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SOMMAIRE 

Il a été démontré que l'infusion d'une dose de 12 !moles/100g de poids corporel d'acide 

lithocholique induisait une cholestase chez le rat. Par contre, l'acide cholique sulfaté ainsi que 

certains acides biliaires hautement hydrophiles tels que les acides ursodéoxycholique, cholique 

et hyodéoxycholique démontraient un effet cholérétique lorsqu'ils sont infusés à la même dose. 

Compte tenu du caractère anticholestatique de la sulfatation de l'acide cholique et de ces 

acides biliaires hydrophiles, cela nous a amené à étudier leur éventuel rôle dans la prévention 

de la cholestase intrahépatique induite par l'acide lithocholique (ALC). Pour mettre en 

évidence ces hypothèses, certains groupes de rats ont été traités séparément avec chacun des 

acides biliares mentionnés et d'autres groupes ont reçu dans le même ordre une co-infusion de 

ces acides biliaires et de l'acide lithocholique dans une même proportion. De plus, un groupe 

recevait uniquement de l'albumine et servait de contrôle. Les résultats obtenus démontraient 

une cholestase maximale allant jusqu'à 50% de réduction du flux biliaire 30-60 minutes après 

l'infusion de l'ALC. Cependant, une cholérèse avait été observée pendant ces mêmes périodes 

après l'infusion de l'acide cholique sulfaté. Ainsi, les résultats obtenus après l'infusion des 

acides ursodéoxycholique, cholique et hyodéoxycholique ne démontraient aucune cholestase 

comme l'acide cholique sulfaté au cours de ces mêmes périodes. De plus, la cholestase avait 

été prévenue lors des co-infusions respectives des acides ursodéoxycholique, cholique et 

hyodéoxycholique avec l'acide litholicholique. Par contre, une cholestase a été observée 30-

60 minutes après la co-infusion de l'acide cholique sulfaté avec l'acide lithocholique. Ces 

résultats démontrent que l'hydrophilicité des acides biliaires peut contribuer à augmenter leur 
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potentiel cholérétique; tandis que la sulfatation, en tant que mécanisme de détoxification, n'a 

pas toujours un effet protecteur pouvant prévenir la cholestase. 
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INTRODUCTION 

Les maladies du foie affectent tous les groupes d'âge et peuvent se 

developper dès l'enfance. La Cholestase, étant définie comme une réduction de la 

capacité du foie à excréter la bile, est l'une des maladies hépatiques les plus 

courantes chez l'enfant. Elle peut être due à plusieurs facteurs tels que les 

médicaments, certaines hormones et les acides biliaires. Plusieurs espèces animales, 

incluant l'homme, synthétisent des esters d'acides biliaires sulfatés en réponse à une 

cholestase. Cependant, la fonction des acides biliaires sulfatés durant la cholestase 

n'est pas bien connue. En effet, de nombreuses études ont démontré que l'infusion 

de hautes concentrations d'acides biliaires induisaient une cholestase chez les 

animaux, alors que l'infusion de leurs analogues sulfatés n'étaient pas cholestatiques. 

Ce qui suggérait que la sulfatation des acides biliaires pourrait avoir à la fois un effet 

physiologique sur la formation de la bile et cytoprotecteur contre les propriétés 

détersives de hautes concentrations intracellulaires d'acides biliaires. 
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1. RAPPEL ANATOMIQUE ET PHYSIOLOGIQUE DU FOIE 

Le foie est un organe volumineux possédant la capacité de se régénérer. C'est une 

glande à la fois endocrine et exocrine. Sa position stratégique, au confluent des courants 

sanguins en provenance de l'intestin et du reste de l'organisme, lui confère un rôle important 

dans l'ensemble du métabolisme intermédiaire. Le foie est très vascularisé, il reçoit 25% du 

débit cardiaque en provenance de deux apports sanguins différents. La veine porte achemine 

au foie un sang pauvre en oxygène en provenance du système digestif qui est riche en 

nutriments et en hormones telles que glucagon, insuline ainsi que les facteurs 

gastrointestinaux, alors que l'artère hépatique y achemine un sang riche en oxygène 

(Jungerman, 1987). De plus, la veine porte assure 80% de l'irrigation du foie tandis que 

l'artère hépatique n'en fournit que 20% (Rappaport, 1980). 

Parallèlement au système sanguin, le foie est aussi doté d'un système biliaire 

constitué du canal cholédoque, de la vésicule biliaire, des canaux cystiques et hépatiques 

ainsi que les canalicules biliaires. La bile, en provenance du foie, est emmagasinée et 

concentrée dans la vésicule biliaire. Suite à un stimulus post-prandial, la vésicule peut se 

contracter pour expulser la bile dans le canal cystique pour être acheminée juqu'au 

duodénum via le canal cholédoque. Chez le rat, la vésicule biliaire est absente et la bile 

passe directement du foie au canal cholédoque pour se rendre ensuite au duodénum. Le 

pool des sels biliaires est localisé dans les intestins (Fisher et al. 1976). 
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Compte tenu de la microcirculation du foie, plusieurs chercheurs le subdivisent en 

unités fonctionnelles, appelées acini, qui sont localisées entre l'espace porto-biliaire et 

l'espace centro-lobulaire. Un apport sanguin riche en oxygène et en solutés est fourni 

aux hépatocytes de la région porto-biliaire, alors que les hépatocytes de la région centro-

lobulaire sont irrigués d'un sang déjà modifié par l'activité métabolique des hépatocytes 

de la région portale. L'induction des gradients de substrats et d'oxygène tout au long 

des sinusoïdes par l'activité métabolique des hépatocytes a permis de subdiviser les acini 

en trois zones différentes. La zone 1 représente la région périportale près de l'espace 

porto-biliaire, la zone 3 est péricentrale près de l'espace centrolobulaire et la zone 2 est 

intermédiaire entre les deux premières (Fig.1). 



FIG.1 Microcirculation et zonation de l'acinus hépatique. La Pression 
d'oxygène et le niveau de nutriment dans les sinusoïdes vont en décroissant 
de la zone 1 à la zone 3. Les zones 1, 2 et 3 indiquent les volumes 
correspondants dans une proportion d'une unité acinaire adjacente. BD: 
canal biliaire; HA: artère hépatique; PV: veine portale; CV: veine centrale. 
(Rappaport, 1969., Jones, 1996). 
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On retrouve dans le foie deux types de cellules : les parenchymateuses occupant 78% 

du volume total du foie et les non parenchymateuses représentant environ 6% composées de 

cellules endothéliales, cellules de Kuppfer, cellules de Ito, cellules à granules et des cellules 

canaliculaires biliaires (Blouin et al. 1977). Les hépatocytes représentent les principales 

cellules parenchymateuses du foie et sont caractérisés par une fonction sécrétoire et une 

structure spécifiques (Fig 2). Ils ont une surface subdivisée en trois domaines adjacents qui se 

distinguent par leur morphologie et leur fonction (Evans, 1980; Quistorff, 1985). Le 

métabolisme, l'entreposage et la sécrétion de diverses substances endogènes et exogènes sont 

de multiples fonctions remplies par les hépatocytes. Le degré de polarisation de la membrane 

plasmique module le transport et la sécrétion des substances (Erlinger, 1982b). Les 

composantes biliaires traversent la membrane canaliculaire pour atteindre les canalicules 

biliaires, tandis que les solutés du sang pénètrent dans les hépatocytes par les membranes 

sinusoïdales et basolatérales (Boyer, 1980). 

La membrane sinusoïdale représente 70% de la surface de l'hépatocyte et facilite les 

échanges de métabolites entre la cellule et le sang. Les cellules hépatiques sont en contact les 

unes avec les autres via des jonctions cellulaires au niveau de la région latérale ou basolatérale. 

Les jonctions serrées empêchent l'échange paracellulaire des substances entre la bile et le 

sang; les jonctions intermédiaires et les desmosomes assurent l'adhésion des hépatocytes 

voisins, alors que les jonctions communicantes facilitent la communication cellulaire (Evans, 

1980; Simons, 1985; Fisher, 1991). La membrane canaliculaire représente seulement 13% de 

la surface et est localisée au niveau apical (114atsurat et al. 1984). Comme la surface 

sinusoïdale, la membrane canaliculaire comprend de nombreuses microvillosités. 

Comparativement au domaine basolatéral, la proportion de cholestérol et de glycolipides y est 
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plus élevée et la composition en protéines y est différente. Son contenu en sphingolipide est 

augmenté par rapport aux phosphatidyl-cholines (Arias et al. 1987; Kremmer et al. 1976; 

Schachter, 1988; Van Meer, 1989). Les portions canaliculaires et latérales sont délimitées par 

une jonction serrée tandis que les domaines sinusoïdal et latéral sont continus. 

Les cellules endothéliales bordent les sinusoïdes du foie et forment un endothélium 

fenestré très perméable qui facilite l'échange entre le sang et les hépatocytes (Blouin et al. 

1977). Les cellules de Kuppfer sont localisées principalement dans l'espace périportal 

(Sleyster et Knook, 1982). Elles assurent la défense de l'organisme en agissant comme 

présentatrices d'antigènes et phagocytent les substances étrangères, toxiques et les bactéries 

(Brouwer et al. 1988). Les cellules à granules sont localisées dans la zone périphérique du 

foie (Kaneda et al. 1983) et sont en contact avec les cellules endothéliales et les cellules de 

Kuppfer. Les cellules à granules, contrairement aux cellules de Kuppfer, ne phagocytent pas 

mais possèdent une activité immunologique naturelle en lysant spontanément les cellules 

infectées par des virus et les cellules tumorales (Bouwens et al. 1987). Les cellules de Ito se 

trouvent dans l'espace de Disse entre les cellules endothéliales et les hépatocytes. Il a été 

démontré que les cellules de Ito peuvent jouer un rôle dans la biotransformation et 

l'entreposage de la vitamine A (Goodman, 1988). D'autres études ont rapporté qu'elles sont 

impliquées dans la pathogénèse de la fibrose hépatique observée lors d'une cirrhose du foie 

(Minato et al. 1983; Friedman et al. 1985), En ce qui concerne les cellules biliaires, selon les 

récents travaux, elles peuvent synthétiser le cholestérol et conjuguer divers sels biliaires avec 

la taurine et la glycine (Hylemo et al. 1990). 
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Fig.2 Architecture sinusoïdale du foie (Brouwer and Wisse, 1988., Meyer 
Zum Büschenfelde and Gerken, 1996). 
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2. BILE 

2.1CONIPOSMON DE LA BILE 

La bile est un liquide jaune ou vert-olive, son contenu électrolytique est isotonique 

au plasma et sa composition diffère selon les espèces et les conditions physiologiques de 

l'animal. Elle est composée de 95% d'eau et de 5% de matières solides (Klaasen et Watkin, 

1984). Sa fraction solide est riche en acides biliaires, en lipides, en protéines, en pigments 

biliaires, en acides aminés et en électrolytes (Boyer, 1986b; Carey et Cahalane, 1988). 

2.1.1 Acides biliaires 

2.1.1.1 Généralités des acides biliaires 

Les acides biliaires sont les pricipaux produits terminaux du métabolisme de 

cholestérol. Chez les plus grands vertébrés, ils sont dérivés de l'acide cholanique, un stéroïde 

de 24 atomes de carbone (Voir Tableau) possédant la caratéristique d'un noyau 

cyclopentanophenanthrène. Différents acides biliaires sont synthétisés dans le foie par de 

multiples étapes enzymatiques impliquant la modification du noyau stéroïdien ainsi que la 

transformation et la conjugaison des chaînes latérales (Bjorkhem, 1992; Radominska et al. 

1993; Javitt, 1994). 



Simplest and common 
primary BA 

Primary BA in bear and nutria; 
"BP" in other species 

Primary BA in koala and 
guinea pig 

B7-DP of 1 and 2 

aOH 
	 Common primary BA 

«01-1 
	 Can be primary BA in human 

aOH 
	 Can be primary BA in human 

aOH 
	 B7-DP of 4 

Primary BA in pigs 
"BP" in rat; also termed 

w-muricholic 
HHP of 3 

Primary BA in rodent 
Primary BA in rodent 
HHP of 3 

16a0H 
«OH 16a0H 

1,80H 

laOH 

180H 

Primary BA in many birds 
Primary (?) BA in snake 
Primary BA in pheasant and 

pigeon 
Primary BA in Australian 

marsupials 
Primary BA in pigeons 

—23(R) 

—23(R) 

—23(R) 

—22(S) 

Primary BA in marine 
mammals and snakes 

B7-DP of 14 

Primary BA in marine 
mammals and wading birds 

Primary BA in bony fish 

Tableau. Noms et structures des acides biliaires communs C24 
(acides 50cholanoïques) de la bile des vertébrés. 

Position and orientation of substituants 
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Nucleus Sicle 
chain 

 

Name 3(R1 ) 6(R2) 7(R3) 12(R4) Other Gommants 

l. C24 bile acids (5e-cholanoates) with an 
unsubstituted sida chain 
Chenodeoxychoric acid group 

1. Chenodeoxycholic 	 aOH 	 aOH 

2. Ursodeoxycholic 	 aOH 	 00H 

3. 7-0xolithocholic 	 aOH 	 =0 

4. Lithocholic 	 «OH 
Cholic acid group 

5. Cholic 	 aOH 	 aOH 
6. 7-Epicholic 	 aOH 	 e0H 
7. 7-0xodeoxycholic 	 aOH 	 =0 
8. Deoxycholic 	 aOH 

Hyocholic group 
9. a-Hyocholic 	 aOH aOH aOH 

10. e-Hyocholic 	 aOH aOH e0H 

11. Hyodeoxycholic 	 a0I-1 aOH 
Muricholic group 

12. a-MuricholiC 	 aOH e0H aOH 
13. e-Muricholic 	 aOH e0H 00H 
14. Murideoxycholic 	 aOH 00H 

Other trihydroxy bile acids 
15. 16a-Hydroxychenodeoxycholic 	aOH 	 aOH 
16. 16a-Hydroxydeoxycholic 	aOH 
17. le-Hydroxychenodeoxycholic 	aOH 	 a01-1 

18. la-Hydroxychenodeoxycholic 	a01-1 	 aOH 

19. le-Hydroxychenodeoxycholic 	aOH 	 aOH 

11. C24 bile acids (50) with a hydroxy group 
in the side chain 
23R-hydroxy-cholic acid group 

20. 23R-hydroxycholic 	 aOH 

21. 23R-hydroxydeoxycholic 	aOH 
Other bile acids 

22. 23R-hydroxychenodeoxycholic 	aOH 	 aOH 

23. 22S-hydroxychenodeoxycholic 	aOH 	 aOH 

aOH aOH 

aOH 

BA: acide biliaire; BP: produit bactérien; B7-DP: produit de 7-
dehydroxylation bactérien; HHP: produit d'hydroxylation hépatique. 
(Hofmann, 1994). 
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Les acides biliaires synthétisés dans le foie sont généralement appelés acides biliaires 

primaires et sont principalement composés d'acide chénodéoxycholique ou ACDC (acide 

biliaire dihydroxylé) et d'acide cholique ou AC (acide biliaire trihydroxylé). Les acides 

biliaires sont alors excrétés du foie, générant une portion majeure du flux biliaire appelé 

fraction dépendante des sels biliaires (Reichen et al. 1993; Ho 	nem, 1994), La sécrétion des 

acides biliaires est associée à la sécrétion biliaire de cholestérol et de phospholipides (Lowe et 

al. 1984; Yousef et al. 1987, 1992). Plusieurs autres molécules organiques et inorganiques 

sont aussi impliquées dans la formation de la fraction du flux biliaire indépendante des sels 

biliaires (Ballatori et Truong, 1992; Ho 	nann, 1994; Bouchard et al. 1994). 

Les acides biliaires entrent alors dans l'intestin où ils sont nécessaires pour 

l'absorption des lipides et des vitamines liposolubles aussi bien que le calcium et le fer 

(Ho 	mann, 1994). 	Environ 5% des acides biliaires sont excrétés dans les fécès 

quotidiennement et remplacés par des acides biliaires nouvellement synthétisés. Les 95% 

restant sont retournés dans le foie par absorption passive dans le jéjunum, l'iléon, le colon et 

l'absorption active dans l'iléon dépend de l'acide biliaire (Hofinann, 1994). Durant le passage 

intestinal, les acides biliaires subissent plusieurs modifications, principalement la 

déconjugaison et la 1-déshydroxylation (Radominska et al. 1993; Hofmann, 1994) résultant 

de la formation d'une classe d'acides biliaires appelés acides biliaires secondaires. Ces acides 

biliaires secondaires sont composés principalement de l'acide déoxycholique ou ADOC (acide 

biliaire dihydroxylé) et l'acide lithocholique ou ALC (acide biliaire monohydroxylé), lesquels 

subissent aussi l'absorption intestinale et atteignent le foie (Hofmann, 1994). 
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Dans le foie, les acides biliaires en provenance de l'intestin subissent la 

biotransformation, laquelle peut influencer leurs propriétés physicochimiques et leur fonction 

physiologique (Carey et al. 1994). La circulation de l'acide biliaire passant du foie à l'intestin 

et de ce dernier au foie s'appelle circulation entérohépatique et les acides biliaires sont 

normalement restreints à ces organes. Cependant, en cas de maladie, les acides biliaires 

peuvent augmenter dans le sang et une certaine biotansformation hépatique peut entraîner 

comme conséquence une augmentation de la sécrétion de l'acide biliaire dans l'urine (Ostrow 

et al. 1993). 

De plus, il a été suggéré que quelques acides biliaires peuvent subir l'absorption dans 

les canaux biliaires après leur sécrétion à partir des canalicules et leur retour au foie, de même 

ils peuvent subir la circulation choléhépatique avant leur sécrétion dans l'intestin (Hofmann, 

1994). Les acides biliaires qui subissent cette circulation choléhépatique sont normalement 

hypercholérétiques et génèrent un grand flux biliaire comparativement aux acides biliaires qui 

n'empruntent pas cette voie (Hofinann, 1994). Il paraît que la biotransformation des acides 

biliaires est restreinte au foie et à l'intestin. 

2.1.1.2 Biosynthèse des acides biliaires 

La formation du 7a-hydroxycholestérol par la 7a-hydroxylation dans le foie 

constitue l'étape d'initiation de la biosynthèse des acides biliaires. Cette étape est régulée par 

l'activité enzymatique 7a-hydroxylase et représente la phase limitante de cette transformation 

impliquée dans la synthèse des acides biliaires (Duane et al. 1983). Le 7a-hydroxy-4-

cholestène-3-one est le dernier intermédiaire commun dans la biosynthèse des acides biliaires 
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et il est formé à partir de la transformation du 7Œ-hydroxycholestérol par l'enzyme 3r3-

hydroxy-A-5-C27-stéroide déshydrogénase. Par des étapes subséquentes, le 7Œ-hydroxy-4-

cholestène-3-one est transformé en acide cholique, un acide biliaire primaire trihydroxylé, et 

en acide chénodéoxycholique, un acide biliaire primaire dihydroxylé, selon deux voies de 

biotransformation différentes. Les acides muricholiques sont aussi considérés comme des 

acides biliaires primaires puisqu'ils sont synthétisés dans le foie par le processus de 6-

hydroxylation de l'acide chénodéoxycholique (Elliott, 1985). 

Les acides biliaires qui ne sont pas réabsorbés au cours de la circulation 

entérohépatique sont transformés par des bactéries intestinales en acides biliaires secondaires 

au niveau de l'iléon distal et du côlon. Les acides biliaires secondaires sont l'acide 

déoxycholique, l'acide lithocholique, l'acide ursodéoxycholique (AUDC) et l'acide 

hyodéoxycholique (AHDC). L'enzyme bactérienne 7OE-deshydroxylase transforme les acides 

cholique et chénodéoxycholique respectivement en acide déoxycholique qui est un acide 

biliaire dihydroxylé et en acide lithocholique qui est un acide biliaire monohydroxylé. Il a été 

démontré que l'enzyme 7Œ-déshydrogénase bactérienne peut transformer l'acide 

chénodéoxycholique en acide 7-oxo-lithocholique en proportion mineure (Carey et Cohalane, 

1988) et ce dernier se transforme en acide ursodéoxycholique (Matern et Gerok, 1979). 11 

faut souligner également que l'ursodéoxycholique peut être synthétisé à partir de l'acide 

lithocholique en une proportion mineure (Suchy et al. 1985). Chez le rat, l'acide 

hyodéoxycholique peut être formé à partir de la 7Œ-déshydroxylation bactérienne de l'acide 

a-muricholique (Elliott, 1985) et aussi à partir de la conversion de l'acide lithocholique 

catalysée par une 6Œ-hydroxylase au niveau du foie (Schtilmerich et al. 1984). 
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2.1.1 Lipides biliaires 

Les principaux lipides biliaires sont le cholestérol (non estérifié) et les 

phospholipides (lécithine) (Boyer, 1986b; Erlinger, 1986). Plusieurs organes tels que le foie, la 

peau, l'intestin, les testicules, l'aorte, les ovaires et le cortex surrénalien contribuent à la 

synthèse du cholestérol, mais la synthèse extrahépatique du cholestérol chez le rat est moins 

importante que chez l'humain (Harper et al. 1982). Cependant, le foie demeure l'organe 

principal de la synthèse du cholestérol. Le cholestérol biliaire provient des lipoprotéines de 

haute densité (HDL) trouvées dans le plasma avec une fraction moins de 30% nouvellement 

synthétisée dans le foie (Swell et al. 1968; Schwartz et al. 1978; Robin et Brunengraber, 

1982). De plus, il a été rapporté que la source principale des atomes de carbone dans la 

synthèse du cholestérol est l'acétyl-coA (Harper et al. 1982). 

La lécithine forme 95% de la totalité des phospholipides et représente leur principal 

composant (Swell et al. 1968; Schwarttz et al. 1978). L'acide phosphatidique des microsomes 

du foie ou le 1,2- diacylglycérol ont été suggérés comme étant les molécules à partir 

desquelles sont synthétisés les phospholipides biliaires (Hauton, 1975), alors qu'il a été 

démontré que les phospholipides nouvellement synthétisés représentent seulement une petite 

fraction de la totalité des phospholipides biliaires (Robins et Brunengraber, 1982). La source 

principale de phospholipides apparaît être un pool extrahépatique pouvant être modulé par la 

diète puisqu'il a été démontré que la synthèse de novo constitue une voie mineure dans la 

sécrétion des phospholipides biliaires (Chanussot et al. 1990; Rioux et al. 1988). De plus, il a 

été suggéré que les membranes canaliculaires peuvent être à l'origine des phospholipides 
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biliaires (Small, 1970), mais cette hypothèse semble être écartée compte tenu de la différence 

observée au niveau de la composition des phospholipides biliaires et membranaires (Yousef et 

Fisher, 1976b; Evans et al. 1976). 

2.1.3 Effet des acides biliaires sur l'excrétion des lipides biliaires 

II a été suggéré que des micelles peuvent être formés dans la membrane 

canaliculaire à partir des sels biliares pour favoriser la solubilisation des microdomaines 

lipidiques (Coleman, 1987b). Le mécanisme d'excrétion des lipides biliaires reste toutefois à 

élucider. Cependant, il faut souligner que les transporteurs canaliculaires peuvent jouer un 

rôle important dans la formation de la bile. Ainsi, l'absence d'expression de quelques 

protéines de la famille mdr chez certaines souris a permis d'étudier leur implication dans la 

formation de la bile et la cholestase intrahépatique. Mdr2 représente le membre le mieux 

caractérisé de la famille des glycoprotéines et ne semble pas être exprimée chez certains sujets 

souffi 	ant de cholestase intrahépatique familiale progressive (Deleuze et al. 1996). Il a été 

démontré que les souris ayant une absence de mdr2 ne présentaient pas de signe de cholestase 

intrahépatique, tel qu'évalué par un flux biliaire normal (Lorenzini et al. 1986) questionnant le 

rôle direct de mdr2 dans la formation de la bile. Cependant, certaines études ont démontré 

plusieurs désordres hépatiques chez ces souris suggérant être causés par l'action toxique des 

acides biliaires retrouvés dans le canalicule (Lorenzini et al. 1986; Mauad et al. 1994; van 

Nieuwerk et al. 1997). Selon certains chercheurs, la vitesse de sécrétion des lipides biliaires 

peut varier en fonction du rapport hydrophobicité/hydrophilicité des acides biliaires sécrétés 

(Bilhartz et Dietschy, 1988). Toutefois chez certaines espèces, incluant l'humain, le porc et le 

boeuf possédant un haut pourcentage d'acides biliaires hydrophobes, il a été démontré que le 



15 

rapport phospholipides/acides biliaires est plus élevé comparativement à d'aures espèces telles 

que le mouton et le chien présentant un haut pourcentage d'acides biliaires hydrophiles 

(Cantafora, 1986). Cependant, d'autres études ont soutenu la possibilité d'une fusion entre 

les vésicules intracellulaires comprenant les lipides avec la membrane canaliculaire pour 

former des microdomaines lipidiques de grande fluidité pouvant être solubilisés dans la 

lumière canaliculaire par des acides biliaires (Lowe et al. 1984). 

11 a été démontré que la sécrétion de la lécithine et du cholestérol après infusion de 

plusieurs acides biliaires se présente initialement sous formes de vésicules unilamellaires; 

cependant, une relation de proportionnalité directe a été observée entre l'hydrophobicité de 

chaque acide biliaire infusé et sa vitesse de sécrétion (Cohen et al. 1992). Selon ces mêmes 

auteurs, les acides biliaires hydrophobes permettent la fusion des vésicules pour former une 

structure liquide cristalline multilamellaire et résistante à la dissolution, alors que les acides 

biliaires hydrophiles favorisent la dissolution en micelles mixtes des vésicules lécithine-

cholestérol monolamellaires. 

2.2 FORMATION DE LA BILE 

La bile est élaborée par le foie pour se rendre ensuite dans la vésicule biliaire. Par son 

pouvoir de concentration, la vésicule emmagasine la bile et sécrète une mucine qui lui confère 

sa viscosité. La sécrétion de la bile dans les canalicules biliaires se fait par les hépatocytes. La 

bile s'écoule via le canal cholédoque dans le duodénum. Durant les repas, l'entrée de graisses 

et de protéines dans le duodénum stimule la sécrétion de cholecystokinine par la muqueuse 
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intestinale qui fait contracter la vésicule biliaire et permet le déversement de la bile dans le 

canal cholédoque pour favoriser la digestion et l'absorption des lipides ainsi que des vitamines 

liposolubles (Hofmann, 1990). Chez le rat, la bile arrive du foie et s'écoule directement via le 

cholédoque dans le duodénum en prenant au passage les sécrétions en provenance du 

pancréas à cause de l'absence de vésicule biliaire. La fraction biliaire dépendante et 

indépendante des acides biliaires constitue les principales fractions de la bile canaliculaire. 

2.2.1 Débit biliaire dépendant des acides biliaires 

Les composants organiques de la bile chez les animaux vertébrés sont formés 

principalement d'acides biliaires dont le transport à travers les hépatocytes crée un gradient 

osmotique provoquant un débit d'eau dans la lumière canaliculaire (Sperber, 1965). Il a été 

suggéré que l'induction du mouvement d'eau tans- et paracellulaire, provoqué par chaque 

molécule de sel biliaire sécrétée dans le canalicule, constitue la fraction du débit dépendante 

des sels biliaires; alors qu'il a été également démontré que l'association d'un ion aux sels 

biliaires contribue aussi au débit biliaire (Hofrnann, 1990). 



A ONE-COMPONENT THEORY 

BILE ACIO-OEPENDENT FLOW 

B. TWO-COMPONENT THEORY 

BlIf ACID-OEPENDENT FLOW 

BILE ACIO4NOEPENDENT FLOW 

BILE ACID SECRETION 

Fig.3 Flux biliaire canaliculaire. A: Le flux biliaire est dépendant 
des acides biliaires. B: une fraction du flux biliaire est 
indépendante des acides biliaires. (Erlinger and Dhumaux, 1974., 
Forker, 1977., Javitt, 1976). 
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Compte tenu de la corrélation existant entre la sécrétion des acides biliaires et le flux 

biliaire (Fig.3), certains auteurs suggèrent que les acides biliaires sont les principaux éléments 

sécrétoires impliqués dans le flux biliaire et induisent en grande partie le débit biliaire 

canaliculaire (Duane et al. 1983; Erlinger, 1988; Paumgatner, 1984). Par ailleurs, l'infusion 

d'acides biliaires peut augmenter le débit biliaire. Cependant, en s'associant sous forme de 

micelles, l'activité osmotique des acides biliaires peut être réduite, ce qui peut aboutir à une 

diminution du débit biliaire. Ainsi, il a été démontré qu'a faible concentration, les acides 

biliaires ont un pouvoir cholérétique plus élevé (Balabaud et al. 1977). Pour la formation du 

flux biliaire, il faut souligner l'implication de plusieurs mécanismes tels que la capture des 

acides biliaires par les hépatocytes, leur transport trans-cellulaire et leur sécrétion 

canaliculaire. 

2.2.1.1 Capture des acides biliaires 

Divers mécanismes de capture des acides biliaires ont été suggérés. Il paraît 

qu'une interaction du complexe albumine-acide biliaire avec quelques récepteurs de la 

membrane sinusoïdale est impliquée dans une première étape. La dissociation de la liaison 

protéine-acide biliaire est facilitée par un changement de conformation de l'alumine lors de 

cette interaction (Forker et Luxon, 1981; Weisiger et al. 1982; Ockner et al. 1983). Le 

transport des acides biliaires libres à travers la membrane sinusoïdale s'effectue via leur liaison 

avec des transporteurs membranaires ou des récepteurs (Goresky, 1980; Hofmann, 1988; 

Sorrentino et al. 1990). 11 est important de souligner que, lors de la circulation 

entérohépatique, la liaison des acides biliaires avec l'albumine plasmatique représente plus de 



19 

90% de la fraction retournée au foie. Moins de 10% se lient à des lipoprotéines et la fraction 

libre est évaluée à moins de 1% (Kramer et al. 1979; Salvioli et al. 1985; Hofinann, 1988). 

De plus, il a été suggéré que les propriétés détergentes des acides biliaires ainsi que leur perte 

causée par la filtration rénale peuvent être réduites par leur liaison aux protéines plasmatiques 

(Salvioli et al. 1985; Berk et Stremmel, 1986; Coleman, 1987a). 

L'utilisation des anticorps monoclonaux lors de certaines études a favorisé 

l'identification d'une protéine membranaire ayant un poids moléculaire de 49 KDa impliqué 

dans le tansport des acides biliaires (Ananthanarayanan et al. 1988). D'aures études ont 

révélé la présence d'un polypeptide de 48 KDa impliqué dans le transport dépendant du Na+  

et d'un autre de 54 KDa dont l'implication dans le transport des acides biliaires et de plusieurs 

anions organiques est indépendante du Na. Ces polypeptides ont été extraits de l'hépatocyte 

au niveau de la membrane sinusoïdale (Kramer et al. 1982; Berk et al. 1987a; Friernmer et 

Ziegler, 1988; Sellinger et Boyer, 1990; Sorrentino et al. 1990). Ainsi, certains auteurs 

suggèrent que la source d'énergie impliquée dans la capture des acides biliaires semble résulter 

de l'établissement et du maintien du gradient de Na+  par le système Na7K+-ATPase (Eaton et 

Richads, 1986; Zirnmerli et al. 1989). 

De récentes études ont rapporté qu'un transporteur, nommé ntcp (Na+/Taurocholate 

cotransporting polypeptyde), dépendant de sodium et responsable du transport des acides 

biliaires a été cloné (Hagenbuch et al. 1991, 1994). Chez le rat, c'est une glycoprotéine de 

362 acides aminés avec 7 domaines transmembranaires, une masse moléculaire apparente de 
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51 KDa et localisée exclusivement dans la membrane sinusoïdale (Stieger et al. 1994). Cette 

protéine médie le transport de sodium dépendant d'acides conjugués tels que l'acide tauro-

cholique et semble être responsable de la fraction prédominante de la capture des sels biliaires 

hépatiques (Meier, 1995; Meier et al. 1997). Un second transporteur, oatp (organic anion 

transporting protein), a été cloné du foie humain et de rat (Jacquelin et al. 1994; Kullack-

Ublick et al. 1994). La capacité de transport bidirectionnel d'oatp suggère qu'il joue un rôle 

de pompe de sécurité dans des conditions pathologiques associées à la cholestatase (Meier, 

1995). (Fig.4) 

Cependant, il a été mentionné par de nombreuses études qu'un changement marqué 

peut survenir dans la cinétique et dans le mécanisme de capture des acides biliaires 

naturellement modifiés. C'est ainsi qu'il a été démontré que la cinétique de transport de 

l'acide taurolithocholique a été affectée par la modification de sa chaîne latérale (Anwer et al. 

1985; Hardisson et al. 1988). En outre, d'autres études ont rapporté que le transport 

dépendant du Na+  de l'acide glyco-cholique a été supprimé par l'addition des acides aminés 

tels que la tyrosine et l'histamine (Deutsch et al. 1992). 
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Fig.4 Transporteurs membranaires impliqués dans la formation biliaire 
chez l'humain (Meier, 1988., Muller et al. 1997). 
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Il a été suggéré que, contrairement au système de transport actif primaire impliquant 

l'énergie libérée de l'hydrolyse d'ATP pour assurer son fonctionnement, la capture des acides 

biliaires au niveau membranaire est plutôt régulée par un système de transport actif secondaire 

utilisant le gradient de Na+  mise en place par la pompe Na+/K+-ATPase (Berk et al. 1987; 

Frimmer et Ziegler, 1988; Zimmerli et al. 1989; Sellinger et Boyer, 1990). De plus, ces 

mêmes études sur le transport membranaire ont révélé l'existence d'un transport actif contre 

un gradient de concentration au niveau de la membrane sinusoïdale en utilisant des marqueurs 

par photoaffmité ou des acides biliaires radioactifs. Cependant, il a été suggéré que les acides 

biliaires di- et monohydroxylés noncojug-ués entrent dans les hépatocytes par une diffusion 

passive ou un transport indépendant du sodium, alors que l'entrée des acides biliares 

trihydroxylés conjugués dans les hépatocytes s'effectue par un système de transport actif 

(Scharschmidt et Lake, 1989; Sorrentino et al. 1990; Boyer et al. 1992). 

2.2.1.2 Transport intracellulaire des acides biliaires 

Le transport intracellulaire cytosolique des acides biliaires vers la membrane 

canaliculaire consttitue la deuxième grande étape après leur capture transmembranaire. Selon 

les chercheurs, deux mécanismes semblent être impliqués dans ce processus de transport. 

Pour certains, il s'agit d'un système de transport vectoriel qui est assuré par les vésicules 

membranaires (Suchy et al. 1983; Lamri et al. 1988); alors que pour d'autres, ce sont plutôt 

les protéines de liaison qui sont impliquées dans ce mécanisme de transport (Sugiyama et al. 

1983; Stolz et al. 1984, 1989). 
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En effet, une prolifération des vésicules membranaires à proximité de l'appareil de 

Golgi et du réticulum endoplasmique lisse au niveau de la région péricanaliculaire, lors du 

transport transcellulaire des acides biliaires, a été observée par des études morphologiques 

(Erlinger, 1985; Lamri et al. 1988). Cependant, en ce qui concerne les protéines de liaison qui 

seraient impliquées dans le transport des acides biliaires, il a été démontré que les protéines 

cytoplasmiques se lient en majeure partie aux acides biliaires selon certains modèles de 

distribution cellulaire (Strange et a1. 1979, 1981). Les protéines de liaison cytoplasmiques ont 

été classées en trois groupes soit Y, Y et Z par certains auteurs (Takikawa et Kaplowitz, 

1986; Stolz et al. 1987, 1989). 

Chez l'humain et le rat, la glutathione-S-transférase de poids moléculaires respectifs 

de 50 et 44 KDa a éte identifiée comme étant la protéine Y retrouvée dans le cytoplasme 

hépatique. Aucune activité enzymatique au niveau du métabolisme des acides biliaires n'a été 

révélée dans le cytosol hépatique chez l'humain pour la protéine Y' de poids moléculaire 36 

KDa (Takikawa et al. 1990b). Cependant, dans le cytosol hépatique chez le rat, l'enzyme 3 

oc-hydroxystéroide déshydrogénase de poids moléculaire 33 KDa, qui participe aux réactions 

d'oxydo-réduction en position C3 des acides biliaires et leurs précurseurs, a été identifiée 

comme étant la protéine Y' (Takikawa et al. 1990a). La protéine Z a été identifiée chez 

l'humain et le rat, elle a un poids moléculaire de 14 KDa et se lie aux acides gras de façon 

préférentielle comparativement aux acides biliaires et aux ions organiques (Takikawa et 

Kaplowitz, 1986). Toutefois, il a été rapporté que la protéine Y' démontre une plus grande 

affinité pour les acides biliaires mono-, di- et trihydroxylés que les autres protéines de liaison 
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cytoplasmique. Cette observation a été possible grâce à l'utilisation des marquages par 

photoaffinité (Stolz et al. 1989). 

2.2.1.3 Sécrétion canaliculaire des acides biliaires 

D'autres transporteurs ont été localisés dans les membranes canaliculaires 

(Fig.4) tels que MDR (multidrug resistance) et MRP (multidrug resistance protein). Ces 

transporteurs s'impliquent dans un mécanisme de transport d'acides biliaires dépendant 

d'ATP (Elferinkk, 1991). D'autres études ont rapporté que la sécrétion des acides biliaires 

dans la bile s'effectue contre un gradient de concentration et suivant un processus de 

saturabilité qui requiert la présence d'un transporteur (Meier et al. 1984, 1987; Erlinger, 

1988). De plus, l'utilisation des anticorps monoclonaux et des marquages par photoaffinité 

ont permis de révéler l'existence d'une p-glycoprotéine de 110 KDa dans la membrane 

canaliculaire, démontrant une propriété de transport dépendant de l'ATP des acides biliaires et 

une capacité de se lier avec l'acide taurolithocholique (Muller et al. 1991). 

Les travaux effectués par Nishida et al. (1991) ainsi que par Adachi et al. (1991) ont 

démontré l'existence d'un transport actif primaire directement dépendant de l'hydrolyse de 

l'ATP et spécifique à la sécrétion canaliculaire des acides biliaires. Ces observations portent à 

croire que des changements dans ces mécanismes peuvent affecter la formation du flux 

biliaire, particulièrement la fraction dépendante des acides biliaires. 
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Cependant, certains auteurs ont suggéré que le passage des acides biliaires dans la 

bile au niveau de la lumière canaliculaire s'effectue selon un mécanisme d'exocytose 

impliquant les vésicules membranaires comprenant les acides biliaires et la membrane 

canaliculaire (Blitzer et Boyer, 1982). Mais, il faut souligner que le mécanisme d'exocytose 

impliquant le transport vésiculaire ne peut expliquer à lui seul le processus d'excrétion, car la 

contribution du transport vésiculaire au transport transcellulaire des acides biliaires ne semble 

pas être très importante. Toutefois, d'autres mécanismes ont été suggérés pour expliquer le 

transport canaliculaire des acides biliaires. Ainsi, selon certains chercheurs, ce type de 

transport ne dépend pas du sodium mais implique un potentiel électrique entre la lumière du 

canalicule et l'hépatocyte (Weinman et al. 1989). 

De plus, il a été rapporté que la concentration des acides biliaires dans la lumière 

canaliculaire est environ 100 fois celle dans le cytosol, alors que le potentiel minimal 

nécéssaire pour transporter une substance contre un gradient de 10 fois sa concentration est 

de 58 mV (Coleman, 1987). D'autres études ont démontré que le potentiel électrique au 

niveau de la membrane du canalicule qui est de l'ordre de 40 mV environ s'avère inadéquat 

pour permettre la sécrétion des acides biliaires dans le canalicule (Graf et al. 1987). En effet, 

ces études ont permis de comprendre que toute modification survenue au niveau des 

mécanismes de transport peut influencer la formation du flux biliaire dépendant des acides 

biliaires. 
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2.2.2 Flux biliaire indépendant des acides biliaires 

En dépit de nombreuses études établissant une certaine relation de 

proportionnalité entre la sécrétion des acides biliares et le flux biliaire, il reste toutefois à 

expliquer la fraction biliaire obtenue même en absence de sécretion d'acides biliaires. En fait, 

plusieurs mécanismes ont été suggérés pour expliquer le flux biliaire indépendant des acides 

biliaires. L'un des mécanismes fait allusion à l'implication de l'ion bicarbonate HCO3-  qui, 

selon certains auteurs, peut être sécrété à travers la membrane du canalicule via un système 

d'échange entre un ion chlore cr qui entre dans la cellule et un ion HCO3-  qui en sort 

(Sellinger et al. 1988). Cela suggère qu'un canal Cr est requis pour permettre sa recirculation 

dans le système. De plus, d'autres études ont suggéré que l'excrétion de HCO3- dans la bile 

via le système C1/HCO3-  implique la contribution d'un système d'échange Ne/H+  au niveau 

de la membrane sinusoidale pour contrôler le pH intracellulaire et permettre la formation de 

HCO3  par l'anhydrase carbonique hépatique (Irwin et Arias, 1986; Henderson et al. 1987; 

Gleeson et al. 1988). 

D'autres auteurs ont proposé la notion de la perméabilité de la jonction serrée au 

passage de l'eau et de certains électrolytes comme mécanisme pour expliquer la formation de 

cette fraction du flux biliaire (Boyer, 1980; Klaasen et Watkins, 1984). Il a été démontré que 

la sécrétion de solutés autres que les acides biliaires peut aussi être responsable de la création 

d'un gradient osmotique favorisant une sécrétion d'eau et la contribution de cette fraction du 

flux biliaire au débit biliaire total est loin d'être négligeable (Boyer, 1980). Chez l'humain, 

cette fration du flux biliaire représente 40% du débit total et 50% chez le rat; cependant, 11 faut 
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souligner que, chez plusieurs espèces animales, des études ont démontré la présence du débit 

biliaire indépendant des acides biliaires (Erlinger, 1988). 

2. 3 CONJUGAISON 

La conjugaison des acides biliaires est un mécanisme de détoxification impliquant des 

réactions de biotransformation de phase H. Ces réactions consistent à ajouter aux acides 

biliaires un groupe polyatomique tel que le sulfate, le glutathion, le glucuronate ou un acide 

aminé tel que la glycne ou la taurine (Hofmann, 1994). La conjugaison des acides biliaires 

implique l'amidation avec la glycine ou la taurine aussi bien que l'estérification avec le 

glucuronate, le sulfate, le glucose ou la N-acétylglucosamine. La glucuronidation peut 

survenir sur les groupes hydroxyles de la chaîne latérale ou du noyau pour former un éther 

glucuronidé ou sur le poupe carboxyl de la chaîne latérale pour former un ester glucuronidé. 

Cependant, l'estérification avec le sulfate, le ,glucose ou N-acétylglucosamine peut survenir 

uniquement sur un groupe hydroxyl. Les alcools biliaires sont communément sulfatés et 

peuvent être glucuronidés en des proportions plus petites (Hofmann, 1994). Les acides 

biliaires sont conjugués surtout avec la glycine ou la taurine avant d'être excrétés dans la bile 

(Hofmann 1990; Eliot 1985; Suchy et al. 1985). La glycine et la taurine sont conjugués aux 

acides biliaires dans un rapport qui varie selon l'espèce. 

2.3.1 amidation 

La réaction majeure de biotransformation en phase II des acides biliaires 

monohydroxylés, et en fait tous les acides biliaires, est l'amidation ou la conjugaison avec les 
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acides aminés. Il existe deux types d'amidation: la conjugaison avec la taurine et la glycine 

(Dionne et al. 1994). Cependant, Elliott (1985) a rapporté que d'autres amides mineurs 

étaient produits avec d'autres acides biliaires. Le type d'amidation semble être spécifique aux 

espèces et la disponibilité de la taurine apparaît être le facteur limitant, comme dans le cas des 

cobayes. Ces derniers sécrètent des acides biliaires principalement conjugués avec la glycine, 

mais la conjugaison à la taurine peut se produire si celle-ci est ajoutée à la diète de l'animal 

(Paul-Dorvil et al. 1983). 

L'amidation des acides biliaires augmente leur solubilité à faible pH en réduisant le 

pKa. Cependant, elle n'a pas d'effet constant sur leurs concentrations micellaires critiques 

(Hofmann, 1994); elle influence leur capture cellulaire, leur sécrétion et leur fontion 

physiologique (Hofmann, 1994; Yousef, 1992). L'amidation, cependant, ne protège pas la 

cholestase induite par l'acide lithocholique, et en fait, l'acide taurolithocholique induit une 

cholestase intrahépatique immédiate et plus sévère que l'acide lithocholique libre (Kakis et 

Yousef, 1978). Ceci est en accord avec le manque d'effet de l'amidation sur la solubilité de 

l'acide lithocholique (Carey et al. 1979; Oelberg et al. 1984). 

2.3.2 Sulfatation 

En général, la sulfatation est un mécanisme de protection permettant d'augmenter 

la solubilité des acides biliaires en les rendant plus hydrophiles et de diminuer leur potentiel 

cholestatique et hépatotoxique en accélérant leur excrétion (Yousef et Tuchweber, 1992; 

Radominska et al. 1993). La sulfatation des acides biliaires tri- et dihydroxylés prévient l'effet 

cholestatique de l'augmentation de la concentration des acides biliaires analogues nonsulfatés 
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(Radominska et al. 1993). La sulfatation de ces sels biliaires constitue une voie de 

biotransformation mineure chez les humains, exceptés en cholestase où l'ACDC est 

efficacement sulfaté et éliminé dans l'urine (Van Berge Henegouwen et al. 1976; Stielhl, 

1976; Raedsch et al. 1981; Hedenborg et Norman, 1984). Chez les espèces qui font 

efficacement la sulfatation tel que le hamster, ce mécanisme peut contribuer à l'élimination 

rapide des acides biliaires en cholestase (Galea77i et Norman, 1977). 

Parmi les acides biliaires, une attention particulière a été portée sur les acides biliaires 

monohydroxylés à cause de leur grande capacité d'hépatotoxicité. L'efficacité de la 

sulfatation de l'ALC, qui est un acide biliaire monohydroxylé, varie selon les espèces. En effet, 

la sulfatation de l'ALC survient chez l'humain (Cowen et al. 1975), le chimpanzée (Schwenk 

et al. 1978), le singe rhésus (Gadacz et al. 1976) et le babouin (Palmer et Mcsherry, 1982). 

La sulfatation est la seconde réaction majeure de biotransformation en phase II chez l'humain 

(Palmer, 1967; Yousef, 1997). La sulfatation augmente la solubilité des acides biliaires 

monohydroxylés, leur reflux à partir des hépatocytes et leur excrétion urinaire (Carey et al. 

1979; Oelberg et al. 1984). 

L'excrétion de ces sels biliaires dans les fécès augmente aussi (Kuipers et al. 1986). 

Ainsi, ces réactions étaient considérées comme des mécanismes de détoxification des acides 

biliaires monohydroxylés. Probablement le mécanisme le plus commun de détoxification de 

l'ALC chez les mammifères est l'hydroxylation en position 6 ou 7 (Elliot, 1985; Barries et al. 

1986). Le singe rhésus possède une sulfotransférase et la faible activité de la sulfatation 
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observée in vivo suggère une inhibition de l'enzyme, possiblement par les acides biliaires 3-

oxo (Barnes et al. 1986). 

Cette différence observée chez les espèces quant à leur capacité à sulfater l'ALC est 

d'intérêt considérable, car cela explique l'hépatotoxicité induite par l'administration chronique 

de l'ACDC et l'AUDC chez les lapins (Cohen et al. 1986) et chez le singe rhésus (Ba77oli et 

al. 1982). Cependant, chez l'humain, ces agents ont été grandement utilisés pour la 

dissolution des calculs biliaires, mais l'hépatotoxicité est rare, elle n'a jamais été associée à 

l'accumulation de l'ALC dans la circulation entérohépatique probablement à cause de la 

capacité du foie de l'humain à sulfater et ainsi détœdfier 1 ALC. Ainsi, il faut souligner que la 

sulfatation de l'ALC ne constitue pas toujours un mécanisme de protection. L'excrétion 

urinaire de l'ALC sulfaté s'avère très faible (Hofmann, 1994), ce qui suggère que sa 

réabsorption semble similaire à son analogue nonsulfaté (Kuipers et al. 1986) et 

conséquemment ne favorise pas nécessairement le processus de son élimination. 

De plus, il semble que la conjugaison de l'ALC à la taurine ou la glycine affecte 

l'effet protecteur de la sulfatation contre le potentiel cholestatique de l'ALC. Il a été 

démontré que le glycolithocholate sulfaté demeurait cholestatique et même plus cholestatique 

que le composé parental, l'acide glycolithocholique (Yousef, 1981). Cependant, l'acide 

taurolithocholique sulfaté n'est pas cholestatique chez le rat (Yousef, 1981). En fait, il a été 

rapporté que la diète à la taurine chez les porcs convertit la capacité de conjugaison de glycine 

en taurine et prévient la cholestase induite par l'acide lithocholoique sulfaté (Paul-Dorvil et al. 

1983; Belli et al. 1991). 
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Ces données semblent être en accord avec l'effet des propriétes physichochirniques 

comme les solubilités aqueuses de l'acide lithocholique si ilfaté et de l'acide taurolithocholique 

sulfaté qui étaient de 4 à 50 fois supérieurs à leurs composés parentaux, respectivement. Par 

contre, la solubilité de l'acide glycolithocholique sulfaté était similaire à son analogue non 

sulfaté (Carey et al. 1979). Il semble que l ALC sulfaté est beaucoup moins cholestatique 

que l'ALC libre surtout chez les espèces à tauro- conjugaison où le tauro-ALC sulfaté est 

formé majoritairement (Paul-Dorvil, 1983; Takikawa et al. 1991). 

Mais cette observation ne s'avère pas toujours vraie, car la sulfatation de tauro-3E3-

hydroxy-5-cholenoate est aussi cholestatique que son analogue nonsulfaté chez des rats 

(Mathis et al. 1983). Il est important de mentionner également que la sulfatation de l'ALC 

chez le rat est très faible (Pattinson et Chapman, 1984; Barnes et al. 1989; Vu et al. 1992). Le 

rôle de protection attribué aux acides biliaires sulfatés dans la cholestase intrahépatique est dû 

au fait qu'ils démontrent généralement un potentiel cholérétique plus élevé que leurs 

analogues nonsulfatés (Yousef et al. 1992). 

2.3.3 Glucuronidation 

L'une des secondes réactions majeures de biotransformation en phase If est la 

glucuronidation chez le rat (Vu et al. 1992). Une augmentation de l'excrétion de ces acides 

biliaires dans les fécès a été observée (Kuipers et al. 1986). Ainsi, ces réactions étaient 

considérées comme des mécanismes de détoxification pour les acides biliaires 

monohydroxylés. Les lithocholates glucuronidés étaient démontrés hautement cholestatiques 

malgré qu'une augmentation de leur solubilité aqueuse par 3 à 50 fois a été observée 
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comparativement au composé parental (Oelberg et al. 1984; Takikawa et al. 1989). La 

sécrétion d'ALC précédant l'effet cholestatique, lors de son administration aigüe, suggère que 

la glucuronidation joue un rôle soit dans l'initiation ou dans la potentialisation de la cholestase 

induite par ALC (Diorme et 1994; Vu et al. 1992). 

2.4 Biotransformation des acides biliaires monohydroxylés 

Il est connu depuis plusieurs années que les acides biliaires monohydroxylés, produits 

secondairement par la déshydroxylation intestinale des acide biliaires tels que ACDC et 

AUDC, induisent une cholestase intrahépatique lorsqu'ils sont infusés ou injectés par voie 

intraveineuse chez toutes les espèces animales étudiées (Roy et al. 1989). Puisque la majeure 

partie des acides biliaires monohydroxylés sont produits dans l'intestin et sont toxiques pour le 

foie et d'autres cellules, on s'attend à ce qu'ils subissent plusieurs réactions de 

biotransformation. Cependant, il faut mentionner que cette biotransformation, incluant les 

réactions de phase I et II, peut être spécifique aux espèces, par exemple elle peut survenir 

chez le rat et non chez l'humain et vice versa. 

La biotransformation majeure des acides biliaires monohydroxylés est leur 

hydroxylation qui est spécifique aux espèces. Les humains n'hydroxylent pas les acides 

biliaires monohydroxylés. Ainsi le métabolisme en phase II est l'unique transformation chez 

l'humain pour ces acides biliaires. 	Chez les rats, cependant, les acides biliaires 

monohydroxylés sont hydroxylés en positions 6 et 7 produisant l'acide chénodéoxycholique et 

une série d'acides muricholiques. La voie exacte pour la transformation des acides biliaires 
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monohydroxylés en acides muricholiques n'est pas établie; cependant, il a été suggéré qu'elle 

est médiée par l'oxydation du groupe hydroxyl 7cx (Pattinson et Chapman, 1984; Zimniak et 

al. 1989). 

Quand l'acide biliaire monohydroxylé est administré en une dose aigüe, il induit une 

cholestase mais l'animal se rétablit 90 minutes ou 1 heure après l'effet cholestatique maximum 

(Vu et al. 1992). Le rétablissement est précédé par la sécrétion des métabolites de l'acide 

biliaire monohydroxylé qui continue d'augmenter durant cette phase de récupération. Ainsi, 

l'hydroxylation semble jouer un rôle majeur dans le rétablissement ou la prévention de la 

cholestase induite par l'acide biliaire monohydroxylé. En fait, l'hydroxylation des acides 

biliaires monohydroxylés chez les rats est très efficace et inductible, car lorsque l'acide 

lithocholique est administré chroniquement, tous les acides biliaires sécrétés sont hydroxylés et 

aucune cholestase n'est produite (Gratton et al. 1987). L'importance de l'hydroxylation dans 

la prévention de la cholestase induite par l'acide lithocholique est suggérée par une évidence 

indirecte, telle que l'absence de cholestase induite par la perfusion d'acide taurolithocholique 

qui est associée à une augmentation de sécrétion des acides biliaires hydroxylés (Baumgartner 

et al. 1987). 

3. CHOLESTASE 

Le terme cholestase a été introduit par Popper et Schaffner (1970). Littéralement, cela 

signifie stagnation de la bile dans le foie. Il y a une diminution des quantités normales de bile 

devant atteindre le duodénum. La cholestase est dite extrahépatique quand il y a une 
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obstruction mécanique des voies biliaires et intrahépatique lorsqu'une lésion obstructive ne 

peut être montrée compte tenu du fait que le défaut est dans l'hépatocyte ou dans les canaux 

biliaires microscopiques du foie (Popper et Schaffner, 1970). Le syndrome de cholestase 

inclut les critères histopathologique, fonctionnel, clinique et biochimique. Du point de vue 

fonctionnel, les changements observés dans les hépatocytes reflètent des pertubations dans la 

sécrétion de la bile (Loria et al. 1991). 

3.1 Cholestase intrahépatique 

Pour expliquer la cholestase intrahépatique, plusieurs études ont été effectuées pour 

essayer de démontrer les différents mécanismes qui sont impliqués dans le developpement de 

cette pathologie. Il a déja été démontré qu'une partie du flux biliaire dépendait des acides 

biliaires. En effet, certaines études ont rapporté que certains médicaments comme la 

cyclosporine, l'endotœdne, les antibiotiques et des substances comme les stéroïdes peuvent 

inhiber le transporteur impliqué dans la capture sinusoïdale des acides biliaires et ainsi affecter 

l'écoulement de la bile (Nathanson et Boyer, 1991; Zimmerli et al. 1989). 

De plus, il a été mentionné qu'une diminution du débit biliaire peut être due à un 

blocage de la Na+/K+-ATPase provoquant une pertubation dans le gradient de Na' 

transmembranaire lequel est impliqué dans le système de capture sinusoïdale des acides 

biliaires. Toutefois, il a été suggéré que certaines formes de cholestase seulement sont reliées 

à cette inhibition qui n'est qu'une modification secondaire (Meier, 1990). D'autres études ont 

fait état de l'affectation du système de transport canaliculaire lors d'une cholestase causée par 

l'éthinyl-oestradiol et les glucuronidés (Kukongviriyapan et Stacey, 1991). 
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Plusieurs chercheurs ont rapporté que certaines substances comme les 

cytochalasines, la chlorpromazine, la noréthandrolone et la phalloïdine affectent l'activité du 

cytosquelette et réduisent le débit biliaire par différents mécanismes (Philips et al. 1983, 1986). 

Ainsi, il a été démontré qu'il existe une pertubation de l'activité du cytosquelette de la région 

péricanaliculaire dans diverses formes de cholestase. En effet, une certaine organisation du 

cytosquelette est nécessaire pour favoriser la sécrétion des lipides, pour maintenir la structure 

des jonctions serrées, de l'appareil de Golgi et du réticulum endoplasmique dont l'implication 

dans la formation de la bile a été rapportée (Gregory et al. 1978; Madara et al. 1986; 

Teresaki, 1990). 

Certains laboratoires ont utilisé des substances telle que l'éthinyl-oestradiol comme 

étant un produit capable d'affecter la fluidité membranaire des hépatocytes en augmentant le 

niveau de cholestérol membranaire et le rapport cholestérol/phosphlipide pour produire l'effet 

cholestatique (Boelsterli et al. 1983; Storch et Schachter, 1983; Rosario et al. 1988). Ainsi, 

cette cholestase induite peut s'expliquer par une altération de l'organisation du cytosquelette 

et une pertubation de l'activité contractile due à l'incorporation de cholestérol membranaire 

provoquant ainsi une réduction de la fluidité de la membrane (Van Ginkel et al. 1989). 

Il a été démontré que le calcium est impliqué dans le maintien du fonctionnement 

du cytosquelette au niveau de la perméabilité paracellulaire, dans la contraction des canalicules 

biliaires ainsi que dans la sécrétion de la bile. Cela suggère un autre mécanisme de cholestase 

advenant une pertubation dans la concentration intracellulaire du calcium (Kan et Coleman, 



36 

1988; Llopis et al. 1991). En effet, une augmentation de la perméabilité de la jonction serrée a 

été révélée dans divers modèles de cholestase induite par l'éthinyl-oestradiol, la phalloïdine et 

la combinaison manganèse-bilirubine (Elias et al. 1980; Ayotte et Plaa, 1986). 

Compte tenu de l'implication de la voie paracellulaire dans la sécrétion biliaire 

indépendante des acides biliares, certains auteurs suggèrent qu'une altération dans la 

perméabilité de la jonction serrée peut provoquer un reflux biliaire plasmatique et une 

réduction de la formation biliaire suite à une baisse de la concentration des substances 

osmotiques de la bile (Robenek et al. 1981; Boyer, 1983). D'autres remarques ont été 

rapportées sur l'hyperbilinibinémie et le débit biliaire qui diminue de moitié chez les rats 

mutants TR-  présentant un défaut de sécrétion des anions organiques comparativement aux 

rats normaux (Jansen et al. 1985). Un défaut génétique au niveau du transport canaliculaire 

des anions organiques peut expliquer ce mécanisme impliqué dans cette cholestase. 

3.2 Cholestase induite par acides biliaires 

Les acides biliaires apparaissent être des médiateurs importants de cholestase. En 

fait, de nombreux chercheurs considèrent les acides biliaires comme étant les initiateurs 

majeurs de cette condition (Fromm, 1994). La diminution de l'efficacité de la circulation 

entérohépatique et de la sécrétion biliaire est associée à l'augmentation des concentrations des 

acides biliaires hépatiques et systémiques qui produisent de nombreux défauts secondaires et 

aggravent la pathologie (Ostrow, 1993; Stiehl., 1994; Luketic et Sanyal, 1994). Des 

pertubations dans l'homéostasie d'acides biliaires peuvent aussi initier la cholestase observée 
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lors de l'infusion intraveineuse des doses croissantes d'acides biliaires (Hardison et al. 1981; 

Bamwell et al. 1987; Roy et al. 1989). 

3.3 Cholestase induite par haute concentration d'acide biliaire 

Les acides biliaires relativement plus hydrophiliques tels que AC sont cholérétiques 

à des doses qui résultent en une cholestase avec des acides biliaires mono- et dihydroxylés. 

Lors de l'infusion des doses croissantes d'AC, la sécrétion biliaire atteint son taux de sécrétion 

maximal et subséquemment produit une diminution du taux de sécrétion des sels biliaires. La 

formation biliaire et la sécrétion des lipides sont réduites, mais l'écoulement biliaire des 

protéines comme l'albumine, la lactate deshydrogénase, la phosphatase alcaline et la 5-

nucléotidase est augmenté (Hardison et al. 1981; Kanai et Kitani, 1983; Kitani et al. 1985; 

Barnwell et al. 1987; Fukumoto et al. 1994). La cholestase peut être produite in vivo 

(Hardison et al. 1981; Kanai et Kitani, 1983; Bamwell et al. 1987) et in vitro par la perfusion 

du foie isolé (Durham et Vore, 1986). Bien que AC montre un taux de sécrétion maximal 

beaucoup plus élevé que les autres acides biliaires, le changement dans la formation biliaire se 

produisant subséquemment apparaît être tout à fait similaire à la cholestase induite par 

l'infusion des doses croissantes d'autres acides biliaires. 

Dans une étude de cholestase induite par AC, la sécrétion de phospholipides 

atteignait son taux de sécrétion maximal avant celui des acides biliaires (Bamwell et al. 1987; 

Yousef et al. 1987; Rioux et al. 1994). Un changement dans la composition des 

phospholipides biliaires est observé à ce point, la diminution du pourcentage habituel de 

phosphatidyl-choline étant associée à une augmentation des niveaux de sphingomyéline et de 
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phosphatidyléthanolamine. Cela s'expliquerait par l'instabilité du taux de sécrétion maximal 

des acides biliaires qui peut être modifié significativement par la disponibilité des acides 

biliaires. Le taux de sécrétion maximal augmentait avec une réserve d'acides biliaires en 

expansion, mais apparaît être beaucoup plus limité chez les animaux dont les réserves en 

acides biliares ont été déplétées (Adler et al. 1977; Rioux et al. 1994). 

3.4 Cholestase induite directement par ALC 

La pathogénèse de la cholestase des acides biliaires monohydroxylés a été étudiée 

pendant plusieurs années parce que l'ALC est présent normalement dans la bile chez l'humain 

en quantité de trace et son potentiel cholestatique a été démontré chez diverses espèces 

étudiées. Cette cholestase est dose-dépendante et réversible (Priestly et al., 1971). Il a été 

suggéré que l'ALC, à cause de sa solubilité lente, peut précipiter dans le canal biliaire pour 

provoquer le blocage du flux biliaire et la cholestase. Néanmoins, le manque d'effet 

cholestatique de l'acide taurolithocholique sulfaté, qui est 50 fois plus soluble que l'ALC, peut 

appuyer cette hypothèse (Yousef et al. 1981). Toutefois, une autre étude a démontré que le 

lithocholate glucuronidé, qui est plus soluble que l'ALC, était plus cholestastique ce dernier 

(Oelberg et al. 1984). 

Le travail de Kuipers et al. (1985, 1992) sur la pathogénèse de la cholestase induite 

par l'acide glycolithocholique sulfaté, utilisant des rats avec un défaut dans le transport 

canaliculaire de l'acide glycolithocholique, suggère que la cholestase induite par cet acide 

biliaire requiert une sécrétion canaliculaire et possiblement une précipitation avec le calcium 

dans les canaux biliaires. Ces mêmes auteurs mentionnent que la capture d'acide 
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glycolithocholique sulfaté, selon le caractère héréditaire des rats, n'est pas clairement établie 

ainsi que le manque d'effet cholestatique. Ainsi, le manque d'effet cholestatique de l'acide 

glycolithocholique sulfaté peut être aussi dû à une capture lente par les hépatocytes. Compte 

tenu de la liaison des acides biliaires monohydroxylés au calcium, il a été suggéré que les 

changements dans l'homéostasie du calcium cellulaire peuvent être responsables de leur effet 

cholestatique (Thibault et al. 1993). Cependant, cette hypothèse a été contestée puisque 

d'autres composés changent effectivement l'homéostasie du calcium cellulaire et n'induisent 

pas de cholestase (Vu et al. 1992). 

D'après certains laboratoires, les membranes plasmatiques et canaliculaires des 

cellules du foie subissent une modification majeure en rapport à l'augmentation de leur 

contenu en cholestérol durant le developpement de la cholestase induite par l'ALC, cette 

hypothèse restant inexpliquée (Kakis et Yousef, 1978). Il a été suggéré que de telles 

modifications affectent la perméabilité membranaire à l'eau et réduisent le flux biliaire (Kakis 

et al. 1980). D'autres études subséquentes ont démontré que l'acide lithocholique est 

incorporé dans la membrane, causant possiblement le dommage de la structure membranaire 

(Yousef et al. 1984). La membrane peut se réparer par incorporation de cholestérol, résultant 

d'un rapport cholestérol/phopholipide élevé et ainsi causant la rigidité de la membrane et 

réduisant sa perméabilité (Kakis et Yousef, 1978). 
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D'autres essais ont été expérimentés pour identifer la première étape dans 

l'initiation de la cholestase. Ces essais incluaient l'inhibition de la synthèse de cholestérol 

après avoir montré que le choletérol nouvellement synthétisé faisait partie du cholestérol 

incorporé dans les canalicules. Ces expériences ne prévenaient que partiellement l'effet 

cholestatique de l'acide biliaire monohydroxylé (Yousef et al. 1988). Par ailleurs, certaines 

expériences in vitro ont montré que le transfert de cholestérol microsomal à la membrane 

canaliculaire ne requiert pas seulement l'acide lithocholique mais est aussi dépendant de la 

présence de protéines cytosoliques (Yousef et al. 1984). Un autre essai a été réalisé pour 

réduire le transport cellulaire de cholestérol à la membrane canaliculaire. Ainsi, le traitement 

préalable des rats avec le cyclohexmide prévenait complètement la cholestase induite par le 

lithocholate (Yousef et Tuchweber, 1983) et le cytosol de foie obtenu des rats traités avec le 

cycloheximide empêchait la liaison de l'ALC aux protéines cytolsoliques ou l'aug-mentation du 

transfert de cholestérol des microsomes aux canalicules. 

Pour mettre en évidence le rôle de la protéine cytosolique dans la pathogénèse de la 

cholestase induite par l'ALC, il a été montré que les nouveaux-nés étaient résistants à l'effet 

cholestatique de l'ALC (Lewittes et al. 1984), mais cette résistance n'était pas reliée à un 

manque de capture, elle augmentait plutôt la biotransformation ou l'hydroxylation. Plus 

récemment, il a été montré qu'une grande partie de l'ALC se lie à un peptide de 48 KDa 

(Yousef et al. 1997). Il serait souhaitable qu'une étude soit orientée vers la compréhension de 

l'implication ce peptide dans la pathogénèse de la cholestase induite par le lithocholate et voir 

si cette liaison joue un rôle dans la pathogénèse cholestatique induite par d'autres acides 

biliaires monohydroxylés. 
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Une augmentation de la sécrétion d'acides biliaires hydroxylés a été observée 

durant la phase de rétablissement après la cholestase induite par l'ALC aussi bien que par la 

prévention de la cholestase suite à la co-iflision de l'ALC avec d'autres acides biliaires 

hydroxyles (Kakis et Yousef, 1980). L'accumulation de l'ALC dans le foie avant 

l'hydroxylation peut activer d'autres voies de biotransformations telles que la glucuronidation, 

qui augmente l'effet cholestatique et possiblement par d'autres mécanismes tel que 

l'affectation du flux biliaire indépendant des sels biliaires (Ballatori, 1992; Bouchard et al. 

1994). 

Bien que ce modèle soit suggéré à partir des études utilisant principalement l'ALC 

comme acide biliaire monohydroxylé, mais des mécanismes similaires pouvant s'appliquer à 

d'autres acides biliaires devraient être mentionnés, au moins aux stades d'initiation. Le degré 

de changement dans la structure membranaire pourrait être différent dépendamment du degré 

et du type de liaison de l'acide biliaire à la membrane. Il est important aussi de mentionner 

que, bien que la liaison de l'acide taurocholique ne soit pas détectée in vivo durant la 

cholestase, l'augmentation en contenu en cholestérol dans la membrane canaliculaire était 

évidente (Kakis et Yousef, 1978). 

Il reste à démontrer que d'autres acides biliaires monohydroxylés agissent de 

manière similaire. Ce modèle, cependant, n'expliquerait pas les autres effets pour les acides 

biliaires monohydroxylés qui peuvent s'avérer cholestatiques, par exemple leur influence sur le 
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flux biliaire indépendant des sels biliaires, sur les microfilaments canaliculaires (Tuchweber et 

al., 1990), sur les changements dans la perméabilité de la jonction serrée (Ballatori et Truong, 

1990; Thibault et al. 1993) et dans l'homéostasie du calcium cellulaire aussi bien que dans la 

précipitation dans les canalicules. 

4. CHOLÉRÈSE 

4.1 Effet de l'acide ursodéoxycholique (AUDC) sur la cholestase 

L'AUDC sous forme non conjuguée possède la propriété d'induire une cholérèse plus 

importante que celle attendue en fonction de son taux de sécrétion dans la bile, lorsqu'il est 

infusé chez le rat (Dumont et al. 1980). Cependant, cet effet peut être aboli par la 

conjugaison à la glycine ou à la taurine (Erlinger, 1990). Cette hypercholérèse a été associée 

à une hypersécrétion de bicarbonate. Le mécanisme de cette hypercholérèse n'est pas encore 

élucidé à ce jour. Deux théories ont été proposées. La première fait intervenir un mécanisme 

d'échange Na/F1+  stimulé par l'AUDC qui induit une sécrétion de bicarbonate dans le 

canalicule biliaire par l'hépatocyte (Dumont et al., 1980; Renner et al. 1989). Cependant, 

certaines évidences expérimentales n'appuient pas ce mécanisme proposé selon lequel 

l'échangeur Na±/H+ membranaire est activé par AUDC (Anwer et al. 1989). Selon ces mêmes 

auteurs, l'hypercholérèse riche en bicarbonate n'est pas associée à un accroissement de l'efflux 

biliaire en H+  dans le foie perfusé isolé ni à une diminution du pH cytosolique dans les 

hépatocytes isolés. La seconde fait intervenir une sécrétion de l'AUDC dans le canalicule 

biliaire par l'hépatocyte en partie sous forme conjuguée suivie d'une transformation sous 

forme protonée dans la lumière biliaire. Cette hypothèse s'appelle shunt choléhépatique. La 
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forme protonée de l'AUDC est liposoluble; elle subirait une réabsorption au niveau de 

l'épithélium biliaire vers les plexus vasculaires péribiliaires et retournerait au foie pour être 

excrétée à nouveau dans la bile. La dissociation d'un acide carbonique fournit un proton pour 

générer à chaque cycle un ion bicarbonate. Une cholérèse par l'effet osmotique de l'ion 

bicarbonate est induite, tandis que l'acide ursodéoxycholique n'apparaît pas dans la bile 

(Yoon et al. 1986). L'acide ursodéoxycholique protoné serait réabsorbé par l'épithélium 

biliaire de manière passive non ionique, sans être stimulé par un transporteur acidobasique 

avant d'être sécrété à nouveau par l'hépatocyte dans le canalicule (Strambosco et al. 1994). 

L'AUDC semble avoir une action bénéfique sur les lésions des cellules biliaires 

induites par la cholestase, outre son effet sur les hépatocytes. La diminution de l'activité 

sérique de l'enzyme gamma-glutamyl transférase (GGT) chez des sujets traités par l'AUDC 

serait une preuve évidente de cet effet. De plus, lorsque l'AUDC est administré par voie 

intraveineuse à des rats portant une fistule biliaire, une amélioration de la cholestase induite 

par d'autres acides biliaires toxiques, a été observée (Scholmerich et al. 1990; Heuman et al. 

1991). Cette observation est appuyée par l'augmentation de l'excrétion canaliculaire des 

acides biliaires toxiques, responsables de la cholestase expérimentale (Heuman et al. 1991; 

Loria et al. 1994). 

L'utilisation des techniques d'immunomarquage enzymatique par des anticorps anti-

acide ursodéoxycholique a permis de démontrer que l'AUDC subissait une réabsorption au 

niveau du pôle apical des cellules épithéliales biliaires (Lamri et al. 1992). En dépit de la 



44 

démonstration de cette hypercholérese chez l'animal, il reste toutefois à prouver chez 

l'homme son existence et son effet bénéfique au point de vue physiopathologique (Knyrirn, 

1989). Dans la mucovicidose, le mode d'action de l'AUDC est possiblement associée à sa 

capacité d'augmenter l'excrétion biliaire par l'hypercholérèse et aurait un effet sur la viscosité 

du mucus intracanaliculaire selon certains auteurs (Colombo et al. 1992). Il a été suggéré que 

dans cette situation, des doses thérapeutiques de l'AUDC plus élevées sont requises afin 

d'atteindre l'effet désiré (Cotting et al. 1990; Setchell et al. 1994). 

En effet, il a été démontré que l'AUDC augmente la synthèse hépatique des 

acides biliaires primaires chez des sujets atteints d'une lithiase vésiculaire (Frenkiel et al. 

1986) et la conversion du cholestérol en acides biliaires chez ceux atteints d'une 

cholestase chronique (Beuers et al. 1992; Rudolph et al. 1993; Mazella et al. 1993). 

L'inhibition de l'excrétion des acides biliaires endogènes dans la bile par l'AUDC n'a pas 

été observée; mais lors d'un traitement par l'AUDC, aucune augmentation de la 

concentration plasmatique de ces acides biliaires n'a été rapportée (Crosignani et al. 

1991). En outre, il a été démontré que l'administration de l'AUDC a permis d'améliorer 

la diminution d'excrétion des acides biliaires dans la bile (Jazrawi et al. 1994). 

Par ailleurs, à cause d'une augmentation de l'extraction hépatique et d'une 

biotransformation colique moindre, les conjugués à la taurine de l'AUDC permettent une 

diminution de la proportion d'acides biliaires hydrophobes contenus dans le pool (Rodrigues 

et al. 1995). Donc, il a été suggéré que la structure chimique joue un rôle important dans la 
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sécrétion des acides biliaires dans la bile (Poupon et al. 1988). Cependant, le mécanisme 

impliqué dans l'augmentation de cette excrétion induite par l'AUDC reste à élucider. En 

effet, plusieurs mécanismes tels que l'inhibition de l'absorption idéale des acides biliaires, les 

effets cytoprotecteur et immunitaire ont été suggérés pour expliquer les effets bénéfiques de 

l'AUDC dans la prévention de la cholestase. 

Selon le premier mécanisme, il a été rapporté dans les affections cholestatiques que 

le transport actif iléal est augmenté en cas de diminution de la concentration des acides 

biliaires dans la lumière intestinale; tandis que ce transport est diminué en cas d'augmentation 

de la concentration intraluminale, comme lors d'un taitement par l'AUDC (Lillienau et al. 

1993). En outre, lors d'une cholestase récurrente bénigne, affection qui serait associée à une 

baisse du pool des acides biliaires (Bijleveld et al. 1989), certains auteurs suggèrent que 

l'enrichissement du pool par l'administration de l'AUDC ne semble pas être efficace pour 

prévenir les épisodes ictériques à lui seul (Crosignani et al. 1991). Ainsi, lorsqu'un malade 

atteint d'une affection cholestatique est traité par l'AUDC, les variations des concentrations 

sériques des acides biliaires endogènes ne semblent pas être les seuls bénéfiques. 

En ce qui concerne le deuxième mécanisme faisant intervenir la notion de 

cytoprotection de l'AUDC, c'est un mécanisme de protection membranaire qui reste 

inexpliqué. Selon Güldütuna et al. (1993), il pourrait dépendre de la capacité des conjugués de 

l'AUDC à changer la structure et la polarité de la membrane cellulaire. Cependant, dans un 

modèle expérimental de cholestase induite par le 170c-éthinyl-oestradiol, l'effet de protection 
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de l'AUDC nonconjugué administré per os ne paraissait pas être associé à des changements 

de la composition ni de la fluidité membranaire de l'hépatocyte et était indépendant du flux 

biliaire (Bouchard et al. 1993). Selon ces mêmes auteurs, dans ce modèle, la forme 

nonconjuguée de l'AUDC offre une meilleure prévention de la cholestase que la forme 

conjuguée. Es suggèrent que cet effet de protection pourrait s'expliquer par des mécanismes 

qui interviennent avant la conjugaison au foie. D'autres études ont démontré que l'AUDC 

rétablit mieux que ses conjugués la perméabilité de la membrane mitochondtiale, inhibée par 

l'action toxique de l'acide glycochénodéoxycholique (Botla et al. 1995). 

En outre, l'AUDC assure une meilleure protection que ses conjugués à la membrane 

mitochondriale contre la toxicité portant sur le métabolisme oxidatif mitochondrial, de façon 

dose-dépendante (Krahenbuhl et al. 1994). Plusieurs autres études ont permis de mettre en 

évidence les effets cytoprotecteurs de l'AUDC. Il a été démontré que l'AUDC peut protéger 

de la toxicité et réduire l'hémolyse induites par les acides biliaires hydrophobes, prévenir la 

rupture de la membrane canaliculaire lors des affectations cholestatiques et les lésions des 

hépatocytes causées par l'ACDC (Kanai et al 1983; Scholinerich et al. 1984; Tanikawa et al. 

1986; Galle et al. 1990; Heuman et al. 1991). D'autres chercheurs ont utilisé des substances 

hydrophobes comme la cyclosporine (Queneau et al. 1993) ou l'éthinyloestradiol (Utili et al. 

1990; Bouchard et al. 1993) pour démontrer l'effet protecteur de l'AUDC contre la toxicité 

de ces molécules. La capacité de l'AUDC à éliminer les molécules hydrophobes pourrait 

expliquer ses effets sur les cholestases induites par les médicaments telle que celle causée par 

l'amiodarone (Reshef et al. 1994). 
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Il a été démontré que l'AUDC peut exercer son effet cytoprotecteur en augmentant 

le calcium intracellulaire de façon dose-dépendante (Bouscarel et al. 1993) compte tenu de 

l'altération de la mobilisation transmembranaire du calcium extracellulaire durant la cholestase 

(Beuers et al. 1993). Ainsi, une augmentation prolongée de la concentration de calcium 

cytoplasmique libre, impliqué dans la réactivation des mécanismes d'exocytose vésiculaire 

dépendants du calcium et responsables de la sécrétion des acides biliaires, peut expliquer 

l'effet préventif de l'AUDC dans les affections cholestatiques (Beuers et al. 1993). En effet, 

la mobilisation du calcium extracellulaire serait associée à une réponse caractérisée par sa 

longue durée (Beuers et al. 1993). Cependant, il est important de souligner que les acides 

lithocholique et taurolithocholique peuvent aussi produire un relargage transitoire du calcium 

intracellulaire en le mobilisant à partir du réticulum endoplasmique et en agissant de façon 

sélective sur la perméabilité de la membrane microsomiale (Anwer et al. 1988; Combettes et 

al. 1988, 1989, 1990; Beuers et al. 1993). 

L'effet sur le système immunitaire constitue un troisième mécanisme important pour 

expliquer le caractère cytoprotecteur de l'AUDC. Il semble que l'effet protecteur de l'AUDC 

sur le système immunitaire n'intervient que dans le traitement des affections cholestatiques 

pour lesquelles un mécanisme immunitaire est requis au moins partiellement. Il peut s'agir de 

l'effet de l'AUDC sur l'expression des IgM dans la cirrhose biliaire primitive ou sur la 

modulation de l'expression du système HLA en cas de transplantation hépatique (Poupon et 

al. 1991; Friman et al. 1992). Les différents modes d'action de ce mécanisme ne seront pas 

détaillés ici, car ils n'entrent pas dans le cadre de ce projet. 
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4.2 Effet de P acide cholique(AC) sur la cholestase 

Chez le rat, il a été démontré que l'AC peut abolir la réponse cholestatique due aux 

effets toxiques des acides biliaires monohydroxylés comme l'ALC et son conjugué à la taurine 

lorsque ceux-ci sont co-infusés avec l'AC (Fisher et al. 1971; Miyai et al. 1974, 1975, 1977; 

Kakis et Yousef, 1978). Cependant, il n'y a pas de mécanisme adéquat pour expliquer cet 

effet protecteur. L'hypothèse prédominante et originale émise par certains auteurs est que 

l'effet protecteur de l'AC est dû à sa capacité d'augmenter le flux biliaire dépendant des sels 

biliaires (Preisig et al. 1962; Sperber, 1963; Boyer et Bloomer, 1974; Miyai et al. 1977). 

Cette hypothèse a été mise en doute par plusieurs chercheurs parce que l'induction de 

cholestase a précédé une réduction dans la sécrétion des sels biliaires suggérant qu'une 

réduction du flux biliaire dépendant des sels biliaires était secondaire à la lésion clé 

cholestatique (Layden et Boyer, 1977; Boyer et al. 1977). 

Compte tenu de l'effet biologique et les caractéristiques de l'AC, divers autres 

mécanismes sont possibles et ont été examinés. El a été rapporté que les acides biliaires 

cholérétiques modifient la sécrétion biliaire non seulement par leurs effets osmotiques mais 

aussi en modifiant les lipides et les enzymes dans la membrane plasmatique des cellules du 

foie (Nemchausky et al. 1977). (1978). En outre, Kakis et Yousef (1978) ont rapporté que le 

lithocholate cause une cholestase en altérant la composition, principalement en contenu de 

cholestérol, de la membrane plasmique cellulaire du foie (LCPM) et de la membrane 

canaficulaire biliaire (BCM). 
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Lors d'une autre étude, l'importance d'infuser au moins un rapport molaire 1:1 des 

acides biliaires, formant des micelles avec le lithocholate afin de renverser l'effet cholestatique 

chez les rats, a été suggérée (Javitt et Emerman, 1968). Une explication possible de la 

nécessité de ce rapport pourrait être que la molécule de lithocholate soit incorporée dans un 

complexe avec l'acide biliaire cholérétique et ainsi son effet toxique sur la membrane 

canaliculaire biliaire (BMC) soit masqué. Cette hypothèse a été proposée par IvE.yai et al. 

(1977) et appuyée par Layden et Boyer (1977). Pour le premier groupe, l'évidence de cette 

hypothèse dérivait de la comparaison entre l'effet d'un agent qui forme des micelles ou non 

sur le flux biliaire et sur la morphologie du foie; alors que Layden et Boyer étudiaient les 

paramètres sur les changements de la perméabilité de l'arbre biliaire. Il a été suggéré par ces 

derniers que les changements de la perméabilité biliaire pourraient être reliés aux 

changements morphologiques au niveau du canalicule. C'est aussi possible que les acides 

biliaires cholérétiques réduisent la capture de l'acide lithocholique et ainsi réduisent son 

potentiel cholestatique. 

4.3 Effet de l'acide cholique sulfaté (AC-S) sur la cholestase 

Il a été démontré que l'AC-S comme son analogue nonsulfaté a un effet non 

cholestatique lorsqu'il est infusé aux rats à certaines doses. Lors d'une étude réalisée sur la 

sulfatation des acides biliaires, le potentiel cholérétique de l'AC-S était plus élevé que son 

analogue nonsulfaté et une augmentation du flux biliaire indépendant des sels biliaires a été 

aussi observée (Yousef et al. 1987). Cependant, des études effectuées sur la solubilité des 

acides biliaires polyhydroxylés sulfatés et leur interaction avec le cholestérol et les 

phospholipides ont révélé que ces esters d'acides biliaires sont solubles sous leur formes libres 
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et ont une concentration micellaire critique plus élevé que leurs analogues nonsulfatés 

(Yousef, 1987). Ainsi, ils ne solubilisent ni le cholestérol ni les phospholipides, ce qui suggère 

que la sulfatation abolit les propriétés détergentes des acides biliaires. En outre, il a été 

suggéré que la réduction de la sécrétion biliaire de phospholipide et de cholestérol est associée 

à la sécrétion d'acides biliaires endogènes et serait en accord avec les propriétés 

physichochimiques des acides biliaires sulfatés (Yousef et al. 1987). En effet, l'une des 

actions préventives de l'AC-S sur la cholestase peut être due à sa capacité d'augmenter le flux 

biliaire via un haut potentiel cholérétique et de stimuler le flux biliaire indépendant des acides 

biliaires. 

4.4 Effet de l'acide hyodéoxycholique (ABDC) sur la cholestase 

Selon certains auteurs, l'ARDC est un acide biliare hydrophilique faisant partie des 

acides biliaires démontrant une activité hypercholérétique probablement due à ses propriétés 

physicochimiques (Khan et O'Maille, 1987). Cependant, Des études réalisées chez des 

hamsters ont démontré que l'AHDC induisait un changement complet dans la composition 

des lipides biliaires. Le cholestérol biliaire était significativement augmenté après le traitement 

des animaux à l'AHDC. Les mêmes effets étaient observés au moins chez les hamsters 

recevant une diète avec un supplément d'AHDC (Khan et O'Maille, 1987). Selon ces mêmes 

auteurs, malgré l'augmentation considérable du cholestérol biliaire, l'acide hyodéoxycholique 

pouvait prévenir la cholelithiase chez les hamsters. Dans une récente étude in vitro, il a été 

rapporté que l'hydrophobicité des sels biliaires joue un rôle déterminant dans la formation 

crystaline du cholestérol (Cohen-Sola1,1995). 	Apparemment, les acides biliaires 
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hydrophiliques ont une faible capacité à transformer des vésicules cholestérol/phospholipides 

en micelles. Ainsi, ils ne produisent pas, comme les acides biliaires hydrophobes, une 

augmentation du rapport cholestérol/phospholipide en extrayant préférentiellement les 

phospholipides des vésicles. En effet, les hamsters traités avec l'acide hyodéoxycholique 

démontraient une grande proportion de 67% de cet acide biliaire hydrophilique qui n'existe 

qu'à l'état de trace chez les animaux non traités (Khan et O'Maille, 1987). Ceci conduit à un 

remplacement des acides biliaires hydrophobiques par ceux hydrophiliques, ce qui explique la 

prévention d'un effet lithogénique. 

Par ailleurs, les effets d'administration de l'AHDC sur l'emmagasinage et la 

biosynthèse du cholestérol hépatique étaient aussi marqués. L'AHDC induisait une 

diminution de la concentration d'ester de cholestérol hépatique et une augmentation de 

l'activté HMGCoA réductase (Khan et O'Maille, 1987). Ces fortes pertubations 

suggèrent un besoin en cholestérol considérable par l'hépatocyte et l'induction de 

mécanismes capables de restaurer une concentration de cholestérol physiologique. 

Apparemment, le récepteur LDL n'est pas associé à un tel mécanisme compensatoire, 

comme chez les humains, probablement à cause d'un niveau de LDL typiquement plus 

bas chez les hamsters (Cohen-Solal et al. 1995). 
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Objectif 

Plusieurs études ont démontré que l'acide lithocholique peut induire une cholestase à 

faible dose, tandis que l'acide cholique sulfaté, par son effet cholérétique, augmente le 

flux biliaire lorsqu'il est infusé seul à la même dose chez le rat. Le but de ce projet 

consiste à vérifier si la sulfatation de l'acide cholique peut jouer un rôle protecteur et 

prévenir la cholestase induite par l'acide lithocholique en donnant une co-infusion de ces 

deux produits. Pour vérifier cette hypothèse, des expériences in vivo seront effectuées 

sur plusieurs groupes de rats. Ils seront traités avec différents acides biliaires, comparés 

entre eux et ensuite à groupe contrôle recevant l'albumine. La proportion de la dose 

infusée à chaque rat sera la même pour tous les produits. L'effet de cette co-infusion sur 

la sécrétion des sels biliaires sera évalué par chromatographie en phase gaseuse couplée à 

la spectrométrie de masse (GC/MS). Le dosage des lipides biliaires (phospholipides, 

cholestérol) sera réalisé par spectrophotométrie. 



MATÉRIEL ET MÉTHODE 

1. Préparation d'acide biliaire sulfaté 

L'ester sulfaté d'acide biliaire était préparé en mélangeant l'acide biliaire avec un 

excès de sulfure trioxyde triméthylamine et le tout a été dissout dans un mélange de 

benzène, de pyrimidine et d'acide acétique (10:1:1, vol/vol/vol). La concentration finale 

du sulfure trioxyde triméthylamine était de 7% (wt/vol). Le mélange a été chauffé et agité 

à l'aide d'un barreau magnétique pendant 3 heures puis refroidi à la température de la 

pièce. L'excès de sulfure trioxyde triméthylamine a été enlevé par l'addition d'un volume 

égal de 0,5 NaOH dans du méthanol. La solution a été mélangée pendant 10 minutes et 

conservée dans une chambre froide pendant toute la nuit. Le lendemain, elle a été filtrée 

sous vide, un volume de diéthyl éther froid en excès a été ajouté au filtrat. Ce mélange a 

été gardé dans la chambre froide pour laisser précipiter l'acide biliaire. Une fois la 

solution devenue claire et le surnageant enlevé, l'éther a été évaporé sous N2. Le culot 

séché a été resuspendu dans une solution de NaOH-méthanol pour éliminer tout excès de 

sulfure trioxyde soit par centrifugation ou par filtration. Un volume de diéthyl éther froid 

en excès a été ajouté au filtrat pour précipiter les cristaux et le surnageant a été éliminé. 

Le culot a été lavé deux fois avec de l'éther froid. Après une heure d'attente, le 

surnageant a été enlevé et le culot a été séché sous N2  pour éliminer l'éther. Le culot séché 

a été resuspendu dans l'eau distillée, congelé ensuite dans la glace sèche pour être 

lyophilisé. La pureté du produit a été vérifiée par chromatographie sur couche mince 

(TLC), en utilisant un système de solvant butanol, acide acétique et eau (10:1:1, 
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vol/vol/vol). Pour développer la couleur de la plaque chromatographique, elle a été 

vaporisée par un réactif composé de 5g d'acide phosphomolybdique dissout dans 100m1 

d'acide acétique et 7,5m1 d'acide sulfurique. Elle était ensuite placée dans un four à 

100°C pendant 15 minutes pour être séchée. Une tache a été observée avec une mobilité 

chromatographique significativement moindre que le composé parental. 

2. Model animal et procédure chirurgicale 

Des rats Sprag-ue-Dawley pesant 200-250 grammes (Charles River, Saint-Constant, 

Canada) étaient maintenus dans un environnement à température constante (220C), libre 

accès aux nourritures et à l'eau avant l'expérimentation. Ils étaient anesthésiés avec du 

pentobarbital (48mg/Kg de poids corporel, par voie intrapéritonéale). Un cathéter No.50 

de polyéthylène était inséré dans la veine jugulaire interne droite pour l'infusion des acides 

biliaires et le canal biliaire était canulé avec un cathéter No.10 de polyéthylène pour 

recueillir la bile. La température corporelle, mesurée avec un thermomètre rectal, était 

maintenue à 37°C au cours de l'expérience en utilisant une lampe contrôlée 

thermostatiquement . La longueur du cathéter était ajustée à 20 cm du point de canulation. 

La bile était recueillie pendant 90 minutes après canulation à des périodes successives de 

30 minutes. Les animaux étaient infusés ensuite avec 2 ml de 3,5% d'albumine dans 0,9% 

NaC1 sur une période de 10 minutes et la bile a été recueillie pendant 30 minutes dans des 

aliquots à des intervalles de 15 minutes pour évaluer le flux biliaire (BF) basal, les lipides 

biliaires (phospholipides et cholestérol) et l'excrétion des acides biliaires avant infusion des 

acides biliaires. Plusieurs groupes de rats ont été traités avec différents acides biliaires et 

ont tous été infusés à une même dose sauf les groupes traités avec l'acide cholique sulfaté 
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où deux doses différentes ont été utilisées. Sur un total de 12 groupes, celui traité avec 

l'albumine était le groupe contrôle et chacun des 11 autres groupes a été traité avec une 

dose d'acide biliaire de 12 µmoles/100g de poids corporel pendant 10 minutes d'infusion 

sauf dans le cas de l'acide cholique sulfaté où une dose de 24 gmoles/100g de poids 

corporel a aussi été utilisée. Les acides biliaires utilisés sont les suivants: acide cholique 

(AC), acide lithocholique (ALC), acide ursodéoxycholique (AUDC), acide 

hyodéoxycholique (AHDC), acide cholique sulfaté (AC-S), AC + ALC, AUDC + ALC, 

AHDC + ALC, AC-S + ALC . Ces acides biliaires ont été infusés 30 minutes après 

l'infusion de l'albumine et la bile a été recueillie pendant 60 minutes à des intervalles de 15 

minutes et pendant 120 minutes à des intervalles de 30 minutes. 

3. Mesure du flux biliaire 

Le flux biliaire était mesuré gravimétriquement, assumant une densité de 1g/ml. 

4. Dosage des lipides biliaires 

4.1 dosage de phopholipides 

Les phospholipides étaient déterminés par la technique de Barlett (1959) après 

digestion avec l'acide perchlorique. Des tubes Kimax, rincés préalablement à l'eau distillée 

déionisée et séchés au four, ont été utilisés. Une fois les tubes refroidis, 8 d'entre eux ont 

été utilisés comme standards. La solution de standards était préparée de la façon suivante: 

38 mg de Na3PO4.12H20 étaient pesés avant d'être dissouts dans 100 ml H20 et la 

solution a été gardée dans une bouteille brune au réfrigérateur. Les standards étaient 

préparés en duplicata et les tubes contenaient respectivement des solutions de 1004, 504, 
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254 et 0µ1. Dans chacun des autres tubes, 104 de bile de chaque échantillon y étaient 

déposés. Ensuite, 0,5 ml d'acide perchlorique a été ajouté à chacun des tubes. Tous les 

tubes étaient mélangés au vortex, coiffés d'une bille pour être placés ensuite dans un bac 

de sable chauffé à 1600C. Les tubes placés dans le bain sec y restaient pendant 3 heures 

ou plus jusqu'à l'obtention d'un liquide clair comme de l'eau. Après digestion complète, 

les tubes étaient refroidis. La digestion permet de libérer le phosphore inorganique. À 

chaque tube, ont été ajoutés 4,6 ml de Molybdate d'ammonium à 0,22% et 0,2 ml de 

réactif de Fiske et Subbarow. La solution de Molybdate d'ammonium était préparée de la 

façon suivante: 2,20 g de (NH4)Mo7024.4H20 étaient pesés et dissouts dans un litre d'eau 

bi-distillée. Pour la solution de Fiske et Subbarow, 1 g d'acide 1-amino-2-naphthol-4-

sulfonique était dissout dans 6,3 ml H20. Tous les tubes ont été ensuite mélangés au 

vortex, coiffés d'une bille et plongés dans un bain marie bouillant à 1000C pendant 8. Les 

tubes étaient ensuite refroidis pendant 20 minutes et les solutions lues au spectrophotomètre 

à 800 nm dans un délai d'une heure, car la couleur est stable pour cette période. 

4.2 Dosage de cholestérol 

Le cholestérol était mesuré par la méthode de la cholestérol oxydase (Boehringer-

Mannheim, Indianapolis, IN, USA). Les échantillons de bile ont été décongelés, 

conservés sur la glace et mélangés ensuite au vortex. Dans des tubes de verre, ont été 

déposés 200 de bile de chacun des échantillons. Les tubes ont été ensuite placés sous une 

lampe fluorescente pour la nuit. Le lendemain, une quantité nécessaire de réactif de 

cholestérol (1 ml/échantillon) a été préparé en ajoutant 32 ml H20 distillée déionisée dans 

chaque flacon de réactif. Le flacon contenant 1'eau et le réactif a été mélangé pour obtenir 
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une solution utilisable après une période de 10 minutes. À d'autres tubes de verre propres 

préparés en duplicata, ont été ajoutés respectivement 201,d de chaque solution standard. 

Ensuite, dans chacun des tubes (échantillons et standards), a été déposé lml de réactif. 

Deux solutions blancs ont aussi été préparés avec le réactif seulement. Après avoir 

mélangé tous les tubes au vortex, ils étaient ensuite incubés dans un bain rempli d'eau 

chauffée à 37°C pendant 5 minutes. Les tubes étaient refroidis à la température de la pièce 

pendant 10 minutes et les solutions lues au spectrophotomètre dans un délai d'une heure. 

5. Dosage des sels biliaires par GC/MS 

Dans des tubes Kimax propres, ont été déposés 1000 de bile et 1000 de standard 

interne: 5p-cho1anique (1 ug/g1). A chacun des tubes, 5 ml d'éthanol-méthanol (95:5) ont 

été ajoutés pour faire précipiter les protéines. Les tubes ont été chauffés pendant 5 à 10 

minutes à 80°C tout en les recouvrant de leurs bouchons sans les visser. Ils ont été ensuite 

bouchés complètement, équilibrés et centrifugés pendant 15 minutes à 4°C (3000 RPM). 

Suite à la centrifugation, les solutions d'éthanol sont transférées dans d'autres tubes pour 

être séchées sous N2  à 60°-80°C. 

5.1 Hydrolyse des acide biliaires 

L'étape suivante consiste à hydrolyser les acides biliaires pour enlever les conjugués. 

A chacun des tubes séchés précédemment, 2 ml de NaOH 2,5N ont été ajoutés. Ils étaient 

ensuite bouchés et scellés avec du parafilm. Chaque tube a été mélangé au vortex avant 

d'être installé sur une plaque chauffante pour la nuit à 1200-1300C. Le lendemain matin, 

les tubes étaient refroidis dans la glace et 3 ml d'HC1 2,5N y étaient ajoutés. Après avoir 
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mélangé chaque solution au vortex, le pH de chaque échantillon a été ensuite vérifié pour 

voir s'il était inférieur ou égal à 1. A chacun des tubes contenant les échantillons, 5 ml de 

diéthyl éther ont été ajoutés et mélangés ensuite pendant 20 minutes sur une plaque 

agitatrice. La phase d'éther a été transvidée dans d'autres tubes pour être séchée sous N2  à 

600-800C. Une deuxième extraction a été effectuée avec 3 ml d'éther et ajoutée à la phase 

d'éther de la première extraction pour être ensuite séchée sous N2. 

5.2 Formation de méthyl ester 

A chacun des tubes, ont été ajoutés 1 ml de méthanol pur, 1 ml de 2,2 

diméthoxypropane et 5 gouttes d'HC1. Les tubes étaient bouchés et refroidis ensuite à la 

température de la pièce pendant une heure. Dans chacun d'eux, ont été déposés 2 ml de 

diéthyl éther. Ils étaient ensuite mélangés au vortex et séchés sous N2. 

5.3 Formation d'acétate méthyl ester 

Une solution d acétylation a été préparée de la façon suivante: 7 ml d'acide acétique 

cristallisable + 5 ml acide acétique anhydre + 5 gouttes d'acide perchlorique (60-72%). 

À l'extrait méthylé contenu dans chacun des tubes, a été ajouté 0,5 ml de la solution 

d'acétylation. Les tubes étaient ensuite bouchés, mélangés au vortex, refroidis à la 

température de la pièce pendant 1 heure et ensuite placés sur la glace. À chacun des tubes, 

ont été ajoutés 5 ml d'eau et 5 ml d'éther. Ils étaient ensuite déposés sur un plaque 

agitatrice pendant 20 minutes. La phase supérieure d'éther de chacun des tubes a été 

prélevée, transférée dans d'autres tubes et séchée sous N2. Une deuxième extraction a été 

effectuée avec 3 ml d'éther et ajoutée à la phase d'éther de la première extraction pour 
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être ensuite séchée sous N2 à 60.-80°C. L'extrait sec a été resuspendu dans 200p,1 de 

chloroforme et la solution est prête à analyser au GC/MS. Avant d'injecter les 

échantillons au GC/MS, une solution standard contenant les différents sels biliaires à 

analyser, dans une proportion égale, a subi les mêmes traitements que les échantillons. Ces 

échantillons sont injectés dans un chromatographe en phase gaseuse Hewlett-Packard 5890 

muni d'un détecteur à ionisation de flamme, d'une colonne capillaire de 0.22 mm de 

diamètre intérieur et relié à un détecteur sélectif de masse Hewlett-Packard 5971A. Le 

GC/MS a permis de séparer les sels biliaires, de les identifier et de les quantifier. 

6. Préparation de standards de sels biliaires 

Environ 10 mg de chacun des sels biliaires standards ont été pesés dans des vials 

propres. La quantité pesée a été ensuite dissoute dans une même quantité de volume de 

méthanol en ml. La concentration finale de sel biliaire était donc de 1 gg/bd. Ces sels de 

sodium d'acides biliaires suivants: 53-cho1anique, ALC. Na+  (Lithocholate), ADOC. Na+  

(Déoxycholate), ACDC. Na+  (Chénodéoxycholate), AC. Na+(Cholate), AUDC. Na+  

(Ursodéoxycholate) et AHDC. Na-  (Hyodéoxycholate) utilisés comme standards provenaient 

de Calbiochem (La Jolla, Calif.). Leur pureté était absolue. Aucune contamination n'était 

détectée par chromatographie sur couche mince ou par chromatographie en phase gaseuse 

lors de l'analyse des échantillons. 

7. Statistiques 

Une analyse par régression linéaire et un test d anova ont été utilisés pour déterminer les 

différences entre les groupes. Les résultats obtenus étaient considérés significatifs à p < 

0.05. 
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RÉSULTATS 

Effet des sels biliaires sur le flux biliaire 

L'infusion de l'albumine n'affectait pas le flux biliaire pendant les 150 premières 

minutes, mais une diminution du flux a été observée durant les 60 dernières minutes (Fig5. 

A). L'ALC réduisait jusqu'à un maximum de 50% le flux biliaire 60 minutes après 

l'infusion de 12 !_tmo1es/100g de poids corporel, mais l'écoulement de la bile revient à la 

normale dans les 150 dernières minutes (Fig6. A). L'AUDC, l'AC et l'AC-S 

augmentaient le flux biliaire 60 minutes après leur infusion, tandis que l'AHDC 

l'augmentait seulement pendant les 30 premières minutes après son infusion (Fig5. B, C, 

D, E et F). La co-infusion de l'AUDC, l'AC et l'AHDC avec l'ALC, à des doses égales, 

prévenaient la cholestase induite par ce dernier (Fig6. D, E et F). Cependant, la co-

infusion de l'AC-S avec l'ALC, à une dose égale ou au double de la dose de l'ALC, ne 

prévenait pas l'effet cholestatique de ce dernier (Fig6. B et C). 

Effet des acides biliaires sur la sécrétion des phospholipides 

L'infusion de l'albumine n'affectait pas la sécrétion des phospholipides pendant les 60 

premières (Fig7. A). L'ALC réduisait jusqu'à un maximum de 60% la sécrétion des 

phospholipides 60 minutes après son infusion (Fig8. A). L'AUDC, l'AC et l'AHDC 

augmentaient de façon significative la sécrétion des phospholipides 30 minutes après leur 

infusion (Fig7. D, E et F). LAC-S diminuait de 24 à 34 % la sécrétion des 
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phospholipides 30-45 minutes après son infusion (Fig7. B et C). La co-infusion de 

l'AUDC, l'AC et l'AHDC avec l'ALC, à des doses égales, prévenaient la réduction de la 

sécrétion des phospholipides induite par ce dernier en cas de cholestase 15-60 minutes 

après son infusion (Fig8. D, E et F). LAC-S, co-infusé avec l'ALC, à une dose égale ou 

au double de la dose da l'ALC, ne prévenait pas la réduction de la sécrétion des 

phospholipides induite par l'infusion de ce dernier (Fig8. B et C). 

Effet des acides biliaires sur la sécrétion du cholestérol 

L'albumine n'affectait pas la sécrétion de cholestérol pendant 90 minutes après son 

infusion (Fig9. A). L'ALC réduisait de 40% la sécrétion de cholestérol 30-60 minutes 

après son infusion (Fig10. A). L'AUDC n'affectait pas la sécrétion de cholestérol 15-45 

minutes après son infusion, tandis que l'AC et l'AHDC l'augmentaient pour ces mêmes 

périodes (Fig9. D, E et F). L'AC-S réduisait d'environ 40% la sécrétion de cholestérol 

15-30 minutes après son infusion (Fig9. B et C). La co-infusion de l'AUDC, l'AC et 

l'AHDC avec l'ALC, à des doses égales, prévenaient la réduction de la sécrétion de 

cholestérol induite par ce dernier en cas de cholestase 15-60 minutes après son infusion 

(Fig10. D, E et F). LAC-S, co-infusé avec l'ALC, à une dose égale ou au double de la 

dose de l'ALC, réduisait d'environ 60% la sécrétion de cholestérol 30-60 minutes après la 

co-infusion (Fig10. B et C). 



O 

%
 de

  c
ha

ng
em

en
t 

240 
220 
200 
180 
160 
140 
120 
100 

80 
60 
40 
20 

    

A 

                

240- D 
220 
200 
180.: 
160.: 
140 
120 
100 

80.. 
60 
40 
20.: 

0 - 	 
E E 
(.9 n' 

                  

62 

240 - 
220.: 

4a 200. 

r1) 
 180.: 

160.: 

            

alb 

                

ac 

      

               

%
 de

  c
ha

ng
em

en
t  

                  

                                     

                                     

                                     

                                     

                                     

                                     

                                     

                                     

                                     

                                     

                                     

                                     

                                     

40 
20 

                                       

0 

                                       

                                       

   

E, 	 ô ô -cg 
Çn 	 oo Q 

r 

    

E E E E E 
‘,• 2  

      

                           

Temps 	 Temps 

	

240.. 	B 

.à 

	

220- 	 Mil ac-s12 
. 200 - 

180 - 
Ê 160 - 

	

U 140 - 	 * 

e 40 : 
60 : 

	

20 - 	1111111 

120- 
100 : a) ms 80.: 

0 
.E 	..c. 	c- 	.=. 	.c 	.c 	.c 	.c 	..c 
E •E .. e, m © m à à . ,e, , r 4 	

" " cl c- E  s le  g I.  F, 

240.: 
220 

• 200 
180.: 

g 160.: 
ec, 140 .: 
a 120 .: 
Le 100 - 

urso 

.`d 	o 

 

60 - 
40. 
20. 

o 

 

 

.E 	•

• 

.e 
ô 	• ôô 

Temps 

240-. 

0  
180 
22102600 

40,  

ou 140.: 
120 

	

u 	100 

	

crjee 	80 

	

e. 	60.: 
40.: 
20.: 
0 

F 
Temps 

hyo [IIID 

e 	.5. 	.5. 	.5. 	.9.. 

C§ 	..à" 	C§ 
cn 	VI 	‘.17 	CO 	m7. 	h 	0 

	

C•1 	rn 

.E 	 s 	.E 
E 

	

, 	cn 	
E 	ô 

	

cn 	cn 	\ID 	00 N 	cn 

Temps 	 Temps  

Fig.5 Effet de l'infusion de: Albumine, AC, AC-S12, AC-24, AUDC et AHDC sur le flux 
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Fig.7 Effet de l'infusion de: Albumine, AC, AC-S 12, AC-S 24, AUDC et AHDC sur la sécrétion 
de phospholipides chez le rat. 
Ces valeurs représentent les moyennes et écart-types du pourcentage de variation de 
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Fig.8 Effet de l'infusion de: ALC, AC + ALC, AUDC + ALC, AHDC + ALC, AC-S12 + ALC 
et AC-S24 + ALC sur la sécrétion de phospholipides chez le rat. 

Ces valeurs représentent les moyennes et écart-types du pourcentage de variation de 
phospholipides après infusion des acides biliaires par rapport au contrôle (albumine) 120 
minutes. 
*valeurs significativement différentes de celles du contrôle ( P < 0.05). 
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Fig.10 Effet de l'infusion de: ALC, AC + ALC, AC-S12 + ALC, AC-S24+ ALC, AUDC 
+ ALC et AHDC ALC sur la sécrétion de cholestérol chez le rat. 
Ces valeurs représentent le pourcentage de variation de cholestérol après infusion des 
acides biliaires par rapport au contrôle (albumine) 120 minutes. 
*Valeurs significativement différentes de celles du contrôle (P < 0.05). 
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Effet de l'albtunine sur la sécrétion des acides biliaires 

L'excrétion de l'ALC est absente après l'infusion de l'albumine (Fig11). L'albumine 

n'affectait pas la sécrétion de l'acide déoxycholique (ADOC) (Fig11. B, C, D, E et F). 

La sécrétion de l'acide chénodéoxycholique (ACDC) augmentait seulement 30 minutes 

après infusion de l'albumine (Fig11. B) et diminue par la suite. La sécrétion de l'acide 

cholique n'augmentait pas significativement 30 minutes après infusion de l'albumine et 

diminue ensuite (Figl 1. B). L'albumine n'affectait pas de façon significative la sécrétion 

des acides hyodéoxycholique (AHDC) et ursodéoxycholique (AUDC) (Figl 1. B, C, D, E 

et F). Une diminution de la sécrétion de l'acide muricholique a été observée 60-180 

minutes après infusion de l'albumine (Figl 1. C, D, E et F). 

Effet de l'acide cholique (AC) sur la sécrétion des acides biliaires 

Il n'y a pas de sécrétion de l'ALC après infusion de l'AC (Fig12). L'infusion de l'AC 

n'affectait pas la sécrétion de l'ADOC et celle de l'ACDC (Fig12. C, D, E et F), mais la 

sécrétion de l'AC a été augmentée 30 minutes après son infusion (Fig12. C) suivie d'une 

diminution. Elle n'affectait ni la sécrétion de l'AUDC ni celle de l'AHDC (Fig12. C, D, 

E et F). La sécrétion de l'acide muricholique a été diminuée seulement 120 minutes après 

infusion de l'AC (Fig12. E) 
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Fig.11 Effet de l'infusion de l'albumine sur la sécrétion des acides biliaires chez le 
rat. 
Ces valeurs représentent les moyennes et écart-types en nmol/min/g de foie de 
sécrétion d'acides biliaires après infusion d'albumine. 



I 	I 0-90min 

A 

nm
ol

/m
in

/g
  d

e  
fo

ie
  

4- 

acides biliaires 

mn  90-120min 

M
U

R
I-C

H
O

LI
 

20 
18 
16 
14 
12 
10 
8 
6 
4 
2 

nm
ol

/rn
in

/g
  d

e  
fo

ie
  

120-150min 

0 0 O • aO >- CO o C.) 	iCC 
D 

M
U

R
I-C

H
O

LI
 

20 
18 
16 
14 
12 
10 
8 
6 
4 
2 

nm
ol

/m
in

/g
  d

e  
fo

ie
  

D 
150-180min 

M
U

R
I- C

H
O

L  

nm
o l

/m
in

/g
  d

e  
fo

ie
  

20 
16 
16 
14 
12 
10 

8 
6 
4 
2 

nm
oU

rn
in

/g
  d

e  
fo

ie
  

20 
18 
16 
14 
12 
10 

6 
4 
2 
0 

20 	I 240-300min 
18 
16 
14 
12 
10 
8 

M
U

R
I- C

H
O

U
  < U o < 0 0 o 0 0 o >- CO 

(..) 	 i 	tY 
D 

nm
oV

in
in

ig
  d

e  
fo

ie
  

70 

acides biliaires 

acides biliaires  
acides biliaires 

IM 180-240min 

<o o o 0 CD 0 0 CD >- co o 

acides biliaires  acides biliaires 

M
U

R
I-C

H
O

LI
C

 

Fig.12 Effet de l'infusion d'AC sur la sécrétion des acides biliaires chez le rat. 
Ces valeurs représentent les moyennes et écart-types en nmol/min/g de foie de 
sécrétion d'acides biliaires. 
*Valeurs significativement différentes de celles du contrôle (albumine) 120 minutes 
après infusion d'AC. 
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Effet de l'acide lithocholique (ALC) sur la sécrétion des acides biliaires 

La sécrétion de l'ALC était augmentée significativement 30 minutes (Fig13. C) après 

son infusion suivie d'une diminution graduelle. L'infusion de l'ALC n'augmentait pas de 

façon significative la sécrétion de l'ADOC et celle de l'ACDC (Fig13. C, D, E et F). La 

sécrétion de l'AC était réduite seulement 60 minutes après l'infusion (Fig13. D). 

L'infusion de l'ALC augmentait la sécrétion de l'AHDC et de l'AUDC (Fig13. C, D, E 

et F), cependant une diminution significative de la sécrétion de l'acide muricholique a été 

observée 30 et 180 minutes après infusion de l'ALC (Fig13. C et F). 

Effet de l'acide ursodéoxycholique (AUDC) sur la sécrétion des acides biliaires 

Une absence de sécrétion d'ALC a été observée après infusion de l'acide 

ursodéoxycholique (Fig14). L'infusion de l'AUDC n'affectait pas de façon significative la 

sécrétion de l'ADOC et celle de l'ACDC (Fig14. C, D, E et F). Cependant, la sécrétion 

de l'AC a été augmentée 60-120 minutes après infusion de l'AUDC (Fig14. D, E et F). 

L'AUDC augmentait de façon significative la sécrétion de l'AHDC 30 minutes après son 

infusion (Fig14. C). Une augmentation de la sécretion de l'AUDC 30-120 minutes après 

son infusion a été observée (Fig14. C, D et E). Une diminution significative de l'acide 

muricholique a été observée 120-180 minutes après l'infusion de l'AUDC (Fig14. E et F). 
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Fig.13 Effet de l'infusion d'ALC sur la sécrétion des acides biliaires chez le rat. 
Ces valeurs représentent les moyennes et écart-types en nmolimin/g de foie de 
sécrétion d'acides biliaires. 
*Valeurs significativement différentes de celles du contrôle (albumine) 120 
minutes après infusion d'ALC (P < 0.05). 
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Effet de l'acide hyodéoxycholique (AHDC) sur la sécrétion des acides biliaires 

La fusion de l'AHCD ne favorise pas la sécrétion de l'ALC (Fig15). La fusion de 

l'AUDC n'affectait ni la sécrétion de l'ADOC ni celle de l'ACDC (Fig15. C, D, E et F). 

La sécrétion de l'AC n'a pas été affectée après l'infusion de l'AHDC (Fig15. C, D, E et 

F). Une augmention significative de la sécrétion de l'AHDC a été observée 30 minutes 

(Fig15 C) après son infusion suivie d'une diminution, cependant la sécrétion de l'AUDC 

n'a pas été affectée de façon significative après l'infusion de l'AHDC pour cette même 

période (Fig15. C). Une augmentation significative de la sécrétion de l'acide muricholique 

a été observée 60 minutes de l'AHDC (Fig15 D). 

Effet de l'acide cholique sulfaté (AC-S12) sur la sécrétion des acides biliaires 

Aucune trace de l'ALC n'a été observée après infusion de 1'AC-S124  (Fig16). 

L'infusion de 1'AC-S12p, n'affectait pas de façon significative la sécrétion de l'ADOC ni 

celle de l'ACDC (Fig16), cependant, une augmentation significative de la sécrétion de 

l'AC a été observée 60-120 minutes après infusion de 1'AC-812g  (Fig16. D et E). La 

sécrétion de l'AHDC ainsi que celle de l'AUDC n'ont pas été affectées de façon 

significative après infusion de 1'AC-S1211  (Fig16). Une augmentation significative de la 

sécrétion de l'acide muricholique a été observée 60 minutes après infusion de 1'AC-S12p, 

(Fig16. D) et elle diminuait significativement après 180 minutes ( Fig16. F). 
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Effet de l'acide cholique sulfaté (AC-S24) sur la sécrétion des acides biliaires 

Il n'y avait aucune trace de l'ALC après infusion de 1AC-S24p, (Fig17). La sécrétion 

de l'ADOC et celle de l'ACDC n'ont pas affectées par l'infusion de 1'AC-S24p, (Fig17). 

La sécrétion de l'AC était augmentée de façon significative 60 et 180 minutes après 

infusion de 1'AC-524'a  (Fig17. D et F). L'infusion de 1'AC-524p, n'affectait pas de façon 

significative ni la sécrétion de l'AHDC ni celle de l'AUDC (Fig.17). Une diminution 

significative de la sécrétion de l'acide muricholique 30 et 120-180 minutes après infusion 

de l'AC-S241 , (Fig17). 
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Fig.15 Effet de l'infusion d'AHDC sur la sécrétion des acides biliaires chez le rat. 
Ces valeurs représentent les moyennes et écart-types en nmol/min/g de foie de 
sécrétion d'acides biliaires. 
*Valeurs significativement différentes de celles du contrôle (albumine) 120 minutes 
après infusion d'AHDC (P < 0.05). 
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Fig.17 Effet de l'infusion d'AC-S 24pmoles sur la sécrétion des acides biliaires chez 
le rat. 
Ces valeurs représentent les moyennes et écart-types en nmol/min/g de foie de 
sécrétion d'acides biliaires. 
*Valeurs significativement différentes de celles du contrôle (albumine) 120 minutes 
après infusion d'AC-S 24µmoles (P < 0.05). 
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Effet de AC + ALC sur la sécrétion des acides biliaires 

La sécrétion de l'ALC augmentait de façon significative 30-60 minutes après l'infusion 

de l'AC + ALC suivie d'une diminution (Fig18. C et D). La sécrétion de l'ADOC et celle 

de l'ACDC n'étaient pas affectées par l'infusion de l'AC + ALC (Fig18). Cependant, la 

sécrétion de l'AC augmentait de façon significative 30-60 minutes après l'infusion de l'AC 

+ ALC (Fig18 C et D), tandis que l'augmentation de l'AHDC n'était pas significative 

pendant ces mêmes périodes après l'infusion du même produit. La sécrétion de l'AUDC 

augmentait 30-60 minutes après infusion de l'AC + ALC (Fig18 C et D), mais 

l'augmentation était significative seulement 30 minutes après l'infusion (Fig18 C). Une 

diminution de la sécrétion de l'acide muricholique a été observée 120-180 minutes après 

infusion de l'AC + ALC (Fig18 E et F). 

Effet de AUDC + ALC sur la séccrétion des acides biliaires 

L'infusion de l'AUDC + ALC augmentait de façon significative la sécrétion de l'ALC 

après 30 minutes suivie d'une diminution (Fig19 C). La sécrétion de l'ADOC et celle de 

l'ACDC n'étaient pas affectées de façon significative par l'infusion de l'AUDC + ALC 

(Fig19 C, D, E et F). La sécrétion de AC n'était pas affectée de façon significative 30-120 

minutes après l'infusion de l'AUDC + ALC (Fig19 C, D et E). La sécrétion de l'AHDC 

augmentait significativement 30 minutes après l'infusion de l'AUDC + ALC (Fig19 C), 

alors que la sécrétion de l'AUDC augmentait de façon significative 30-120 minutes après 

infusion du même produit (Fig19 C, D et E). Une augmentation significative de la 

sécrétion de l'acide muricholique a été aussi observée 30-120 minutes après infusion de 

l'AUDC + ALC (Fig19 C, D et E). 
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Effet de ABDC + ALC sur la sécrétion des acides biliaires 

La sécrétion de l'ALC était augmentée 30-60 minutes après infusion de l'AHDC + 

ALC (Fig20 C et D). La sécrétion de l'ADOC et celle de l'ACDC n'étaient pas affectées 

de façon significative après infusion de l'AHDC + ALC (Fig20 C, D et E). Une 

augmentation de la sécrétion de AC a été observée 60 minutes après infusion de l'AHDC 

+ ALC (Fig20 D) suivie d'une diminution après 120-180 minutes (Fig20 E et F). La 

sécrétion de l'AHDC était augmentée 30-60 minutes après infusion de l'AHDC + ALC 

(Fig20 C et D) suivie d'une diminution. Une augmentation significative de AUDC a été 

observée 60 minutes après infusion de l'AHDC + ALC (Fig20 D) suivie d'une 

diminution. La sécrétion de l'acide muricholique était diminuée de façon significative 

seulement 180 minutes après infusion de l'AHDC + ALC (Fig20 F). 
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Fig.18 Effet de la coinfusion de l'AC+ ALC sur la sécrétion des acides biliaires 
chez le rat. 
Ces valeurs représentent les moyennes et écart-types en nmol/min/g de foie de 
sécrétion d'acides biliaires. 
* Valeurs significativement différentes de celles du contrôle (albumine) 120 
minutes après infusion de l'AC + ALC. 
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Fig.19 Effet de l'infusion d'AUDC + ALC sur la sécrétion des acides biliaires chez le 
rat. 
Ces valeurs représentent les moyennes et écart-types en nmol/min/g de foie de 
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Effet de AC-S12+ ALC sur la sécrétion des acides biliaires 11  

Une augmentation significative de la sécrétion de l'ALC a été observée 30 minutes 

après infusion de 1'AC-S1211  + ALC (Fig21. C). L'infusion de 1'AC-S12p, + LCA 

n'affectait pas de façon significative ni la sécrétion de l'ADOC ni celle de l'ACDC 

(Fig21). Une diminution significative de l'AC a été observée 120-180 minutes après 

infusion de 1'AC-S12pi  + ALC (Fig21. E et F). Une augmentation non significative de la 

sécrétion de l'AHDC a été observée 30-60 minutes après infusion de 1'AC-S1211  + ALC, 

mais une augmentation significative de la sécrétion de l'AUDC a été observée durant ces 

mêmes périodes (Fig21. C et D). Une diminution significative de la sécrétion de l'acide 

muricholique a été observée 120-180 minutes après infusion de 1'AC-S12g  + ALC 

(Fig21. E et F). 

Effet de AC-S24+ ALC sur la sécrétion des acides biliaires 11  

Une augmentation de la sécrétion de l'ALC a été observée 30-120 minutes après 

l'infusion de 1'AC-8241  + ALC (Fig22. C, D et E). L'infusion de 1'AC-S24p, + ALC 

n'affectait pas la sécrétion de l'ADOC (Fig22), mais une diminution de l'ACDC a été 

observée 180 minutes après l'infusion du même produit (Fig22. F). Une diminution de 

l'AC a été aussi observée 30-180 minutes après infusion de 1'AC-S24 L  + ALC (Fig22. C, 

D, E et F). Cependant, une augmentation significative de la sécrétion de l'AHDC et de 

celle de l'AUDC ont été observées 60 minutes après infusion de 1'AC-S24p, + ALC 

(Fig22. D). Une diminution significative de la sécrétion de l'acide muricholique a été 

observée 30 et 120-180 minutes après infusion de 1'AC-S24p, + ALC (Fig22. C, E et F). 
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DISCUSSION 

Les résultats obtenus ont montré que l'infusion d'une dose de 12 gmoles /100 g de 

poids corporel de l'ALC par voie intraveineuse induit une cholestase chez le rat en 

diminuant le flux biliaire à son plus bas niveau après 30-60 minutes (Fig. 6A). Le débit 

biliaire revient après ces périodes au niveau basal 90 minutes après infusion de cet acide 

biliaire. L'ALC réduisait le flux biliaire jusqu'à un maximum de 50% et cette réduction 

correspond à la cholestase maximale (Fig. 6A). Ces résultats démontrent la réversibilité de 

la cholestase induite par l'ALC et sont en accord avec ceux obtenus par Vu et al. (1992) 

montrant un rétablissement du flux biliaire après infusion d'une dose similaire de l'ALC 

chez le rat. Pour expliquer la diminution du flux biliaire par l'ALC, certains auteurs ont 

proposé un modèle représentatif de nombreux mécanismes impliqués dans le 

développement de la cholestase induite par l'ALC (Tuchweber et al., 1986; Roy et al., 

1989). Une augmentation de la synthèse de novo du cholestérol a été suggérée comme 

étant l'étape initiale impliquée dans cette cascade d'évènements. Selon Yousef et al. 

(1984), cette augmentation du cholestérol nouvellement synthétisée serait causée par une 

interaction de l'ALC avec les fractions microsomiales hépatiques. Cependant, il faut 

soligner également une autre étape importante qui consiste en un trasnsport de l'ALC et du 

cholestérol au pôle canaliculaire pour s'incorporer dans la membrane du canalicule biliaire. 

Pendant la période cholestatique, la sécrétion de phospholipides et de cholestérol diminue 

parallèlement au flux biliaire (Fig. 6A, 8A, 10A), mais une augmentation de la sécrétion 

de l'ALC a été observée (Fig. 13A). Ce qui suggère que, contrairement à la condition 
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normale, les mécanismes de sécrétion du cholestérol et de phospholipides ne sont pas 

associés à ceux des acides biliaires dans les conditions cholestatiques. Cette importante 

sécrétion de l'ALC pendant les périodes de cholestase pourrait être simplement un 

mécanisme de détoxification naturelle de l'organisme pour éliminer cette substance 

toxique. Ainsi, la diminution de la sécrétion du cholestérol, observée lors de la cholestase 

maximale ainsi que son retour au niveau basal durant le rétablissement du débit biliaire, 

suggère que son accumulation membranaire pourrait être un facteur responsable de la 

diminution du flux biliaire. 

De plus, il semble que la présence de protéines cytosoliques soient impliquées dans le 

transport du cholestérol vers le pôle canaliculaire, car il a été démontré qu'une inhibition 

de leur synthèse normale empêche l'augmentation du cholestérol membranaire ainsi que la 

cholestase induite par l'ALC (Yousef et al. 1983; Vu et al. 1992). Il a été également 

démontré que l'incorporation et l'accumulation du cholestérol et de l'ALC dans la 

membrane canaliculaire font augmenter le rapport cholestérol/phospholipides 

membranaires (Yousef et al., 1984; Vu et al. 1992). D'une part, l'accumulation du 

cholestérol dans la membrane canaliculaire pourrait entraîner des changements importants 

tels que la dilatation du canalicule, la perte des microvillosités, la diminution de la fluidité 

et de la perméabilité membranaire. D'autre part, une pertubation de la perméabilité des 

jonctions serrées pourrait être induite par l'ALC pour provoquer un reflux des substances 

biliaires dans la circulation sanguine. Cela suggère que tous ces mécanismes peuvent 

contribuer à réduire le flux biliaire. En effet, il a été démontré aussi que le rapport 

cholestérol/phospholipides est inversement proportionnel à la fluidité de diverses 
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membranes biologiques ( Van Blitterswijk et al., 1987). Ce qui est tout à fait en accord à 

l'augmentation de la synthèse de novo du cholestérol ainsi que son transport vers le pôle 

canaliculaire rapporté par Yousef et al. (1984). Selon ces derniers auteurs, l'accumulation 

de l'ALC et du cholestérol dans la membrane canaliculaire pourrait faire augmenter la 

viscosité membranaire conduisant à la cholestase. 

Enfin, pour mieux comprendre le mécanisme de la cholestase induite par l'ALC, Vu et 

al. (1992) a évalué les compositions lipidiques membranaires à différentes périodes après 

infusion de l'ALC, dans la fraction totale des membranes plasmatiques (MP) et dans la 

fraction enrichie en des membranes canaliculaires (MCB). Ces travaux ont rapporté que le 

niveau de phospholipides membranaires ne varient pas par rapport aux valeurs basales, 

tandis que le niveau de cholestérol dans ces deux fractions membranaires augmente 

significativement pendant les périodes de 30 et 60 minutes après infusion de l'ALC. 

Ainsi, toujours dans cette même étude, l'auteur a montré que la fluidité de la fraction MP 

ne varie pas après infusion de l'ALC, alors que celle de la fraction MCB est diminuée 30 

et 60 minutes après infusion de cet acide biliaire. Cela suggère que le niveau de 

cholestérol augmente et la fluidité de la membrane canaliculaire diminue pendant le stade 

d'induction de la cholestase par l'ALC. Il faut souligner également que d'autres études ont 

démontré que les changements dans la fluidité membranaire sont associés depuis longtemps 

à la cholestase induite par les oestrogènes (Rosario et al., 1988; Smith et Gordon, 1988). 

Toutefois, les travaux de Vu et al. (1992) ont montré que la diminution de la fluidité 

membranaire a été observée seulement dans la fraction canaliculaire pendant les périodes 

cholestatiques induites par l'ALC, malgré une augmentation du cholestérol dans les 
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fractions MP et MCB. Selon ces mêmes auteurs, l'augmentation du cholestérol et du 

rapport cholestérol/phospholipides est beaucoup plus importante dans la fraction MCB que 

dans celle de MP. Cela suggère que la fraction de la membrane canaliculaire semble être 

le site le plus susceptible à ce changement. 

Les résultats obtenus après l'infusion d'une dose de 12 umoles/100g de poids corporel 

de l'AC ou l'AC +ALC montrent un effet cholérétique et une prévention de la cholestase 

induite par l'ALC 30-60 minutes après l'infusion de ce dernier chez le rat (Fig. 5D et 6D). 

Pour expliquer les mécanismes de protection de 1"AC contre la cholestase induite par 

l'ALC, plusieurs hypothèses peuvent être envisagées. Il a été démontré qu'une réduction 

du flux biliaire dépendant des sels biliaires ne pourrait pas être la cause de la cholestase 

induite par l'ALC parce que la sécrétion des sels biliaires dans la bile est augmentée même 

durant l'initiation de cette cholestase (Vu et al. 1992). Ce qui indique que la diminution 

éventuelle de la sécrétion des sels biliaires résulte de la diminution du flux biliaire et non 

l'inverse (Kakis et Yousef, 1980). Ainsi, Cela suggère que l'augmentation de la sécrétion 

des sels biliaires observés durant la co-infusion d'AC +ALC ne soit pas la cause première 

de l'effet protecteur de l'AC (Fig. 18C, 18D). La seconde hypothèse est que la co-

infusion d'AC+ALC cause des changements dans les fractions MP et MCB pour 

s'opposer à l'action de l'ALC sur la membrane. Certaines études ont démontré que 

l'infusion de l'AC seul était capable d'augmenter les phospholipides membranaires et de 

réduire ainsi le rapport cholestérol/phospholipides (Kakis et Yousef, 1980). Ce mécanisme 

pourrait s'opposer à l'action de l'ALC; cependant, selon ces auteurs, cette possibilité est 

invraisemblable parce que le contenu de phospholipides membranaires (MP+MCB) n'était 
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pas augmenté. Toujours, selon eux, une très grande augmentation de ce paramètre serait 

requis pour s'opposer à l'augmentation drastique en contenu de cholestérol membranaire 

(MP+MCB). 

Puisque ces données suggèrent que le mécanisme de protection de l'AC n'est pas relié 

à l'augmentation en contenu de cholestérol membranaire (MP+MCB), il est possible que 

le site clé pour la protection de l'AC précède l'exposition des membranes (MP +MCB) à 

l'ALC. IL est probable que l'AC prévienne l'hépatotoxicité de l'ALC en compétitionnant 

avec ce dernier pour sa capture hépatique et en réduisant ainsi sa concentration dans la 

cellule du foie. Cependant, il a été démontré que la quantité de l'ALC présente dans le 

sang après une co-infusion de l'AC +ALC était similaire à celle obtenue après une infusion 

de l'ALC seul (Kakis et Yousef, 1980). De plus, des travaux menés par ces mêmes 

auteurs montraient qu'il n'existait pas une différence significative entre la somme de 

l'ALC sécrétée dans la bile et celle retenue dans le foie suite à une co-infusion de l'AC + 

ALC ou à une infusion de l'ALC seul (Kakis et Yousef, 1980). Ces résultats suggèrent 

que la différence observée au niveau du transport de l'ALC entre les groupes traités avec 

l'AC +ALC et ceux avec l'ALC seul réside dans la sécrétion biliaire de ce dernier et non 

dans sa capture hépatique Paumgartner (1977). 

L'augmentation de la sécrétion de l'ALC observée, suite à une co-infusion de ce 

dernier avec l'AC, suggère plusieurs possibilités. D'une part, un complexe soluble dans 

l'eau peut être formé entre l'ALC et l'AC favorisant leur sécrétion dans la bile (Fig. 18C, 

18D). Puisque l'ALC est sécrété sous sa forme libre, cela suggère que l'ALC est 
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complexé avec l'AC d'une manière similaire au complexe cholestérol-acide biliaire (Kakis 

et Yousef, 1980; Small et Admirand, 1971). Ainsi, il est probable que ce complexe soit 

un micelle AC-ALC. D'autre part, il est possible que l'AC augmente la sécrétion des 

vésicules riches en ALC ou les canaux de sécrétion de l'ALC. Cependant, selon Kakis et 

Yousef (1980), cette dernière hypothèse est invraisemblable, car le rôle de ces vésicules ou 

ces canaux dans la formation de la bile n'a pas été adéquatement démontré. Selon ces 

mêmes auteurs, il est d'intérêt que la sécrétion de cholestérol soit augmentée après 

l'infusion de l'AC +ALC (Fig. 10D), car cela suggère que l'excès d'accumulation de 

cholestérol dans la membrane (MP +MCB) est aussi incorporé dans les micelles AC-ALC 

et sécrété dans la bile. Ainsi, ces micelles peuvent être formés dans la région 

péricanaliculaire ou dans la membrane MCB elle-même. 

De plus, ces études suggèrent que l'AC prévient l'effet cholestatique de l'ALC en 

formant des micelles AC-cholestérol-ALC dans la région canaliculaire. Pour Kakis et 

Yousef (1980), cette micellarisation prévient la cholestase induite par l'ALC en solubilisant 

et en déplaçant ce dernier et l'excès de cholestérol à partir du canalicule et de la région 

péricanaliculaire. Selon ces auteurs, les changements dans les membranes canaliculaires 

biliaires sont les princpales étapes d'initiation de la cholestase intraliépatique induite par 

1 ' ALC . 

Les figures 5E et 6E montrent que l'AUDC, comme l'AC, a un effet cholérétique chez 

le rat lorsqu'il est infusé seul ou avec l'ALC. La co-infusion de l'AUDC avec l'ALC 

prévenait la diminution du flux biliaire, des phospholipides et du cholestérol (Fig. 6E, 8E 
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et 10E) induite par l'ALC après 30-60 minutes lorsque ce dernier est infusé seul. D'autres 

études expérimentales ont démontré que lorsque l'AUDC est administré par voie 

intraveineuse à des rats ayant une fistule biliaire, c'est-à-dire sans passage de bile dans le 

tube digestif, une amélioration de la cholestase induite par d'autres acides biliaires toxiques 

a été observée (Heuman et al., 1991; Schôlmerich et al., 1990). De plus, une 

augmentation de la sécrétion canaliculaire des acides biliaires toxiques, responsables de la 

cholestase expérimentale, a été aussi rapportée (Heuman et al., 1991; L,oria et al., 1994). 

Ces études sont en accord avec les obtenus aux figures 19C et 19D démontrant la sécrétion 

de l'ALC lors de sa co-infusion avec l'AUDC après 30-60 minutes. De plus, il a été 

rapporté que l'infusion de l'AUDC sous sa forme non conjuguée possède la propriété 

d'induire chez le rat une cholérèse plus importante que celle attendue en fonction de son 

taux de sécrétion dans la bile (Lévy et al., 1996; Dumont et al., 1980). 

Une augmentation du flux biliaire et de l'excrétion biliaire de l'AUDC a été observée 

après 1 infusion de ce dernier seul ou avec l'ALC (Fig. 5E, 6E, 14C, 14D, 14E, 19C, 

19D, 19E). Pour expliquer ces résultats, certaines hypothèses ont été émises. Selon la 

première hypothèse, ces résultats peuvent s'expliquer par une sécrétion de bicarbonates par 

l'hépatocyte dans le canalicule biliaire suite à un échange Na+/H+  stimulé par l'AUDC 

(Lévy et al. 1996; Dumont et al. 1980; Renner et al. 1989). La deuxième hypothèse fait 

intervenir une sécrétion de l'AUDC par l'hépatocyte dans le canalicule biliaire en partie 

sous forme non protonée puis sous sa forme protonée ( Lévy et al., 1996). Selon ces 

derniers auteurs, la forme protonée de l'AUDC est liposoluble, elle est réabsorbée par 

l'épithélium biliaire vers les plexus vasculaires péribiliaires et est retournée au foie afin 
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d'être à nouveau excrétée dans la bile. D'autres études soutiennent que le passage continu 

de l'AUDC à travers l'épithélium biliaire fait diminuer les concentrations intracellulaires 

d'acides biliaires toxiques (Hofmann, 1994; Lévy et al. 1996). 

Cependant, l'action cholérétique de l'AUDC ne peut pas expliquer à elle seule la 

protection contre l'ALC. L'AUDC non seulement a une action cholérétique, mais a aussi 

un effet cytoprotecteur permettant de stabiliser les membranes cellulaires (Lévy et al., 

1996). In vitro, l'AUDC protège de la toxicité induite par les acides biliaires hydrophobes 

(Galle et al., 1990; Heuman et al., 1991). Des observations en microscopie électronique 

ont montré que l'AUDC prévient la rupture de la membrane canaliculaire trouvée dans les 

affections cholestatiques (Heuman et al., 1991; Lévy et al., 1996). 	In vivo, d'autres 

études ont montré que l'AUDC prévient la toxicité induite par des molécules hydrophobes 

comme la cyclosporine (Queneau et al., 1993) ou l'éthinyl-oestradiol (Bouchard et al., 

1993; Utili et al., 1990). De plus, il a été rapporté que l'adjonction de l'AUDC stabilise 

la bicouche lipidique et réduit la solubilisation des micelles induites par les acides biliaires 

hydrophobes (Heuman, 1993). Cela a été démontré in vitro sur des modèles vésiculaires 

riches en cholestérol (Heuman et Bajaj, 1994), sur des cultures d'hépatocytes humains 

(Galle et al., 1990) et in vivo chez l'animal (Vadakekalam et Gores, 1992). En agissant 

sur la membrane, l'AUDC faciliterait l'élimination des molécules hydrophobes, 

responsables de la cholestase par accumulation intramembranaire. Chez l'homme, cette 

propriété pourrait expliquer les effets de l'AUDC sur des cholestases médicamenteuses 

comme celles dues à la cyclosporine (Kallinowski et al., 1991) ou l'amiodarone (Reshef et 

al., 1994). 
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Les résultats obtenus après l'infusion de l'AHDC seul ou avec l'ALC ont montré que 

l'AHDC a un effet cholérétique, prévient la cholestase induite par l'ALC après 30-60 

minutes losque ce dernier est infusé seul (Fig. 5F et 6F). La co-infusion de l'AHDC 

empêche la réduction de phospholipides et de cholestérol induite par l'ALC (Fig. 8F et 

10F). Cette activité cholérétique de l'AHDC chez le rat est probablement due à ses 

propriétés physicochimiques puisqu'il s'agit d'un acide biliaire hydrophylique (Kham et 

O'Maille, 1987). Aparemment, le caractère hydrophilique de FAHDC lui confère une 

faible capacité de transformer des vésicules cholestérol/phospholipides en micelles. Ce qui 

suggère que l'AHDC ne produit pas comme l'ALC une augmentation du rapport 

cholestérol/phospholipide, mais peut extraire préférentiellement les phospholipides des 

vésicules (Cohen-Solal et al., 1995). Cette hypothèse peut expliquer la protection de 

l'AHDC contre la cholestase induite par l'ALC lorsque les deux sont co-infusés. De plus, 

il a été rapporté que des hamsters traités avec l'AHDC démontraientt une grande 

proportion de 67% de cet acide biliaire hydrophilique dans la bile, alors il n'existe qu'à 

l'état de trace chez les animaux contrôles (Cohen-Solal et al., 1995). Ces résultats sont en 

accord avec les résultats obtenus dans ce travail où l'excrétion de l'AHDC est augmentée 

lorsqu'il est infusé seul ou avec l'ALC chez le rat (Fig. 15C, 15D, 20C, 20D). Cela peut 

suggérer un remplacement des acides biliaires hydrophobes par ceux hydrophiles, ce qui 

pourrait être un mécanisme expliquant la prévention de l'AHDC contre la cholestase 

induite par l'ALC. 

Les résultats obtenus (Fig. 5B, 5C, 16D, 17D) ont montré une augmentation du flux 
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biliaire et de la sécrétion de l'AC après l'infusion des doses de 12 et de 24 µmoles/100 g 

de poids corporel de l'acide cholique sulfaté seul (AC-S). Cette augmentation du flux 

biliaire peut s'expliquer par le fait que la sulfatation augmente la sécrétion d'une forte 

concentration de monomère d'ester d'acide biliaire sulfaté et favorise une plus grande 

entrée d'eau dans la bile (Yousef et al. 1987). De plus, ces mêmes auteurs ont démontré 

que la sulfatation peut augmenter le potentiel cholérétique de tous les acides biliaires. 

Cependant, la sulfatation altère les propriétés physicochimiques des acides biliaires en 

abolissant leurs propriétés détersives et peut influencer la formation biliaire. Il a été 

démontré que les esters sulfatés sont librement solubles dans l'eau, possèdent une 

concentration micellaire critique élevée, mais ne solubilisent pas le cholestérol et très peu 

les phospholipides (Yousef et al., 1987). Ces études études sont en accord avec les 

résultats obtenus (Fig. 7B, 7C, 9B, 9C) lorsque l'AC-S est infusé seul aux doses 

mentionnées. 	La sulfatation de l'AC réduit la sécrétion de cholestérol biliaire 

comparativement à l'AC non sulfaté, ce qui suggère que le relargage du cholestérol 

requiert les propriétés détergentes des acides biliaires. Donc, ces résultats ont montré que 

l'infusion de l'AC-S n'augmente ni le cholestérol ni les phospholipides, mais produit un 

effet cholérétique. 

Cependant, d'autres résultats (Fig. 6B et 6C) démontrent que la co-infusion de l'AC-S 

avec l'ALC ne prévient pas la cholestase induite 30-60 minutes après l'infusion de ce 

dernier seul. Pendant la période cholestatique, la sécrétion de phospholipides et de 

cholestérol (Fig. 8B, 8C, 10B et 10C) diminue parallèlement au flux biliaire, mais la 

sécrétion d'ALC est élevée (Fig. 21C, 21D, 21C et 22D) 30-60 minutes après la co- 
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infusion de l'AC-S avec l'ALC. Ce qui suppose que, contrairement à la condition 

normale, le mécanisme de sécrétion du cholestérol et des phospholipides ne s'associe pas à 

ceux des acides biliaires dans les conditions cholestatiques. Cela suggère aussi qu'une 

diminution de la sécrétion des sels biliaires résulte de la diminution du flux et non l'inverse 

(Kakis et Yousef, 1980). 	Cette cholestase peut être due au fait que l'AC-S ne 

compétitionne pas avec l'ALC pour sa capture hépatique, ce qui favorise l'augmentation 

de l'ALC dans la cellule du foie et cause l'hépatotoxicité. De plus, il est probable que 

l'AC-S ne protège pas l'effet cholestatique de l'ALC parce qu'il n'y a pas de formation de 

micelles entre l'AC-S, le cholestérol et l'ALC dans la région canaliculaire. Ainsi, 

l'absence d'une telle micellarisation ne prévient pas la cholestase induite par l'ALC parce 

qu'elle favorise l'insolubilisation, l'accumulation d ALC et du cholestérol en excès dans le 

canalicule. Ces hypothèses sont corroborées celle émise par Kakis et Yousef (1980). Selon 

ces auteurs, la cholestase intrahépatique induite par l'ALC peut être initiée par des 

changements au niveau des membranes canaliculaires biliaires. 

CONCLUSION 

Les résultats obtenus dans ce projet permettent de conclure que l'AUDC, l'AC et 

1' AHDC préviennent la cholestase induite par l'ALC lorsqu'ils sont co-infusés avec ce 

dernier à une dose égale de 12 ¡moles/ 100 g de poids corporel chez le rat. Ainsi, 

l'infusion de l'AC-S chez le rat augmente le flux biliaire, car il apparaît avoir un haut 

potentiel cholérétique. En effet, la perte de la propriété détersive de 1'AC-S et ses effets 
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sur la sécrétion de la bile peuvent suggérer que la sulfatation de cet acide biliaire est un 

mécanisme protecteur contre la cholestase. Cependant, quand cet acide biliaire sulfaté est 

co-infusé avec l'ALC à dose égale ou au double de la dose de ce dernier, il ne prévient pas 

la cholestase induite par l'ALC. Cela suggère que la sulfatation ne constitue pas toujours 

un mécanisme de protection et comporte des limites. Il serait peut-être important d'évaluer 

d'autres paramètres tels que la liaison de l'ALC avec les protéines cytosoliques et 

membranaires dont la caractérisation de celles-ci permettrait d'améliorer la compréhension 

du mécanisme impliqué dans la cholestase et éventuellement l'approche thérapeutique. 
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