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I- INTRODUCTION.

La bile occupe une position particuliére parmi les sécrétions
digestives. Elle est a la fois un suc digestif et un liquide d'excrétion.
Parmi les substances qui la constituent, deux conférent 3 cette sécrétion
son originalité : les pigments et les sels biliaires. A ces derniers, on
peut rattacher le cholestérol qui provient des mémes précurseurs et qui,
lui-méme, se situe sur la voie de passage de 1'acétate aux acides biliaires.

Pendant longtemps, le dosage du cholestérol a été colorimétrique
mais la chromatographie en phase gazeuse utilisée par CENCI et Coll. en
1964, modifiée selon la méthode de VANLERENBERGHE et CASSAIGNE en 1968, a
permis la détermination rapide et reproductible du cholestérol biliaire
dans la bile du rat ol les quantités sont remarquablement faibles.

Le cholestérol joue principalement le rdle de transporteur des
acides gras. Mais, autant il influence les fonctions endocriniennes et mé-
taboliques de 1'organisme, autant il est lui-méme influencé par les hormo-

nes et a travers elles ou non, par le systéme neuro-végétatif.

Dans un précédent travail (M. NGUYEN - 1973) de mise au point
de la technique de dosage nous avions constaté que les concentrations bi-
liaires de cholestérol chez la rate adulte &taient inférieures 3 celles
du mdle et qu'il en &tait de méme pour les quantités excrétées par unité

de temps.

Il nous est apparu nécessaire de poursuivre ces expériences
pour essayer de déterminer la cause de cette différence.

La premiére hypoth&se envisagée €tait celle d'une relation
entre 1'excrétion biliaire du cholestérol et le sexe. Ceci nous a conduit

-~

a étudier 1'élimination du cholestérol chez le mile et la femelle castrés.




Dans le cadre de cette méme hypothé&se, nous avons &tudié les
taux biliaires du cholestérol 3 différents Ages, tant chez le midle que
chez la femelle, afin de rechercher une éventuelle modification lors de
l'apparition de la maturité sexuelle.




I - RAPPEL SCHEMATIQUE DU

METABOLISME DU CHOLESTEROL.

Le cholestérol se présente dans 1l'organisme sous des états mul-
tiples. C'est le seul stérol absorbé par la muqueuse intestinale, mais sa
principale origine est sa synthése au sein méme de 1'organisme. Transformé
par le foie, €liminé dans la bile, il s'estérifie dans 1'organisme et joue
un rdle considérable dans la formation des sels biliaires.

Le métabolisme du cholestérol sous forme libre ou estérifide
est associé a celui des triglycérides et influencé par la présence des
phospholipides. Le cholestérol sanguin représente un équilibre dynamique

entre la synthese, 1'absorption, la mobilisation et 1'excrétion.

L'expérience de BLOCH et RITTENBERG en 1944, sur des
rats, met en évidence la formation de cholestérol i partir d'acétate de
sodium. L'injection intraveineuse d'acétate marqué par 14C dans son car-
boxyle et contenant du deutérium dans son groupement méthyle conduit 3
l'apparition rapide de cholestérol marqué dans le foie.

Le mécanisme de la biosynthése du cholestérol est main-
tenant 3 peu prés élucidé. Tous les carbones du cholestérol dérivent soit
du groupement méthyle, soit du groupement carboxyle de 1'acétate.

Celui-ci, ou plutdt 1'acétyl coenzyme A, provient du
métabolisme de tous les aliments.

- La premiére €tape de cette synth@se consiste en une activation de 1'acé-
tate par combinaison avec le CoA en présence d'A.T.P. et d'ions Mg. Au
contact de la g-cé&tothiolase, 1'acétyl CoA se transforme en acéto-acétyl
CoA, puis un enzyme condensant permet d'obtenir le g-hydroxy-g-méthyl
glutaryl CoA ou HMG CoA.

/’CHZ - COS CoA
CH, - C - OH
N
CH., - COOH

2




- La deuxiéme étape est la formation de 1'acide mévalonique

CH2 - CHZOH
CH3 - C - OH
N
CH2 - COOH

par la HMG CoA réductase. Cette &tape trés importante est la clé de la
synth&se du cholestérol car elle en régle la vitesse.

- Des enzymes solubles, utilisant 1'A.T.P., transforment 1'acide mévalonique
en acide pyrophosphomévalonique.
La décarboxylation de cet acide conduit ainsi & 1'isopentényl-pyrophosphate,
composé 3 5 carbones, existant sous deux formes isoméres :

3\

C CH, -0 ~P - P
2
CH3/ N’

- Des enzymes condensent 6 isopentényl-pyrophosphate en un composé 3 30
atomes de carbone : le squaléne

CH CH CH

3 |3 13
N G .

C CH CH C CH
2 2
CH3/ Nau” \CHZ/ N’ \CHZ/ N

2
CH//

C CH CH

HS\c CH s CH P
2 2 2
CH3/ Sy’ \CHZ/ New” \CHZ/ Ney”

Cette condensation s'opére en présence de donneurs d'hydrogéne et d'en-
zymes non oxydés.




Le squaléne est rapidement oxydé par la squaléne-oxydocyclase en présence
de TPNHZ. L'oxydation produit la fonction alcool que nous retrouvons dans
les stérols. Un remaniement des liaisons conduit a4 la cyclisation des 4

noyaux en une seule réaction en chaine. On obtient le lanostérol.

Les trois groupements méthyl perdus dans la transformation du
lanostérol en cholestérol sont oxydés par des enzymes nécessitant le
TPNH2 et 1'oxygéne moléculaire. On obtient le zymostérol.

HO

Par déshydrogénation et déplacement des doubles liaisons, le
zymostérol conduit au 7-déhydro-desmostérol, précurseur soit du desmosté-

rol, soit du 7-déhydro-cholestérol, eux-mémes précurseurs immédiats du




cholestérol. Ces deux derniers produits, existant sous forme de pools
complexes (MOBBERLEY - 1965), semblent prédominer dans des tissus diffé-
rents mais le foie posséde les enzymes capables de convertir ces subs-
tances stéroliques en cholestérol.

HO

Le cholestérol en nomenclature internationale est le cholest-
5-en 38-ol.  Cette dénomination montre la double liaison entre les carbones
5 et 6, la fonction hydroxyle en 3. placée en position B c'est-a-dire
précipitable par la digitonine. En outre, les noyaux A et B ont une
configuration trans-décalinique et 1'hydroxyle en 3 est en position
trans par rapport au groupement méthyle du carbone 13.

2- Métabolisme du cholestérol

Une fraction de cholestérol est stockée dans divers tissus
et une autre fraction est convertie en stéroides hormonaux, au niveau des
gonades et des surrénales. Une part trés importante de cholestérol exogéne
et endogéne est catabolisée dans le foie en dérivés hydrogénés et surtout
en acides biliaires qui passent dans la lumiére intestinale et sont réab-
sorbés par le systéme porte.

Dans la cellule intestinale, le cholestérol est transporté
au pdle sanguin et passe dans le sang ol se forment les chylomicrons. Une
partie de ce sang retourne au foie y ramenant ainsi une partie de cholesté-
rol, qui sera déversé par la bile dans la lumiére intestinale : c'est le
cycle entéro-hépatique du cholestérol.




3- Estérification du cholestérol

En 1955, FRIEDMAN et BYERS suggérent que le foie est la
source majeure des esters de cholestérol du plasma.

ROHEIN et al. en 1963, par des expériences de perfusion
de foie de rat, trouvent que celle-ci conduit 3 la sécrétion d'esters de
cholestérol nouvellement synthétisés dans les lipoprotéines de faible den-
sité, forme de transport essentiel du cholestérol sanguin.

SWELL et LAW (1964), GOODMAN et SHIRATORI (1964), injec-
tant respectivement du cholestérol et du mévalonate marqués, constatent
que la radioactivité spécifique initiale des esters de cholestérol est
plus €levée dans le foie que dans le plasma.

D'autre part, SUGANO et PORTMAN en 1964, rapportent des
résultats montrant des activités plus spécifiques dans le plasma que dans

le foie.

Ces données, apparemment contradictoires, sont conciliées

par les études de GIDEZ et al. (1965-1967) qui suggdrent que les esters de

cholestérol du plasma peuvent provenir d la fois du foie et du plasma. En
1965, leurs résultats montrent que les esters de cholestérol des lipopro-
téines de faible densité sont dérivés du foie et constituds surtout d'oléate
de cholestérol.

GOODMAN, DEYKIN et SHIRATORI en 1964, ont montré que
cette estérification apparaissait trés importante dans la fraction particu-
laire et se faisait avec un acide gras libre en présence d'A.T.P. et de
coenzyme A. Ces facteurs peuvent &tre remplacés par un ester d'acide gras-
CoA préformé comme 1'ont suggéré MUKHERJEE, KUNITAKE et ALFIN-SLATER (1958).
L'enzyme, une acide gras-CoA cholestérol acyl transférase, déploie une
grande activité pour la formation d'oléate de cholestérol, comparé aux
autres esters : palmitate, stéarate et linoléate de cholestérol.




RCOOH ----;\;'---- R-CO-S-CoA ---\---\—‘--- Cholestérol estérifié
CoASH Acyl CoA Co

Mais un autre systéme d'estérification du cholestérol
existe dans le foie de rat. AKIYAMA, MINARI, SAKAGAMI, en 1967, montrent
que la fraction soluble cellulaire contient un enzyme qui peut &tre étroi-
tement relié 3 la synthése des esters de cholestérol du plasma. Le méca-
nisme d'estérification ne nécessite pas d'addition d'A.T.P. ni de CoA. Le
cholestérol estérifié du plasma est produit par un transfert d'acides gras
de la position B des lécithines du plasma sur le cholestérol libre.

SWELL et LAW (1968) suggérent que le systéme soluble
peut &tre impliqué dans la synth&se des esters de cholestérol des lipo-
protéines de haute densité qui sont principalement polyinsaturds et que
les esters du sérum proviennent du foie par un processus hautement sélec-
tif,

Ainsi la composition des esters de cholestérol chez le
rat montre une grande h&térogénéité. L'oléate de cholestérol reste 1l'ester
le plus important du foie bien que des variations de régime peuvent modi-
fier les concentrations.

GOODMAN en 1965, note que dans des conditions de régime
normal, le foie de rat contient 2 3 3 mg de cholestérol par gramme de tissu,
avec 80 p. 100 de stérol libre.

Dans la bile, le cholestérol sous forme estérifiée est
beaucoup moins abondant et estimé i quelques pour cent, la quantification
précise n'ayant pas &té réalisée jusqu'ici.

Dans le sang, la majeure partie du cholestérol est esté-
rifi€e mais dans une proportion variable avec 1'espéce animale. La forme
estérifiée représente environ 80 p. 100 du cholestérol total chez 1'homme
et chez le rat.




4- Cholestérol sanguin et _cholestérol biliaire
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Depuis longtemps, BYERS et FRIEDMAN (1950) se sont inté-
ressés 3 la cause de 1'hypercholestérolémie survenant trés rapidement apres
obstruction des voies biliaires. Leurs &tudes (1952-1953) ont d'abord indi-
qué qu'elle n'était pas dfie 3 une incapacité du foie & excréter le choles-
térol dans la bile ni 3 une modification dans la vitesse de synthé&se du
cholestérol occasionnée par 1l'obstruction biliaire elle-méme. D'autres tra-
vaux (FRIEDMAN et BYERS - 1952) ont montré que 1'accumulation excessive de
cholate dans le plasma était probablement responsable de 1'augmentation du

cholestérol.

Avec la découverte des propriétés hypercholestérolémiantes
des phospholipides et leur augmentation dans le sang aprés obstruction bi-
liaire, ces mémes auteurs (FRIEDMAN et BYERS - 1956-1957) trouvaient une
augmentation de phospholipides dans le plasma chez le rat normal ayant regu
du cholate de sodium.

Dans une autre série d'expériences d'obstruction biliaire,
FRIEDMAN et BYERS (1957) constataient que 1'augmentation des phospholipides
du plasma précédait celle du cholestérol et que 1'augmentation de ce dernier
apparaissait &tre plus directement liée 3 1'excé&s de phospholipides qu'a
1'excés de cholate.

Néanmoins, par anastomose du conduit biliaire 3 la veine
cave inférieure, ils remarquent que 1'hyperphospholipidémie survient encore,
mais est moins importante que celle se produisant aprés obstruction biliaire
par contre, 1l'augmentation de cholate reste la méme dans les deux cas.

Quoique 1'augmentation du cholate dans le plasma apres
obstruction biliaire précéde et est principalement responsable de 1'augmen-
tation des phospholipides, 1'augmentation de ces derniers dans le plasma
est en partie causée par l'obstruction biliaire elle-méme.

-
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IIT- MATERTIEL ET METHODE
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1- Matériel

Toutes nos expériences ont été menées sur rats WISTAR CF,
élevés au Laboratoire, & partir de géniteurs provenant du C.N.R.S. Les ani-
maux vivent dans une animalerie oll la température est maintenue a 20°C :
ils disposent d'eau 3 volonté et d'une nourriture sous forme de croquettes
U.A.R. (variété : rats élevage).

-~

Les animaux sont utilisés sans mise & jeun préalable.
L'anesthésie est réalisée par injection intra-péritonéale de mébubarbital
(nembutal vétérinaire) 3 raison de 40 mg/kg. Elle est obtenue en 15 minutes
environ ; 1'animal est alors placé en décubitus dorsal sur une table dont

-

le chauffage est réglé de facon & maintenir la température rectale du rat

a 39°C.

Une laparotomie permet d'aborder le hile du foie. Le
cholédoque est cathétérisé au moven d'un tube en plastique de diametre
extérieur d'environ 1 mm. La bile est collectée pendant 3 heures 30 en
7 échantillons de 30 minutes. Le rat ne possédant pas de vésicule biliaire,
la bile recueillie est donc une bile hépatique dont on ne sait si elle |
subit des modifications au niveau de l'arbre excréteur canaliculaire,

La bile est une solution complexe, isotonique au plasma.,
¢
Sa composition est tr@s variable avec l'espéce mais on y trouve toujours
les mémes constituants. Chez le rat, on trouvera :

- de 1'eau : plus de 95 p. 100 + _

des é€lectrolytes, dont les principaux sont Na® , K,Cl, CO3H
de la bilirubine

des sels et acides biliaires

du cholestérol, presque entiérement sous forme libre

des acides gras, des acides aminés, des sucres en petite quantité.

e

i
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Les techniques particuliéres (castration, etc...) seront
précisées avec 1'étude des résultats correspondants.

En raison du grand nombre de ces constituants et de la
faible concentration biliaire du cholestérol, il est nécessaire de prati-
quer une extraction préalable au dosage du cholestérol. En effet, 1'injec~
tion directe de la bile dans le chromatographe ne permet pas de détecter le
stérol.

Le dosage du cholestérol biliaire se fait par chromato-
graphie en phase gazeuse aprés extraction du cholestérol. Cette extraction
doit étre compléte et spécifique car 1l'injection directe de la bile dans
le chromatographe ne permet pas d'identifier le cholestérol en raison de
sa trop faible concentration.

L'étude de la technique du dosage ayant fait 1'objet du
Dipldme d'Etudes Approfondies que nous avons présenté en 1973, nous n'avons
repris ci-dessous que les éléments de base caractérisant la méthode.

Les documents justificatifs principaux sont donnés dans
1'Annexe 1.

a) modalités d'extraction

A la différence des acides biliaires, le choles-
térol n'est pas soluble dans 1l'eau. Son extraction & partir de la bile se
fait par un mélange d'éther-acétone.

A 100 ul de bile sont ajoutés : un volume v (60 a
200 ul) d'une solution dans 1'acétone d'acétate de cholestérol a 200 mg/1,
puis 2 3 3 gouttes d'acétone et 1,5 ml d'éther éthylique. Aprés agitation
puis repos de quelques minutes, la phase éthérée renfermant le cholestérol
est extraite. Cette opération est répétée trois fois afin que tout le cho-
lestérol passe dans la phase supérieure. Celles-ci sont ensuite réunies et
évaporées jusqu'a siccité.

Le résidu sec est repris par 2 8 3 gouttes d'acé-
tone et injecté dans le chromatographe.
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b) chromatographie en phase gazeuse

L'appareil est un chromatographe PACKARD, série 7400,
dont 1'injecteur, la colonne et le détecteur peuvent &tre réglés a des tem-
pératures différentes.

L'écgantillon injecté se vaporise rapidement dans la
zone d'injection réglée & 270 et est balayé a travers la colomnne par de
1'azote R dont le débit est de 45 ml par minute.

La colonne employée est en verre. Elle mesure 1 m 50
et a un diamétre intérieur de 3 mm. Elle contient du Chromosorb W 8Q/100 mesh,
lavé a 1'acide et imprégné & 10 p. 100 de SE 52. On travaille en isothermie
a 235° ce qui donne un temps de rétention satisfaisant de 10 3 15 minutes et
une bonne séparation des pics du cholestérol et de 1'étalon interne.

Le détecteur est 3 ionisation de flamme, celle-ci
étant produite par un mélange d'hydrogéne dont le flux est réglé entre 25
et 30 ml par minute, et d'air dont le débit est de 200 & 225 ml par minute.
Le détecteur est chauffé 3 260°.

L'étalon interne utilisé est de 1'acétate de choles-
térol préparé au Laboratoire.

3- Validité de la méthode

Nous avons antérieurement vérifié la reproductibilité et
la précision de cette méthode de dosage (NGUYEN - 1973) et nous ne rappel-
lerons ici que les éléments nous paraissant les plus importants.

a) recherches sur des solutions de cholestérol pur

Pour une méme solution contenant du cholestérol et
de 1'acétate de cholestérol, on observe que les deux pics sont bien isolés
(figures -1- et -2-) et que le rapport de leurs surfaces est constant a
environ ~ 1 p. 100 (.).

Par ailleurs, il existe entre le rapport des surfaces
et le rapport des masses cholestérol/acétate de cholestérol, une relation
linéaire avec un coefficient de corrélation trés élevé (r = 0,99).

(.) - Toutes les figures sont données en Annexe.
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L'ordonnée a 1'origine de la droite de régression ne différe pas significa-
tivement de 0 et la relation entre les rapports des surfaces et des masses
est donc du type y = ax.

Toutefois, a dépend de la colonne utilisée (figure

-3-), ce qui oblige 3 un étalonnage complet avant utilisation et injection
systématique d'un témoin lors de chaque série de dosage.

b) recherches sur la bile

Le produit d'extraction ne montre que du cholesté-
rol et de 1'acétate de cholestérol (figure -4-) mais tout le cholestérol a
été extrait puisque des extractions ultérieures n'en contiennent plus
(figure -5-).

Nous avons également montré qu'il n'existait pas
de différence significative entre les résultats obtenus soit par deux déter-

minations provenant d'une méme extraction, soit par deux extractions a
partir d'une méme bile.
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Pour rendre notre travail plus facile & consulter, nous avons

reporté en Annexes II, tous les documents ayant servi 4 L'exposé : tableaux

des valeurs individuelles mesurées avec calcul de la moyenne, de 1'écqrt—

type de la distribution et de la moyenne, et figures représentant lLes
valeurs moyennes. '

En Annexes III, sont fournis les justificatifs concermant la
discussion.
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L'étude a été conduite chez 29 rats d'environ 250 grammes dont
la moyenne d'4ge est de trois mois et 21 rates de méme poids dont la moyenne
d'age est de quatre mois et demi. Nous avons choisi dans cette premiére
expérimentation des animaux de poids égaux car la quasi-totalité des expé-

riences sur la cholérése se fait sur des adultes d'environ 250 grammes.

A- DEBIT BILIAIRE

Ce débit est trés constant pendant toute la durée de

1'expérience dans cette espéce et on trouve chez le mile (poids moyen :
251 grammes) une valeur moyenne de 479 : 17, 2u1/30 min. pour le premier
€chantillon, de 408 z 12,4 pour le dernier (.).

Chez la femelle (poids moyen : 246 grammes), les va-
leurs correspondantes sont de 434 z 20,3 et de 384 z 16,5.

Le calcul de ¢t montre qu'il n'existe de différence
significative entre ces différentes valeurs que dans la comparaison entre
les volumes du ler et du 7eme échantillon chez le mile.

ler et 7eme échantillon mile t 3,35

1,94
seuil de signification pour t Eig gg%% : %’83 Eg
1,71
1,22

(48 dd1) # 2,01 (p

ler et 7eme échantillon femelle t
0,05) miles
0,05) femelles

mile - femelle, ler échantillon t

mile - femelle, 7eme échantillon t

seuil de signification pour t 0,05).

B- CONCENTRATIONS DU CHOLESTEROL BILIAIRE

Chez le mi3le, la concentration biliaire du cholestérol

diminue du premier au cinquiéme &chantillon et s'éléve ensuite légérement
mais reste toujours inférieure au taux de départ. On passe du ler au 7eme
échantillon, de 17,32 z 0,88 mg/100 m1 a 13,29 : 0,66 mg/100 ml, soit une
diminution de 23,27 p. 100.

(.) - Ecart-type de la moyenne.
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Chez la femelle, on note une diminution continue des
concentrations du début 3 la fin de 1'expérience avec 13,03 : 0,66 mg/

100 ml dans le premier échantillon et 8,41 z 0,59 dans le dernier, soit

une différence de 35,46 p. 100.

On observe donc :

a) des concentrations plus faibles chez la femelle pour des échantillons
de méme chronologie, la différence &tant de 24,77 p. 100 en début d'ex-
périence et de 36,72 p. 100 dans le 7eme échantillon.

b) une décroissance beaucoup plus rapide des taux biliaires du cholestérol
chez la femelle que chez le mile.

L'examen des tableaux -I- et ~II- montre toutefois des
différences individuelles importantes avec quelquefois pour le premier
€chantillon, des valeurs basses chez le mile (G 3394 : 8,74) ou des va-
leurs €levées chez la femelle (G 3397 : 21,28) ou une diminution faible
chez la femelle (G 4256 : 11,03 p. 100).

Le calcul de t a &té effectué pour comparer les €chantil-

lons de méme chronologie :

_________________________________________________________________ 4
N°® &échantillon T Moyenne mile Moyenne femelle | t
________________ Bt e EET LRI BRI

1 17,32 13,03 3,62
""""" 2 | ez | 1ze | 2,0
""""" 5--"""""IEZEQ"""'"'_"EEZBZ"""'I—"'EZ§$""’_'
""""" s | wn | 1,0 | s4
- s | 1s,00 | 95z I

+ e | s | em | 4,50 |
T T s | e I

Tableau -I1II- Comparaison des concentrations biliaires du
cholestérol (mg/100 ml) chez le midle et chez
la femelle de 250 grammes.
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Les différences observées sur les valeurs moyennes sont
donc toujours significatives, le seuil de ¢ étant de 2,01 pour p = 0,05.
On retrouve donc les constatations préliminaires faites sur des séries
plus courtes (M. NGUYEN - 1973).

C- DEBIT DU CHOLESTEROL BILIAIRE
Les débits reflétent simultanément les différences obser-

vées sur la phase liquide et sur les concentrations du cholestérol. Les
constatations sont donc trés superposables & celles concernant les concen-
trations du stérol.

L'excrétion de cholestérol pendant les 210 minutes de
1l'expérience est plus importante chez le mile que chez la femelle : 467,07

ug contre 310,22, soit une différence de 34 p. 100 ( M M E ).

Dans les deux sexes, l'excrétion du cholestérol diminue
du début & la fin de 1l'expérience, passant chez le mile de 82,84 1ig/30 mi-
nutes a 53,62, soit une diminution de 35 p. 100, et chez la femelle de
55,62 a 31,82 avec une diminution de 43 p. 100.

La comparaison des échantillons de méme chronologie
montre que les différences observées sur les valeurs moyennes sont tou-
jours significatives (seuil de ¢ pour p = 0,05 # 2,01).

FN° échantillon | Moyenne mile | Moyenne femelle t

] Teee | e | 3,76
2 | e [ s | 5,40 |
_______ s T e T e ] s ]
________ Z"'-_""-"'EEZEZ"_—_';'-_"'_Z§:§§"___'-—__'—_EZJQ_-_'_*
s [ so42 | 39,7 | 4,28 |
"""""" 6 | s | 36,2 | s,
T 7 T Tse | si,82 | 5,40 |

Tableau -IV- Comparaison des débits biliaires de cholestérol
(ug/30 minutes) chez le mdle et chez la femelle
de 250 grammes.
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II- EFFETS DE LA CASTRATION CHEZ LE MALE

- —— — " —— T — " " B T T D A A oy s S U S P S Sk (ke e s e B v B o W

(Tableau -V- et figure -7- en Annexes II)

La série expérimentale comprend 12 animaux. Ils sont castrés
d 1'age de 2 mois, leur poids moyen &tant alors de 178 grammes. La col-
lecte de 1la bile se fait un mois plus tard, selon la technique habituelle.
Pendant ce laps de temps, le gain de poids est en moyenne de 55 grammes.

La castration se fait sous anesthésie générale. Une incision
abdominale basse permet d'aborder les testicules. On ligature les défé-
rents et on retire les deux testicules et une partie des déférents.

A- DEBITS BILIAIRES
Les débits biliaires sont légérement inférieurs a ceux
observés chez les témoins passant du début 3 la fin de 1'expérience de
424 a 372 ul par 30 minutes. La différence de 1'ordre de 10 a 20 p. 100
est significative dans 5 échantillons sur les 7 recueillis.

N° &chantillon Males Castrés t

R a9 | 28 | 1,86N8 |
T 2 | w7 | 379 | 2,05
________ s | ass | w6 | 325
________ s | a0 | se | sz
________ s | s | a0 | 2,55 |
_______ 6 | e | s | 317
I N N O

Tableau -VI- Comparaison des débits biliaires
chez le mdle et chez le castré
(#1/30 minutes).
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CONCENTRATIONS DU CHOLESTEROL BILIAIRE

Les concentrations biliaires du cholestérol sont beau-
coup plus &levées chez les castrés que chez les témoins passant de 30,90
z 3,14 3 22,89 z 2,17 mg/100 ml du ler au 7eme &échantillon. Les différen-
ces observées qui sont de l'ordre de 75 p. 100 en plus sont toujours signi-
ficatives. I1 existe également une diminution des concentrations avec le
temps, du méme ordre de grandeur que chez les témoins (26 p. 100 au lieu

de 23).

.t (- o

__________________
__________________
_________________
_________________
__________________
___________________

o oo - — - — o o -

- ——— — -

oo s e e s e e e e e o e ed

betr e e et oo e e e e o ]
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Tableau -VII-
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Concentrations du cholestérol (mg/100 ml)

Comparaison entre témoins et castrés.

C- DEBIT BILIAIRE DU CHOLESTEROL

L'augmentation des concentrations compense trés largement
le faible écart entre les volumes émis et on obtient des excrétions de
cholestérol comprises entre 127,06 : 10,50 et 84,31 1“7,44 ug/30 minutes.
Les différences observées sont toutes significatives.
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III- EFFETS DE LA CASTRATION CHEZ LA FEMELLE
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(Tableau -IX- et figure -8- en Amnexes II)

La série comprend 13 animaux que l'on castre lorsque leur
poids est d'environ 220 grammes. Ils ont alors entre 9 et 11 mois. Comme
pour les miles, la collecte de la bile se fait un mois plus tard, les
animaux ayant alors grossi en moyenne de 32 grammes.

La castration est faite sous anesthésie générale par laparo-
tomie médiane selon la technique habituelle.

A- DEBITS BILIAIRES
Les débits biliaires sont légérement inférieurs (15 a

20 p. 100) 3 ceux observés chez les témoins passant de 367 ! 19,16 &
340 2 14,04 ul/30 minutes. La différence est significative dans 5 &chan-
tillons sur 7.

N° &chantillon Témoins Castrées t

B 36 | 67 | 2,05 |
. a0 | sz | 3,5 |
-------- s | s | s | 3,34 |
________ s | e | sas | see
s s | 62 | 2,68 |
- s | a3 | 356 | 1,088 |
i::::i::f:"— ES B ] e as |

Tableau -X- Comparaison des débits biliaires chez
la femelle et chez la femelle castrée
(u1/30 minutes).
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B- CONCENTRATIONS DU CHOLESTEROL BILIAIRE
La castration chez la femelle entraine une augmentation

des concentrations du cholestérol dans la bile variant entre 10 et 45 p.
100. Les différences observées sont significatives pour 5 des 7 échantil-

lons recueillis. Il est en outre @ noter que les valeurs moyennes obtenues

chez les femelles castrées sont tré&s voisines de celles des miles normaux.

N° &chantillon Témoins Castrées t
T s | 16,09 |z
2 e | 5,08 | 1,73 1
- s | 1,00 | 15,20 | 2,31 |
''''''' s | o0 | 1z,27 | 1,09ms
s | o5z | izes | 2,82 |
6 | o | e | oze |
T T e | e [ s

Tableau -XI- Comparaison des concentrations du
cholestérol (mg/100ml) entre femelles
témoins et femelles castrées.

C- DEBIT DU CHOLESTEROL
Le débit du cholestérol est peu différent chez la

femelle castrée de ce qu'il est chez la femelle normale. Ceci est di
au fait que les augmentations de concentration sont pratiquement neu-
tralisées par la diminution de la phase liquide. Il n'existe une aug-
mentation significative du débit de cholestérol que dans le 7eme
€chantillon de la série castrée.
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Témoins Castrées t
_____________ IS NP
55,62 61,59 1,09
[ so,78 | 49,05 | 0,3 |
a8, | 19,85 | 0,26
B 45,75 | 0,52
39,78 | 46,15 | 1,44
L"'EBIEB """" 3,87 | 1,71
3182 | 1,00 | 2,27 |

Tableau -XII- Comparaison des débits du cholestérol

(#1/30 minutes) entre femelles témoins
et femelles castrées.
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IV- ELIMINATION BILIAIRE DU CHOLESTEROL EN FONCTION DU__POIDS
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(Tableaux -XIII-, -XIV-, -XV-, -I- pour les miles
Tableaux -XVI-, -XVII-, -XVIII-, -II- pour les femelles
Pigures -9- et -10- en Annexes II)

Cette recherche a été réalisée chez des miles et des femelles
du cours de la croissance pondérale. Pour chaque sexe, trois séries de 10
animaux ont été utilisées, avec des poids moyens de 100, 150 et 200 gram-
mes. Les séries 250 grammes sont constituées par les rats ayant servi a

la comparaison mdles-femelles.

A- ETUDE CHEZ LE MALE

Débit de bile

Au fur et 3 mesure que l'animal grandit, le débit de bile
augmente passant en valeurs moyennes (ul/minute sur 1'ensemble des 210
minutes) de 7,16 pour les rats de 105 grammes, a 11,30 pour ceux de 153
grammes, 4 13,36 pour 204,5 grammes et 15,06 pour ceux de 250 grammes.

Cette notion est classique et on sait qu'il n'existe pas de
relation simple entre la cholérése et le poids de 1'animal ou de son

foie.

Concentration du cholestérol biliaqire

Ces concentrations sont beaucoup plus élevées chez les ani-
maux jeunes que chez les adultes. Pour les rats de 100 grammes on obtient
des concentrations moyennes supérieures a3 29 mg/100 ml dans tous les
échantillons c'est-3-dire approximativement doubles de ce qui est mesuré
chez les animaux de 250 grammes.

I1 est &galement 3 noter que chez les rats de 100 grammes, la
variation de concentration entre le premier et le dernier &chantillon est
trés faible, de quelques pour cent seulement.

Les rats de 150 grammes présentent €galement une concentration
plus élevée que chez les rats plus 8gés mais ici la différence n'est que
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de 1'ordre de 40 3 50 p. 100. Par contre, la décroissance en fonction du
temps est trés superposable 3 celle observée chez les adultes.

Enfin les rats de 200 et de 250 grammes ont des concentrations
biliaires de cholestérol tr&s voisines, passant de 19,83 : 1,28 a 13,84 :
1,52 mg/100 ml pour les premiers (valeurs moyennes et écarts-type de la
distribution des échantillons 1 et 7) et de 17,32 & 0,88 2 13,29 % 0,66
pour les seconds.

Débit du cholestérol

I1 apparait que les variations en sens inverse de la concen-
tration en cholestérol et du volume biliaire se compensent trés étroite-
ment et que les débits de cholestérol sont trés semblables quel que soit
le poids de 1'animal.

e e e
Poids moyen du rat Cholestérol
en grammes (environ) ug/210 mn
100 459,88
150 497,65
200 452,42
250 467,07

Tableau -XIX- Débit total du cholestérol en
210 minutes chez les miles.

La valeur moyenne de 1'excrétion biliaire de cholestérol
est donc de 469,26 ug/210 minutes soit 2,23 ug/minute chez le rat mile.

B- ETUDE CHEZ LA FEMELLE

Débit de bile

On retrouve 1'augmentation du débit biliaire avec le poids
de 1'animal et on constate que pour les valeurs moyennes calculées sur
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1'ensemble des 210 minutes, ce débit est 1égérement inférieur d celui des

miles, sauf pour les animaux de 100 grammes.

Poids du rat Débit biliaire
en grammes ul /min
105 ' 7,73
148 9,44
194 11,44
246 13,80
e e

Tableau -XX- Débit de bile chez les femelles

Conecentration du cholestérol biliaire

Les constatations expérimentales sont tout a fait superpo-
sables 3 ce qui a été observé chez le mile. On notera en particulier
que chez les animaux de 100 grammes, les valeurs moyennes sont de 50
a 100 p. 100 supérieures 3 celles des échantillons de chronologie
correspondante provenant des animaux de 250 grammes. La différence est
donc encore plus nette que chez le mile.

De méme, les concentrations biliaires du cholestérol sont
pratiquement identiques pour les rates de 200 et 250 grammes, d savoir
13,84 ¥ 0,84 et 7,45 ¥ 0,69 pour les premisres 13,03 > 0,66 et 8,41 =
0,59 mg/100 ml, pour les secondes (valeurs des &échantillons 1 et 7).

Débit de cholestérol

Contrairement 3 ce qui a été observé chez les miles, le
débit du cholestsrol subit avec 1'Age une importante réduction.




-28-

= e e — o= mm e m s mm e mm oo
Poids moyen des rates Cholestérol
en grammes (environ) ug/210 mn
100 462,20
150 315,05
200 244,23
250 310,22

Tableau -XXI- Débit total du cholestérol en

210 minutes chez les femelles.

I1 nous semble que 1'on puisse séparer les animaux en deux

groupes :

a) celui comprenant les jeunes de 100 grammes, 8gés en moyenne de 2
mois : le débit de cholestérol est alors identique a celui des
males.

b) celui comprenant les animaux de 150 3 250 grammes, 4gés en moyenne
de 3 mois et plus : le débit de cholestérol est en moyenne de
289,83u1/210 minutes, soit 1,38 ul/minute. Cette valeur est infé-
rieure de 38 p. 100 & celle obtenue chez le mile.




DISCUSSION.
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A- LES EFFETS DE LA CASTRATION
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Les résultats expérimentaux que nous rapportons ci-dessus
mettent en évidence une différence importante des concentrations du choles-
térol biliaire libre chez le mile et la femelle.

Nous avions initialement pensé que la castration dans les
deux sexes devait amener 3 une suppression de cette différence en créant un
état intermédiaire analogue au ''chapon''. Or, il n'en est rien et tant chez
le mile que chez la femelle, la castration entraine une augmentation des
concentrations du cholestérol biliaire. En ce qui concerne le débit total
du cholestérol, 1'augmentation n'est observée que chez le mile. Cet effet
peut s'expliquer selon nous de trois fagons différentes qui ne sont pas
contradictoires.

La premidre hypothése est 1'intervention directe, comme
facteur inhibiteur dans la synth&se du cholestérol, des hormones sexuelles.
I1 pourrait s'agir d'une inhibition vraie par action sur un systéme enzy-
matique intervenant dans la biosynthése du cholestérol ou d'un phénoméne
de compétition, cholestérol et oestrog€nes pouvant tous deux &tre formés
3 partir des acétates (HEARD - 1954).

La seconde hypothése est celle de 1'absence de transfor-
mation d'une partie du cholestérol synthétisé par le foie en hormones
sexuelles. On sait en effet que 1'ovaire humain peut former de 1l'oestrone
3 partir du cholestérol (RYAN - 1961).

La troisiéme hypothése est celle d'un contrble de la
formation hépatique du cholestérol par certaines stimulines hypophysaires
F.S.H. et L.H. ou leurs releasing factors (F.S.H. - R.F. et L.H. - R.F.).
En effet, aprds ablation des gonades, le rétrocontrole de la sécrétion
des gonadotrophines n'existe plus et leur taux augmente dans le sang cir-
culant.
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Nous nous proposons de poursuivre cette €tude en cherchant 3

préciser le mode d'action de la castration. Pour celd nous pensons 2

faire les recherches suivantes :

- action des hormones miles et femelles sur 1l'excrétion biliaire du choles-
térol. Chez 1'animal normal, des doses suffisantes d'hormones génitales
doivent bloquer les gonadostimulines et la sécrétion des testicules et
des ovaires.

- action chez le castré et chez 1'animal normal des stimulines hypophysai-
res ou de leurs releasing factors.

- effets de 1l'ablation de 1'hypophyse ou de la coagulation de 1'hypothala-
mus en stéréotaxie chez des animaux dont 1'insuffisance génitale serait

compensée par des injections d'hormones sexuelles.

B- LES__DIFFERENCES ENTRE _SEXES__DANS__L'ELIMINATION

- o — ——— - — ————— a -

1- Le probléme des concentrations

La premiére hypothése est celle d'une différence
liée au sexe donc aux sécrétions hormonales. Cependant les effets '"inhi-
biteurs' des hormones sexuelles sont moins marqués chez la femelle que
chez le mile, puisque la castration a moins d'action chez la femelle que
chez le midle, ce qui, pour le moins, n'est pas un élément en faveur de
cette hypothése. On notera toutefois que 1'oxydation du cholestérol par
les mitochondries hépatiques de la femelle est plus importante que par
les mitochondries du mdle (KRITCHEVSKY - 1961).

La seconde hypoth&se nous parait plus vraisem-
blable et correspond 3 une influence de 1'age sur l'excrétion biliaire
du cholestérol.

Notre &tude montre en effet qu'au fur et @ mesure
de la croissance pondérale de 1'animal, on observe une diminution impor-
tante, au moins entre 100 et 200 grammes de poids corporel, des concen-
trations biliaires du cholestérol.

De plus, on note que la croissance pondérale des
femelles eStbeaacoup plus lente que celle des mdles et que selon le sexe,

des animaux de méme poids ont des dges différents.
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Poids des animaux Age en jours
miles femelles
100 45 58
150 62 87
200 79 100
250 95 143

Tableau -XXII- Correspondances Age/Poids chez le mile
et la femelle.

Si 1'on ne tient pas compte des sexes et que
1'on établit un graphique Age/Concentration du cholestérol biliaire
(figure -11-) pour des échantillons de méme chronologie, on constate
que pratiquement les concentrations diminuent réguliérement avec le
vieillissement.

I1 nous semble donc que la différence entre sexe
dans la concentration biliaire du cholestérol relé&ve beaucoup plus de
1'age des animaux utilisés que de la sécrétion hormonale.

Quelques dosages de cholestérol sanguin
(tableau -XXIII-) ont été réalisés et ont permis de constater 1l'existence
de variations minimes avec 1'dge chez la femelle, et plus marquées chez
le mdle. Mais dans les deux cas, il s'agit d'une augmentation progressive
du taux, ce qui confirme les données initiales de BYERS et FRIEDMANN (1957)
constatant 1'indépendance des cholestérols biliaire et sanguin.

2- Le probléme des débits biliaires du cholestérol

Lorsque 1l'on étudie les débits de cholestérol et
non plus les concentrations, on aboutit & des conclusions trés différentes
si 1'on tient compte de 1l'aptitude 2 la reproduction. On considére généra-
lement que les femelles sont aptes a8 la reproduction a partir de 3 mois,
ce qul correspond sensiblement a des animaux de 150 grammes. Nos consta-
tations montrent que c'est 3 partir de ce moment que les débits de choles-

térol diminuent nettement alors que les jeunes femelles de 100 grammes ont
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un comportement identique @ celui des miles de tous ages (tableaux -XIX-
et XXI- pages 26 et 28). On pourrait donc &voquer chez la femelle une
inhibition de la formation totale du cholestérol lors de la mise en acti-
vité des gonades, mais on rappellera que la castration entraine une aug-
mentation négligeable du débit du cholestérol chez la femelle (337 ng/
210 minutes au lieu de 310) alors que son action est trés marquée chez

le male (707 au lieu de 467 ug/210 minutes).

Cette divergence entre les résultats obtenus en
concentrations et ceux observés en débits ne sont pas spécifiques au
cholestérol. C'est ainsi que 1l'hypothermie ne modifie pas les concentra-
tions biliaires des ions ou des sels biliaires mais en diminue 1'excré-
tion par réduction de la phase liquide (N. BAR - 1962, R. GUISLAIN -
1966) . Vis-d-vis de la brome sulfone phtaléine, le cyanure de potassium
et le 2-4-dinitrophénol ont le méme effet alors que l'acide monoiodacé-
tique et la phloridzine réduisent 3 la fois les concentrations et donc
les débits avant que la phase liquide ne soit perturbée.

Dans 1'état actuel de nos connaissances, on ignore
s'il faut discuter d'une modification du fonctionnement hépatique en fonc-
tion des concentrations ou des débits et ce, quel que soit le composant
biliaire exploré. Ceci nous a conduit 2 exposer les faits expérimentaux
observés et d envisager les directions ultérieures de travail en tenant
compte tant des concentrations que des débits de cholestérol.
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RESUME

— O e e 2

I1 existe une différence importante entre le mile et la femelle adultes
dans 1'excrétion biliaire du cholestérol tant en ce qui concerne les
concentrations que les débits.

Chez le mile, la castration entraine une augmentation des concentrations

"biliaires du cholestérol beaucoup plus importante que chez la femelle.

La castration a peu ou pas d'action sur les quantités de cholestérol
excrétées en 210 minutes chez la femelle et & 1'opposé augmente consi-
dérablement cette élimination chez le mile.

Les concentrations biliaires de cholestérol diminuent avec la croissance
pondérale des animaux tant chez le mile que chez la femelle. Si 1l'on
tient compte de 1'4ge et non plus du poids, on supprime pratiquement

les différences liées au sexe et on observe que pour 1'ensemble miles

et femelles, les concentrations diminuent avec 1'dge des animaux.

Les débits biliaires du cholestérol sont chez le mile indépendants de
1'4ge et du poids alors que chez la femelle 1'4dge correspondant a2 1'ap-
titude 2 la reproduction coincide avec une diminution importante de ce
débit.

Dans 1'état actuel de nos recherches, on peut envisager que les résul-
tats obtenus s'expliquent soit par une action directe des hormones
génitales, soit par 1'intermédiaire des gonadostimulines ou de leurs

releasing Factors. Cependatit;—il ne nous parait pas que les variations

observées au niveau des concentrations et 4 celui du débit, relévent
d'un unique mécanisme.
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Méthode de dosage du cholestérol biliaire.

Figures -1- et -2- : Chromatographie d'une solution de
cholestérol pur.

Figure -3~ : Influence de la colonne sur la droite
de régression y = ax, entre le rapport
des masses et celui des surfaces.

Figure -4- : Chromatographie d'un extrait de bile de
rat.
Eloure ~5- : Passage sur colonne d'une 4eme extrait

de bile de rat.
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Tableaux -I- Males 250 grammes.
-11- Femelles 250 grammes.
-V~ Effets de la castration chez le mile.
-IX- Effets de la castration chez la femelle.

-XIII- Males 100 grammes.
-XIV- Males 150 grammes.
-XV- Miles 200 grammes.
-XVI~ Femelles 100 grammes.
-XVII- Femelles 150 grammes.
-XVIII- Femelles 200 grammes.

Figures ~6- Males et femelles 250 grammes.
-7~ Effets de la castration chez le mile.
-8~ Effets de la castration chez la femelle.
-9~ Influence du poids sur 1'élimination biliaire

du cholestérol chez les miles.

=10~ Influence du poids sur 1'élimination biliaire
du cholestérol chez les femelles.
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+{CHOLESTEROL pg'/30 min figure. 6
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figure 7
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' 1 CHOLESTEROL pg /30 min figure 8
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1004,CHOLE§TEROL _pg/SOmin figure 9

90} \ | males: influence du poids
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3oL CHOLESTEROL llg‘/30min figure 10
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DISCUSSION
Technique de dosage du cholestérol sanguin.

Tableau -XXIII-: Taux sanguins du cholestérol en fonction
de 1'age.

Figure =11= : Concentrations du cholestérol biliaire en
fonction de 1'dge.
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DOSAGE DU CHOLESTEROL SANGUIN.

B T — T - e P Y — o L L — =L T - Ll L k]

—— o - oe 2P o e

Le cholestérol sanguin a été dosé en utilisant les coffrets
"cholemeter' et ''cholemeter estérifié' de BIOTROL.

Le sang est prélevé directement dans l'aorte de 1'animal sous
anesthésie générale. Il est recueilli sans anticoagulant et les détermi-
nations se font sur le sérum.

La méthode utilisée dérive de celle de LIEBERMANN et BURCHARD
(1885~-1889) . La modification consiste 3 n'utiliser que deux réactifs :

- le réactif "cholemeter'" constitué par de l'acide
2-5 diméthyl-benzéne-sulfonique dans un mélange
anhydride acétique-acide acé&tique

- 1'acide sulfurique concentré

et un agent précipitant pour le cholestérol libre, la

digitonine.

a) cholestérol total

3 millilitres de réactif ''cholemeter' sont additionnés

da 100 pl de sérum. Le mélange est laissé au repos pendant quelques mi-
nutes, puis 0,5 ml d'acide sulfurique pur sont ajoutés. Le cholestérol
développe alors une coloration bleue dont 1l'intensité est lue au spec-
trophotométre 3 580 nm contre un témoin blanc.

La quantité de cholestérol total présente dans le
sérum est déterminée par rapport 3 une solution &talon de cholestérol
d 2 g/litre dans l'acide acétique, ayant subi les mémes opérations.
Elle est calculée suivant la formule :

D.0. solution a doser
D.0. de 1'étalon

x 2 g/1 sérum
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b) cholestérol libre

On précipite les proté€ines sériques du sérum par

| centrifugation avec un mélange éthanol-acétone. Le surnageant est -

soumis & l'action de la digitonine qui précipite le cholestérol

libre. Ce dernier est extrait et mis en solution dans 3 ml du réactif

"cholemeter'. Le

cholestérol est dosé comme précédemment contre un

témoin blanc et par rapport 4 une solution étalon de cholestérol @ .

0,5 g/litre dans
tocole.

un mélange &thanol-acétone qui a subi le méme pro-

La quantité de cholestérol libre dans le sérum est :

olution d doser

g- x 0,5 g chol. libre/litre de

O.‘s
0.¢ sérum

talon

.

Pour chaque période d'dge, le cholestérol a &té dosé

chez quatre animaux, deux miles et deux femelles.

Les résultats sont donnés dans le tableau -XXIII-,

Poids Cholestérol mg/100 ml %
total - 1libre estérifié

Miles 90 62 13 79
95 79 15 81

150 101 15 85

140 101 20 80

202 98 21 79

208 103 25 76

255 120 25 79

253 100 22 78

= ='—"1: == = ==gs= = : —d=«=============ﬂﬂ

Femelles 94 90 18 80
100 64 13 80

140 84 18 79

146 83 17 80

190 80 14 83

195 82 15 82

224 72 11 85

215 81 13 84

235 90 13 86




Figure -11- Cholestérol/4ge.
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