ( 2 /1 -V / V ),

Nous nous bornerons dans ce chapitre a présenter les
différentes méthodes d'analyses utilisées au cours de notre étude ; Les
détails techniques de chacune d'elles seront rassemblés & la fin de notre

propos dans un appendice technique.

1 - Extraction des lipides :

Les lipides totaux sont extraits par la méthode FOLCF J.
( 58 ). Les organes sont broyés mécaniquement dans le mélange chloroforme-
méthanol & l'ultraturax. Le méthanol dénature les proteines et le chloro-
forme favorise la mise en solution des lipides totaux. Aprés addition d'eau
et mélange, on obtient un déphasage avec passage dans la phase hydroal-

coolique supérieure des substances -hydrosolubles, la phase inférieure Chlo-

roformique renferme les lipides totaux & 1'état pur. Une fraction aliquote

de cette phase chloroformique est évaporée en vue de la détermination
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pondérale des lipides totaux de l'extrait. Le reste de l'extrait est
également concentr® par évaporation et aussitdt redissout dans un vo-
lume connu d'une solution chleoroformique de B.H.T*; la solution lipi-
digue est placée sous azote &8 = 20 ° C dans l'attente des différents

dosages.

2 - Dosage des triglycérides et du cholestérol :

Que ce soit & partir de sérum ou de lipides tissu~
laires, on extrait les triglycérides avec de l'isopropanol qui assure &
lui seul la déproteinisation ( dans le cas du sérum ) et la mise en so-

lution des triglycérides. Le dosage repose sur la réaction suivante

(saponification) (oxydation)
> Glycérol (périodate de Na

Triglycérides

KoH alcooligue Y Formaldéhyde

Acétate d'ammonium

Formaldéhyde 7 Acétylagcétone

> 3,5 diacétyl - 1-4 dihydrolutidine
(composé fluorescent)

Le cholestérol total est extrait par ls méme pro-
cédé que les triglycérides et dosé selon la réaction de LIEBERMANN
Ces deux types de dosages sont effectués par une méthode semi-automa-

tique sur autoanalyseur Technicen II ( 59 ).

} - Séparation des lipides en classes par chromatographie

gur couche mince de Gel de Silice :

* B. H. T. : Butyl-hydroxy-Toludne
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a = Les lipides neutres :

I >t At ey 0 U B e e S i, o P et S

Le solvant de migration retenu pour 1= sép-ration des
lipides neutres, sur plaque de gel de silice G de 0,3 mm d'épaisseur, est
un mélange d'Ether de pétrole /Ether éthylique / Ac Acétique / (°90/10/1 -

vV/V/V.).

Une‘migration de 13 cem suffit pour séparer les prin-
cipales fractions (figure 7 paée 52). BOWYER D.E. et coll. (60) MALINS D.CC
et coll. (61) ont montré gue cette technique n'altérait pas les acides gras.
Les vapeurs d'iode ou une sclution alcoolique de rhodamine seront utilisées
pour la révélation des taches, (la révélation par 1'iode ne convient pas
pour l1'étude ultérieure de la composition en acide gras par chromatographie

en phase gazeuse).

b - Les Phospholipides :

——— it . T D S . . S o . T S

Si la séparation par chromatographie d'addsorption
des différentes classes de lipides neutres pose peu de problédmes, 1la
séparation des lipides phosphorés est par contre beaucoup plus délicate,
la grande diversité des systémes d'élution eh rend bien compte. Les diffé-

rentes méthodes décrites peuvent &tre classées en deux groupes :

a - Séparation monodimentionnelle sur plaque
de gel de silice G dont le systéme de migration le plus classique est le
mélange Chloroforme f Métanol / eau. (65/25/4 - V/V/V¥). Cette méthode trds
acceptable dans le cas du sérum n'est pourtant pas fout & fait satisfaisante
au niveau tissulaire, car certaines classes de phosphdlipides okt des vitesses
de migration tellement voisines que leur séparation est impossidble; ainsi

par exemple, la phosphatidyl - éthanoclamine
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Ester de cholestérol E :
Triglycérides F :
Acides gras libres G :
Diglycérides

Figure 7
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Cholestérol libre
Monoglycérides

Phospholipides

Séparation chromatographique des lipides neutres



est contaminée par la phosphatidyl~ sérine, la phosphatidyl-choline est
contaminée par le phosphatidyl-inositol. Par contire cette méthode pré-
sente l'avantage de bien individualiser le diphosphatidyl-glycérol qui

migre presque au niveau du front de solvant.

Au systéme classique qui a été mentionné précé-
demment nous avons préféré le mélange : Chloroforme / Méthanol / Ammo-
niaque7¥ ( 115 / 45 / 1,5 - V/V/V ) préconisé par ROUSER G.. ( 62 ) qui
a le mérite de bien individualiser la phosphatidyl-éthanolamine, la phos-
phatidyl-choline et la sphyngomyéline comme le montre la figure ( 8 ) p 54.
par contre, pour ne citer que ces deux classes, phosphatidyl-sérine et
phosphatidyl-inositol migrent au méme niveau. La séparation dans une seule
dimension n'offre donc que des possibilités limitées compte tenu des trés nom-
breuses classes de_'%ipidgf complexes donmt les principales sont représentées

dans la figure ( § )P 54, .

ﬁ)~ L'assogsiation de deux systémes pur une méme
plaque permet une meilleure résclution. Cette chromatographie dans deux
dimensions avec deux systdmes de solvants différents a connu un grand essor
aprds les travaux de ROUSER a. ( 63 ) qui a décrit un grand nombre de com-
binaisons de solvants pour fétude des lipides tissulaires. I1 a en outre
montré que les meilleures résolutions étaient obtenues avec l1'utilisation
du couple : systéme aéide dans une dimension- sysiéme basique ou neutre

dans la seconde.

Parmi tous les systémee proposés, quatre ont surtout

retenu l'attention de cet auteur :

- Chloroforme / Méthanol / eau ( 65 £25/4 - V/V/V ).
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Lipides neutres E : Sphingomyé&line
Cardiolipide F : Phosphatidyl-sérine
Phosphatidyl-éthanolamine + Phosphatidyl-inositol

Phosphatidyl-choline G : Point de dépdt

Figure 8

Séparation monodimentionnelle des phospholipides
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Figure 9
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n butanol / acide acétique / eau ( 60 / 20 / 20 -

v/V/V ).

Chloroforme / Méthanol / Solution agueuse de NH4 OH
VIV ).
Chloroforme / Méthanol / Acétone / Acide acétique/

VAR VA VA 774 VABR

a28%(65/35/5

n

eau/ (10/2/ 4/

En utilisant toutes les permutations possibles de
ces systémes pris deux & deux, ROUSER @ a plh isoler une trentaine de

clagses de lipides complexes.

Dans le cas de la chromatographie bidimentionnelle,
1'utilisation du Gel H ( exempt de liants ) semble préféré au Gel G par
de nombreux auteurs, mais pour des raisons techniques : ( friabilité du
Gel H, moindre adhérence & la plaque, difficulté de sécher le dépdt sous
courant d'azote sans "irouer"le gel ) notre préférence a été en faveur
du Gel G. Aprés de trés nombreux essais, notre choix du couple de mé=

lange de solvants s'est arr&té sur les systémes suivants :

= Chloroforme / Méthanol / Solution de NH4 OH TN

(115 /45 /5 -V/V/V)

pour la premiére dimension.
= Chloroforme / Méthanol / Acétone / Acide Acétique /
eau /. (10 / 2/4/2/1 -« V/V/V/V/V/ ) = pour 1a

seconde dimension.

La figure ( 10 )9 57 rend compte des séparations
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Lipides neutres 6 - Phosphatidyl-sérine
Acide phosphatidique 7 - Phosphatidyl-inositol
Cardiolipid 8 - Sphingomyé&line
Phosphatidyl-éthanolamine 9 - Lysolécithine
Phosphatidyl-choline

Figure 10

Séparation bidimentionnelle des phospholipides



obtenues au niveau des différentes classes de lipides phosphorés que nous
avons identifiées & l'aide de substances de référence purifides et par des

révélations spécifiques.

lLa pulvérisation des plaques par la ninhydrine en
solution dans le butanol saturé d'eau suivie d'un chauffage & 120 ©° C
pendant 10 mn & 1'étuve permet de mettre en évidence les substances &

groupement NH_~ La réaction positive caractérisée par des taches roses ou

2
rouges révdle ainsi la prémence des phosphatidyl-éthanoclamine et phospha-

tidyl=-gérine.

Les phosphatidyl-choline e% sphyngomyéline sont co-

58

lorées en jaune orangé par le réactif de Dragendorff WAGNER,H. et coll.(64).

Ce réactif caractérise la choline. Cette seconde révélation peut s'éffec-

tuer & froid aprés la ninhydrine.

Notre expérience personnelle nous a certes permis
d'apprécier les avantages de ce type de séparation, mais également ses
inconvénients.

- La techpique est trés longue ( 2 & 3 fois plus lon-
gue qu'une séparation en monodimension ).

- La reproductibilité n'est pas parfaite, et dans
certains cas, on peut encore observer des interférences enire les taches.

Le séchage ot la réactivation de la plagque entre les deux étapes de chro-

matographie ont en effet une importance primordiale sur la reprgggct}bil;té 

de la méthode. Ces facteurs ont été en partie majitrisés en plagant la pla-
gque dans une enceinte balayée par un courant d'azote pendant une dizaine

de minutes aprds la premidre migration. L'utilisation de cuves permettant
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un conditionnement préalable des plagues & un taux d'humidité relative
controlée permettrait d'assurer une parfaite reproductibilité de la méthode.
En effet, dans le cas des lipidea complexes, il s'agit non plus seulement
d'une chromatographie d'ad¥sorption, mais & la fois d'une chromatographie
d'a¥sorption et d'une chromatographie de partage d'ol l'importance du

taux de phase aqueuse sur la plagque. Le choix de l'une ou l'autre de ces
deux méthodes ( mono ou bidimension ) est fonction de la nature des tra-

vaux.envisagés.

Ne nous étant intéressé qu'aux aspects qualitatifs et
quantitatifs des variations de deux classes de lipides phosphorés ( phos-~
phatidyl-choline et phosphatidyl-éthanolamine ), 1'emploi de la chromato=-

graphie monodimentionnelle a parfaitement satisfait & nos exigences.

Ces deux classes pnt été retenues car elles repré-
sentent & elles seules 70 & 80 % des phospholipides totaux. De plus des
composés ont des vitesses de migration suffisamment différentes entre elles
et vis & vis des autres composants pour avoir une bonne certitude quant a

leur pureté,

4 - Dosage des PL :

La méthode classique de dosage des phospholipides
nécessite une minéralisation préalabte du phosphore organique puis un do-
sage du-phosphore minéral formé en développant une colération bleue due a
la réduction du molybdate d'ammonium par le vanadate d'ammonium. Connaissant

la quantité de phosphore minéral, il est aisé d'en déduire 1a quantité de
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phospholipides en appliquant le facteur 25 couramment utilisé pour faire
la convertion. Ceci n'est en fait approximativement valable que pour les
phospholipides sériques riches en lécithines. Pour plus de précision, il

convient d'utiliser les facteurs spécifiques & chacune des classes.

A cette technique, nous avons préféré la méthode
décrite par RAHEJA R. et coll. (65) basée sur le dosage direct du
phosphore organique. Par différence avec la précédente, cette technique
permet de doser de trés faibles quahtités de phospholipides ( 25 pe sont
dosés avec une grande certitude ). Les figures 11-12-13 pages 61-62-63
montrent la parfaite linédnité de la courbe obtenue aprés dosage de quantités

croissantes de phospholipides.

Ce protocole nous a permis de doser les phospholipides
totaux dans chacun des organes (les résultats sont exprimés en pg de phos-
phore par g de tissu en utilisant la courbe d'étalonnage de 1a 1écithine),
ainsi gue les taux de Phosphatidyl-choline et Phosphatidyl-éthanolamine.
L'expérience nous a montré que ces deux composés se comportaient de fagon
identique; donc 1l& encore la courbe d'étalonnage de la phosphatidyl-choline

a été utilisée comme base de calcul.

Remarque :

D'aprés RAHEJA R., le réactif de coloration peut se
conserver 3 mois & 4 4° C, or nous nous sommes apergus, en faisant des
tests systématiques toutes les semaines, qu'il était rigoureusement stable
pendant 2 semaines, puis son activité diminue progressivement et la repro-

ductibilité de la méthode est altérée. Par contre, en flacon hermétiquement



Figure 11

Dosage de la lécithine

Dosage direct

e ee = — Dosage aprés chromato-
graphie sur plaque de
gel de silice

4 6 8 ) 10 pg de Phosphore 9
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clos maintenu & + 4 ° C, sans jamais l'ouvrir, le réactif est effecti-
vement stable pendant 3 mois. Du fait d'une concentraticn élévée en

acide sulfurique, au cours des utilisations successives, le réactif fixe

de la vapeur d'eau atmosphérique. La quantité d'eau absorbée est telle

qu' au bout\de 2 semaines on obsderve une inactivation partielle du réactif.
Pour palierace pbénoméne, il suffit, dés la préparation du réactif terminée,

de le répartir dans de petits-flacons fermés hermétiquement et placés &

+ 4 ° C. L'utilisation de chacun d'eux n'excddera pas quinze jours.

5 - Analyse des acides gras constitutifs des différentes

classes lipidiques 1

L'identification et la répartition des acides gras
des différentes classes de lipides se font sous forme d’esters méthy-
liques par chromatographie gaz-liquide. La fixation d'un groupement
méthyle sur la fonction acide des acides gras par une ligison ester
permet d'abaisser la température de vaporisgtion de ces composés et de

minimiser les effets d'aﬂsorption sur le support imprégné de phase sta-

tionnaire.

a - Préparation des esters méthyliques :

Deux méthodes peuvent &tre utilisées :

« L'une nécessite deux étapes : saponification, puis
méthylation.

- La seconde permet d'obtenir directement les esters

méthyliques & partir des lipides, c'est la iransestérification.



Q- Saponification-Méthylation :

Aprés séparation des différentes classes
lipidiques sur plaque de gel de silice, chague fraction est grattée puis
éluée avec le mélange chloroforme-méthanol ( 1 /1 -V / V ) suivi d'un
déphasage avec de l'eau. La phase chloroformique est évaporée et les
lipides sont saponifiés & chaud ( 60 &4 70 ° C ) pendant deux heures par
la potasse alcoolique 2 N. Apres refroidissement et addition d'eau dls-
tillée, les acides gras sont libérés des savons par HCL 6N et extraits

& l'éther éthylique. La phase éthérée, aprés lavage jusqu'ad neutralité,

est évaporde & sec laissant un résidu d'acides gras.

Les acides gras sont estérifiés par chauffage
4 reflux pendant deux heures en présence de méthanol & 5 % d'H2 804

( P/ V). Aprés refroidissement, les acides gras estérifiés sont extraits

par le mélange heptane-eau ( 1 /1 -V / V),

- Transestérification :
Sans saponification préalable, les lipides sont
chauffés directement en présence de méthanol et d'acide sulfurique pendant

deux heures & 70 ¢ C.

Les esters méthyliques sont ensuite extraits
comme précédemment par l'heptane aprés addition d'eau. Certains auteurs
préférent un mode de transestérification plus rapide; amsociant le mé-
thanol avec 1l'acide chloﬂydrique gazeux, le trichlorure de Bore ou le
tétrafliuorure de Bore ; dans ces derniers cas, un chauffage de quelques

minutes suffit.



Pour l'obtention des esters méthyligues,
noitre choix s'est fixé sur la seconde méthode pour trois raisons :

- La transméthylation peut s'effectuer
directement sur le gel de silice contenant la fraction lipidique &
étudier. On limite ainsl les pertes dues & l'extracti»n des lipides
fixés sur le gel. L'expérience nous a moniré cue dans le meilleur des
cas, on ne pouvait obtenir une récupération supérieure & 90 % de 1la
totalité des phospholipides fixés sur le gel de silice.

- La transméthylation est beaucoup plus ra-
pide gue la premiére méthode. Ce facteur temps est d'une importance
capitale pour les fractions lipidiques renfermant des qﬁantités impor—
tantes d'acides gras polyinsaturés, c'est le cas notamment de l'acide-
arachidonique ( acide gras & 20 atomes de carbone et 4 doubles liaisons :
C 20 : 4 w 6 ), contenu. en forte proportion dans les phosphatidyl-
éthanolamines.

- La saponification peut en ocutre conduire a
des changements de position des doubles liaisons ( isomérisation alcaline ).
Par contre cette méthode a l'avantage de ne 7pas libérer les aldéhydes des
plasmalogénes. Ces composés se différencient des autres phosphatides ( 16~
cithines ét céphalines ) par la présence d'une liaison éther entre 1a
fonction alcool, en position 1 du glycérol et un aldéhyde. Ces plasmalo-
génes sont abondants dans tous les tissus et ne sont pas dissociables des

autres composés lipidiques par simple chromatographie sur gel de silice.

Dans le cadre de la transméihylation, nous avons
testé les différentes méthodes mentionnées précédemment sur des mélanges
de triglycérides de synthése. Il nous est apparu que le meilleur rendement

est obtenu avec le méthanol associé & l'acide sulfurique.
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Les différentes méthodes que nous venons
de décrire sont valables pour toutes les classes de lipides non phos-
phorés et la plupart des phospholipides. Pour certaines classes de
lipides complexes, le protocole de méthylation doit subir quelgues
modifications : Le temps de chauffage est fonction du type de lipides
( exemple : pour la sphingomyéline il faut environ 16 heures pour rom-

pre la liaison amide entre l'acide gras et la sphingosine.

b - Purification des esters méthyligues :

La transméthylation n'est jamais compléte, un
faible pourcentage d'acides gras ne sont pas méthylés puisqu'il s'agit
d'un équilibre. Il est donc indispensable d'éliminer ces composants
avant 1'étude en chromatographie Gaz-liquide. I1 faut également tenir
compte de la présence éventuelle de contaminants provenaht notamment des
solvants utilisés lors des différentes étapes de séparation. Pour ces
deux raisons: il nous semble indispensable de purifier les esters mé-

thyliques par chromatographie sur couche mince.

Aprés extraction des esters méthyliques & 1'heptanse,
le solvant est évaporé et les esters remis en solution chloroformique
sont déposés sur des plagues de gel de silice G activées & 110 ° C pendant

10 mn.

La séparation chromatographique des esters est assurée
par le benzéne. Aprés migration, les fractions sont révélées par pulvérisation
d'une solution éthanolique de rhodamine. La tache d'esters méthylicues, dont
la position a été repérée grice & des étalons, est grattée: le gel de si-

lice est déposé dans une petite -colonne & chromatographie dont 1l'extrémité



inférieure est garnie de laine de verre.

Les esters sont alors élués par du chloroforme dont

la polarité est suffisante dans le cas d'esters d'acides gras.

¢ - Chromatographie gaz-ligquide :

L'étude de la composition en acides gras des diffé-
rentes fractions lipidiques tissulaires retenues a été réalisée sur deux
types d'apparseils :

- Un appareil VARIAN 1400 & simple colonne équipé
d'un détecteur & ionisation de flamme. La colonne de type standard est
en acier inox ( 3 méires de longueur et 3 mm de diamdtre ) remplie de dié-
thylédne-glycol-guccinate ( D.E.G.S ) & 10 % en poids sur un support inerte
chromosorb W de granulométrie 60 / 80 mesh A.W. L'analyse s'effectue &

180 © C. Les températures de l'injecteur et du détecteur sont respecti-
vement de 220 © C et 230 ° C environ. Le débit du gaz vecteur ( azote )
est de 30 ml/mn & la sortie de colonne.

- Un appareil GIRDEL 3000 équipé d'un détecteur &
ionisation de flamme et d'une colonne capillaire en acier inox ( 50 métres
de longueur et O,5mm de diamétre ). La phase stationnaire remplissant la
colonne est du Carbo-wax 20 M. Injecteur et déitecteur sont chauffés & 250°C
alofs que la colonne est stabiliséde & 220 © C. L'azote est admis & la
pression de 0,3 bar & l'entrée de la colonne. L'emploi d'une colonne ca-
rillaire permet l'analyse de trés faibles quaptités d'estere méthyliques
» et le pouvoir de résolution et beaucoup plus élevé gq'avec une colonne

standard.
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Compte tenu des conditions expérimentales décrites
précédemment, le temps d'analyse est réduit puiscue des acides grns trés
longs tel l'acide lignocérique (C24 : O ) et 1'acide nervonigue { €24 : 1 ).
sont élués en moins de 30 mn, alors qu'il faut attendre 120 mn pour les

obtenir avec la colonne standard remplie avec du D.E.G.S.

A la lumiére de ces observations l'utilisation de la
colonne capillaire a été réservée & l'analyse des classes de lipides phos-
phorés puisque c'est au niveau de ces composés que se trouve la majeure
partie des acides gras longs. L'analyse des triglycérides est par contre
etfectuée sur la colonne standard puisque l'acide gras le plus long que

l'on repére au niveau de ces composés est l'acide arachidonique (c20 :4).

L'évaluation du pourcentage de chacun des acides gras
peut &tre effectué par l'une des trois méthodes suivantes :

- Par triangulation de chague pic en utilisant les

hauteur.base)

tangentes au point d'inflexion et en calculant 1la surface du pic( 5

~ En mesurant 1la largeur du pic & mi-hauteur et en
multipliant par la hauteur,
- Par le produit : temps de rétention absolu que mul-

tiplie hauteur du pic.

On exprime les proportions relatives des différents
acides gras en calculant le pourcentage des surfaces de chaque pic par
rapport & 1la surface totale des pics retenus. Les résultats sont exprimés

en % d'esters méthyliques.

Aucune des méthodes de mesure n'est parfaite, en effet
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sur un pic trés aplati, il est difficile de tracer la tangente au point
d'inflexion ; de méme mesurer la largeur & mi-hauteur d'un pic trés aigu

peut entrainer des erreurs importantes.

d - Identification des acides gras :
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L'identification des acides gfas des lipides tissu-
laires est encore, & 1l'heure actuelle, un prébléme difficile & résoudre.
Aucune des méthodes proposées, prises” isolément, ne permet d'identifier
avec une certitude absolue tous les acides gras. Ce n'est oue 1l'utilisation
simultanéde des principales méthodes décrites ci-dessous cui permet de

fournir un faisceau d'indices suffisant pour pouvoir identifier la plupart

des acides gras de nos échantillons.

o - Comparaisons des temps de rétention :
Cette méthode est la plus classique et la plus

rapide.

On peut en effet comparer les temps de rétention
de pics inconnus avec ceux obtenus & partir d'un mélange d'esters méthy-
liques d'acides gras étalons du commerce. Pour un type de colonne, le temps
de rétention absolu évolue dans le temps, alors que le temps de rétention
relatif, par rapport & l'acide stéarique ( ¢ 18 : O ) par exemple, est
constant pour un type de phase stationnaire, & température et débit d'azote

donnés.

La comparaison des temps de rétention relzatifs
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nous a permis de déterminer avec une assez bonne certitude la nature de
certains acides gras tel l'acide arachidigue (C 20 : O) et l'acide ara-
chidonique (C 20 : 4). Par contre, la différenciation des acides lignocé-
rique (C 24 : 0), nervonique (C 24 : 1 ), docosapentadnoique ( C 22 : 5)
et dososahexagdnoique ( C 22 : 6) ne peut 8tre réalisée qu'avec l'utili=
gation complédmentaire, entre autre , de la comparaison des temps de réten~

tion obtenus sur des phases stationnaires de polarité différentes.
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Sur phase polaire (D.E.G.S.), la présence d'une
double liaison dans le molécule d'acide gras augmente l'adsorption sur
la phase stationnaire d'ou une élévation du temps de rétention par
rapport & l'acide gras saturé de méme longueur de chaine. Cette augmen-
tation est d'autant plus importamte que le nombre de doubles liaisons est
plus élevé et que 1la position de l'une d'elles est plus proche de l'extré-
mité méthyls de 1la chalne., Ceci expligue gque le temps de rétention de
l'acide arachidonique (C 20 : 4) goit plus long que celui de 1l'acide

arachidique (C 20 : 0).

Sur un autre type de phase polaire, le Carbo-
wax 20 M, tous les acides gras d'une méme série (saturés et insaturés)
sortent avant les acides gras de la série suivante, ainsi les acides docosa-
pentadnoiques ( C 22 : S¢ul ouwb) et dossahéxadnoicues ( C 22 ¢+ 6w 3

ou Ww6) précédent l'acide lignocérique (C 24 : 0).

De méme dur D.E.G.S l'acide linolénique (C 18 : 3)



et l'acide arachidique ( C 20 : 0 ) ont des temps de réiention quagi-
identiques, alors qu'avec le Carbowax 20 M, ils sont parfaitement sé-

parés.

L'utilisation simulitanée des deux types de
phase et de la comparaison des temps de tétention relatifs nous a per-
mis d'identifier avec une grande certitude les zacides & 24 atomes de
carbone ( saturé et monoinsaturé) et les acides & 22 atomes de carbone

ayant 5 & 6 doubles liaisons.

- Relationg egjre lgs tgggg de rétention

et _le nombre d'atomes de carbone :
Il existe pour les acides gras homologues
d'une méme série une relation linéaire entre les logarithmes décimaux

des temps de rétention et le nombre d'atomes de carbone des molécules.

Sur une feuille de papier semi-logarithmique,
nous portons en abcisse le nombre de carbone de la chafne ( échelle mé-
trique ) et en ordonnée le temps de rétention ( échelle logarithmique ).
Ainsi pour chaque série homologue d'acides gras nous obtenons une droite,

et les droites tracées sont paralléles.

On peut ainsi, & 1'aide des temps de rétention
de 2 acides gras connus sur un chromatogramme et appartenant & la méme
gérie homologue, tracer une droite. Il:est possible ensuite de déterminer
les temps de rétention théoriques des autres acides gras de la série et de

les comparer & ceux des pice inconnus. Cette méthode nous a permis, seule



ou associée & d'autres, l'identification de certains acides grags tel
que les acides arachidique ( C 20 : O ), béhénique ( C 22 : O ) et

lignocérique ( C 24 : 0 ).

0 - Hydrogénation :

La comparaison des chromatogrammes avant et
aprés hydrogénation permet de préciser la longueur de chaine des acides

gras et notamment celle des acides gras insaturés.

Les esters méthylicues d'acides gras sont
dissous: dans le méthanol ou le chloroforme. On ajoute & ce milieu 10 mg
d'oxyde de platine et on fait barboter doucement un courant d'hydrogéne
dans le solvant pendant.4 heures au minimum. 4 la fin de 1l'opération on
filtre, on évapore & sec et l'on reprend ce résidu par du sulfure de

carbone.
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Comme pour la méthode précédente, on trace la
droite joignant les points obienus en portant en abcisse le nombre d'ato-
mes de carbone des aoides‘gras saturés et en ordonnée les logarithmes des
temps de rétention. Puis en utilisant les temps de rétention des acides
oleiquer ( C 18 ¢+ 1TW 9 ), linoleique (C 18 : 2 W6 ) et linolénique
(C18 : 33 ) on détermine sur le graphigue la longueur éguivalente

de chafne carbonde pour les 3 types de doubles liaisons W 9 - W 6 et w3,



Acide oleique : 18 : 1 W9 ~ 1 double liaison enw 9

Acide linoleique : 18 : 2 w6 - 1 double liaison en
W6 et une en w9

Acide linolénique : 18 : 3w 3 - 1 double liaison en

W 3, une en W 6 et une en W 9,

ACKMAN. R.G.(66) et KOVATS. E, (67) supposent gue
lorsgqu'un acide gras contient plusieurs doubles liaisons, la valeur E.C.L
de l'ensemble de celle-ci est égale & la somme des valeurs obtenues pour
ces doubles liaisons prises individuellement. Ils admettent également que
8i un acide gras posséde plus de 3 doubles liaisons, les autres situées
entre la liaison en ) 9 et l'extrémité carbonyle sont affectées de la

valeur E.C.L de la double liaison W 9.

Pour le calcul, on porte le temps de rétention de
ltacide oleique en ordonnée et on obtient en abcisse sa longueur équi-
valente de chaine. Par différence avec celle de l'acide saturé corres-
pondant ( acide stéarique ) on en déduit la valeur E.C.L de la double
lijaison en O 9, Connaissant cette valeur et en opérant de la méme fagon
4 l'aide de l'acide linoleique, on déduit la valeur E.C,L de la double
liaison en W 6, puis suivant le méme principe on détermine la valeur

E.C.L de la double liaison en W 3 & l'aide de l'acide linolénique.

Si 1'on veut déterminer la nature d'un,pic inconnu,
on détermine son temps de rétention et au moyen de la droite précédente,

on obtient sa longueur équivalente de chaine carbonée. Par différence

avec l'acide gras saturé précédent sur le chromatogramme, on déduit 1'in-

crément dt & la somme de ses doubles liaisons. On cherche ensuite & découper



l'incrément & l'aide des valeurs E.C.L des doubles liaisons ¢ 3 - W6
et(}) 9 déterminées précédemment. On peut ainsi formuler 2 & 3 hypothéses
sur le nombre et la position des doubles liaisons. Compte tenu du type

de colonne et des résultats obtenus par d'autres méthodes d'identification,

on peut ainsi par élimination choisir l'hypothdse la plus probable.

Dans la présente étude, nous ne nous sommes pas in-
téressés & tous les acides gras constitutifs des lipides analysés. Cette
derniére méthode d'identification n'a pas été utilisée dans nos travaux,

elle ne figure donc qu'a titre indicatif.
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I - Variations des constituants lipidiques sériques :

Les prélavements sanguins sont toujours effectués le
matin avant le début de la perfusion, c'est & dire 15 & 16 heures aprés la

fin de la précédente administration.

1 - Le €holestérol :

L'étude de XERN ,F.( 68 ) sur la variation des lipides
plasmatiques, aprés perfusion de foie isolé de porc avec addition d'une
émulsion a base d'huile de coton et de phosphatides de soja dans le per-
fusat, montre que le tgux de cholestérol total ne varie pas de fagon si-

gnificative.

Par contre HAKANSSON J. ( 69 ) obtient des résultats
différents chez le chien. Les animaﬁx sont soumis pendant plusieurs semiaines
4 des perfusions intraveineuses quotidiennes soit d'une émulsion & 10 %
d'huile de coton et de phosphatices de soja, soit d'une émulsion & 20 %
d'huile de soja et de phosphatides d'oeuf.

- Des chiens recevant l'huile de coton, 1 meurt apres
3 perfusions, et 3 autres survivent respectivement a 14 - 21 et 25 perfu-
gsions. Pour ces 3 derniers, le taux de Cholestérol sérique est jusqu'a 5
fois plus élevé que le taux normal.

- Tous les animaux recevant 1l'émulsion 4 base d'huile
de soja sont sacrifiés aprés 4 semaines de traitement.Le.dosage du choles-
térol sérique ne révadle qu'une trés légére augmentation pour ce groune de

chiens.



La nature de l'huile utilisée dans 1'émulsion n'est
pas le seul facteur induisant une variation de la cholestérolémie, en
effet FRIEDMAK M. et BYERS $S.0. ( 70, 71 ) ont montré qu'une perfusion
intraveineuse de phosphatides de soja pendant 12 heures chez le rat in-
duit une hyperphapholipidémie suivie d'une hypercholsstérolémie. Le degré
d'hypercholestérolémie semble directement 1ié aux taux de phosphatides de
1'émulsion. Ces résultats ont été aussi observés par COLLINS, H.S. et

coll. ( 72 ) et MEYEF. C.E. et coll. ( 73 ).

Dans notre expérimentation 16 heures aprés la fin de
la septiéme perfusion, on note une augmentation du taux de cholestérol
chez les porcs ayant regu du Lipiphysan alors que 1'Intralipid et le
Trivémil ne modifient pas la cholestérolémie ( tableau 5 page 19 ). Une
exception, toutefois, est & noter pour le premier porc soumis pendant
14 jours au Trivémil. Ce résultat n'est sans doute pas sans rapport avec

1'état ictérique de cet animal.

Nos résultats sont, & un degré moindre, comparables
2 ceux obtenus par HAKANSSON J- . L'association de 1'huile de coton et
de phosphatides de soja semble &tre la seule formule susceptible de per-

turber le taux de cholestérol sérique.

2 - Les Triglycérides :

Le taux de triglycérides sériques dépend essentiel-
lement de la vitesse d%épuration des particules lipidiques de 1'émulsion.
Le moment du prélédvement par rapport & l'arrét de la perfusion est donc

primordial.
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Aprés administration d'une émuleion & base d'huile
de coton chez des sujets dénutris ( BOZIAN. R.C. et Coll. ) ( 74 ) 1le
taux de lipides neutres du sang ne revient & la normale qu'aprés 4 - 6 ou

8 heures suivant les individus.

La durée de 1'épuration est fonction du taux de lipides
de 1'émulsion. EDGREN B. ( 75 ) montre que le taux maximum qui peut 8tre

epuré par le chien en 24 heures varie entre 2 et 3 g/kg.

L'analyse du tableau ( 5 page 79 ) montre que quel-
gue soit le type d'émulsion utilisée et le temps d'administration, 1la
triglycéridémie augmente légérement dans tous les cas. La valeur élevée
du taux de triglycérides sériques pour le premier porc recevant du Lipi-
physan ( L1 ) doit &tre éliminée de 1'analyse, en effet cet animal étant

effec-

[N

mort & la fin de la septiéme perfusion, le prélévement n's pas ét
tué dans les mémes conditions, c'est & dire 16 heures aprés la fin de

1'administration.
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II - Teneur en lipides totaux des diftérents organes

Lors des nombreux travaux relatifs & la nutrition
parentérale avec des émulsions lipidigques artificielles, ce sont surtout
les variations des conetituants sériques qui ont été le§ plus étudié?s.
Au niveau tissulaire, seul l'aspect qualitatif a retenu l‘attention des
auteurs. Les études anatomopathologiques montrant que la répartition des
dépbts lipidiques différe suivant les organes, il nous apparait souhai-
table pour la présentation des résultats de dissocier les différents
tissus. Les valeurs obtenues sont regroupéesg d-ns le t=bleau 5 p-ge g2

ot les figures 14 - 15 - 16 - 17 - 18 pageg( 83 & 387 ).

1 - Le tissu hépatique :

La lipidose est l'altération la plus fréquemment
décrite dans les études histologiques des foiesd'animaux ayant été soumis
&4 des perfusions d'émulsions lipidiques artificielles. Cette altération a
été observée aussi bien chez le rat, chez le chien, chez le mini-porc
que chez l1'Homme & des intensités différentes suivant 1'émulsion utilisée.
L'accumulation des lipides est retrouvée & la fois dans les hépatocytes et

dans les cellules de Kupffer.

Aprés administration d'émulsions & base d'huile de
coton ( 10 et 15 % ) et de phosphatides de soja ou d'émulsions a base
d'huile de soja ( 20 % ) et de phosphatides d'oeuf & des rats, ELSTEF K.

et coll. ( 76 ) observe que la diminution relative du taux d'émulsifiant



TAUX DE LIPIDES TOTAUX DANS LES DIFFERENTS ORGANES EN MG/G DE TISSU

TABLEAU 6

TISSUS Al A2 Tl Ty T3 I I, I3 Iy Ly
i
FOIE 46 42 44 41 51 u 48 44 51 152 66
COEUR 25 24 27 18 25 25 25 24 62 26
H-
REIN 35 31 28 43 39 41 30 42 72 41
POUMON 26 32 24 26 31 36 44 36 259 184
RATE 26 25 41 39 55 39 39 245 135
/
r’;cg
N
¥,

8



33

Ficure 14

FOIE
Lipides totaux Triglycérides
mg/g tissu rg/g tissu
100
150 1
] 90
L
i !
(|
|
P 30
|
100
' 20
1
oy
_T by
Ly
] 1
50 — - b 10
q
_T-—q—_ | N—
ﬁ " B Fnd
pud
\_\\.&i
e
0 0.

AR TT @ LT lals " AT T LT LT Lala



100

50 |

Lipides totaux
mg/g tissu

Figure 1%

COEUR

Triglycérides
rg/g tissu

B RS
N #*

(

—

84

A

a4, 6 T T.

.|

il

A aTrTr T T T.0., L.

L 20

| 10



100 |

50

Figure 16

Lipides totaux
mg/g tissu

REIN

r_r_

Triglycérides
mg/g tissu

Birs
N,

- [e—

85

“J“!TIT‘T,LIIT.LA LI

AR T T T 1T 1T T Ll

20

(10



260

250.

200 .

160

100

50

— e wm—mn o—

Figure 17

POUMON

Lipides totaux
mg/g tissu

]

Triglycérides
rg/c tissu

N

86

A A TLELLRLTL T. b Le

1 4T T IR T. T T.1(. L,

1220

210

150

140



250

230

150

100

50 ]

Lipides totaux
mg/g tissu

Figure 18

RATE

I_l_.‘

Triglycérides
mg/g tissu

313
\U.LLE

87

L210

a s trtrT Tt

B, AT T TITT { L.



88

aussi bien que l'augmentaticn de la concentration en lipides de 1'érulsion

accentu€nt l'importance du dépdt de lipides au niveau hépatique.ll remarque
également gque l'infiltration de lipides dans les cellules de XKupffer dépend
de la nature de l'huile incorporée dans 1l'émulsion. Le phénoméne le plus

intense est observé avec les préparations 4 base d'huile de coton.

L'analyse quantitative de 1l'infiltration de lipides
dans le foie & laguelle nous nous sommes intéressé nous montre que la
nature de l'huile utilisée dans les préparatione est déterminante pour
1'intensité du dépdét lipidique. Les émulsions & base d'huile de soja et
de phosphatides de soja ou de phosphatides d'oeuf n'induisent que de trés
faibles modifications du taux de lipides totaux dans le foie, alors que
le Lipiphysan ( huile de coton et phosphatides de soja ) favorise le dépAt
de lipides totaux dans cet organe. L'accumulation la plus importante est

obtenue chez le mini-porc ( L1 ) mort aprés 7 perfusions.

La choline jouant un r3le tr#se import:nt dans le mé-
tabolisme lipidique hépatique, KINC N.W. et coll. ( 77 ) ont recherché
si 1'administraticn prolongée d'émulsions lipiciques artificielles n'in-
duisait pas une défi{cience en choline expliquant aingi l'apparition

d'une stéatose hépatique.

Dans cette étude, 3 groupes de 12 rats chacun sont
soumis 80it & un régime défigcient en choline soit & un régime riche en
choline, soit & un régime commercial équilibré, pendant 3 semaines avant
la perfusion. Pendant la phase de perfusion, la moitié des animaux re-
goivent par voie intraveineuse une émulsion & base d'huile de soja & rai-

son de 3 g de lipides par Kg et par jour. Les résultats ne permetient pas



&9

de conclure gque les perfusions d'émulsions lipidigues induisent un dé-
fi?cit en choline, mais par contre, que ces émulsions accentuent les
effets d'une défiﬂcience en choline. Afin de limiter le dépdt de lipides
hépatiques, il parait souhaitable de supplémenter les émulsions lipidi-

ques en choline ocu en méthionine.

2 - Le muscle cardiagque :

A 1l'autopsie des patients ayant regu pendant 1 mois
une émulsion lipidigue ( dont la composition n'est pas précisée ) par voie
intraveineuse, ELSTEF K. ( 78 ) ne remarque aucune infiltration graisseuse

au niveau des fibres myocardiques.

Par contre, l'administration d'une émulsion & base
d'huile de coton chez le chien au taux de 6 & 7 g de lipides par kg et par
jour entraine la mort des animaux et l'autopsie révdle une dilatation du
coeur ainsi que la présence de dépdts lipidiques dans la lumidre des vais-

seaux coronariens.

Nous retrouvons cette dualité chez le mini-porc. Le
taux de lipides totaux dans le coeur est constant quelcue soit e type
d'émulsion et le temps d'administration pour tous les animaux ayant sur-
vécu aux perfusions, alors que dans le cas du porc mort zprés 7 =d-inis-

trations, on note une brusgue augmentation du taux de lipides dans le coeur.

Dans le cas de cet organe, le dép0t de lipides ne

gserble donc pas uniquement 1ié a la nature de i'émulsion.
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3 - Le rein :

Les infiltrations et les dégénérescences graisseuses
au niveau du rein chez des chieng soumis & des perfusions d'émulsions li-
pidiques & base d'huile de coton avec ou sans émulsifiant ont été observées
dans de nombreux travaux : GOHN. I.Jr et coll. ( 79 ), EDGREN. B. ( 80 ),

ELSTEE K. et coll. ( 81 ).

L'analyse de nos résultats expérimentaux ne nous per-
met pas de reconnaitre une influence particuliére, de l'une ou l'autre des
trois émulsions utiliséee, sur le taux de lipides totaux au niveau du rein.
En effet tous les résultats sont sensiblement identiques excepté 1& aussi

ceux obtenus pour le porec L1,

4 - Au niveau pulmonaire :

Des globules graisseux au niveau du tissu pulmonaire
ont été observés, lors de nombreux iravaux effectués chez la souris, le
rat, le lapin, le cobaye, le chat et le chien, aprés administration d'émul-

sions lipidiques préparées & base d'huile de nature différente .

Ces dépdts lipidiques apparaissent transitoirement
avec un maximum dans les premiéres heures suivant la perfusion et dimi-
nuant d'intensité dans une période de 12 & 24 heures, ceci, dans le cas
d'une seule administration. Aprés une série de perfusions quotidiennes, ces
globules graisseux persistent au niveau du poumon pendant 2 & 21 jours

aprés l'arrét des perfusions ( ASADA S.) ( B2 ).
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La détermination du taux de lipides totaux du poumon
de mini-porcs ayant subit des perfusions répétées d*émulsions lipidiques
fait apparaitre des divergences trés importantes suivant le type d'émul-
sion, Le Trivémil n'induit aucune modification des lipides totaux pulmo-
naires, alors que l'Intralipid semble susciter une légére accumulation
de lipides § quant au Lipiphysan, il provoque une accumulation lipidique
telle, que le taux de lipides totaux est de 6 & 9 fois supérieur & la

valeur initiale.
5 - La rate :

Que ce soit chez le chien, chez le rat, chez le mini-
porc ou chez L'Homme, l'administration d'émulsions lipidiques artificielles
par voie intraveineuse, induit systématiquement une infiltration graisseuse
au niveau de la rate. L'intensité des dépdts étant comme précédemment fonc-
tion de la nature de l'huile entrant dans la composition de l'émulsion ;
la2 encore c'est l'huile de coton qui semble responsable de la plus impor-
tante acoumulation de lipides au niveau de la rate : ELSTER. XK. et coll.(83),

BERG, G. et coll.(84).

A l'autopsie on remarque une hypertrophie systématique
de la rate avec les trois émulsions utilisées. Le taux de lipides totaux
est également plus élevé chez tous les animaux sous perfusion d'émulsions
lipidiques artificielles. Les résultats obtenus aprés administration de
Trivémil et d'Intralipid sont comparables, alors que le Lipiphysan induit
une accumulation trés importante de lipides totaux ( taux 6 & 10 fois su-

périeur aux taux normaux ).
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6 - Conclusion :

A l'analyse des résultats concernant 1l'intensité de
1'infiltration graisseuse dans les organes aprés perfusion d'émulsions
lipidiques, il apparait que la rate soit le tissu ol l'on observe les plus
importantes perturbations, l'accumialation de lipides est observée avec lss
trois émulsions. Inversement, le coeur est l'organe le moins perturbé,
méme aprés administration d'une émulsion & base d'huile de coton. Le compor-
tement du tissu rénal est également trés peu modifié.

L'ensemble de ces résultats nous permet dd classer las
trois émulsions expérimentées en deux groupes :

- Emulsions lipidiques artificielles & hase d'huile
de soja ( Intralipid et Trivémil ).

- Emulsions lipidiques artificielles préparées & base
d'huile de coton ( Lipiphysan ).Cette derniére induisant de profondes per-
turbations du métabolisme lipidique au niveau du foie, du poumon et de 1la

rate.

Par suite de ces observations, il a semblé intéressant
de ne pas considérer simplement l'ensemble des lipides, mais le taux de

chacune des classes.
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ITI - Répartition des triglycérides et du cholestérol dans les tissus :

1 - Les triglycérides :

L'étude du taux de lipides totaux ne renseigne que
trés imparfaitement sur l'intensité des dépdis de lipides dans les organes,
‘seules les variations importantes sont décelées ; alors que le dosage des
triglyeérides permet de discerner de plus faibles fluctuations & condition,
bien entendu, que les variations affectent principalement les lipides non

phosphorés.

Les résultats reportés dans le tableau ( 7 page 94 )
et les figures 14 - 15 - 16 = 17 - 18 page { 82 a 8’7 ) permettent
de constater que ce sont les lipides neutrés et principélement les trigly-
cérides qui sont responsables de 1'élévation du taux de lipides dans les
organes. En effet, nous retrouvons une brusque élévation de triglycérides
dans le foie, le poumon et la rate des animaux soumis au Lipiphys~n, le
rein et surtout le coeur n'accusant cue de faibles variations en regard
des autres organes pour cetite émulsion. Cette premiére remargue ne fait
que confirmer les observations du chapitre précédent, par conire, un fait
nouveau apparalt : nous observons gque quelque soit le type d'émulsion, et
quelque soit l'organe considéré, le taux de triglycérides est systémati-
quement plus élevé que chez les porcs témoins. L'intensité de la variation
étant 1liée &4 la nature de 1l'huile entrant dans la composition de 1l'émulsion.
Un seul résultat fait exception & cette remarque ( le taux de triglycérides

dans le foie du porc T1 ). La signification de ce résultat isolé est trds

discutable.
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2 - Le cholestérel :

Exception faite du porc L1, les remarques que nous
pouvons faire & propos de la variation du taux de cholestérol tissulaire
doivent rester tré¢s nuancées. Malgré la faible amplitude des augmentations,
nous pouvons toutefois remarquer que le taux de cholestérol tend & s'élever
au niveau de la rate chez tous les animaux, la nature de 1'émulsion restant
indépendante du phénoméne ( tableau 8 page 96 ). I1 apparait d'autre
part gue l'accumulation de cholestérol au niveau de cet organe soit liée
au nombre de perfusions puisque de 7,5 mg/g de tissu, aprés 7 administrati-ns
consécutives d'Intralipip, le taux s'élédve respectivement a 8,3 mg/g et
11,5 mg/g au bout de 14 et 28 perfusions. Bien que les résultats soient en

faveur de cette hypothése, il est difficile d'étendre les conclusions
au Trivémil puisque les animaux n'ont été soumis & cette émulsion que pen-
dant 7 ou 14 jours consécutifs.

Au niveau du coeur et du rein, le taux de cholestérol

reste parfaitement inchangé dans tous les cas.

On remarque enfin que le tissu hépatique et le tissu
pulmonaire semblent s'enrichir trés légérement en cholestérol aprés per-

fusion d'Intralipid quelque soit le temps d'administration.

Les résultats concernant le porc mort aprés 7 perfu-
sions de Lipiphysan ( L1 ) sont par contre sans écuivocue, on note une
accumulation du cholestérol dans tous les tissus et principalement dans

la rate, le poumon et le foie.
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IV - Teneur en phospholipides et répartition des constituants majeurs :

phosphatidyl-choline et phosphatidyl-éthanolamine :

Les résultats du dosage du phosphore total dans les
organes prélevés, révdlent une remarquable fixité du taux des phospho-

lipides, quelque soit la nature de 1'émulsion utilisée. ( tableau 9

page g ).

L'analyse du tableau 10 page ( GG ) ne nous
permet pas non plus de discerner de changements notables dans 1~ répar-

tition des deux classes majeures de lipides phosphorés.
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TABLEAU 10

VARIATIONS DES TAUX DE PHOSPHATIDYLCHOLINE ET DE PHOSPHATIDYLETHANOLAMINE DANS LES TISSUS
(en mg de phosphore par g de tissu)
Al A2 Tl T2 T3 Il I2 I3 Ll LZ
Lécithine *
mgP/g tissu 96 61 78 71 56 74 49 64 112 55
FOIE Céphaline
ngP/g tissu 50 26 33 28 26 40 25 25 55 33
Léc/Cép 1,90 2,35 2,4 2,5 2,15 1,80 2,00 2,59 2,00 1,69
Lécithine 38 25 38 25 25 32 29 23 48 25
COEUR Céphaline 25 16 20 16 17 25 23 14 20 16
Léc/Cép 1,50 1,56 1,8 1,6 1,49 1,30 1,30 1,63 2,40 1,61
Lécithine 62 35 16 46 39 45 34 41 57 45
REIN Céphaline 41 19 8 28 19 31 23 20 14 27
Léc/Cép 1,50 1,84 2,00 1,6 2,04 1,50 1,50 2,08 4,1 1,71
Lécithine 41 38 32 28 33 38 35 43 31 23
POUMON Céphaline 14 14 12 10 9 19 11 12 12 9
Léc/Cép 2,9 2,71 2,7 2,8 3,51 2,0 3,20 3,6 2,6 2,67
Lécithine 24 25 27 26 38 25 25 29 17
RATE Céphaline 14 13 10 9 22 22 12 13 8
Léc/Cép 1,70 1,92 2,7 2,92 1,70 1,10 2,04 2,20 2,07

¥ Tous les résultats sont a

diviser par 100

66
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V - Répartition des acides gras dans les huiles et les phospholipides

des émulsions :

1 - Dans les huiles de coton et de soja

Huile de coton Huile de soja

se Joo oo oo o

ee ee ee sa lee ee e o

es ®e s 0% se o0 e us |se ee es e

0 oo 08 oo o8 s oo ve se [ee es es e

Acide palmatique 22 : 10 7
H H
Acide oleique 31 : 2a o :
Acide linoleigue : 45 7 : 51 7 :
: Acide linolénigue : 0% : 79 :
Autres acides gras : 2 7 : 3 % :

oe  oe o

La forte teneur en acide linoleique ( C 18 : 2 wa 6 )
est la principale caractéristique de ces deux huiles. La couverture en 1'un

des acides gras essentiels sera donc assurée avec les deux émulsions.
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L'huile de soja est la seule a contenir de l'acide linolénique ( C 18 :
3w 3 ). Le taux d'acide oleique ( C 18 : 1 w 9 ) est sensiblement le
méme dans les deux cas, par contre la teneur de 1l'huile de coton en
acide palmitique esi{ supérieure & celle'de lthuile de soja. En consé-
quence, on remarque que l'huile de soja contient moins d'acides gras
saturés que l'huile de coton. Les 2 & 3 % d'acides gras restants sont
surtout constitués par les acides myristique ( C 14 : O ), palmitoleigue

(C16 : 1), arachidique ( C 20 : O ) et béhénique ( C 22 : O ).

Mis & part ces quelques divergences, on remargue
que la nature et la répartition des acides gras présentent sensiblement

le méme profil dans les deux huiles.

2 - Dans les phospholipides

: Autres acides gras 2,0 % ) 0,6 % . 0,9 %

+ %8 we es w8 ee e &
.

zPhospholipides =Phospholipides fPhospholipidesi

: ! Intralipid ' Lipiphysan *  Trivémil :
: : : :

: : : :

Acide palmitique : 36,4 % : 16,3 % : 14,8 % :

‘ : : s :

! Acide palmitoleique f 2,7 % f 0,7 % : 0,7 % ;
: H H H :
: Acide stéarique : 10,4 % : 3,4 % : 3,5 % :
: t : : :
f Acide oleique i 30,6 % f 11,3 % f 8,3 % ;
: : t : :
: Acide linoleique : 15,2 % : 60,0 % : 61,5 % t
: : : : :
f Acide linolénique f 0,1 % f 5,0 % f 6, 0 % ;
. . \ 3
: Acide arachidonique 2,5 % : 2,5 % : 4,2 % s
. » : :
:

:
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La répartition des acides gras est trés différente
suivant la nature de 1'édmulsifiant utilisé dans 1la préraration des émul-
sions. Les phosphatides de soja contenus dans le Lipiphysan et le Trivé-

mil sont oaractérisés

- par une haute teneur en acide linoleicue ( 60 A ).
- par la présence d'acide linolénique ( 5 a 6 % ).
- par une faible teneur en acides gras saturés tel

1'acide palmitique ( 15 & 16 % ) et l'aciae stéarique ( 3,5 %).

Inversement les phosphatides de soja sont beaucoup
plus riches en acide palmitique ( 36 % ) et en acide stéarique ( 10 % ).
On note également une teneur élevée en acidesmonoinsaturés ( 30 % d'acide

oleique ) et une faible teneur en acide linoleique ( 15 7 ),
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VI - Composition en acides gras des triglycérides tissulaires :

L'analyse des acides gras présents dans les trigly-
cérides est effectude sur colonne standard remplie de D.E.G.S au taux de
10 4 dont nous avons présenté les caractéristiques dans la seconde partie

de notre propos.

Par référence & des esters méthyliques étalons et par
comparaison des temps de rétention relatifs, nous nous sommes limités &
l'identification des acides gras majeurs'présents dans cette classe de
lipides neutres. Les résultats en pourcentage présentés dans les tableaux
( 11-12-13-14-15-16 pages I0S5 & II0 ) sont donc légdrement surestimés
par rapport aux taux réels puisque nous n'avons pas retenu dans le calcul,

les acides gras mineurs et notamment les acides gras courts.

Avec le lipiphysan, il apparait une diminution systé-
matique des acides myristique ( C14 : 0), palmitique ( C'6 : O ), palmi-
toleique ( C16 : 1wW9 ), stéarique ( C18 : 0 ), oleicue ( C18 : 1w 9 )
et arachidonique ( C20 : 4 W6 ) dans tous les tissus (excepté toutefois
le tissu adipeux). D'aprés le mode de calcul utilisé (en % des acides gr:s
considérés), l'abaissement du taux ne correspond peut-8ire pas & une dimi-
nution réelle en valeur absolue de ces acides gras, mais trés certainement
3 une diminution relative, compie tenu de la forte augmentation du pour-
centage d'acide linoleigue. Ce qui expliguerait d'ailleurs la stabilité
du taux de ces mémes acides gras aprés administration de Trivémil et
d'Intralipid, puisqulavec ces émulsions l'élévation du taux d'acide lino-

leique est beaucoup plus modérée. L'acide arachidonique semblerait en partie
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faire exception 4 cetie rédgle puisqu'avec le Trivémil et 1'Intralipid

son taux chute aussi, plus discrétement certes qu'avec le lipiphysan.

Par souci de clarté, nous avons voulu schématiser les
variations du taux d'acide linoleique dans les différents tissus étudiés
en fonction des trois émulsions expérimentédes. L'observation de la figure
19 page( 111 ) nous permet immédiatement de remarquer que seul le lipi-
physan induit une forte augmentation d'acide linoleique au sein des trigly-

cérides.
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COMPOSITION CENTESIMALE EN ACIDES GRAS DES TRIGLYCERIDES DU POUMON

TABLEAU 14

% A, Ao Ty T2 T3 I I, I3 Ly Loy
Cl4:0 2,0 1,4 1,6 1,4 1,1 2,6 0,3 4,1 0,1 0,1
Cl16:0 31,2 27,6 26,1 26,0 25,8 28,7 20,6 26,6 13,1 9,9
Cle:1 2,4 3,1 3,5 3,2 2,8 1,6 2,4 3,5 1,5 0,9
C18:0 16,5 14,3 15,3 15,8 16,4 14 15,3 12,6 4,4 4,0
Cl18:1 36,7 41,5 32,8 34,9 38,7 “ 32,6 38,2 37,5 29,5 24,1
Cl18:2 9,2 10,1 ]r 19,3 17,5 13,7 17,0 19,3 13,8 47,4 53,4
Cl8:3 + C20:0 0,7 0,6 0,6 0,6 0,6 Tﬁ 2,6 3,1 1,0 3,8 7,3
C20:4 1,3 1,4 0,8 0,8 0,9 0,9 0,8 0,9 0,3 0,4

801



109

A

z’o0 ‘0 €1 €'¢ 8t 'y 6'€ 1’9 8¢ quomo%
6'€ €L S'1 9’1 L't €1 v z't 't 0:0Z0 + €:81D
S’‘06s S'vs s'et LT A A g‘¢ce ﬁ - b'st z'81 NuwHuJ
2’82 92T €'¢ceg 9‘0¢ 1’62 L’ze 86z | = z'ce 9'0¢ 1:81D
z's G'¢e 6'T1 z'et V'8 8/GT L'S1 Vet AR At 0:81D
‘0 Z'1 L'S L'z '€ 92 0't 87 9z 1:91D

|
1T L'0T S‘Le v‘8e 962 1’se 'y | V9T 672 0:9TD
‘0 ‘0 €9 8'¢ v'e ‘1 €0 | 6’1 €2 ONQHUJ
45 T €1 1 i1 €L (& [ W 7y Ty

ALV V1 4d SAAIYADATOIML SIA SVED SAAIOVY NAd ATVWISALNAD NOILISOdWOD

ST NYATIVYL



TABLEAU 16

COMPOSITION CENTESIMALE EN ACIDES GRAS DES TRIGLYCERIDES DU TISSU ADIPEUX

A A, T To Ts I I, I3 L, L,
C14:0 2,0 1,2 1,3 1,2 0,8 1,0 1,5 1,3 1,4 1,1
Cl16:0 29,5 24,1 25,9 27,2 23,2 24,7 29,9 25,0 26,9 25,8
Cl6:1l 5,5 3,3 2,0 1,8 1,9 1,5 1,5 1,8 4,2 2,6
C18:0 17,3 13,60 16,9 17,6 17,9 20,2 20,2 19,3 17,5 16,7
C18:1 35,5 43,2 35,2 32,2 36,7 30,0 29,7 38,1 31,7 36,3
Cl18:2 9,3 13,3 17,0 18,2 17,5 21,0 15,4 13,3 16,8 16,2
C18:3 + C20:6 0,7 1,1 1,4 1,5 1,6 1,4 1,6 1,1 1,3 1,3
C20:4 0,2 0,2 0,4 0,3 0,4 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1
1

0Tt
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VARIATION DU TAUX D'ACIDE LINOLEIQUE DANS LES TRIGLYCERIDES TISSULAIRES

2 W 6
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VIT - Composition en acides gras des Phosphatidyl-cholines(PC)et des

Phosphatidyl-éthanolamines(PE) :

Les rémerves émises précédemment quant 3 1l'identi-
fication des acides gras restent encore, et surtout, valables pour les
phospholipides puisque c'est notamment pour ces composés que nous avons
limité volontairement notre analyse aux acides gras les plus représen-

tatifs des deux classes de lipides phosphorés étudiés.

L'analyse des acides gras des phospholipides a été
réalisée gsur l'appareil GIRDEL muni d'une colonne capillaire de 50 m

remplie avec une phase polaire : le Carbowax 20M.

Des résultats rapportés dans les tableaux 17-18-19-
20-21 page{ 114 & 118 ) et dans les figures 20-21 paged II9 et I20 .
il apparait que seul le taux relatif d'acide linoleique varie de fagon
notable dans les deux clasees de lipides phosphorés et dans tous les tissus
quelque soit 1'émulsion utilisée. Une seule exception : le muscle cardiaque

au niveau duquel la répartition des acides gras est inchangée.

Nous observons également une diminution du taux
d'acide palmitique au niveau du foie, du poumon et de la rate au sein des
phosphatidyl-cholines, alors que l'analyse des phosphatidyl-éthanolamines

montre une diminution du taux d'acide arachidonique dans le foie st la rnte.

Comme dans le cas des triglycérides, il est tentant de

dire que ces variations ne traduisent pas une diminution en valeur absolue
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de la quantité de ces acides gras. Ce qui explique que ce soit sur le
taux d'acide palmitique pour les P.C et sur le taux d'acide arachido-
nigue pour les P.E que portent les variations puisque la teneur en ces
acides gras est respectivement trés élevée dans 1'une ou l'autre des

deux classes de phospholipides considérés.

Cette remarque générale demande & &tre nuancée
notamment dane le cas des P.E. Si 1l'on admet que la chute du taux d'acide
arachidonique et d'acide docosahexénoique est uniquement la conséquence
de 1'élévation du taux d'acide linoleique et du mode de calcul, on ne
comprend pas alors pourquoi lestaux des autres acides gras et principa-
lement celui de l'acide stéarique ne sont pas modifiés. Dans le cas du
foie et de la rate, la diminution du taux de C 20 : 4 et de C 22 : 6
serait donc ceritainement due pour une part & 1'élévation du taux d'acide
linoleique mais pour une autre part & une modification métabolicue. Deux
hypothéses peuvent &tre envisagées :

- g8oit la formation de peroxydes & partir des acides
gras trds polyinsaturés, malgré la présence d'antioxydant (vitamine E).

- g80it une inhibition du systéme d'élongation et de
désaturation de l'acide linoleique qui ezt le précursseur métabolique de

l'acide arachidonigue.

Des constatations analogues concernant les modifi-
cations du taux d'acide arachidonique avaient été faites chez 1'Homme
soumis & des perfusiona d'émulsions lipidiques artificielles (SCHERPEREL P.

et coll. ( 85 ) ).
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Figure 20

TAUX D'ACIDE LINOLEIQUE DANS LA PHOSPHATIDYL CHOLINE
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TAUX D'ACIDE LINOLEIQUE DANS LE PHOSPHATIDYL ETHANOLAMINE
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VIIT - Conclusions :

L'étude des différentes classes lipidiques tissulaires
aprés administration de trois types d'émulsions lipidiques artificielles
nous a permis de monirer que seuls les triglycérides s'accumulent dans les
organes. L'intensité des dépSts dépend de la nature de l'huile entrant dans
la esomposition de 1'émulsion. Il apparait que ce soit l'huile de coton qui
induide les plus fortes accumulations, bien que comme nous l'avons vu, la
composition en acides gras de cette huile différe trés peu de l'huile de
soja. 11 est donc permis de penser que cé n'est pas 1'huile en temps que
telle qui soit responsable des perturbations, mais-que le comportement
des particules lipidiques du Lipiphysan @iffére de celui des lipides de

1'Intralipid et du Trivémil.

Nous avons également pl remarquer que le foie, le
poumon et surtout la rate sont les organes qui subissent les plus fortes
altérations, alors que le coeur ne semble pas affecté par l'administration

intraveineuse de ces émulsions.

L'acide linoleique étant l'acide gras majeur des deux
huiles utilisées dans la préparation des émulsions, il peut &tre considéré
comme marqueur dans l'étude du devenir métabolique de ces émulsions lipi-
diques. L'augmentation relative du taux de cet acide gras refléte paffai;
tement les accumulations de triglycérides mentionhées précédemment, on
peut donc en conclure que les lipides qui se fixent au niveau des tissus

proviennent des émulsions.

Malgré l'accumulation des triglycérides, une part est



nécessairement hydrolysée. Des acides gras et surtout l'acide linoleigue
sont libérés ; ils peuvent ensuite 8tre incorporés dans de nouvelles
synthéses et notamment dans celles des lipides phosphorés ce qui expli-
querait l'augmentation du taux d'acide linoleique dans les phosphatidyl-
cholines et les phosphatidyl-éthanolamines, bien que le taux de ces com-~

posés reste constant dans les tissus.

A la lumidre de ces résultats trois hypothéses
peuvent &tre soulevées :

-~ Le mode et 1l'intensité de la captation sont spé-
cifiques du type d'émulsion.

- Le métabolisme lipidique du Lipiphysan différe de
celui des autres émulsions.

-~ Captation et utilisation sont toutes deux pertur-

bées par l'administration de Lipiphysan.

Afin de tenter de dégager l'une ou l'autre de ces
hypothéses, il nous a semblé intéressant de puursuivre nos travaux par
1'étude des mécanismes d'épuration des émulsions lipidiques artificielles
au niveau hépatique. A cette fin nous avons utilisé la technique de per-

fusion de foie de rat isolé.
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QUATRIEME PARTIE

PERFUSIONS DE FOIE ISOLE
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Cette étude a été réalisée avec la collaboration du
Laboratoire de Physiologie de la Faculté de Médecine ( Université de LILLE II )

dirigé par le Professeur J. VANLERENBERGHE.

I - Protocole expérimental :

La méthode utilisée est une adaptation du systéme de
perfusion de foie iso0lé décrit par MILLER L. ( 856 ) dont le schéma du mon-
tage est reproduit dans la figure 1 page( 125 ).

. *

Le perfusat employé est constitué par du sang de rat
défibriné auquel sont ajoutés des ions, de l'albumine et du glucose dans
les proportions suivantes :

- 45 ml de sang défibriné

- 45 ml d'une solution contenant :

. 1,5 g d'albumine
. 150 mg de glucose
. 382 mg de NaCl
. 17,4 mg de KC1
5 mg de CaCljp
. 26,2 mg de NaH CO3
. 96,7 mg de Nay HPO4

Aprés canulation du canal cholédoque, de la veine porte

et de la veine cave inférieure, le foie est préle%é et tras rapidement placé

sur son support au-~dessus de l'oxygénateur dans l'enceinte thermostatée &

10 rats sont sacrifiés pour obteni® un volume de sang suffisant.
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31 ° ¢, Le perfusat est introduit par la veine porte et s'écoule par la
veine cave inférieure. La vitesse d'écoulement de la bile par le petit
cathéter placé dans le canal cholédogue permet de controler 1'état phy-

siologique de l'organe.

Aprés une période d'adaptation de une heure environ,
l'écoulement de bile se stabilise. Un premier prélédvement de perfusat est
alors effectué, celui-ci correspondant au temps O et servant de +témoin.
1,5 ml de l'émulsion est ensuite introduit dans le perfusat au niveau de
1'oxygénateur et dee prélédvements sont effectués aux temps 5-10~15-30-45

et 60 minutes.

Afin d'apprécier l'intensité de lg captation et le
métabolisme de ces émulsions au niveau hépatique, nous avons effectué deux
types de dosage sur le surnageant aprés centrifugation des prélédvements :

- Mesure de 1'index de turbidité qui rend compte de i
la oohcentration du perfusat en particules lipidiques donc en fait de
1*'intensité de la captation de 1l'émulsion.

- Dopage des triglycérides et du glycérol libre d'une
part et dosage des acides gras libres d'autre part. Ces deux analyses sont
effectudes par des méthodes semi-~automatiques. Ces mesures permettent
dtapprécier & la fois la vitesse d'épuration des triglycérides exogénes,
la synthése destriglycérides sans dissosier les deux phénoménes et 1'in-
tensité de l'hydrolyse enzymatigue des triglycérides. Nous avons vérifié:

que le sorbitol, & la dilution & laquelle il est présent dans le perfusat

n'interférait pas dans le dosage du glycérol des triglycérides.
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II -~ Régultats :

Les variations de l'index de'turbidité(tableau A page
128, figure 1 page 129 ) montrent que la vitesse d'épuration du Lipi-
physan est supérieure & celle de 1'Intralipid ou du Trivémil, en effet
aprés 60 minutes de perfusion, cet index a diminué de 23 % avec le Lipi-
physan alors qu' il est pratiquement constant avec les deux autres émul-

sions.

Cette captation continue et relativement rapide du
Lipiphysan est un facteur permettant de comprendre l'accumulation des
triglycérides au niveau hépatigue, maié il ne suffit pas & lul seul &
1'expliquer, le métabolisme lipidique de ces particules est aussi déter-
minant. Dans e but d#apprécier l'intensité et le mode d'action de ce
facteur, nous avons dos® le taux de glycérol libre et estérifié ainsi

que le taux d'acides gras libres.

Le tableau B page (130)et la figure 2 page (I3I )
montrent que les émulsions se comportent différemment. Dans le cas de
1'Intralipid la courbe peut 8tre décomposés en deuxr parties : une premiére
phase ol la pente de la courbe est trés forte, et une seconde phase au
cours de laquelle la variation est trés faible. Cette observation ne
traduit en fait qu'une particularité de la composition de cette émulsion,
c'est en effet la seule qui soit préparéde avec du glycérol. La premiére
partie de la courbe he traduit donc en fait qu'une captation quasi-immé-
diate du glycérol libre de 1l'é&mulsion, seule la seconde partie de la courbe

est intéressante dans la comparaison du comporiement hépatique vig & vis
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Figure 2

VARIATION DU TAUX DE GLYCEROL TOTAL EN FONCTION DU TEMPS

(Moyenne i écart-type de la moyenne)
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des lipides de 1'émulsion. On remarque alors que la seconde cinétique de
trés faible pente répond probablement & une dégradation enzymatique et
une captation lente des triglycérides de 1l'émulsion, par contre la chute
importante du taux de glycérol dans le cas du Lipiphysan traduit une
disparifion des triglycérides de 1"émulsion. Quant au Trivémil, on ne
note pas de variations sensibles du taux du glycérol des triglycérides
dangs le perfusat. Cette derni&dre observation fait apparaitre une légére
divergence entre deux émulsions ( Intralipid et Trivémil ) qui semblaient

jusqu'alors avoir le mé&me comportement.

Si 1'on ex:mine les variations du taux d'acides gras
libres en fonction du temps ( tableau C page 133 |, figure 3 p-ge 134 )
en appliguant un index ol le temps 5 minutes correspond & 100 %, on cons-—
tate que cet index diminue fortement avec le Lipiphysan et plus fortement
encore avec le Trivémil, alors qu'il est constant avec 1'Intralipid. Pour
expliquer la stabilité du taux d'acides gras libres avec 1l'Intralipid, il
faut considérer que les triglycérides de cette émulsion subissent une hy-
drolyse enzymatique partielle et que les acides gras libérés assurent
1'équilibre du taux de ces composés. Ce résultat et son interprétation
gsont en parfaite concordance avec le résultat précédent montrant la faible

variation du taux de glycérol.

Dang le cas du Trivémil: i1l ne parait pas y =voir de
recyclage des acides gras, cette non utilisation des lipides du Trivémil
est également confirmée par le taux de glycérol des triglycérides cui ne

varie pas.



TABLEAU C

VARTATION DU TAUX DES ACIDES GRAS LIBRES EN FONCTION DU TEMPS
PAR RAPPORT AU TEMPS 5 mn (100 %)

TRIVEMIL

INTRALIUPTID

LIPIPHYSAN

Temps en mn A GNE A GNE A GNE
' Moyenne Ecart Type Moyenne Ecart Type Moyenne Ecart Type
5 100 % 0 100 % 0 100 % 0
10 96,7 6,1 102 4,2 97 6,3
15 88,2 5,9 102 4,9 88 9,6
30 78,6 14,8 104 7,9 80 11,5
45 60,8 14,1 102 8,6 77 15,7
60 55,7 10,3 96 10,5 75 18,6
\1;/

et
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IITI - Conclusions :

Les résultats obtenus nous montrent qu'en fait le
métabolisme hépatique des trois émulsions expérimentées, au t=2ux ol elles

sont ajoutées au perfusat, est différent.

La disparition rapide des particules lipidiques du
Lipiphysan dans le perfusat fait penser & une captation directe de ces
partibules par l'intermédiaire du systéme réticuloendothélial. Par contre,
les triglycérides de 1'Intralipid doivent, sous l'action de la trigijycéride-
lipase hépatique, subir une dégradation enzymatigue partielle expliguant
la faible diminution du taux de glycérol et 1l'équilibre du taux des acides‘
gras libres. Quant au Trivémil, 1l'index de turbité et le taux de glycérol
semblent indiquer que les triglycérides de cette émulsion ne soient ni
captés directement, ni partiellement hydrolysés par le tissu hépatique

au taux ol cette émulsion est introduite dans le perfusat.
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CONCLUSIONS ~ GENERALES
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L.e comportement différent des émulsions lipidiques
expérimentées est vérifié & la fois par les études tissulaires et par les

résultats obtenus danas les perfusiqns de foie de rat isolé.

Le systédme réticulo-endothélial particulidrement riche au
niveau du foie, de la rate et du poumon semble &tre responsable de la
rapide captation des particules lipidiques du Lipiphyean, induisant une
trés forte accumulation des +triglycérides dans ces organes. Dans une
expérimentation effectuée chez 1'homme, (WAREMBOURG et coll. (87) 1a
disparition du Lipiphysan est beaucoup plus rapide cue dans 1'étude
consacrée zux perfusions de foie isolé ou seul le tissu hépatique est en
cause. Ceci montre que le systéme réticulo-endothélial en général participe
& 1'épuration., I1 est donc logique de retrouver des taux élevés de trigly-
céridesdans les organes Sﬁ ce systéme réticulo-endothélial est dense. les
faibles variations du taux de triglycérides au niveau du rein et du coeur

s'expliquent par la pauvreté en systdme réticulo~endothélial de Ges organes.

Les faibles variations des lipides tissulaires aprés
administration d'Intralipid sont liées au fait que les triglycérides de
cette émulsion sont incorporés par un processus metiant en jeu une hydro-
lyse enzymatique. Cette hydrolyse est non seulement hépatique comme nous
le suggdre les expérimentations sur foie perfusé, mais aussi probablement
extra~hépatique par le biais de la lipoproteine-lipase du tissunadipeux

comme 1l'ont montré JATILLARD et coll. (88).

Quant au Trivémil, bien gue nous n'ayons pas mis en évidence
une incorporation hépatique de cette émulsion, il est permis de penser gque

les triglycérides de cette émulsion socient hydrolysés par la
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lipoproteine~lipase dee tissus extra-hépatiques expliquant le compor-
tement voisin de 1'Intralipid et du Trivémil vis & vis des lipides

tissulaires.

Comment explicuer cette différence dans le mode de

captation suivant la nature de l'huile incorporée dans 1'émulsion ?

Les compositions trés voisines en acides gras de
1'huile de coton et de l'huile de soja peuvent difficilement expliquer
ces divergences. Il semble donc que ce soit le comportement différent

des particules lipidiques elles-mémes gui i1ndulit ces variations.

HALLBERG, D. ( 89) a montré qu'injectées dans de
telles conditions, les particules lipidiques d'Intralipid acquiérent une
copule proteique et se comportent comme des chylomicrons dont on sait que
1'épuration plasmatique s'épére gsurtout au niveau des sites extra-hépatiques
sous l'action de la lipoproteine-~lipase. D'aprés les résultats tissulaires
et les perfusions de foie isolé, il semble aque ce processus d'épuration

puisse également s'adapter aux particules lipidicues de Trivémil.

Par contre, pour explicuer les résult-ts ~btenus avec
le Lipiphysan, il faut supposer que les particules lipidinues de cette
émulsion n'acquidrent pas cette wpule proteique dans le sang. De ce fait,
ces particules ne seront pas reconnues comme des homologues des chylomicrons
mais comme des éléments éirangers & l'organisme, ce qui expliguerait leur

rapide phagocytose par le systéme réticuloendothélial.

Ce serait donc la structure de la particule lipidique

qui jouerait un rdle prépondérant dans le mode d'épuration.
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A 1l'heure actuelle, compte tenu des travaux preésentes
et aes réactions secondaires observées, le Lipiph,sin tend a4 &tre aban-
donné au profit de 1'Intralipid et du Trivémil lors d'une alimentation

parentérale compléte.

Aussi bien tolérées qu'elles puissent 1l'@tre, les
émulsions lipidiques artificielles, et 1la nuirition par voie intravei-
neuse en générale, ne doivent &tre qu'une thérapeutique d'extréme urgence
ou de dernidre instance. On devrait toujours, lorsque celn est possible,
lul préférer une nutrition orale ou par sonde gastrique. Ces nrocédés
peuvent apporter d';ussi bons résultats tout en respect=nt la physiolsgie

normale de 1l'organisme.
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Extraction des lipides.

D'aprés FOLCH J. and Coll.

J. Biol. Chem. 226.497 (1957)

A/ PRINCIPE :

Les organes sont broyés mécaniquement dans le mélange
chloroforme-méthanol. Le méthanol dénature les proteines et le chloroforme
favorise ls mise en solution des lipides totaux. Aprés addition d'eau et
mélange, on obtient un déphasage avec passage dans la phase hydroalcoolique
supérieure des substances hydrosolubles, la phase inférieure chloroformique

renferme les lipides totaux & 1'état pur.

B/ MATERIEL ET METHODE :

1 - Réactifs
- Solvant d'extraction Chloroforme/Méthanol ( 2/1-V/V )
- Solution de NaCl & 7,5 g/1
- Liquide de lavage : Chloroforme 8 volumes
Méthanol 4 volumes
Eau 3 volumes
. Agiter en ampoule & décanter, laisser reposer
et récupérer la phase supérieure.
. Mesurer la phase supérieure et additionner

NaCl & raison de 2,9 g pour 1000 ml.
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. Agiter jusqu'a dissolution compléte.

2 - Extraction :

-~ 1 g de tissu est homogénéisé dans 20 ml de solvant
d'extraction & 1'aide d'un homogénéisateur Ultra-Turax. Laisser reposer
24 heures et filtrer sur filtre sans cendresen ringant bien le haut du
filtre avec le mélange d'extraction.

- Ajouter 4 ml de solution de NaCl a 7,5 g/l et
agiter vigoureusement pendant une minute.

- Abandonner une nuit & température ambiante pour
permettre le déphasage. Siphoner la phase hydroalcoolique et laver trois
fois la phase chloroformique avec le liquide de lavage.

- Prélever une fragtion aliquote de l'extrait et

évaporer & sec en vue de l'étude pondérale des lipides totaux.
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Dosages simultanésdun Cholestérol et

des Triglycérides sur autoanalyseur Technicon.

D'aprés LEON L.P, RUSH R.L, TURREL J.
Advances in automated analysis Technicon.

Internation Congress (1970).

A - PRINCIPE :

Aprés extraction des lipides par l'isopropanol, les
phospholipides sont éliminés par adsorption sur une résine (zéolite).
L'addition de bentonite permet d'absorber la bilirubine éventuelle.

- Les ?riglycérides gsont saponifiés par la potasse
alcoolique. Le glycé:ol 1libéré est oxydé par oxydation périodique en
formaldéhyde qui est ensuite condensé avec l'acétylacétone et les ions
ammonium en 3,5 diacétyl 1,4 dihydrolutidine fluorescente. L'intensité
de la fluorescence est appréciée & 485 nm aprés excitation & 405 nm.

- Le cholestérol est dosé par la réaction de
LIEBERMAN-BURCHARD développée 3 température constante (60°C). La coloration

verte obtenue est lue & 630 nm.

B - REACTIFS :

1 - Réacti{ de coloration du cholestérol :

Ajouter lentement 300 ml d'acide acétigque glacial &
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600 ml d'anhydride acétique. Refroidir & + 4° C et ajouter 100 ml d'acide
sulfurique prérefroidi en mélangeant.

Le réactif se conserve & + 4 °C dans une bouteille

ambrée.

D s 2 e o e ) i e s

Il doit &tre exempt d'aldéhydes.

3 - Potasse 0,8 M :

3 s e s > e s s e

KOH 45 g

HZO distillée QSP 1000 ml.

4 - Réactif au periodate :

o 2 ) e D D D o D e D o s e s

Dans une fiole jaugée de 1 1, 115 ml d'acide acétique
glacial sont ajoutés a4 500 ml d'eau. Aprds dissolution de 5,4 g de périodate

de sodium, on compléte & 1 1 avec de l'eau distillée.

5 - Réactif & l'acétylacétone :

B -

A 500 ml d'acétate d'ammonium 2M amené & pH6 avec de
l'acide chlorydrique 2N, on ajoute 25 ml d'isopropanol & 99 %v;t Ty5 ml
d'acétylacétone. Aprds avoir complété & 1 1 avec 1'acétate d'ammonium 2M
de pH6, le réactif est conservé en bouteille ambrée.

Le réactif doit &tre préparé chaque jour.
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6 - Hélangg absorbant :

- v

200 g de zéolite sont réduits en poudre et chauffés
une nuit & 110° C. Aprds refroidissement on ajoute 20 g de rémctif de Lloyd,
10 g de sulfate de cuivre et 20 g de chaux. Le mélange est assuré par agi-

tation.

7 - Sclutions étalogg :

Des solutions étalons combinées servant auxdosages
simultanésdu cholestérol et des triglycérides sont préparBes & partir
d'une solution mére de cholestérol dans l'isopropanol ( 5 g/l y et de 5
solutions de trioléine dans l'isopropanol contenant respectivement 50,
100, 150, 200 et 250 mg de trioleine pour 100 ml d'isopropanol, selon le

schéma suivant :

; 4 : t Concentrations §
§ Solutions de ¢ Solution mére ¢ Isopropanol : ; §
§ Trioleine ; de Cholestérol , Chol s T.06 3
i : . (&) : (g/1) i
§ H H H H '
g : : H :
iSolution 1:0,5 ml * 0 :  QSP 10 ml Y : 0,5 ¢
§ : : : 2 i
! : . : : i
jSolution 2:0,5 ml | 0 © QsP 10 ml oot

: : : ;
iSolution 310,5 ml , 0,1 ml ! @QSP 10 ml P to1,5

H : : } : . 3
iSolution 410,5 ml 0,2ml ., GSP 10 ml - S

i : : s ;
%S—olution 5:0,5 ml | 0,4 ml . GSP 10 ml Y S

: : : : :

H : : : f

: s [ : ;




EXTRACTION :

A l'extrait lipidique on ajoute 10 ml d'isopropanol.
Aprés une agitation de 30 secondes au Vortex, 2 g de mélange absorbant
sont ajoutés & l'extrait et le mélange est & nouveau agité 30 secondes.
Aprés un contact de 30 minutes, les tubes sont centrifugés et le surna-

geant sert au dosage.

DOSAGE

Le schéma du montage est donné & la page suivante.

- Pour le dosage des triglycérides, la ligne de base
est établie sur l'eau puis sur les réactifs pour dépister une fluorescence
parasite.

- Pour le dosage du cholestérol, la ligne de base
est établie sur le réactif avec de 1'isopropanol & la place de 1'échan-
tillon.

-~ Dans les deux cas, l'expansion d'échelle est faite

sur l'étalon le plus concentrsé.
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Dosage des Phospholipides.

D'aprés RAHEYA et Coll.

J. Lipid Res. (1973) 695 14

A/ PRINCIPE :

Les phospholipides sont dosés sans ~inéralisation.

B/ REACTIFS :

1 - Méthanol :

Dissoudre 16 g de molybdate d'ammonium dans 120 ml
d'eau.

. Solution B :

Prélever 80 ml de la solution A, ajouter 40 ml 4'HC1
concentré et 10 ml de mercure.
Agiter pendant 30 mn et filtrer.

. Solution C :

Mélanger 200 ML d4'H concentré au reste de la so-

280y

lution A et ajouter le mélange obtenu & la solution B.
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. Seclution chromogéne proprement dit :

Prélever 25 ml de solution C, ajouter 45 ml de

méthanol, 5 ml de chloroforme et 20 ml d'eau.

C/ METHODE s

Aprée fraction sur gel de silice et révélation par
l'iode, les fractions phospholipidiques sont grattées et éludes par
agitation avec 5 ml de chloroforme, 5 ml de méthanol. Aprés déphasage
par addition de 4,5 ml d'sau, la phase inférieure chloroformique est récu-

pérée et évaporée sous azote.

Le résidu sec est repris par 0,4 ml de chloroforme
et 0,1 ml de solution chromogéne. Le mélange est porté 85 secondes au bain-
marie bouillant et aprés 10 mn de refroidissement & température ambiante,
5 ml de chloroforme sont ajoutés. Aprés agitation et repos de 30 mn, la

lecture se fait & 710 nm contre un blanc témoin.

Des courbes d'étalonnage relatives aux différentes
classes de phospholipides sont établies en utilisant des étalons traités
dans les mémes conditions. La teneur en phospholipides est lue sur la droite
obtenue. L'étalonnage doit &tre effectué chagque fois que l'on prépare

une nouvelle solution chromogéne.

Il existe une relation linéaire entre la densité

optigue et la teneur en phosphore pour des valeurs comprises entre 1 et 10

/}Lg de phosphore lipidique.
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Préparations des esters méthyliques d'acides gras

A/ PRINCIPE :

Les différentes classes lipidiques subissent une
transestérification & chaud (70° C) en présence de méthanol et d'acide

sulfurique.

B/ METHODE :

des principales classes de lipides et révélation par une solution alcooligue
de Rhodamine 6G, les fractions de Gel correspondantes sont grattées, dis-
persées dans 3 ml de méthanol et additionnées de 10 gouttes d'acide sulfu-

rique concentré. On porte au thermobloc pendant 2 heures & 70° C.

Aprés refroidissement, les esters méthyliques d'acides
gras sont transvasés dans une ampoule & décanter avec 3 ml d'heptane et 3 ml
d'eau distillée. Aprés agitation et déphasage, la phase supérieure hepta-
noique est filtrée sur sulfate de sodium anhydre et évaporée. Les esters
méthyliques sont repris par 59)»1 de chloroforme et purifiés sur couche
mince de gel de s#’lice G en utilisant le benzéne comme solvant de migration.
La tache d'esters méthyliques est révélée & laRhodamine 6G puis grattée
et les esters sont élués par 6 ml de chloroforme. Le résidu obtenu par éva-
poration est repris par du sulfure de carbone en vue de 1l'injection pour

l'analyse en chromatographie gaz-liquide.
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Dosage semi-automatique des acides gras libres plasmatiques

D'aprés SEZILLE G., FRUCHART J.C, JAILLARD J., DEWAIILY P. et SCHFRPEREEL P.

Clin. Chim. Acta (1972) 38 277

A/ PRINCIPE :

Les acides gras libres du plasma, préalablement extraits
par la méthode de TROUT et donc en solution heptanoique, sont progressi-
vement mélangés, & 1l'abri du CO2 atmosphérique, & un réactif & base de rouge
de phénol, d'heptane et de véronal sodé qui sert de tampon. Les acides gras
déplacent l'acide diéthylbarbiturique qui induit le virage au jaune de la
solution alecaline de rouge de phénol, la diminution d'intensité de la colo-

ration rouge est mesurée & 560 nm.

B/ REACTIFS :

1 - Solvant d'extracﬁigg t

- Isopropanocl 4 vV
- Heptane pur 1V
- 1

HZSO4 N 0,1V

2 = Solution mére de colorant

S o S D et

- Véronal sodé 2,5 g
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- rouge de phénol 1 g

- H20 distillée Q.S.P. 100 ml

Dissoudre le véronal sodé puis le rouge de phénol
dans de l'eau distillée portée & 60 ° C et ajuster & 100 ml dés refroi-

dissement, filtrer sur papier et conserver dans un flacon en verre coloré.

- Solution mére de colorant 0,75 ml
- Ethanol absoclu 99 ml
- Heptane pur 200 ml

Verser le mélange dans le flacon en verre coloré qui
servira au prélévement du réaetif. Chasser l'air du flacon par un courant

d'azote, boucher et laisser reposer 1 h.

4 - Solution mére d'acide palmitique ( 5 m mol/l )

- Acide palmitique pur 128,2 mg

- Heptane pur Q.S.P. 100 ml

5 - Solution de travail d'acide palmitigque ( 160?}km01/1 )

- Solution mére 32 ml

- Heptane pur Q.5.P. 100 ml



6 - Gamme étalon :

———— e o 22 o o0 s

- Solution de travail : 40 30 20 10 5 ml

- Heptane : O 10 20 30 35 ml

- Concentrations

o

1/6 1/2 0/8 0/4 0/2mol/ml

C/ EXTRACTION BT DOSAGE :

Tout en agitant verser 1 ml de plasma dans 5 ml de
mélange d'extraction. Aprés 10 mn de repos, on ajoute 3 ml d'heptane et
2 ml d'HQO. On mélange soigneusement et on effectue pendant quelgues

secondes un barbotage d'azote destiné & éliminer les acides volatils.

On laisse reposer de fagon & obtenir deux phases et
on préldve 3 ml de phase heptanoique supérieure. Ce prélévement est agité
avec 3 ml d'une dilution aqueuse & 1/2000 (en volume) d'acide sulfurique
dans le but d'éliminer les composés acides autres que les acides gras ;
aprés repos, on récupére la phase heptanoique qui peut &tre conservée

plusieurs jours & + 4° C.

Les ditférentes dilutions de la gamme étalon sont
traitées de la méme fagon, sur ! ml, en utilisant le solvant d'extraction

correspondant, on omet cependant le barbotage d'azote.

Le schéma du montage pour le dosage est décrit page

suivante.
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