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Sommaire

1l a été démontré que des apports élevés en protéines s’accompagnaient d’une
élévation de I’excrétion urinaire de calcium et pouvaient affecter la balance calcique,
amenant des effets potentiellement délétéres sur I’0os. Toutefois, ces études utilisaient
des apports trés élevés en protéines et comportaient des périodes experimentales
relativement courtes, limitant ainsi leur utilité pour 1'élaboration de recommandations
nutritionnelles. Le but de la présente étude était donc d’évaluer I'impact des protéines
et du calcium alimentaires et la relation entre ces deux éléments nutritifs en regard de
l'intégrité osseuse, lorsque ceux-ci sont administrés a des doses physiologiques tout au
long de la vie. Des rats males Sprague-Dawley sevrés ont ainsi été soumis durant 22
mois 4 une diéte contenant soit 13.2% ou 22.0% de protéines et soit 0.5% ou 1.0% de
calcium. Les animaux consommant 0.5% de calcium ont été sacrifiés aux ages de 13,
18 et 22 mois, et ceux soumis & la diéte contenant 1% de calcium ont été sacrifiés a
I’age de 22 mois. L’intégrité osseuse a été évaluée en mesurant les parametres
suivants: anthropométrie du fémur (longueur, épaisseur, poids humide, poids sec
dégraissé et poids des cendres) et contenu minéral osseux (calcium, phosphore et
magnésium). D’autres paramétres ont également été étudiés : le poids corporel, la
consommation alimentaire, la calcémie et les excrétions urinaires de calcium, protéines
et créatinine. Les minéraux, la créatinine et les protéines ont été mesurés par des

méthodes colorimétriques.

Les contenus osseux en calcium et en phosphore n'ont pas été affectés de
maniére significative par 1’Age, contrairement au contenu en magnésium qui a diminué.
Malgré que les changements n’étaient pas significatifs, la calciurie tendait a &tre plus
élevée chez les animaux consommant 22% de protéines (p= 0.13 chez les rats agés de
13 mois), mais cet effet s’est estompé avec I’avancement en age. Par ailleurs, les
protéines alimentaires ont eu un impact sur le contenu minéral osseux a un age avance
et cet effet était intimement 1ié a l'apport en calcium. Dans la présente étude, les

concentrations minérales osseuses les plus élevées (chez les animaux agés de 22 mois)



v

ont été observées en présence des didtes contenant 13.2% protéines, 0.5% calcium et
22% protéines, 1% calcium, correspondant a des ratios calcium :protéines (mg :g) de
38:1 et 45.5:1, respectivement. En 1993, 'American Institute of Nutrition établissait les
recommandations en protéines a 17% pour le rat en croissance et a 12% chez le rat
vieillissant. Quant aux besoins en calcium, I'AIN recommande 0.5%., ce qui
correspond & des ratios calcium:protéines de 29:1 (période de croissance) et 42:1 (au
cours du vieillissement). Dans la présente étude, un ratio calcium:protéines
correspondant & 76:1 (diéte contenant 13.2% de protéines et 1% de calcium) a été
associé a des contenus osseux en calcium (p<0.05) et en phosphore (p=0.23) de méme
qu'a des poids fémoraux (cendres, p<0.05; sec dégraissé, p=0.065) plus faibles, lorsque

comparés aux rats consommant 0.5% de calcium.

En conclusion, malgré une tendance dans le sens d'une augmentation de la
calciurie a I'dge adulte, I'administration d'une diéte contenant jusqu'a 22% de protéines
na pas eu d'effets délétéres sur l'intégrité osseuse au grand age. En outre, les résultats
de la présente étude confirme l'interaction qui existe entre les protéines et le calcium
alimentaires et font ressortir I’importance du ratio calcium : protéines lorsque ces deux
nutriments sont administrés a4 des doses physiologiques. Ainsi, un ratio
calcium:protéines de l'ordre de 40:1, proposé pour les animaux vieillissant, semble étre
appropri¢. Par contre, l'administration de diétes comprenant des ratios
calcium:protéines plus élevés (ex. 76:1) ne semblent pas favoriser une intégrit¢ osseuse

optimale.
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I INTRODUCTION

Le tissu osseux est composé d’une matrice organique extracellulaire,
principalement la protéine du collagéne, sur laquelle se dépose une substance minerale,
essentiellement le cristal d’hydroxyapatite ou cristal de phosphate de calcium'. Etant
donné qu’approximativement un tiers de la masse osseuse est constituée de protéines,
un apport protéique adéquat est essentiel 4 la synthése de la nouvelle matrice osseuse”.
Ainsi, I’acquisition de la masse osseuse et le maintien de 1’intégrité de I’os au cours du
vieillissement dépendent en partie d’un niveau de protéines alimentaires adéquat’. Bien
que les effets délétéres d’un apport protéique insuffisant soient tres bien démontrés’, les
conséquences associées d un apport excessif en protéines sur l'intégrité osseuse

demeurent controversées.

Depuis I’étude de Wachman et Bernstein® réalisée en 1968, ot il a été suggéré
qu’un apport protéique élevé causait une hypercalciurie, résultant en une balance
calcique négative et au développement de I’ostéoporose, plusieurs travaux ont été
menés dans le but d’évaluer ’impact d’un niveau élevé de protéines alimentaires sur
I’intégrité osseuse et sur le métabolisme calcique™®. 1l a été clairement démontré que

des apports protéiques élevés entrainaient une augmentation de I’excrétion urinaire du

5,6,11-13 7,8,14-16

calcium chez I’humain et le rat Chez ce dernier, une dicte élevée en
protéines ne semblerait pas étre associée a une balance calcique négative, due a une
diminution compensatrice de 1’excrétion fécale du calcium endogéne”'*'*. Cependant,
chez I’humain, un apport protéique élevé résulterait en une perte nette du calcium de
’organisme'’. Si la source de ce calcium provient d’une augmentation du taux de
résorption osseuse, la consommation chronique d’une dicte élevée en protéines pourrait
entrainer des effets néfastes sur I’0os. Le principal mécanisme par lequel un apport
protéique élevé pourrait étre délétére en regard de D’intégrité osseuse est relic a
I’augmentation de la production d’acides endogenes associée a un niveau ¢leve de
protéines alimentaires*'®!°. Cette diéte productrice d’acide pourrait promouvoir la

mobilisation des sels de calcium a partir des réserves osseuses dans le but de neutraliser



I’acidité générée, résultant en une dissolution de I’os.

Dans une étude d’une durée de 10 mois réalisée chez le rat, Whiting et Draper®
ont rapporté que la composition de 1’os était comparable chez les animaux soumis a une
diéte contenant soit 15% ou 35% de protéines, confirmant d’autres travaux effectués

21-23 0

chez le rongeur”'**°. Des chercheurs ont toutefois observé des effets néfastes u

bénéfiques’** d’une dicte élevée en protéines sur I'intégrité de I’os. Parallélement aux
études chez I’animal, des travaux chez ’humain portant sur 1’association entre I’apport

25-29

protéique et la masse osseuse et le métabolisme osseux (évalué a partir de

910123031 4t produit des résultats contradictoires. Bien que

marqueurs biochimiques)
des associations entre les protéines alimentaires et 1’incidence de fractures aient éte
rapportées”‘35 , ces résultats restent difficiles & interpréter du fait que des facteurs, tels
que I’apport en calcium et en d’autres éléments nutritifs impliqués dans le métabolisme

osseux, n'ont pas toujours été controlés.

Puisqu’un apport protéique élevé induit I’hypercalciurie, les protéines
alimentaires représentent un déterminant important des besoins en calcium. Ce minéral
est le principal cation de la phase inorganique du squele‘cte36 et 99% du calcium de

3738 Cette grande réserve calcique est utilisée pour

l'organisme est entreposé dans 1'os
le maintien de la concentration extracellulaire en calcium, nécessaire aux fonctions
biochimiques essentielles®®. La majorité des études suggerent une relation positive

37,39,40

entre ’apport en calcium et ’intégrité de 1’os Ainsi, un apport adéquat en

calcium semble critique pour I’atteinte d’une masse osseuse optimale et pour le

.. o eaqe 4
maintien de cette masse osseuse au cours du vieillissement>*°.

L'American Institute of Nutrition (1993)41 recommande 17 % de protéines chez
le rat en croissance et 12% chez le rat vieillissant. La plupart des études ayant €valué
Ieffet d’un apport protéique élevé sur I’intégrité de I’os chez le rat ont utilisé des
niveaux trés élevés de protéines alimentaires, et étaient de courte ou de moyenne durée,

limitant leur pertinence en regard de la santé de I'os au cours du vieillissement. Afin de



combler cette lacune, I’impact a long terme de niveaux physiologiques de protéines et
de calcium alimentaires sur ’intégrit¢ de 1’os a été étudié chez le rat.  Plus
spécifiquement, une étude d’une durée de 22 mois a été réalisée chez le rat méale soumis

a une diéte contenant soit 13.2% ou 22.0% de protéines et soit 0.5% ou 1.0% de

calcium.



II. REVUE CRITIQUE DE LA LITTERATURE
1. Métabolisme osseux

L’os forme, avec le cartilage, le systéme squelettique de I’organisme. On peut
définir I’os comme étant un tissu composé d’une matrice organique extracellulaire sur
laquelle se dépose une substance minérale. La matrice osseuse est principalement
constituée de collagéne et la substance minérale, d’hydroxyapatite, un cristal de
phosphate de calcium [3 Caz (PO4); - (OH)Z]l. Le tissu osseux exerce les fonctions
essentielles de soutien mécanique du corps et de protection des autres tissus de
’organisme. Il joue également un rdle de réserve d’ions pour le maintien de
’homéostasie minérale (particulierement le calcium et le phosphore) des liquides

extracellulaires.

On distingue deux types d’os : I’os cortical et 1’os trabéculaire. Le squelette est
composé de 10% d’os trabéculaire et de 90% d’os cortical. Ce dernier, aussi appelé os
compact, est dense puisqu’il est constitué de 80 a 90% de matrice osseuse minéralisée.
L’os trabéculaire ou spongieux est, quant & lui, composé de 15 & 25% de matrice
osseuse minéralisée, le reste étant occupé par la moelle osseuse, les vaisseaux sanguins
et le tissu conjonctif’. L’os trabéculaire, avec sa structure alvéolaire, posséde une aire
de surface plus grande que ’os cortical et accomplit essentiellement une fonction
métabolique™**. Quant & I’os cortical, il exerce plutdt les fonctions de support et de
protection. Il est le composant majeur des os longs et constitue la surface externe de

protection de tous les os de I’organisme*.

Le métabolisme osseux se caractérise par les actions séquentielles et opposées
de deux types de cellules: les ostéoblastes, responsables de la formation de I'os
nouveau, et les ostéoclastes, en charge de la dégradation (résorption) de I’os ancien.

Ainsi, I’0s est un tissu actif qui se renouvelle constamment. Le maintien de la masse



osseuse au cours de la vie adulte dépend du fonctionnement adéquat de ce processus de

remodelage, processus régulé par des hormones systémiques et des facteurs locaux.
1.1  Eléments cellulaires osseux

1.1.1 Ostéoblastes

Formé & partir des cellules souches du stroma médullaire, I’ostéoblaste est une
cellule mononucléée de forme cuboidale responsable de la formation de Pos™™. Cette
cellule synthétise les constituants de la matrice osseuse, c¢’est-a-dire le collageéne et les

44-46 1>

protéines non collagéniques, et participe 4 la minéralisation osseuse ostéoblaste

posséde sur sa membrane une forte activité phosphatase alcaline, enzyme qui jouerait
un role dans la minéralisation de la matrice osseuse™. Aprés avoir comblé la lacune
avec la matrice osseuse non minéralisée (ostéoide), une faible proportion des
ostéoblastes sont intégrés dans la matrice produite et deviennent des ostéocytes, tandis
que les ostéoblastes non transformés forment une couche de cellules bordantes de
forme aplatie‘u"m"‘6 . Un réseau de canalicules permettant les échanges relie les cellules
bordantes et les ostéocytes*®. Ces derniers exerceraient un role dans 1’activation locale
du remodelage osseux en détectant les microfractures ou autres imperfections de la

43,47 L’

structure osseuse et en les signalant aux ostéoclastes intégration des ostéoblastes

au tissu ostéoide s'accompagne de la déposition de minéraux'.

1.1.2 Ostéoclastes

L’ostéoclaste est une cellule multinucléée provenant de la fusion des cellules de
la lignée monocy‘cairel’43 . Cette cellule, responsable de la résorption osseuse, se
retrouve le plus souvent en contact avec la surface de I’os calcifié¢ et dans une
dépression de celle-ci appelée lacune de Howship, résultant de son activité de
résorptionl. L’ostéoclaste se déplace le long de la surface osseuse et s’ancre sur celle-ci

1,44,45

par une région de son cytoplasme appelée zone claire On n’observe pas



d’organelle dans cette région, excepté les microfilaments du cytosquelette44’45’48. Dans
cette zone, la membrane se caractérise par de nombreux replis, d’ot son appellation de
bordure plisséel’44’45. L’attachement de ’ostéoclaste a la matrice osseuse permet de

1,43-45

créer un microcompartiment dans les replis de la bordure plissée La cellule va

alors acidifier le microcompartiment extracellulaire en sécrétant des protons (via les
pompes 4 protons) et excréter des enzymes lysosomiales et non lysosomiales, comme la
collagénasel’44’45’48. L’acide excrété permet la dissolution des cristaux d’hydroxyapatite
et la libération des ions calcium et phosphore contenus dans la matrice osseuse,

L . 1
I’exposant ainsi a I’action des enzymes A,

1.2 Remodelage osseux

Le remodelage osseux s’effectue dans des lieux anatomiques appelés unités de

42,44 La

remodelage trabéculaire ou cortical, selon 1’endroit du remodelage os est formé

de millions d’unités de remodelage osseux et ce phénomene ne s’effectue pas de fagon
synchrone dans le squelette‘m. Le métabolisme osseux représente la somme des

activités de plusieurs unités de remodelage osseux*’.

Au sein de chacune de ces unités se succéde une série d’événements qui débute
par une phase d’activation, caractérisée par la rétraction des cellules bordantes et
Parrivée des précurseurs des ostéoclastes le long de la surface osseuse libre*. S’ensuit
la phase de résorption ou les ostéoclastes résorbent activement 1’ancienne surface
osseuse*>*. Le travail des ostéoclastes terminé, des cellules mononucléées de type
macrophagique s’installent dans la lacune creusée par les ostéoclastes ; c’est la phase
d’inversion'®. Une ligne cémentante est alors formée au fond de la lacune; elle
marque la limite de résorption et agit en cimentant le nouvel os et I’os ancien'.
Finalement s’ensuit la phase de formation ou les ostéoblastes comblent la lacune en
produisant une nouvelle matrice osseuse non minéralisée (ostéoide) qui se minéralisera
par la suite® 43 La phase de quiescence, d'une durée de deux a trois ans, correspond &

la période qui sépare, en un point précis du tissu osseux, deux cycles de remodelage™.



Dans le squelette adulte normal, un cycle de remodelage se déroule sur une période de

temps fixe, qui est habituellement de 90 jours™*,

Ce remodelage permet le renouvellement continu du tissu osseux et le maintien
de la quantité et de la structure de 1’0s a 1’age adulte. Lorsque les activités de formation
et de résorption osseuses ne sont pas quantitativement équivalentes, il survient un
déséquilibre dans le processus de remodelage qui peut avoir des répercussions sur la
masse osseuse>**. A long terme, une activité de formation plus faible qu’une activité

de résorption pourrait, par exemple, contribuer au développement de I’ostéoporose™.

Le remodelage osseux est un processus hautement régulé et comprend des
interactions entre les ostéoblastes et les ostéoclastes ainsi qu’entre ces cellules osseuses
et la matrice nouvellement synthétisée. La régulation du remodelage osseux sera traitee

en détail dans la section 1.4.
1.3 Protéines de la matrice osseuse

1.3.1 Collagéne

Le contenu total en protéines de I’os est constitué d’environ 85 a 90% de
collagéne de type I °°. Cette protéine posséde une conformation en triple hélice
formée de trois chaines*>*>*°. Ces derniéres sont composées d’une répétition du triplet
Gly-X-Y, dans lequel Gly est 1’acide aminé glycine, X est souvent I’acide aminé proline
et Y est souvent ’acide aminé hydroxyproline. Les différentes fibres de collagene se
croisent et sont reliées entre elles et aux protéines non collagéniques par des ponts
covalents*>*°, TLa solidité et I’organisation des fibrilles de collagéne leur permet de

;. . . , . ., 44
résister aux forces de compression tout en assurant une certaine €lasticite”".



1.3.2 Protéines non collagéniques

Les protéines non collagéniques constituent 10 & 15% du contenu protéique total
de ’0s. Environ trois quarts de ces protéines sont synthétisées par les ostéoblastes et le
quart restant sont d’origine non osseuse. Ces derniéres sont adsorbées ou intégrées
dans les espaces de la matrice osseuse. Cette fraction se compose largement de
protéines sériques de nature acidique permettant la liaison avec I’hydroxyapatite de
’os®. On divise les protéines non collagéniques en quatre groupes distincts : (i) les
protéoglycanes, (ii) les facteurs de croissance, (iii) les protéines d’attachement a la
cellule et (iv) les protéines vitamine K-dépendantes. La plupart des rbles

physiologiques de chacune de ces protéines demeurent indéfinis a ce jour™®.
1.4 Régulation du remodelage osseux

Le remodelage osseux est un processus complexe régulé par des hormones
systémiques et des facteurs locaux, via des mécanismes qui ne sont pas completement
élucidés*>!. Les hormones circulantes agissent indirectement sur les cellules osseuses
en modulant la syntheése, 1’activation et la liaison des facteurs locaux a leurs recepteurs,
lesquels stimulent ou inhibent la formation ou la résorption osseuse. Aussi, les
hormones circulantes agissent directement sur la prolifération et la différentiation des

cellules osseuses”'.

1.4.2 Régulation locale

Les facteurs locaux, dont la plupart sont intégrés a la matrice osseuse, agissent
d’intermédiaires pour les hormones systémiques au niveau de I’os. Ils sont nécessaires
3 la mobilisation et au maintien de 1’état différencié des cellules osseuses. IIs agissent
également d’agents de communication entre les ostéoblastes et les osteoclastes durant
les cycles de remodelage, modulent la synthése de la matrice osseuse, et assurent le

maintien de la structure osseuse’'~>. Ces facteurs sont synthétisés par les ostéoblastes



et incluent les facteurs de croissance [ les insulin-like growth factors (IGF-1 et -2), la
famille des transforming growth factor-p (TGF-B1, -p2, et -B3), les fibroblast growth
factors (FGFs), le platelet-derived growth factor (PDGF), 1’epidermal growth factor
(EGF) et les bone morphogenetic protein (BMP)], les cytokines [ les interleukines (IL-
1, -4, -6, et -11), les tumor necrosis factors (INFo et B), les macrophage et
granulocyte/macrophage colony-stimulating factors (M-CSF et GM-CSF) ] et les

prostaglandines51 .
1.4.1 Régulation systémique

1.4.1.1 La parathormone et le métabolite actif de la vitamine D

La parathormone (PTH) et le calcitriol [ou 1,25(0OH),Ds] sont deux hormones
systémiques bien connues pour réguler la calcémie. Lorsque le niveau de calcium des
fluides extracellulaires diminue, ces deux hormones stimulent la résorption osseuse” "
Le calcitriol exerce son action via une stimulation directe de la différentiation
ostéoclastique, les précurseurs des ostéoclastes possédant des récepteurs au calcitriol,
contrairement aux ostéoclastes qui n’en possédent pas*™2. Le mode d’action par lequel
la PTH augmente la résorption osseuse n’est pas encore totalement élucidé. Deux
mécanismes ont été proposés, & savoir par une action (directe ou indirecte) au niveau de
la différenciation ostéoclastique et/ou via les ostéoblastes, la présence de ces cellules

étant nécessaire a I’activité de résorption de I’hormone*™*> 2,

Le calcitriol, essentiel 4 une minéralisation osseuse normale, posséde des effets
multiples au niveau de la formation osseuse. En effet, il inhibe directement la synthese
de collagéne osseux, mais augmente également la liaison de I’'IGF-1 (insulin-like
growth factor-1) a son récepteur des cellules de la lignée ostéoblastique®’. L’IGF-1 est
un facteur de croissance sécrété par les ostéoblastes, qui stimule la prolifération des
cellules de la lignée ostéoblastique et la synthese de collagéne’’. Le calcitriol éléve

aussi 1’activité phosphatase alcaline (enzyme impliquée dans la minéralisation osseuse)
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des ostéoblastes et stimule la synthése d’ostéocalcine par les ostéoblastes™. Quant a la
PTH, elle peut soit stimuler, soit inhiber la synthése du collagéne de la matrice

osseuseﬁ .

1.4.1.2 Calcitonine

La calcitonine inhibe la résorption osseuse par un effet direct sur les
ostéoclastes, lesquels possédent des récepteurs pour cette hormone®”?. Sous Ieffet de
cette derniére, les ostéoclastes se rétractent de la surface osseuse et s’immobilisent™.
La calcitonine agit également au niveau de la formation osseuse. Des études in vitro
ont en effet suggéré que la calcitonine pourrait &tre impliquée de fagon transitoire dans

la régulation initiale de la différentiation ostéoblastique’ 2,

1.4.1.3 Hormone de croissance

La croissance et la maturation du tissu osseux sont modulées par I’hormone de
croissance (GH).  Celle-ci agit cependant en partie par Iintermédiaire des
somatomédines, particuliérement ’IGF-1, produites localement au niveau de I’os par
les cellules ostéoblastiques en réponse a la GH’"?.  Par ailleurs, la GH stimule
I’absorption intestinale du calcium via I’augmentation de la production du calcitriol, et

favorise ainsi la minéralisation osseuse’".

1.4.1.4 Autres hormones

L’insuline stimule de fagon marquée la synthése de la matrice osseuse et la
formation du cartilage via une prolifération des cellules ostéoblastiques, modulant par
le fait méme la croissance squelettique normale. Par ailleurs, I’insuline est nécessaire a

une minéralisation osseuse normale’’.
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Les stéroides sexuels (oestrogénes et androgénes) sont importants pour la
maturation osseuse des individus en croissance et la prévention de la perte osseuse’ .
L’effet inhibiteur des oestrogénes sur la résorption osseuse pourrait en partie
s’expliquer par la diminution de la synthése de certaines cytokines (interleukines-1 et -
6), lesquelles jouent un role dans la stimulation de la résorption osseuse’™%.  Les
stéroides sexuels activent également la formation osseuse, via une stimulation de la
sécrétion de GH et de la synthése de collagéne de type I, d’IGF-1 et de TGF f
(«transforming growth factor B»). Ce facteur de croissance exerce des effets

anabolisants sur la biosynthése de la matrice osseuse’”.

Les glucocorticoides sont des hormones stéroidiennes qui stimulent la
résorption osseuse in vivo, possiblement via la diminution de I’absorption intestinale du
calcium induite par ces hormones, causant I’augmentation subséquente de la sécrétion
de PTH®'. Les glucocorticoides exercent des effets multiples et complexes sur la
formation osseuse. In vivo, ’administration chronique de ces hormones stéroidiennes
inhibe 1’activité de formation osseuse au niveau cellulaire, par une diminution de la

SL32 - par ailleurs, ces hormones exercent des effets

multiplication des ostéoblastes
indirects additionnels sur la formation osseuse via 1’altération de la synthese et de
activité des facteurs de croissance osseux, tels que la diminution de I’activité du TGF-

B et ’inhibition de la synthese dIGF-1°"*,

Les hormones thyroidiennes stimulent la résorption osseuse, mais agissent de
facon plus lente et & un moindre degré que la PTH. Le mécanisme par lequel la
résorption osseuse est augmentée demeure inconnu®. Les hormones thyroidiennes sont
nécessaires 2 la croissance et au développement osseux normal, agissant principalement
sur la formation du cartilage, possiblement de concert avec ’IGF-1°!. Elles stimulent
¢également ’activité phosphatase alcaline ostéoblastique et la production d’ostéocalcine

par les ostéoblastes™.
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1.5  Marqueurs biochimiques du remodelage osseux

Il existe diverses techniques pour évaluer 1’intégrité osseuse, dont
I’histomorphométrie (mesure de la fréquence d’activation des unités de remodelage
osseux), 1’absorptiométrie double énergie & rayon X ou DEXA (mesure de la densité
osseuse) et les marqueurs biochimiques du remodelage osseux*>*33%, Ces derniers sont
divisés selon qu’ils reflétent le taux de formation osseuse ou de résorption osseuse et
représentent des outils utiles pour I’évaluation et le suivi du métabolisme osseux ™’
Les marqueurs biochimiques osseux peuvent étre facilement mesurés dans le sang et
’urine de fagon répétée chez un méme sujet et répondent plus rapidement a une
intervention visant a traiter une maladie osseuse, que les méthodes standards telle la
DEXA*?®  Cette derni¢re demeure malgré tout une technique sensible pour
’évaluation de la masse osseuse et la prédiction des risques de fractures*>®. Les
marqueurs biochimiques du remodelage osseux peuvent alors étre combinés a une

mesure de densité osseuse afin d’améliorer I’évaluation du risque de maladies osseuses

et le suivi de ’efficacité ‘chérapeutique3 6,
1.5.1 Marqueurs biochimiques de la formation osseuse

1.5.1.1 Phosphatase alcaline sérique

La phosphatase alcaline est une ecto-enzyme associ¢e a la membrane
plasmatique des cellules, qui se retrouve dans le foie, 1’0s, les reins et le placenta‘u’43 A7,
Dans 1’0s, cette enzyme est synthétisée par les ostéoblastes et participe a U'initiation de
la minéralisation*””’. La mesure de la phosphatase alcaline sérique totale représente le
marqueur de formation osseuse le plus fréquemment utilisé en clinique, mais sa
sensibilité et sa spécificité sont limitées, en raison des diverses sources de
1’enzyme42’47’36. Toutefois, le développement récent d’anticorps monoclonaux

reconnaissant préférentiellement la forme osseuse de la phosphatase alcaline a permis

d’augmenter la validité de ce marqueur, dont la valeur est augmentce dans des
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conditions caractérisées par un remodelage osseux élevé, comme la maladie de

42,47,
Paget 3

1.5.1.2 Ostéocalcine sérique

Une fraction de ’ostéocalcine nouvellement synthétisée par les ostéoblastes

n’est pas incorporée a la matrice et est libérée dans la circulation, ou elle peut &tre

42,43,55

mesurée par dosage radio-immunologique (RIA) . En plus de I’os, cette protéine

est contenue dans d’autres tissus calcifiés, incluant la dentine et le cartilage calcifie™.
L’ostéocalcine sérique est considérée comme étant un marqueur du renouvellement

424335 En général, les

osseux et sa concentration est augmentée lors de la ménopause
concentrations sériques d’ostéocalcine sont augmentées chez les sujets présentant un
remodelage osseux élevé, & I’exception de la maladie de Paget ou la phosphatase
alcaline sérique (totale ou osseuse) reste le meilleur marqueur de la formation

OSSGUSG42’56.

1.5.1.3 Propeptides d’extension du collagéne de type I sériques

Les molécules précurseurs du collagéne (procollagénes de type I, 1T et III)
contiennent des peptides d’extension aux extrémités N- et C-terminales, appelés
propeptides d’extension aminoterminale (PINP) et carboxyterminale (PICP). Ces
extrémités vont étre clivées durant la formation des fibrilles de collagene, avant
I’incorporation du collagéne de type I dans la matrice osseuse, et libérées dans la
circulation. Des dosages immunologiques pour ces deux propeptides ont été
développés, et des niveaux sériques élevés ont été observés dans certaines conditions,

42,43,56‘ Puisque le taux de

telles D’hyperparathyroidisme et I’ostéomalacie
renouvellement du collagéne de type I dans I’os est plus rapide que dans les autres
tissus, les niveaux sériques de ces propeptides devraient raisonnablement refléter
I’activité de formation osseuse de 1’organisme* 3536 Toutefois, les niveaux de PICP et

PINP mesurés dans le sérum pourraient aussi résulter de la dégradation du collagene,
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puisque ces propeptides sont partiellement incorporés dans la matrice osseuse. Ceci

pourrait expliquer les faibles sensibilité et spécificité de ces marqueurs a détecter les

changements subtils du remodelage osseux, telle l’ostéoporosem’ss'5 7,

1.5.2 Marqueurs biochimiques de la résorption osseuse

1.5.2.1 Calcium urinaire

L’excrétion urinaire de calcium peut étre utilisée pour mesurer les pertes
osseuses, causées par un renouvellement osseux élevé* ™. Malgré qu’il s’agisse d’un
marqueur facile & évaluer et peu cofiteux, le calcium urinaire présente une sensibilite et
une spécificité limitées, notamment dans les conditions de remodelage osseux
diminué>. En effet, la concentration de calcium urinaire peut étre considérablement
affectée par des facteurs tels la diéte, la fonction rénale, les hormones calciotropes et les

oestro génes43 >3

1.5.2.2 Hydroxyproline urinaire

L’hydroxyproline est un acide aminé modifié¢ qui provient de ’hydroxylation

4335 Cet acide aminé libéré lors de la

42,43,55

post-traductionnelle de la proline du collagene

dégradation du collagéne n’est pas réutilisé pour sa synthese L’hydroxyproline

urinaire peut é&tre mesurée par une technique colorimétrique ou par HPLC

424356 Plusieurs études ont rapporté

42,43

(chromatographie liquide & haute performance)
une excrétion urinaire élevée de ce marqueur chez les femmes post-ménopausées
Comme la moitié du collagéne de 1’organisme humain se retrouve dans I’os, ou son
renouvellement est probablement plus rapide que celui des autres tissus, I’excrétion
urinaire d’hydroxyproline est considérée comme un marqueur de résorption osseuse>”.
Toutefois, une partie de ’hydroxyproline urinaire proviendrait des PINP et sa mesure

42,43

pourrait ainsi refléter en partie la formation osseuse De plus, cet acide aminé

présente un métabolisme périphérique important (seulement 10% de I’hydroxyproline
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intacte provenant de la dégradation du collagene est excrétée dans l'urine) et se

42,43

retrouve dans la diéte et dans tous les collagénes structuraux Malgré plusieurs

désavantages reliés a son utilisation, I’hydroxyproline urinaire a longtemps été le

’ . sq: 14
marqueur de la résorption osseuse le plus largement utilisé 243,

Cependant, de
nouveaux marqueurs de la résorption osseuse plus performants sont maintenant
disponibles, telles les molécules de pontage pyridinolique et leurs peptides associés, et

sont en voie de remplacer I’hydroxyproline urinaire.

1.5.2.3 Glycosides de ’hydroxylysine urinaires

L’hydroxylysine est un autre acide aminé modifi¢ du collagéne*’ %011

provient de I’hydroxylation post-traductionnelle de la lysine contenue dans le

57 Contrairement 2 1’hydroxyproline, les résidus glycosylés d’hydroxylysine

collagene
ne sont pas catabolisés suite a la dégradation du collagéne et ne sont pas présents dans
la digte normale*?. L’excrétion urinaire des glycosides de I’hydroxylysine est élevée
42
.

chez les enfants et chez les sujets affectés par la maladie de Page La mesure des

glycosides de 1’hydroxylysine dans I’urine représente un marqueur de la résorption
osseuse prometteur, mais les méthodes disponibles pour le mesurer sont complexes et
trés longues, ce qui explique pourquoi ce marqueur fut moins utilise que
’hydroxyproline urinaire dans le passé. De plus, la sensibilité de ce marqueur pour
mesurer des changements subtils du remodelage osseux, tels ceux associés a

I’ostéoporose, reste a confirmer*>>>>".

1.5.2.4 Phosphatase acide tartrate-résistante sérique

La phosphatase acide est une enzyme lysosomiale sécrétée par les ostéoclastes
dans le microcompartiment extracellulaire formé entre 1’ostéoclaste et la matrice
osseuse lors de la résorption et semble étre impliquée dans la dégradation de la matrice
osseuse’>®.  Cette enzyme est libérée dans la circulation, suite au détachement de

I’ostéoclaste a partir de la matrice de ’os, ou elle peut €tre mesurée®. On dénombre



16

cing ou six isoenzymes de la phosphatase acide dans le sang qui peuvent étre séparées
par leur susceptibilité a Iinhibition par le L(+)-tartrate. Les phosphatases acides
provenant de 1’os et des érythrocytes sont résistantes au L(+)-tartrate et sont appelees
phosphatases acides tartrate-résistantes (TRAP)‘Q"43 . L’activité de la TRAP mesurée
dans le sérum est augmentée chez les enfants, les femmes post-ménopausées et dans
plusieurs maladies osseuses caractérisées par un remodelage accéléré™. Un dosage
radio-immunologique pour la phosphatase acide osseuse a été développé, toutefois ce
42,43,57

dosage n’est pas spécifique a 1’isoenzyme de 1’os Un dosage spécifique a la

TRAP osseuse s’avérerait donc plus utile pour évaluer Dactivité ostéoclastique,

puisqu’il éliminerait la contribution des tissus d’origine non osseuse*™°.

1.5.2.5 Molécules de pontage du collagéne (pyridinoline et déoxypyridinoline) et leurs

peptides associés (urinaires)

Chaque fibrille de collagéne contient des extrémités amino- et carboxy-
terminales [appelées N-télopeptides (NTX) et C-télopeptides (CTX), respectivement],
lesquelles sont liées a la région hélicale d’une molécule voisine de collagene via les
molécules de pontage mnon réductibles pyridinolique [pyridinoline (Pyr) et
déoxypyridinoline (D-Pyr)]*®. Ces derniéres se retrouvent dans tous les tissus
conjonctifs majeurs, excepté la peau*®’ 6 La Pyr et la D-Pyr sont libérées dans la
circulation lors de la dégradation de la matrice osseuse par les ostéoclastes et ne sont
pas réutilisées pour la synthése de nouvelles molécules de collagén656. Les études
récentes suggérent que ces deux composantes ne sont pas métabolisees in vivo, et
qu’elles se trouvent dans 1’urine sous formes libres (30 a 40 %) et liées aux NTX et
CTX (60 & 70%)*>* 6 L’excrétion urinaire de Pyr et de D-Pyr devrait en principe
refléter la résorption osseuse puisque I’os représente le principal réservoir de collagene
de Dorganisme, et qu’il se renouvelle plus rapidement que les autres tissus
conjonc‘cifs"'z"n’5 336 Récemment, plusieurs dosages immunologiques ont été

développés, utilisant des anticorps dirigés contre les formes libres des molécules de

pontage pyridinolique ou contre les peptides associés a ces molécules (NTX et
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CTX)**#%37 1 ’excrétion urinaire des formes libres (Pyr et D-Pyr) augmente de
maniére importante aprés la ménopause et dans des pathologies caractérisées par une
augmentation du renouvellement osseux telle qu’observée dans la maladie de Paget.
Une augmentation est aussi observée chez les sujets ostéoporotiques43’55. Les
molécules de pontage du collagéne et leurs peptides associés représentent le marqueur

de résorption osseuse le plus prometteur42’55.

1.6 Influences nutritionnelles sur le métabolisme osseux

1.6.1 Calcium

Le principal cation de la phase inorganique ou minérale de I’os est le calcium™.
Le tissu osseux constitue la plus grande réserve de calcium de I’organisme : 99% de
celui-ci est entreposé dans 10s’ 35438 En réalité, ’ampleur de cette réserve est 'un des
déterminants principal de Dintégrité de l'os. Cette réserve osseuse calcique,
essentiellement inépuisable, contribue au maintien de I’homéostasie du calcium
extracellulaire, qui est utilisé pour les fonctions métaboliques essenticlles de
I’organisme®>®. Lorsque I’apport en calcium est insuffisant pour rencontrer les besoins
de la croissance ou compenser les pertes excrétoires, la résorption osseuse augmente,

entrainant une réduction de la masse osseuse et de la résistance de Ios>®.

Un apport adéquat en calcium est essentiel a ’atteinte d’une masse osseuse
optimale et au maintien de cette masse osseuse a 1’age adulte et au grand age’®. Des
apports faibles en calcium (moins de 60% des ANR) lors de 1’enfance sont associés a

59-61

une augmentation du risque d’ostéoporose plus tard dans la vie Les apports en

calcium sont positivement corrélés & la masse osseuse a tous les &ges, mais plus
particulierement au cours du vieillissement alors que les besoins augmentent, di, en

62,63

partie, 4 une diminution de I’absorption intestinale du calcium>™ et de la conservation

rénale du calcium®®’. C’est aussi a cet age que les apports tendent a diminuer, créant

un écart encore plus grand entre les besoins et les apports36. Certains changements
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associés au vieillissement, tels des niveaux élevés de PTH circulante et des valeurs
élevées de marqueurs biochimiques de la résorption osseuse (Pyr), ont pu étre limités
grice a4 des apports élevés en calcium (1600 mg/jour)68. De méme, une
supplémentation en calcium a permis de réduire la perte minérale osseuse et le taux de

fractures chez les ainés®”®.

1.6.2 Vitamine D

La vitamine D est produite par la peau sous ’action des rayons ultraviolets du
soleil, et/ou peut étre fournie par la diéte’!. Pour devenir biologiquement active, cette
vitamine doit subir deux hydroxylations successives dans le foie {25-hydroxyvitamine
D [25(OH)D]} et le rein [1,25(0H),D ou calcitriol] . La 25(OH)D constitue la
principale forme de réserve de la vitamine et son niveau plasmatique est le meilleur
indicateur du statut en vitamine D*""'. La 1,25(0H),D exerce plusieurs roles en
relation avec le métabolisme osseux. Elle stimule I’absorption intestinale du calcium,
en augmentant la synthése de la protéine de liaison du calcium dans les cellules de la
muqueuse intestinale®’. Elle stimule également I’absorption intestinale du phosphore,
la mobilisation du calcium et du phosphore osseux et la synthése d’ostéocalcine par les
ostéoblastes>®’2, Par ces actions sur I’intestin et I’os, la vitamine D augmente les
concentrations extracellulaires de calcium et de phosphore, favorisant ainsi la

minéralisation de la matrice osseuse’ "'~

A tous les ages, la vitamine D exerce un role important dans la minéralisation
du squelette’”. Une carence en cette vitamine durant I’enfance entraine le rachitisme,
affection caractérisée par une insuffisance de la minéralisation osseuse, causant des
retards de croissance et des anomalies squelettiques73. Chez 1’adulte, une carence
sévére et prolongée en vitamine D cause 1’ostéomalacie, maladie qui se caractérise par
un ramollissement des os et un taux de fractures élevé”>. La concentration de 25(OH)D
dans le sérum décline avec 1’4ge et s’explique par une diminution de I’exposition au

soleil, une diminution de I’efficacité de la synthése cutanée de la vitamine D et/ou une
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diminution de D’ingestion d’aliments riches en vitamine D", Par ailleurs, le
vieillissement s’accompagne d’une diminution de I’activité de ’enzyme responsable de
la transformation du 25(OH)D en 1,25(0OH),D 3637 Dans une étude de Ooms et al.”,
une supplémentation en vitamine D (12pg/jour, pendant 3.5 années) chez des personnes
Agées a 6té associée a une réduction des niveaux de PTH et a une augmentation de la

densité minérale osseuse.

1.6.3 Phosphore

Le phosphore est un minéral aussi important que le calcium pour la santé
osseuse. Composante importante de la molécule d’hydroxyapatite avec le calcium, le
phosphore contribue approximativement a la moitié du poids des minéraux de I’os et
85% du phosphore de I’organisme se retrouve dans I’os. Des apports adequats en
phosphore sont donc nécessaires pour permettre la minéralisation et le maintien du
squelette’”*"?. Les métabolismes du phosphore et du calcium étant intimement liés,
de faibles apports en phosphore peuvent mener & une augmentation du calcium
urinaire®’. En effet, des apports faibles en phosphore (moins de deux tiers des ANR)
sont relativement communs parmi les ainés (approximativement 25%) et peuvent
limiter ’utilisation du calcium par organisme pour ’accrétion et le remodelage
osseux’’.  Aussi, de faibles concentrations sériques en phosphore limitent la
minéralisation osseuse, et ce, bien avant d’observer une diminution du calcium sérique.
Il est probable que des niveaux faibles de phosphore compromettent les fonctions
ostéoblastiques“. Par ailleurs, peu d’études ont mesuré directement les effets d’apports
en phosphore sur les marqueurs de formation et de résorption osseuses. Une étude
récente effectuée chez des femmes pré- et péri-ménopausées a montré que I’ingestion
de faibles quantités de phosphore est significativement associée a I’excrétion ¢levee de

Pyr et de D-Pyr, marqueurs de la résorption osseuse” .
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Le phosphore est un minéral relativement peu toxique chez ’humain. En 1982,
Heaney et Recker” ont étudié I’influence d'apports variables en phosphore sur la
balance calcique et, lorsque consommé en quantités physiologiques, aucun effet
dommageable n’a été démontré. D’autres ont confirmé ces résultats chez adulte>’®.
Chez les rongeurs, la consommation excessive de phosphore alimentaire, lorsque
I’apport en calcium est adéquat ou faible, a mené a I’hyperparathyroidisme secondaire
(causé par la diminution du calcium sérique) et a une perte osseuse progressive77'79. La

pertinence de ces résultats chez 1’humain demeure cependant controversée®’.

Finalement, chez le rat, le ratio calcium : phosphore de la di¢te semble étre
important pour la santé de l'os, un ratio de 1:1 étant nécessaire a une croissance
squelettique normale, et un ratio d’au moins 1.4 :1 étant requis pour une minéralisation
adéquatesl. De plus, un ratio encore plus élevé (2 :1) a été suggéré pour réduire la perte

osseuse reliée a 1’age chez les rongeurs adultes’.

1.6.4 Magnésium

Approximativement 60% du magnésium de I’organisme se retrouve dans ’os™.
Localisé sur la surface des cristaux d’hydroxyapatit353, ce minéral participe au
métabolisme osseux en agissant comme cofacteur de plusieurs enzymes et contribue a
la synthése de ’ATP (adénosine triphosphate)gz. Chez I’animal, une carence en
magnésium (50 ppm vs 1000 ppm pour les rats contrdles) a été associé & une
diminution des activités ostéoblastiques et ostéoclastiques, & un arrét de la croissance,

au développement de 1’ostéopénie et & une augmentation de la fragilité osseuse®.

1.6.5 Vitamines (K et C) et éléments traces

Les vitamines K et C et les éléments traces zinc, manganese et cuivre, sont des
cofacteurs essentiels a 1’activité des enzymes impliquées dans la synthése de divers

constituants de la matrice osseuse. Des diétes carencées en ces micronutriments sont
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associées a des anomalies squelettiques®®’. Chez I’humain, des diétes carencées en
zinc et manganése ont été associées & un retard de croissance et une fragilité osseuse’”.
Par ailleurs, des 1ésions ostéoporotiques sont apparues chez des moutons, des bovins et

. N . 37
des rats suite a une carence en culvre3 6.3 .

La vitamine C est essentielle & I’hydroxylation de la proline et de la lysine,

36,47

nécessaire au pontage des fibres de collagene Une carence en vitamine C (< 10

mg/jour) cause le scorbut, maladie caractérisée par des saignements, une chute des
vyel . . ., . . . 4
dents, une fragilité osseuse et I’apparition de difformités au niveau des articulations®*.

Le rdle précis de la vitamine C au niveau de ’os reste a déterminer®.

Trois protéines osseuses sont dépendantes de la vitamine K pour leur activation
physiologique : I’ostéocalcine (protéine-gla osseuse), la protéine-gla matricielle (MGP)
et la protéine S ¥. L’ostéocalcine est la protéine la mieux caractérisée des trois. Un
niveau sérique élevé d’ostéocalcine sous-carboxylée, forme inactive de la protéine et
marqueur d’un apport insuffisant en vitamine K, a été observé chez des sujets
ostéoporotiques’®”*’.  Les niveaux d’ostéocalcine sous-carboxylée peuvent étre
normalisés suite & ’ingestion de doses physiologiques de vitamine K3%3747  En effet,
dans une étude d’intervention de deux semaines, Vermeer et collaborateurs® ont
démontré que 1’administration de 1 mg de vitamine K permettait de diminuer la
concentration d’ostéocalcine sous-carboxylée et les niveaux urinaires de calcium et
d’hydroxyproline (marqueurs de la résorption osseuse) chez des individus souffrant
d’ostéoporose. Malgré tout, le role précis de la vitamine K dans le métabolisme osseux

reste 3 déterminer.
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1.6.6 Protéines

Environ un tiers de la masse osseuse est constitué de protéines2 . De ce fait, I’os
représente 1’un des tissus de I’organisme les plus denses en proteines. Les protéines
alimentaires, avec leur contenu en acides aminés essentiels, sont nécessaires a la
synthése de la nouvelle matrice osseuse”. Chez I’humain, les ANR pour les protéines
varient de 2,0 g/kg de poids corporel chez I’enfant & 1,0 g/kg chez I’adolescent et 0,8
g/kg chez ’adulte®. Des apports protéiques inférieurs aux ANR peuvent étre
particuliérement néfastes pour 1’acquisition de la masse osseuse et le maintien de
I’intégrité de I’os a I’age avancé’. Une carence protéique au cours de I’enfance et de
I’adolescence est associée a une diminution de la taille, du poids et du contenu
protéique corporel. Chez ’animal en croissance, une carence en proteines a entrainé

une réduction de la masse et de la résistance osseuse (ostéoporose)3 .

La malnutrition protéique est associée a une augmentation du taux de fractures
de 1a hanche, causée par la diminution de la masse osseuse et/ou par 1’augmentation des
risques de chutes pouvant résulter de la faiblesse musculaire’. Chez la femme agée,
I’apport protéique est inversement corrélé au taux de perte osseuse et positivement
corrélé a la densité minérale osseuse®. Par ailleurs, des études ont démontré que la
supplémentation protéique chez les patients présentant une fracture de la hanche

diminuait les taux de déces et d’institutionnalisation’3¢7:58

Alors que les conséquences néfastes d’apports protéiques insuffisants sont trés
bien documentées, les impacts associés a des apports excessifs ne sont pas aussi bien
caractérisés. Dans les pages qui suivent, cette derniére problématique sera discutée en

détail.
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1.7  Influence des protéines alimentaires sur le métabolisme du calcium

Chez I’humain, I’effet calciurétique des protéines alimentaires est connu depuis
1920 grice aux travaux de Sherman qui observa que ’addition de viande a une diete
contenant 390 mg de calcium induisait une augmentation du calcium urinaire®.
Depuis, plusieurs études ont confirmé qu’une augmentation de I’apport protéique est

associée & une élévation de ’excrétion urinaire du calcium chez les sujets humains>®'"”

13,30,90-98 7,8,14-16,20,99-101

et les animaux Un article de revue comprenant 16 études
réalisées chez des sujets humains indique une relation linéaire (r =0,70) entre les
protéines alimentaires et I’excrétion urinaire de calcium pour des apports protéiques
<175 gfjour ; pour chaque 50 g de protéines additionnel ingeéré, 60 mg supplémentaire
de calcium urinaire est excrété' 192, Dans ces études, d’une durée variant entre 12 et 60

jours, les protéines alimentaires étudiées étaient de nature complexe (beeuf, lait, ceufs,

17102 pe plus, des analyses de

soya, gluten de blé), ou purifiée (lactalbumine, caséine)
régression, réalisées a partir des études ayant utilisé des protéines purifiées ont montré
qu’a des niveaux constants de calcium et de phosphore alimentaires, le doublement des
apports en protéines de la diéte est associé a une augmentation de 50% du calcium

urinaire™.

Par ailleurs, le rat a souvent été utilisé pour étudier I’effet des protéines
alimentaires sur le métabolisme calcique et en particulier sur I’excrétion urinaire du
calcium, méme s’il ne représente pas un modele parfait. En effet, la quantité¢ de
calcium excrétée dans l'urine est trés petite, moins de 1% du calcium de la dicte,

1417 Malgré tout, chez le rongeur, une

comparativement a environ 20% chez I’humain
diste élevée en protéines est également associée a une augmentation de l’excrétion
urinaire de calcium. Toutefois, contrairement a I’humain, 1’effet calciurétique des
protéines tend & diminuer avec le temps'*!”. En effet, Allen et Hall'* ont observé que
le doublement des apports en caséine, de 18 & 36%, entrainait une augmentation de la

calciurie a court terme (0,7 & 1,7 mg/jour au jour 3), mais que cette augmentation était

transitoire, puisqu’au jour 29, le niveau de calciurie était similaire a celui du groupe
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témoin. Cette adaptation a une diéte élevée en protéines a également été observée dans

d’autres études'*!%.

Toutefois, il existe quelques études chez les rongeurs ou un apport protéique
élevé a été associé & une hypercalciurie persistante. En effet, dans une ¢tude de
Whiting et Draperg, une diete contenant 35% de protéines (comparativement a 15%
pour le groupe contrdle) administrée & des rats adultes a été associée a un pic de
calciurie au deuxiéme jour et & une hypercalciurie persistante durant les 8 semaines de
’expérience. Précisons que cette tendance a été confirmee chez la souris®” et dans une

autre étude utilisant le rat comme modéle’.

Par ailleurs, un article de revue de 15 études réalisées chez I’humain indique que
I’augmentation de I’excrétion urinaire du calcium associée aux protéines alimentaires,

17,102

résulte en une balance calcique négative . Lorsque les apports en calcium varient

de 500 a 1400 mg/jour, des apports protéiques relativement faibles (25-74 g/jour) ne

17,102

semblent pas associés & une balance calcique négative Cependant, lorsque ces

derniers sont augmentés (75 & 124 gf/jour), diéte typique de la plupart des adultes
américains, une rétention négative du calcium est observée chez 10 des 12 groupes de

sujets' 12,

Contrairement 4 ce qui est observé lorsque les apports en calcium sont
supérieurs & 500 mg/jour, la calciurie induite par les protéines alimentaires ne semble
pas associée a des changements significatifs dans I’absorption intestinale du calcium
lorsque les apports en calcium sont relativement faibles (500 rng/jour)%’103 . En effet,
dans une étude de Linkswiler et al.”’ réalisée chez de jeunes adultes, 1’absorption
intestinale du calcium n’a pas été affectée lorsque les apports protéiques passaient de 48
4 95 puis a 142 g/jour, pour un apport quotidien en calcium de 500 mg. Lorsque les
apports quotidiens en calcium étaient de 800 et 1400 mg, et que les apports protéiques
étaient augmentés jusqu'a 142 g/jour, 'absorption intestinale du calcium était

augmentée, mais pas suffisamment pour éviter une balance calcique négative.
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Par contre, chez le rat, la balance calcique ne semble pas affectée par
I’augmentation des apports protéiques7’14’15 . Plusieurs hypothéses ont été suggérées
pour expliquer les divergences observées chez I’humain et le rat. Selon Whiting et
Draper® , la capacité du rat a contrer I’effet calciurétique des protéines alimentaires, par
le maintien d'une balance calcique stable, s’expliquerait par une réduction de
’excrétion fécale du calcium endogéne, une augmentation de 1I’absorption intestinale du
calcium et/ou une diminution de la proportion de calcium endogéne excrété dans
’urine. Toutefois, cette adaptation a une diéte riche en protéines nécessite un apport en

calcium suffisant’ .

On a clairement vu que ’aspect quantitatif des apports protéiques avait un
impact considérable sur la calciurie et la balance calcique. Toutefois, la source

protéique est également importante et a fait I’objet de plusieurs études.

Lorsque 1’on considére la calciurie, le contenu de la diéte en phosphore semble
particuliérement important. En effet, il semble que le contenu relativement élevé en
phosphore des protéines complexes, telle que la viande, pourrait contribuer a empécher
I’augmentation de la calciurie'®. Toutefois, d’autres études ont noté une augmentation
de la calciurie suite & un apport élevé en viande, mais ’augmentation du calcium
urinaire était moins élevée que celle observée en présence d’une dicte €levée en
protéines puriﬁées13 105197 Op peut donc conclure que régle générale, les protéines
complexes exercent moins d’effets sur la calciurie lorsque comparées aux protéines
purifiées. L’effet du phosphore sur la balance calcique a également été étudié et, en
présence d’apports normaux, ce minéral semble avoir peu d’impact'"'%2. Par exemple,
Hegsted et al."> ont mesuré la balance calcique chez des adultes & deux niveaux de
protéines (50 et 150 g) et de phosphore (1010 et 2525 mg) alimentaires. Pour les deux
niveaux d’apports protéiques, 1’augmentation du phosphore a permis de réduire le
calcium urinaire d’environ 40% et a amélioré la balance calcique, laquelle est

cependant demeurée négative (- 25 mg/jour) pour la diéte riche en protéines.
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L’incapacité du phosphore & totalement normaliser la balance calcique pourrait
s’expliquer par une perte supplémentaire de calcium dans les fécés, pouvant &tre

associée 4 une augmentation de I’excrétion de calcium dans les sécrétions digestives'®.

De plus, la source protéique alimentaire, animale versus végétale, pourrait
représenter un déterminant important du degré de la calciurie induit.  Plus
particuliérement, il a été suggéré que les protéines de soya (origine vegétale)
n’éléveraient pas autant la calciurie que les protéines d’origine animale'”. Cependant,
des études chez le rat réalisées dans des conditions ou les quantités de phosphore et de
protéines (purifiées a partir de différentes sources) étaient maintenues constantes, ont
démontré que 1’apport en protéines de soya induisait néanmoins une hypercalciurie,

mais pas aussi marquée qu’en présence de lactalbumine (origine animale)' .

Des mécanismes d’action ont été proposés pour expliquer ’effet calciurétique
des protéines alimentaires, qui semble résulter d’un effet direct des protéines sur les
fonctions rénales et non d’un effet sur les hormones régulant la calcémie, ¢’est-a-dire la
PTH et le calcitriol. L’excrétion urinaire de calcium est fonction de la quantité de
calcium intégrée a I’ultrafiltrat par opposition & la quantité de calcium qui est par la
suite réabsorbée par le néphron'’. La quantité de calcium introduite & I'ultrafiltrat
dépend principalement de la concentration sérique en calcium ionisé et du taux de
filtration glomérulaire (GFR)"". Les protéines alimentaires n’exercent pas d’influence

6,96,97

mesurable sur la concentration de calcium sérique ultrafiltrable Cependant,

plusieurs auteurs ont rapporté une augmentation significative du GFR, jusqu'a 20%,
suite & un apport protéique Eleve® 21309 Aingi Kim et Linkswiler’” ont démontré,
chez ’homme adulte, que le fait d’augmenter les apports protéiques quotidiens, de 47 a
142 g, entrainait une élévation significative de 10% du GFR (105 & 116 ml/minute). En
tenant compte du fait que le glomérule filtre chaque jour environ 10 g de calcium, une
augmentation de 10% du GFR résulterait en une filtration supplémentaire quotidienne
de 1 g de calcium®. L’augmentation du GFR ne peut cependant pas totalement

1.95

expliquer la réponse calciurétique’’. Allen et al.” ont en effet démontré dans une étude
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a court terme (4 heures), que I’ingestion de quantités élevées de protéines chez des
sujets humains induisait une hypercalciurie immédiate, sans modifier le GFR ou le

calcium sérique.

L’augmentation des protéines alimentaires entraine également une réduction de

63095 Cette diminution peut

0,8 a 1,0% de la réabsorption tubulaire du calcium
sembler minime, mais considérant que 10 g de calcium sont filtrés chaque jour, une
perte de 1% n'est pas négligeable”. Schuette et al.’ ont observé que 1’augmentation des
apports protéiques, de 47 a 112 g, réduisait de 0,9% la réabsorption du calcium (98,7 a
97,8%) chez des sujets agés. Une corrélation significative a aussi ét€ observée entre la

réabsorption du calcium et la calciurie®.

L’acide généré au cours du métabolisme des protéines représente 1’élément le
plus fréquemment cité pour expliquer la diminution de la réabsorption rénale du
calcium en présence d’un apport élevé en protéines”’l%’log. Entre 50% et 100% du
calcium urinaire excrété suite a 1’ingestion d’une diéte élevée en protéines, serait

HOI  Cette hypothése a été vérifiée

attribuable & la production d’acides endogenes
dans une étude de Lutz’®, ot I'ingestion simultanée de 102 g de protéines et de 5,85 g
de bicarbonate de sodium (une base) a entrainé une réduction de 43% de la calciurie
chez des femmes adultes et une neutralisation compléte de 1’acide urinaire. Les
résultats de cette étude suggerent donc que d’autres facteurs que ’acide généré par le

métabolisme des protéines contribueraient au développement de I’hypercalciurie.

Par ailleurs, il a été proposé que la charge acide d’une diéte élevée en protéines

et la charge alcaline d’une diéte élevée en aliments d’origine végétale pourraient étre les

12 1a diete courante contiendrait et/ou

13

facteurs responsables de la balance calcique1

générerait environ 50 4 100 mEq d’acide par jour, devant étre neutralisé'>. La charge

acide rénale potentielle (PRAL) d’une diéte peut &tre prédite a partir de sa composition.

4

En effet, Remer et Manz''* ont calculé le PRAL de 114 aliments fréquemment

consommés (portion de 100 g). Ainsi, les fruits et légumes ont une valeur de PRAL
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négative, indiquant une réduction de la production d’acide; le lait et le yogourt
produisent un PRAL d’environ 1 mEq, alors que les viandes rouges, poissons, volailles,
fromages et certains produits céréaliers générent 7 mEq ou plus d’acide par portion de
100 g. Une étude récente a démontré que 1’addition de fruits et légumes a une dicte

élevée en protéines diminuait la calciurie de 47 mg/jour (157 a 110 mg/jour), méme si

115

les apports protéiques et calciques étaient demeurés constants' ~. Ainsi, il semble que

le PRAL de la diéte totale est un élément plus important relativement a la rétention

calcique que la source prote'iquem.

L’origine de I’augmentation de la production et de I’excrétion d’acides

16 chez des sujets adultes consommant une

endogenes a été étudiée par Trilok et Draper
diete élevée en protéines (120 g/jour pour les hommes et 106 g/jour pour les femmes) et
semblerait reliée a une augmentation de 1’oxydation des acides aminés soufrés, ¢’est-a-
dire la méthionine et la cystéine. Cette réaction produit du sulfate inorganique (S04H)
et deux jons hydrogénes (H'). Le sulfate est excrété dans I’urine et les ions hydrogeénes
se combinent a I’ammoniaque pour étre excrété sous forme d’ammonium'’. D’ailleurs,
une corrélation positive a été observée entre la calciurie et I’excrétion urinaire d’acide
et de sulfate chez des sujets agés®. La diminution de la réabsorption du calcium
associée a I’augmentation de la concentration du sulfate s’expliquerait par
I’augmentation de I’électronégativité dans la lumiére du tubule rénal et/ou par la
formation d’un complexe calcium-sulfate dans le filtrat rénal®. Dans une étude de
Whiting et Drapermo, effectuée chez le rat adulte, il a été démontré que la réponse
calciurétique aux protéines alimentaires était proportionnelle au contenu en acides
aminés soufrés de la diéte : lactalbumine > blancs d’ceufs > caséine > gélatine. Des
études chez I'humain suggérent que plus de la moitié de 'augmentation de la calciurie
serait attribuable au catabolisme des acides aminés soufrés et a I’excrétion ultérieure du

sulfate’ LS,
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Par ailleurs, d’autres facteurs, en plus de 1’augmentation du GFR, pourraient
expliquer l'augmentation de la calciurie. En effet, il est bien établi que les protéines et
les acides aminés de la didte stimulent la sécrétion d’insuline'’. Allen et al.''” ont
réalisé une étude chez des sujets humains dans laquelle ils ont évalué Deffet
postprandial de la consommation d’une diéte adéquate (15 g) ou élevée (45 g) en
protéines sur la concentration d’insuline dans le sérum, et la relation entre la sécrétion
de cette hormone et la calciurie. La concentration sérique d’insuline était
significativement plus élevée en présence de la dicte élevée en protéines et une
corrélation significative a été observée entre I’excrétion urinaire de calcium et I'imsuline
sérique, suggérant une implication de I'insuline dans la réponse calciurétique. Cette
hypothése a été appuyée dans une étude réalisée chez I’animal, ou Ieffet
hypercalciurétique induit par I’infusion d’arginine, a été bloqué par la streptozotocine,
un agent inhibiteur de la sécrétion d’insuline'’. 1l a aussi été suggéré que le glucagon et
I’IGF-1 pourraient jouer un rdle dans la réponse calciurétique associée aux protéines
alimentaires'”. Toutefois, I’importance du rdle exercé par ces facteurs reste a

déterminer.

En somme, ces données suggérent que les effets des protéines de la dicte sur
Pexcrétion et la rétention du calcium sont, en grande partie, dépendants du contenu en

acides aminés soufrés des protéines de la dicte.
1.8 Effets des protéines alimentaires sur I’intégrité osseuse

En dépit de ’impact net des protéines de la di¢te sur la calciurie et la balance
calcique, I’importance de ces effets sur le métabolisme osseux demeure controversée.
Bien que suggéré en 1968 par Wachman et Bemstein®, ce n’est qu’a partir des années
1970 que la question des effets possiblement néfastes d’un exces d’apports protéiques
sur I’intégrité osseuse commenga & é&tre étudiée, grice a une étude ou l'ajout de
protéines purifiées & une diéte a été associé & une balance calcique négative”™. La

conséquence a long terme d’une faible diminution de la balance calcique peut étre
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considérable. En effet, il a été calculé qu’une balance calcique négative quotidienne de
25 4 30 mg représenterait une perte de 10 g de calcium par année, soit 1% du calcium
de Porganisme'’. L’effet de la présence d’acide sur les cellules osseuses a été étudice
in vitro''® et méme une légére baisse du pH (environ 0,02 unités) dans des conditions
physiologiques a induit une importante stimulation de la résorption osseuse. Selon
Green et Kleeman''®, I'impact sur I’intégrité osseuse sera d’autant plus important en
présence d’une production chronique d’acide, puisque les réserves de I’os seront mises

a contribution.

L’effet des protéines alimentaires sur le métabolisme osseux a €té évalué a partir
de divers marqueurs biochimiques du remodelage osseux, mais les études ayant utilis¢
cette méthode sont limitées. Schuette et al.*! et Kim et Linkswiler’’ ont rapporté chez
des sujets humains une augmentation de 1’excrétion urinaire d’hydroxyproline, un
marqueur de la résorption osseuse, suite & I’ingestion d’une diéte riche en protéines.
Cependant, dans une étude de Allen et al.'2, aucun changement de ce marqueur n’a été
observé suite & un apport protéique élevé. Utilisant I’excrétion urinaire des molécules
de pontage pyridinolique (Pyr), Shapses et al.’ en sont venus a la méme conclusion.
Plus récemment, une ¢étude de Kerstetter et al.'% réalisée chez des jeunes femmes en
santé a évalué Ueffet de trois apports protéiques (faible, moyen et élevé) sur différents
marqueurs biochimiques du remodelage osseux et lorsque comparée a la diéte faible en
protéines (0,7 g/kg), la ditte riche en protéines (2,1 g/kg) a été associée a une
augmentation significative des excrétions urinaires de calcium et de N-télopeptides,
deux marqueurs de la résorption osseuse. De plus, en comparant les mémes dictes,
aucun changement de I’ostéocalcine (un marqueur du remodelage osseux) et de la
phosphatase alcaline (un marqueur de la formation osseuse) n’a ét¢ observé dans le
sérum. Sur la base de cette étude, il semble donc que la résorption osseuse soit

augmentée sans qu’il y ait compensation de la formation osseuse.
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Par ailleurs, les études ayant analysé ’association entre les protéines de la dicte

2329 Trois de ces cing

et la masse osseuse ont donné des résultats contradictoires
études, réalisées chez des jeunes femmes adultes, ont démontré une association positive
entre 1’apport protéique et la masse osseuse, telle qu’évaluée par la densité osseuse et le
contenu minéral osseux>*>¥. Cette corrélation n’a toutefois pas été confirmée dans un
groupe de femmes post-ménopauséeszg. Par ailleurs, des corrélations négatives ont été
observées entre I’apport protéique et la masse osseuse’® et entre I’apport protéique et
’accrétion osseuse’’. La relation entre I’apport protéique et I’incidence de fractures a
également été étudiée et, bien que des études aient observées des associations
positive®>* et négative®, ces résultats restent difficiles a interpréter du fait que des
facteurs, tels que I’apport en calcium et en d’autres éléments nutritifs impliques dans le
métabolisme osseux, n'ont pas toujours été contrdlés. D’ailleurs, étant donné
I’importance de ces éléments nutritifs, il a été proposé d’évaluer les di¢tes non pas au
niveau de leurs apports protéiques totaux, mais plutdt au niveau de leurs ratios

calcium : protéines™' .

En marge des études chez I’humain, des études animales ont été réalisées pour
évaluer I’effet d’un apport protéique €élevé sur I’intégrité osseuse. La plupart des etudes
ont démontré que chez le rat, ’augmentation des apports protéiques n’affectait pas la

7,8,16,20,24,121

balance calcique et 1’intégrité osseuse En effet, dans une étude a long

terme (10 mois) réalisée par Whiting et Draper®, le poids, la composition, la densité et
la morphométrie du fémur, un os considéré comme étant sensible a la perte osseuse

chez les rongeurs, étaient comparables chez les animaux recevant une dicte de 15% et

35% de protéines.

Cependant, quelques études ont démontré certains effets néfastes sur U'intégrité

2123 Ep effet, des apports protéiques élevés

osseuse d’un apport excessif en protéines
ont été associés a une réduction de la longueur et de la résistance du fémur chez des rats

adultes®! et & une inhibition de la formation osseuse (due & un défaut spécifique de la
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22,23

formation de ’ostéoide et de sa minéralisation ultérieure) ~~. Des résultats similaires

‘s g1 . . L 122
ont été obtenus avec une diéte élevée en acides aminés soufrés .

Par contre, certaines études ont démontré des effets bénéfiques d’une diete
élevée en protéines sur ’intégrité osseuse’'?*. En effet, dans une étude de Howe et
Beecher’! réalisée chez des jeunes rats et des rats adultes, I’administration de 45% de
protéines a été associée a une concentration en phosphore significativement plus élevée
dans le fémur des jeunes rats seulement. Suite & ces observations, il a été proposeé
qu’une diéte riche en protéines au cours de la croissance pourrait stimuler le stockage
du phosphore, ce qui, en retour, retarderait le développement de 1’ostéoporose associé a
I’age®’. Aussi, des rats agés de 4 mois soumis a une diéte contenant 24% de protéines
présentaient des contenus osseux en calcium significativement plus élevés que ceux des
rats consommant 16% de protéines, sans toutefois affecter le contenu en phosphore de

l'os™.
2. Besoins protéiques chez le rat

Selon les derniéres recommandations de 1I’American Institute of Nutrition
(1993)*!, les besoins protéiques chez le rat en croissance s’établissent a 17% et sont de
12% chez le rat adulte. Des niveaux de protéines allant jusqu'a 22-23% ont cependant
souvent été utilisés comme apports normaux. Toutefois, I'impact de ces niveaux de
protéines en regard de la santé de l'os a été peu étudié en fonction du vieillissement.
Compte tenu de l'importance du calcium au niveau de la santé osseuse, le présent projet
consistait donc a étudier l'effet d'apports variables en protéines (13.2% et 22%) et en

calcium (0.5% et 1%) au cours du vieillissement chez le rat.
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3. Hypothése de recherche et objectifs de I’étude

3.1 Formulation de I’hypothése de recherche

Les apports en protéines et en calcium influencent le contenu minéral

osseux au grand age.
3.2 Objectifs de I’étude
Les principaux objectifs de cette étude sont les suivants :

1. Evaluer I’impact des protéines et du calcium alimentaires sur divers
paramétres sériques et urinaires du métabolisme calcique et protéique, et sur

Iintégrité osseuse, au cours du vieillissement.

2. Déterminer s’il existe une relation entre I’apport en protéines et en

calcium en regard de ’intégrité osseuse.
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ABSTRACT

High protein intake has been shown to increase urinary calcium excretion and affect
calcium balance, with potential effects on bone status. However, most studies
conducted thus far have used levels of protein that bear little pertinence to normal diet
and have mostly been short term in design. To gain insight on the effect of
physiologically normal levels of protein intake on bone during aging and to determine
the potential interaction with calcium intake, a 22-month study was conducted in male
Sprague-Dawley rats fed diets containing either 13.2% or 22.0% proteins (P) and 0.5%
or 1.0% calcium (Ca). Parameters of bone status were femur anthropometry (length,
width, wet weight, dry fat-free weight and ash weight) and femur calcium, phosphorus
and magnesium contents. Other parameters investigated were body weight, daily food
intake, plasma calcium and urinary calcium, proteins and creatinine concentrations.
Minerals, creatinine and proteins were measured using colorimetric methods. Rats
consuming the 0.5% calcium diet were killed at 13, 18 and 22 months of age, and those
fed the 1.0% calcium diet were killed at 22 month-old age. Our results show that femur
calcium and phosphorus contents were not affected significantly during aging, while
bone magnesium decreased with age. Although not significantly affected by protein
intake, calciuria tended to be higher in 13-month old rats receiving the 22% protein diet
(p=0.13) although this effect gradually disappeared with advancing age. Highest bone
calcium and phosphorus concentrations were observed with the 13.2% P/0.5% Ca and
the 22% P/1% Ca diets which correspond to calcium:proteins (mg:g) ratios of 38:1 and
45.5:1, respectively. Interestingly, when fed 13.2% protein, rats had significantly lower
ash bone weight and lower bone calcium content when diets contained 1%
(calcium:proteins, 76:1) than 0.5% calcium (p<0.05). In conclusion, results from this
study show that despite a tendency for increased calciuria at adulthood, diets containing
22% protein are not detrimental to bone in old age. Results also confirm the interaction
between dietary protein and calcium and point to the importance of the calcium:protein
ratio of the diet. During aging, ratios in the 40:1 range appears adequate whereas
higher ratios (76:1) could be detrimental. Further studies using more specific markers

of bone turnover and measures of functional capacities should be conducted to confirm
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these results.

INTRODUCTION

Dietary proteins are an essential component of bone and are required for the
synthesis of new bone matrix. While the detrimental effects of low dietary protein
intakes are well established (Heaney 1998), the impact of excess protein intake on bone
integrity remains equivocal. In a 10-month study, Whiting and Draper (1981) reported
no significant effect of a high protein diet (35% vs 15%) on bone composition,
confirming reports by Bell et al. (1975), Calvo et al. (1982) and Yuen and Draper
(1983). However, deleterious (Funaba et al. 1990, Howe et Beecher 1983, Weiss et al.
1981) and beneficial (Graves et Wolinski 1980, Howe et Beecher 1983) effects of high
protein diets on bone status have also been reported. In a study of Graves and
Wolinsky (1980), 4 month-old rats receiving a 24% protein diet had significantly

higher bone calcium concentration compared to rats fed a 16% protein diet.

One mechanism though which protein appears to exert its effect on bone is by
alteration of calcium metabolism. Excess dietary proteins have been shown to induce
hypercalciuria and have been associated with negative calcium balance in some studies
(Heaney 1993, Reid and New 1997). The hypercalciuria is primarily the result of a
decrease in renal tubular reabsorption of calcium associated with the increased acid

load following amino acids catabolism.

Most studies conducted thus far that have investigated the impact of high
protein intakes on calcium metabolism and bone have used levels that often fall outside
the normal physiological range. Consequently, these studies bear little relevance to
normal nutritional conditions. Furthermore, most studies have been short term in
design or have been conducted in growing or mature animals. In 1993, the American
Institute of Nutrition published dietary guidelines for rodents, protein recommendations

were set at 17% and 12% for growing and aging rats respectively, while those for
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calcium were set at 0.5%, irrespective of age. It is noteworthy that levels up to 22-
23% have often been used as ‘normal diets' in many published short-term studies.
Furthermore, the AIN protein recommendation for aging rats (12%), has been little
investigated with respect to bone status during aging. To gain insight on the effect of
these physiologically normal levels of protein intake on bone during aging and to
determine their potential interaction with calcium intake, a 22-month study was
conducted where male Sprague-Dawley rats were fed diets containing either 13.2% or

22.0% proteins and 0.5% or 1.0% calcium.
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MATERIALS AND METHODS

Rats and diets. This experimental protocol was approved by the Animal Care
Committee of the Université de Montréal in compliance with the guidelines of the
Canadian Council on Animal Care. Male weanling Sprague-Dawley rats (n = 156)
were purchased from Charles River (St-Constant, Québec). Animals were housed in
wire-bottom cages under constant temperature of 22°C and a 12 h light/12 h dark cycle.
After one week of acclimatization, rats were randomly assigned to a semi-synthetic diet
containing either 13.2% or 22.0% protein and either 0.5% or 1.0% calcium. The
calcium : phosphorus ratio was 1.3 : 1. Details of the diets are presented in Table 1.
Three month-old rats (CR Rodents, # 5075, Charles River, Québec) which had been fed
a chow diet containing 18% protein since weaning were purchased seperately. All

animals had free access to water.

Experimental design. Rats were weighed once a week and food intake was monitored
bi-weekly during the first 8 months and once a week thereafter. Rats consuming the
0.5% calcium diet were killed at 13, 18 and 22 month-old age, while those fed the 1%
calcium diet were killed at 22 months of age. In all groups, 24 hrs urine collections
were obtained before each sacrifice by placing rats in metabolic cages. At death,
animals were exsanguinated and plasma was immediately separated following a 10
minutes centrifugation at 500 X g. Femurs were excised, stripped of soft tissue and
stored at —80°C until assayed. Three month-old rats were subjected to the same

procedure.

Analytical procedures.

Bone measurements. Femur length, width and weights were assessed using bone from

the right leg. Total length and width were measured with a Vernier calliper. Femur
weights (dry and ash) were determined as follows : bones were dehydrated and defatted
by extraction in ethanol/ethyl ether for 48 hrs (1 :1 with a change of solvents after 24
hrs) and in ethyl ether (100%) for another 24 hrs. They were dried at 110°C for 24 hrs

and weighed for the determination of dry fat-free weight. Bones were then placed in
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crucibles and ashed at 600°C overnight. Following ashing, ash weights were obtained
and bones were dissolved in 6N HCI for mineral analyses. Calcium, phosphorus and
magnesium contents of femurs were determined colorimetrically (Sigma Diagnostics,

St-Louis, MO).

Urine measurements. Parameters consisted of urinary volume, calcium, protein and

creatinine, and represent the means of four collections. For calcium analysis only,
urinary pH was adjusted to 4-6 with 6M HCL. Calcium and creatinine contents were
assessed using colorimetric methods (Sigma Diagnostics, St-Louis, MO). Urinary

protein concentrations were determined according to Lowry et al. (1951).

Serum measurements.  Serum calcium concentrations were determined using

colorimetric methods (Sigma Diagnostics, St-Louis, MO).

Statistical analyses. All variables were analyzed with respect to diet using Student’s t-
test and with respect to age using oneway ANOVA. Differences of p<0.05 were
considered statistically significant. ~Statistical analyses were conducted using the
SPSS/PC + 8.0 program (Microsoft Corp., 1988). The data are presented as means +
SEM.
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RESULTS

Daily food intake at ages 13, 18 and 22 months are presented in Table 2. Diet
did not influence the daily consumption of food except at 13 months when rats fed the
13.2% P/1% Ca diet had significantly higher food intake when compared to rats
receiving the 13.2 % P/0.5% Ca diet (23.4 g/d vs 21.5 g/d, respectively). Body weights
of animals are shown in Figure 1. Body weights increased gradually with age, reached
a plateau around 18 months and then started to decline around 20 months of age. Body

weights were not significantly affected by protein and calcium intakes.

Results for calcemia, calciuria, proteinuria and creatininuria are shown in Table
3. Calcemia generally increased with age (p<0.05 between 3 months and 18 and 22
month-old age, 22% P diet; and p<0.05 between 13 months and 18 and 22 months, 22%
P diet). At 22 months, calcemia were higher in rats fed the 22% protein diet (p<0.05)

and tended to decrease as a function of calcium intake (p<0.05, 22% protein diet).

Urinary calcium, creatinine and proteins tended to increase with age, suggesting
a decrease in renal function. Calcium excretion tended to be higher in rats fed the 22%
P diet at 13 months of age (p=0.13), but this effect was no longer observed at 22
months. Calciuria was not significantly affected by calcium intake. Finally,
creatininuria and proteinuria were not significantly affected by any of the dietary

factors.

Results for bone anthropometry are presented in Table 4. All parameters
increased significantly after 3 months of age, and reflect normal growth. In general,
bone weights were not affected during aging, values at 13 and 22 month-old being
statistically comparable. The significantly lower wet weights observed at 18 months
remains unexplained and may be due to a cohort effect. At 13 months of age, femurs
were significantly longer and dry and ash weights tended (p=0.06) to be higher in rats
fed 13.2% than in those fed 22% proteins but these trends disappeared with age.
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Finally, in 22-month old rats fed 13.2% P diets, ash (p<0.05) and dry weights (p=0.065)

were higher in those fed diets containing 0.5% than 1% Ca.

Table 5 shows results of bone mineral contents for calcium, phosphorus and
magnesium. Femur calcium and phosporus contents were not significantly different
between 13 and 22 months but were statistically lower at 18 compared to 22 months
(p<0.05). Bone magnesium content generally decreased with age irrespective of
protein intake (p<0.05 between 13 and 18 month-old age ; p<0.05 between 13 and 22
months of age for 13.2 % P diet only).

At 22 months, highest bone calcium and phosphorus contents were observed
with diets containing 13.2% P/0.5% Ca, and 22% P/1% Ca which correspond to
calcium:proteins (mg:g) ratios of 38:1 and 45.5:1, respectively. Interestingly, when fed
13.2% protein, rats had lower bone calcium content when diets contained 1%

(calcium:proteins, 76:1) than 0.5% Ca (p<0.05).
p

Finally, femur magnesium content were not significantly affected by dietary

proteins but increased as a function of calcium intake in rats fed the 13.2% P diet

(p<0.05).
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DISCUSSION

Age effect

Calcemia. In the present study, calcemia was found to increase generally with
age in contrast to other studies where serum calcium was often reported not to be
affected by age (Kalu et al. 1983, Kalu et al. 1984, Kiebzak and Sacktor 1986, Kiebzak
et al. 1988, Prasad et al. 1986). In a study by Kiebzak et al. (1988) conducted in 6, 12
and 24 month-old rats fed a 23.5% P/1.2% Ca diet, serum calcium levels were 2.28,
2.32 and 2.30 mM (91.2, 92.8 and 92.0 mg/L) respectively. The observed age-related
increase in calcemia in the present study could be explained by the presence of tumors
in old animals. Indeed, hypercalcemia is often associated with malignancy (humoral
hypercalcemia of malignancy or HHM), where hypercalcemia results from an increase
in systemic bone resorption by bone resorbing factors, especially PTHrp (parathyroid
hormone-related protein), produced from tumor cells (Ng and Martin 1990, Rankin et
al. 1997, Takahashi et al. 1998). Both PTHrp and PTH act through a common receptor
which elevate serum calcium by promoting bone resorption and increasing tubular
reabsorption of calcium (Rankin et al. 1997, Rizzoli et al. 1989). In the present study,
11.6% of rats had developped mammary (fibroadenomas) and pituitary tumors at the
time of death. Another possible mechanism could be the onset of primary

hyperparathyroidism (Mundy and Martin 1982).

Urinary parameters. Although results did not reach statistical significance,
calciuria, proteinuria and creatininuria gradually increased with age. Data from other
studies have reported 2.5 to 3-fold higher daily urinary calcium excretion in senescent
(24, 25 and 30 months of age) as compared to young (6 month-old age) or adult rats(12
and 13 month-old age) (Armbrecht et al. 1984, Gaumet et al. 1997, Prasad et al. 1986).
In the present study, 24-hour urinary Ca excretion were 1.5- 2.4 X and 12-2.2 X
greater in 18 and 22 than in 13 month-old rats, respectively. Elevated urinary protein
(Beauchene et al. 1970, Bertani et al. 1989, Everitt et al. 1982, Neuhaus and Flory

1978) and creatinine (Bertani et al. 1989) excretions with increasing age have also been
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reported in rats. It has been suggested that age-associated proteinuria reflect a decrease

in renal function (Bertani et al. 1989, Everitt et al. 1982).

Anthropometry. In the present study, all anthropometric parameters increased
significantly after 3 month-old age, reflecting the normal growth, and confirming
results reported by other investigators (Blanusa et al. 1978, Kalu et al. 1984, Kiebzak et
al. 1988). Also, femur length did not increase after 13 month-old age for both dietary
groups. Our results agree with those of Kalu et al. (1984), in which length of femurs
and tibiae were assessed in 1.5, 6, 12, 18, 24 and 27-month old rats, and maximal
lengths were observed at 12 months of age. Another study conducted in rats reported
no measurable growth after 14 months of age (McDonald et al. 1986). Increases in
femoral width and weight have been reported between 12 and 24 months and may
suggest ongoing architectural adjustements rather than linear growth (Kiebzak et al.

1988).

Bone mineral content. Femoral calcium and phosphorus contents were not
significantly different between 13 and 22 months of age confirming other reports in
which calcium content were assessed up to 30 months (Beyer et al. 1985, Kalu et al.
1984, Weiss et al. 1969). Interestingly, bone calcium content was significantly lower
in 18-month old rats fed the 13.2% P diet. Decreased bone calcium content have been
observed between 12 and 30 months (Gaumet et al. 1997, Kiebzak et al. 1988), and
between 7 and 19 months (McDonald et al. 1986), in rats were fed 18-23.5% protein.
In most of these studies, bone phosphorus content did not change as a function of age

as was observed in the present study.

About two-thirds of the body’s magnesium is present in bone, this mineral
being located on the surface of the hydroxyapatite crystal (Martini and Mayer 1999).
In the present study, magnesium was shown to decrease during aging, a finding
reported by others (Alfrey et al. 1974, McDonald et al. 1986, Nishimoto and Padilla
1989, Smith and Field 1963, Wallach 1990). Some years ago, Alfrey et al. (1974)

suggested that the age-induced decrease in bone magnesium was the result of a
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reduction of the freely exchangeable bone magnesium pool. However this hypothesis

remains to be confirmed.

Dietary effects

Calcemia. Our results show that calcemia was unaffected by dietary protein
level, except at 22 months of age, where rats fed the 22% protein diet (0.5% calcium)
had significantly higher plasma calcium. In a study by Kalu et al. (1984) conducted in
rats aged 1.5, 6, 12, 18, 24, 27 and 30 month-old consuming 12.6% and 21% P diets,
serum calcium was not significantly different among groups. In another report, 5
month-old rats fed 25% proteins had lower whole-blood calcium concentration when
compared to rats fed 45% proteins (Howe and Beecher 1983). Because part of serum
calcium are bound to proteins and because protein level increase with intake (EI-
Maraghi et al. 1965), this higher calcemia could simply reflects an elevation in protein-

bound calcium (Howe and Beecher 1983).

In the present study, calcemia decreased significantly as a function of dietary
calcium in 22 month-old rats (p<0.05, 22% P diet). Our results are in accord with those
of Newell and Beauchene (1975), where 13 and 25 month-old rats fed 1.2% Ca diet
were found to have significantly lower calcemia when compared to those fed 0.5% Ca
diet. These authors attributed this change to the high level of phosphorus (1%) present
in the high Ca diet as it is well etablished that a high phosphorus diet induces
hypocalcemia (Calvo 1993, Robins and New 1997). However, the effect of a high Ca
diet on calcemia have not been observed in all studies, although factors such as
phosphorus content of the diet have not always been controlled (Blanusa et al. 1978b,

Boyce and Weisbrode 1983, Shapira et al. 1995).

Calciuria. Elevated protein intake have resulted in increased calciuria in both
rats (Allen and Hall 1978, Bell et al. 1975, Calvo et al. 1982, Howe and Beecher 1981,
Whiting and Draper 1980) and humans (Allen et al. 1979, Hegsted et al. 1981, Johnson
et al. 1970, Margen et al. 1974, Schuette et al. 1980). However, in many of these
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reports, dietary protein was consumed in very high amounts, in contrast to our study
where physiological amounts were investigated. Although not statistically different,
urinary calcium excretion tended to be higher at 13 months of age in rats fed 22%
proteins (p= 0.13 in rats) compared to those fed the 13.2% P diet. Interestingly, this
protein effect gradually disappeared at a later age. In a study by Graves and Wolinsky
(1980) conducted in 3 month-old female rats, calciuria was significantly greater when

rats were fed 24% than 16% proteins.

Anthropometry. In general, anthropometric measures were little affected by
either protein or calcium intake, the only significant result being observed at 22 months
in the 13.2% P group with rats fed 0.5% Ca showing higher ash and dry weights
compared to those fed 1% . The lack of a protein effect on bone anthropometry agree
with results from Kalu et al. (1984), where dietary protein (12.6% vs 21%) had no
significant effect on femur length and dry defatted weight in 12, 18 and 24 month-old
rats. Similar lack of a protein effect on femur length, wet weight, dry weight, dry fat-
free weight and ash weight have been reported in other studies using rats and mice

(Calvo et al. 1982, Whiting and Draper 1981, Yuen and Draper 1983).

Effects of high calcium content on bone anthropometry also resulted in no
effect. In a study by Peterson et al. (1995), feeding weanling rats 0.5% or 1% Ca diets
for 37 weeks had no impact on fat-free dry and ash tibial weights. Also, increasing Ca
intake from 0.6% to 1.2% had no effect on vertebral weight in 24-month old rats
(Shapira et al. 1995).

Bone mineral content. Results from this study indicate that despite a calciuric
effect at 13 months of age, prolonged consumption of a 22% P diet is not associated
with lower bone mineral content in old age. Highest bone calcium and phosphorus
contents were observed with diets containing 13.2% P/0.5% Ca, and 22% P/1% Ca.
Most studies conducted thus far have failed to show significant impact of protein intake
on either bone calcium, phosphorus or magnesium contents (Kalu et al. 1984,

Roughead et al. 1988, Takeda et al. 1996, Whiting and Draper 1981). However, in one
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report by Graves and Wolinsky (1980), feeding 4 month-old rats diets containing 24%
P diets were associated with significantly higher bone calcium (but not phosphorus)
concentrations when compared to rats fed 16% proteins. In diets containing 20-21%
proteins, increasing calcium intake (0.8-1.2% vs 0.4-0.6%) resulted in higher bone
calcium (Kunkel et al. 1990, Peterson et al. 1995, Shapira et al. 1995) and phosphorus
(Kunkel et al. 1990) contents of femur, tibiae and vertebrae. In the present study,
increasing the calcium content of the diet from 0.5 to 1% was associated with

significantly higher mineral content in the 22% P but not in the 13.5% P diet.

In 1993, protein recommendations for growing and mature rats were established
at 17% and 12% by the American Institute of Nutrition while those for calcium were
set at 0.5% irrespective of age. These recommendations imply Ca:P ratios of 29:1 and
42:1 respectively. In the present study, diets with Ca:P ratios of 38:1 and 45.5:1 were
associated with highest bone mineral contents while a ratio of 76:1 (13.2% P/1% Ca)
was associated with lower contents. Hence it appears that while Ca:P ratios in the
range of 40:1 appears adequate to maintain bone health during aging, higher ratios
could be detrimental. Further studies using markers of bone turnover and functional

capacity will have to be conducted to confirm these preliminary results.
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FIGURE LEGEND

Figure 1. Mean body weight of rats fed diets containing 13.2% P/ 0.5% Ca (filled
circle), 13.2% P/ 1.0% Ca (opened circle), 22.0% P/ 0.5% Ca (filled triangle) and
22.0% P/ 1.0% Ca (opened triangle) at various ages. Mean body weight were not
significantly affected by diet.



Table 1 Diet composition

Ingredient 13.2% protein  13.2% protein  22.0% protein  22.0% protein
0.5% calcium 1.0% calcium  0.5% calcium  1.0% calcium
(/kg diet) (/kg diet) (/kg diet) (/kg diet)
Casein, "Vitamin-free test" (g)' 132.0 132.0 220.0 220.0
Sucrose (g)? 485.0 485.0 485.0 485.0
Cornstarch (g)° 210.0 210.0 122.0 122.0
Corn Oil (g)* 60.0 60.0 60.0 60.0
Cellulose (fiber) (g)' 59.0 375 59.0 375
Mineral mix (g)"® 17.5 17.5 17.5 17.5
Vitamin mix (g)"° 10.0 10.0 10.0 10.0
DL-Methionine (g)" 3.0 3.0 3.0 3.0
Choline bitartrate (g)’ 2.0 2.0 2.0 2.0
Dicalcium phosphate, dihydrate (g)’ 215 43.0 215 43.0
Vitamin K1 (phylloquinone) (no)® 500 500 500 500

"ICN Biomedicals Inc.
2gycre Lantic Limitée
%Best Foods Canada Inc.

4Les Produits Alimentaires SA-GER Inc. (La Perla)

Swithout calcium (AIN76)

bwithout vitamin K (AIN76)
"Rhéne-Poulenc Inc. (food grade)
8Sigma Chemical CO, V-3501

53



Table 2 Daily food intake of rats at 13, 18 and 22 months.

Age Food intake (g/d)

(months) 13.2% protein  13.2% protein  22.0% protein
0.5% calcium  1.0% calcium  0.5% calcium

22.0% protein
1.0% calcium

13 21.86 £ 0.22% 23.41 £0.52 22.06 +0.22
18 22.82 +0.45 2311 +0.75 23.16 £ 0.38
22 22.39+1.05 22.98 +0.44 23.27+0.83

23.23+0.68
22.80 £ 0.55

23821212

Values are means + SEM, n= 9-66 rats.

*P< 0.05 different from rats same age consuming 1.0% calcium diet.
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IV. DISCUSSION
1. Discussion des résultats présentés dans article

1.1  Effet de ’age

Calcémie. Dans la présente étude, la calcémie augmente généralement avec
1’age (p< 0.05 entre 3 et 18 mois et entre 3 et 22 mois, pour la di¢te contenant 22% de
protéines et; p< 0.05 entre 13 mois et 18 et 22 mois, pour la di¢te contenant 22% de

protéines). Toutefois, la plupart des études ont démontré que le niveau de calcium

121,123-126

sérique n’était pas affecté au cours du vieillissement Dans une étude

impliquant des rats agés de 6, 12 et 24 mois soumis a une diéte contenant 23.5% de

12
.12

protéines et 1.2% de calcium, Kiebzak et al."~ ont observé des calcémies de 2.28, 2.32

et 2.30 mM (91.2, 92.8 et 92.0 mg/L), respectivement. L’¢lévation du niveau de
calcium sérique observée au cours du vieillissement dans la présente étude pourrait &tre
associée & la présence de tumeurs a I’age avancé. En effet, il a ét¢ propos¢ que
’hypercalcémie pouvait résulter d’une augmentation de la résorption osseuse

systémique causée par des facteurs de résorption osseuse, telle la PTHrp (protéine reliée

127-129

4 I’hormone parathyroidienne), produits par les cellules tumorales Dans la

présente étude, 11.6% des rats présentaient des tumeurs mammaires et hypophysaires
(fibroadénomes) au moment du déces. La PTHrp et la PTH agissent via un récepteur
commun: les deux hormones élévent la concentration de calcium sérique en stimulant
la résorption osseuse et en augmentant la réabsorption tubulaire du calcium'**"°. Un
autre mécanisme possible pourrait étre relié a I’hyperparathyroidisme primairem.
Toutefois, ces hypothéses peuvent difficilement étre retenues sur la base de nos

résultats, puisque ces derniers montrent une augmentation de la calciurie et peu de

changement du contenu fémoral en calcium au cours du vieillissement.
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Paramétres urinaires. Bien que les changements ne soient pas significatifs, la
calciurie, la protéinurie et la créatininurie augmentent graduellement avec ’age. Les
données d’autres études ont démontré que I’excrétion quotidienne de calcium dans
’urine de rats sénescents (Agés de 24, 25 et 30 mois) était 2.5 a 3 fois plus €levee que
celle de jeunes rats (agés de 6 mois)'? et de rats adultes (agés de 12 et 13 mois) >,
Dans le cas de la présente étude, la calciurie était 1.5-2.4 et 1.2-2.2 fois plus €levée
chez les rats agés de 18 et 22 mois, respectivement, lorsque comparée aux rats de 13
mois. Par ailleurs, plusieurs travaux antérieurs ont démontré une €lévation de

4- T A
134137 ot de 1a créatinine'*” avec 1’avancement en Age.

I’excrétion urinaire des protéines
Il a été suggéré que le développement de la protéinurie au cours du vieillissement
pourrait s’expliquer par une diminution de la fonction rénale et par la présence de

[ 41
1ésions!3#1%

Anthropométrie. Dans la présente étude, les paramétres anthropométriques

augmentent de fagon significative aprés I’4ge de 3 mois, reflétant la croissance normale.

121,123,138

Ces résultats corroborent ceux rapportés par d’autres chercheurs . Par ailleurs,

aucune augmentation significative de la longueur des fémurs n’a été observée apres
’age de 13 mois et ce, pour les deux diétes. Nos résultats sont en accord avec une
étude réalisée par Kalu et al.'*', ol la longueur maximale des fémurs et des tibias a été
atteinte a 1’age de 12 mois (ces mesures ont été effectuées aux ages de 1.5, 6, 12, 18, 24
et 27 mois), précédant la fermeture des plaques de croissance épiphysaire (responsables
de la croissance linéaire) observée a I’dge de 18 mois. Une autre étude rapporte

9

également ’absence de croissance osseuse apres 1’age de 14 mois"’. Par ailleurs, des

augmentations de 1’épaisseur et du poids humide des fémurs ont été rapportées entre 12
et 24 mois d’age, suggérant des ajustements architecturaux continus plutét qu’une

simple croissance linéaire'>.



61

Contenu minéral osseux. De maniére générale, nos résultats montrent que les
contenus osseux en calcium et en phosphore ne sont pas affectés au cours du
vieillissement. Les résultats obtenus a partir d’autres travaux réalisés chez des rats agés
de 12 a 30 mois ont démontré peu ou pas de changement de la concentration du calcium

osseux 2114014 ce qui appuie nos résultats. D’autres études ont rapporté une

123

diminution du calcium osseux entre 12 et 30 moism, entre 12 et 24 mois ~~ et entre 7 et

19 mois"’, chez des rats soumis a des diétes contenant entre 18 et 23.5% de protéines.
Dans certaines de ces études, aucun changement significatif du contenu en phosphore
de I’0s n’a été observé entre 14 et 19 mois'™ et entre 12 et 24 mois'? , en accord avec
nos résultats. De fagon inattendue, une réduction significative du contenu en calcium
du fémur a également été observée dans la présente étude entre les &ges de 13 et 18
mois chez les rats consommant 13.2% de protéines, ce qui pourrait étre dii a un effet de
cohorte, puisque cette tendance ne se confirme pas chez les rats agés de 22 mois.
Aussi, on observe une augmentation de la protéinurie chez les animaux agés de 18
mois, avec un retour & la normale chez ceux agés de 22 mois. L’¢lévation de
’excrétion urinaire de protéines refléte une diminution de la fonction rénale qui
pourrait entrainer une réduction de la réabsorption du calcium et ainsi une diminution

du contenu osseux en calcium, telle qu’observée a 18 mois.

Environ deux tiers du magnésium de ’organisme se situe dans 1’os, ce

142

minéral étant localisé sur la surface du cristal d’hydroxyapatite Selon plusieurs

travaux effectués chez le rat, le contenu osseux en magnésium diminuerait avec
’avancement en age’”'*7*.  La réduction avec I’dge de la concentration en
magnésium du fémur observée dans notre étude appuie ces travaux. Alfrey et al."® ont
postulé que la diminution du magnésium osseux résulterait d’une réduction de la taille
du réservoir de I’os en magnésium librement échangeable. Cependant, ces auteurs ont
rapporté que la taille du réservoir du magnésium osseux non échangeable n’était pas

modifiée au cours du vieillissement.



62

1.2 Effet des protéines et du calcium alimentaires

Calcémie. Nos résultats montrent que la calcémie n’est pas affectée par le
niveau de protéines alimentaires, sauf 4 ’4ge de 22 mois, ou les rats soumis a la dicte
contenant 22% de protéines (0.5% calcium) ont présenté des concentrations de calcium
plasmatique plus élevées (p< 0.05). Dans une étude de Kalu et al.'?!, le calcium sérique
des rats consommant 12.6% et 21% de protéines a été comparé, et aucune différence
significative n’a été observée entre les groupes aux ages suivants : 1.5, 6, 12, 18, 24, 27
et 30 mois. Toutefois, Howe et Beecher®' ont observé que des rats agés de 19 semaines
(environ 4.5 mois) consommant 25% protéines présentaient une concentration de
calcium sanguin total significativement plus faible que ceux recevant une dicte
contenant 45% de protéines. Quarante a 45% du calcium est lié aux protéines

5334 et ces derniéres ont tendance 4 augmenter en fonction des apports

plasmatiques
protéiques'?’. 11 a donc été suggéré que 1’élévation du calcium sanguin pourrait étre

reliée a ’augmentation des protéines alimentaires®'.

Dans la présente étude, la calcémie diminue en fonction de I’apport en calcium
chez les rats agés de 22 mois, I’effet étant statistiquement significatif chez ceux
consommant 22% de protéines (p= 0.11 pour les rats soumis a la dicte contenant 13.2%
de protéines). Nos résultats appuient ceux de Newell et Beauchene'*®, chez qui des rats
agés de 13 et 25 mois recevant une diéte contenant 1.2% de calcium présentaient des
niveaux sériques de calcium significativement plus faibles que ceux des rats
consommant 0.5% de calcium. FEtant donné que des quantités élevées de phosphore

4780 ces auteurs ont proposé que le niveau plus

alimentaire entraine I’hypocalcémie
élevé de phosphore (1%) contenu dans la diete élevée en calcium pourrait étre
responsable de la réduction de la concentration de calcium sérique. Dans Iétude de
Newell et Beauchene'*®, les ratios calcium : phosphore pour les deux dietes étaient
semblables (1.25 :1 pour la diéte contenant 0.5% de calcium et 1.2 :1 pour la dicte
contenant 1.2% de calcium). Ceci était également le cas dans notre étude, ou le ratio

calcium : phosphore était de 1.3 :1, pour foutes les diétes. D’autres chercheurs n’ont
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observé aucun changement de la calcémie en présence d’une dicte élevée en
calcium®***° mais dans toutes ces études, le ratio calcium : phosphore de la diéte
normale en calcium différait de celui de la diéte élevée en calcium. Sur la base de nos
résultats, la réduction de la calcémie observée en présence d’un apport élevé en calcium

pourrait s expliquer par un contenu plus élevé de phosphore dans cette dicte.

Parameétres urinaires. 1l est maintenant bien établi que des apports élevés en

8,14-16,20,99,101
7 et les

protéines résultent en une augmentation de la calciurie chez les rats
humains>®! 11330998 Cependant, dans la plupart de ces travaux, les protéines de la
ditte étaient consommées en trés grandes quantités, contrairement a notre étude.
Malgré que les changements ne soient pas significatifs, I’excrétion urinaire de calcium
tend a étre plus élevée chez les rats consommant 22% de protéines (p = 0.13 pour les
rats 4gés de 13 mois) lorsque comparés aux rats recevant la diéte contenant 13.2% de
protéines, mais cet effet des protéines s’estompe graduellement avec I’age. Utilisant
des rats femelles Agées d’environ 3-4 mois, Graves et Wolinsky** ont toutefois observé
que la calciurie était significativement plus élevée dans le groupe consommant 24% de
protéines que dans le groupe consommant 16% de protéines. Cependant, dans la
présente étude, ’excrétion urinaire de calcium n’a pas été mesurée a 1’age de 3 mois

pour les deux niveaux d’apports protéiques. Aussi, il est d’intérét de souligner la

grande variabilité inter-rats en regard des valeurs de la calciurie.

Dans la présente étude, les excrétions urinaires de protéines et de creatinine
n’ont pas été affectées par I’apport protéique. Toutefois, dans une étude d’intervention
d’une durée de 20 mois débutée a 1’age de 2 mois, des rats agés entre 18 et 20 mois
soumis 2 une diéte contenant 35% de protéines ont, de fagon significative, excrété plus
de protéines dans leurs urines lorsque comparés aux rats recevant 20% de pro‘[éimes135 .
Puisqu’il a été suggéré qu'une augmentation de I’apport protéique €levait I'incidence
des 1ésions rénales’®* | les divergences observées entre cette étude et la ndtre pourrait
s’expliquer par des apports protéiques différents. L’effet protéinurique d’une dicte

élevée en protéines pourrait étre associé a I’action des acides aminés ou du phosphate
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au niveau des reins*. Dans la présente étude, les protéines alimentaires n’ont pas
affecté I’excrétion urinaire de créatinine chez les rats agés de 13, 18 et 22 mois,
confirmant des résultats similaires rapportés par Whiting et Draper®. Par ailleurs, aucun
effet significatif n’a été observé en fonction du calcium alimentaire en regard des

excrétions urinaires de calcium, de créatinine et des protéines.

Anthropométrie. De maniére générale, on observe peu d’effets de la dicte sur
les mesures anthropométriques, au cours du vieillissement. En regard des protéines,
une augmentation de la longueur des fémurs (p< 0.05), du poids sec (p= 0.06) et du
poids des cendres (p= 0.06) est observé chez les rats agés de 13 mois consommant
13.2% de protéines, en comparaison de ceux soumis & la di¢te contenant 22% de
protéines. Cet effet s’estompe graduellement avec ’avancement en age. Des résultats
similaires ont été rapportés dans une étude de Howe et Beecher?!, ot la consommation
d’une diéte contenant 45% de protéines chez des rats agés de 19 semaines (environ 4.5
mois) a été associée a une diminution de la longueur des fémurs lorsque comparé aux
rats soumis 2 la diéte contenant 25% de protéines, sans toutefois affecter le poids sec
des os. Nos résultats pour les rats gés de 18 et 22 mois (et non pour ceux de 13 mois)
s’accordent avec ceux de Kalu et al.'?', ol aucun effet significatif de I’apport protéique
(12.6% vs 21%) sur la longueur et le poids sec dégraissé des fémurs n’a été observe
(12, 18 et 24 mois). L’absence d’impact de I’apport protéique a €té confirmé dans
d’autres études réalisées chez le rat et la souris en regard des paramétres suivants :
longueur, poids humide, poids sec, poids sec dégraissé et poids des cendres des

fémurs® 1%,

En ce qui concerne le calcium alimentaire, le poids des cendres des rats agés de
22 mois recevant une diéte contenant 0.5% de calcium (13.2% de protéines) était
significativement plus élevé et le poids sec tendait & étre plus élevé (p= 0.065), lorsque
comparés aux rats consommant 1% de calcium. Dans une étude de Peterson et al.”!
impliquant des rats agés de 37 semaines (environ 9 mois), un apport éleve en calcium

(1% vs 0.5%) n’a eu aucun effet sur le poids sec dégraissé et le poids des cendres.
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1.8" n’ont observé aucun

Utilisant des rats d’ages variables (de 4 a 24 mois), Shapira et a
impact significatif du calcium (0.6% vs 1.2%) sur le poids des vertebres (le poids sec et
le poids des cendres n’ayant cependant pas ét¢ mesurés). Toutefois, compte tenu que
les vertébres sont surtout constituées d’os spongieux par rapport au fémur (os cortical
prédominant), ces os pourraient réagir différemment & I’augmentation de I’apport
calcique. Dans la présente étude, les poids élevés (sec et des cendres) observés en

présence de la diéte contenant 0.5% de calcium pourraient étre dus a un effet de

cohorte, la longueur et 1’épaisseur des fémurs de ces animaux étant plus élevées (n. s.).

Contenu minéral osseux. Dans la présente étude, aucun effet délétere d’un
apport protéique de 22% n’a été observé en regard du contenu minéral osseux en fin de
vie. En effet, nos résultats montrent qu’a 22 mois d’age, les contenus fémoraux en
calcium et en phosphore des rats soumis a la diete contenant 22% protéeines (1%
calcium) étaient significativement plus élevés en comparaison de ceux des rats
consommant 13.2% protéines. La méme tendance a été observée pour le contenu
osseux en magnésium (p= 0.12). Aussi, un apport protéique modérément €levé (22%
protéines, en présence de 0.5% de calcium) a été associé & une concentration osseuse en
magnésium plus élevée (p<0.05). Sur la base de nos résultats, un niveau modeérement
élevé de protéines alimentaires (22%), particulierement lorsque 1’apport en calcium est
modérément élevé (1%), semblerait avoir des effets bénéfiques au niveau de I’os chez
les rats de 22 mois. Ainsi, malgré un effet calciurétique observé a I’age de 13 mois, la
consommation prolongée d’une diéte modérément élevée en protéines ne semble pas
comporter d’effet délétére quant au contenu minéral osseux a un age avancé. Ces
résultats sont en partie en accord avec ceux de Graves et Wolinsky**, ot des rats agés
d’environ 4 mois recevant une diéte contenant 24% de protéines présentaient une
concentration osseuse en calcium significativement plus élevée que celle de rats soumis
a une didte contenant 16% de protéines, sans toutefois affecter le contenu en phosphore
de I'os. Cependant, la plupart des études ne montrent pas d’effet significatif des
protéines alimentaires sur le calcium®219%1% e phosphoreg’15 2153 ¢t 1e magnésium®'

osseux chez le rat, quel que soit I’age.
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Par ailleurs, une diéte 1égérement élevée en calcium (1%) a été associée a des
contenus osseux en calcium (p= 0.23) et en phosphore (p= 0.12) plus ¢levés en
présence d’une diéte modérément élevée en protéines (22%). De manicre gencrale, des
apports élevés en calcium (0.8, 1.0 et 1.2% vs 0.4, 0.5 et 0.6%, respectivement) ont €té

SLISLISA ot en phosphore15 * significativement plus

associés a des contenus en calcium
¢levés (fémur, tibia et vertébres). Dans tous ces travaux, le niveau de protéines
alimentaires se situait entre 20 et 21%. De maniére inattendue, les concentrations
osseuses en calcium (p<0.05) et en phosphore (p=0.23) des animaux qui recevaient une
diéte contenant 13.2% protéines et 0.5% calcium étaient supérieurs a ceux recevant une

diete de 1% calcium. Une fagon d’expliquer ce résultat serait de considérer les dietes

sous la forme d’un ratio calcium :protéines.

Ces demiéres années, il a été proposé d’établir les recommandations en fonction

155

d’un ratio. En effet, selon le Food and Nutrition Board (1997) ", un ratio calcium :

protéines > 20 : 1 (mg: g) fournirait probablement une protection adéquate pour le
squelette. Le fait que les contenus osseux en calcium et en phosphore les plus clevés
ont été observés en présence des diétes contenant 13.2% protéines, 0.5% calcium et
22% protéines, 1% calcium, correspondant & des ratios calcium :protéines (mg :g) de
38 :1 et 45.5 :1, respectivement, tendent & appuyer cette proposition. Cependant, les
concentrations fémorales en calcium et en phosphore tendaient a étre inférieures
lorsqu’un ratio plus faible (23 : 1, pour la di¢te contenant 22% de protéines et 0.5% de
calcium) ou surtout plus élevé (76 : 1, pour la ditte contenant 13.2% de protéines et 1%
de calcium) était soumis aux animaux. En somme, plutdt que de considérer ces deux
nutriments de maniére individuelle, les résultats de la présente étude nous indique qu’il

serait peut-étre plus utile de les considérer ensembles, sous la forme d’un ratio.
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CONCLUSION

En conclusion, la calciurie telle qu’observée chez les animaux agés de 13
mois et, de fagon moins marquée, chez ceux agés de 18 mois soumis a la dicte
modérément élevée en protéines, n’a pas comporté d'effet délétére au niveau du contenu
minéral osseux. Par ailleurs, il semble que les protéines de la dicte aient un impact sur
I’intégrité osseuse, telle qu’évaluée par les mesures anthropométriques et par le contenu
minéral osseux, a un age avancé. Toutefois, cet effet semble intimement li€ au niveau
de calcium alimentaire. En effet, nos résultats confirment la relation qui existe entre le
calcium et les protéines de la diéte et I'importance du ratio calcium : protéines, lorsque
ces deux nutriments sont consommés a des doses physiologiques. Les contenus minéral
osseux les plus élevés ont été associés aux ratios calcium : protéines (mg : g) de 38 : 1
et de 45.5: 1. Ces ratios sont plus élevés que celui de > 20: 1 (Food and Board
Nutrition, 1997)'> proposé chez I’humain. Précisons toutefois que ce dernier a été

établi sur une base théorique.

Des études ultérieures utilisant des marqueurs plus sensibles du remodelage
osseux ou faisant appel a des mesures histomorphométriques permettront de préciser le
ratio calcium : protéines le plus susceptible d'assurer la santé osseuse au grand age.
Enfin, d'autres éléments nutritifs tels le magnésium et le potassium ont récemment été
impliqués dans le métabolisme osseux, mais les besoins de l'os en regard de ces

nutriments au cours du vieillissement restent toutefois a déterminer.
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