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Summary. Plasma lipoproteins of the preruminant calf.

The main lipoprotein classes (HDL, LDL, VLDL, chylomicrons) were isolated from the
plasma of four 3-week old preruminant Friesian calves. The proportions of proteins and
lipids and the fatty acid composition of the different lipid classes were determined over a
7-hour period corresponding to the pre and post-prandial periods. HDL, LDL, VLDL and
chylomicrons averaged 58.3, 19.0, 13.3 and 9.1 %, respectively, of total lipoproteins.
Triglycerides predominated in VLDL and chylomicrons, and cholesterol esters and
phospholipids in HDL and LDL. The lipid proportion and fatty acid composition of a given
lipoprotein were stable, except for the triglycerides of the chylomicrons {and VLDL) which
were hydrolysed during a 2 to 5-hour period after the morning meal, leading to a higher
saturation of the remaining triglycerides. Linoleic acid, abundant in cholesterol esters of
HDL (46.5 %) and LDL (37.2 %) and scarce in the cholesterol esters of VLDL (3.5 %) and
chylomicrons (3.2 %), underlined the dual origin {plasma and tissues) of cholesterol esters
in young bovines.

Introduction.

Les lipoprotéines de Bovin ont été largement étudiées depuis 15 ans chez
I'animal adulte et principalement chez la Vache laitieére car elles constituent a la
fois la forme de transport des lipides utilisés pour le métabolisme énergétique de
'animal et une forme importante de transport des substrats nécessaires & la
synthése des matiéres grasses du lait par le tissu mammaire. La répartition et la
structure chimique des lipides des différentes fractions lipoprotéiques ont été
détaillées chez la Vache laitiére haute productrice notamment par Stead et Welch
(1975, 1976). Les variations de leurs caractéristiques ont été étudiées en fonction
du cycle gestation-lactation (Raphael, Dimick et Puppione, 1973), de la traite
(Gleockler, Ferreri et Flaim, 1980) ou chez la Vache cétonémique (Mc Carthy et
al., 1968). Elles ont également été étudiées en fonction de différentes conditions
nutritionnelles, notamment de la teneur de la ration en protéines (Stead et
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Oldham, 1978} en lipides non protégés (Dryden et al., 1971) ou en lipides protégés
(Dryden et al., 1975).

Les lipoprotéines du jeune Veau ont, par contre, fait I'objet de peu d’études.
Lascelles et Wadsworth (1971) ont caractérisé les lipoprotéines de la lymphe chez
le Veau nouveau-né a jeun et plus récemment, Forte, Belle-Quint et Cheng (1981},
en comparant les lipoprotéines du Veau foetal et du Veau nouveau-né a celles de
I'adulte, ont étudié les modifications de leur métabolisme au cours du développe-
ment.

Chez le Veau en croissance nourri exclusivement au lait maternel ou avec un
aliment riche en matiéres grasses, Richard et a/. (1980) puis Beynen et Van Gils
(1983) ont, dans le cadre d’études expérimentales de |'athérosclérose humaine,
étudié les effets de la supplémentation de la ration en cholestérol sur le taux de
cholestérol des fractions lipoprotéiques mais n’ont effectué aucune mesure sur les
autres fractions lipidiques des lipoprotéines chez cet animal.

Le but de ce travail est d’étudier chez le Veau préruminant 4gé de 3 semaines
recevant un aliment d‘allaitement contenant 22 % de matiéres grasses, la réparti-
tion et la composition des lipides des principales classes de lipoprotéines et de
mesurer I'effet de la prise du repas sur I'évolution postprandiale de leur distribu-
tion plasmatique et des caractéristiques chimiques de leurs lipides.

Matériel et méthodes.

Animaux et aliment. — 4 veaux males de race frisonne ont regu depuis I'age
de 1 jour et jusqu’a I'dge de 3 semaines et a raison de 2 repas égaux (8 h et 16 h)
par jour un aliment d'allaitement contenant par rapport & la matiére séche 22 %
de matiéres grasses sous forme de suif {21 %) et d’émulsifiant (1 %) et 65 % de
poudre de lait écrémée.

A lI'age de 3 semaines (4ge correspondant aux prélévements sanguins), le
gain de poids vif des veaux était de 640 + 60 g/j et la consommation journaliére
de matiére séche de 700 + 40 g pour un poids vif moyen de 45,7 + 3,5 kg.

Prélevements sanguins. — Les prélévements sanguins ont été réalisés a |'age
de 3 semaines aux temps suivants : 2 h avant (T-2)} puis 1/2 (T1/2), 2 (T2), 3 (T3},
5 (T5) et 7 h (T7) aprés la prise du repas du matin. lls ont été effectués au
niveau de la veine jugulaire a I'aide de tubes a prélévement de 10 ml sous vide et
contenant de I'EDTA (1 mg/ml de sang) et immédiatement centrifugés a 3 000
t/m. Les plasmas récupérés (10 ml) ont été conservés a3 + 4 °C au maximum
pendant 24 h avant d’étre soumis au traitement de purification des lipoprotéines
par ultracentrifugation. Une fraction aliquote (10 ml) a été conservée a — 80 °C
pour les analyses de lipides du plasma total.

Préparation des fractions lipoprotéiques. — Les fractions lipoprotéiques ont
été purifiées par ultracentrifugation préparative de flottaison selon une méthode
dérivée de celle de Hatch et Lees (1968) avec une ultracentrifugeuse Beckman
type L2 équipée du rotor 50 Ti. Les plasmas des veaux ont été traités individuelle-
ment et les fractions lipoprotéiques purifiées ont été récupérées quantitativement.
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La fraction |, correspondant aux chylomicrons (d < 1,000 g/ml) et aux VLDL
(1,000 < d < 1,006), est séparée de la fraction |l, correspondant aux lipoprotéi-
nes de densité supérieure a 1,006, par centrifugation & 40 000 tpm pendant 18 h &
10 °C. Les chylomicrons sont purifiés a partir de la fraction | diluée dans du
sérum physiologique & 15 000 tpm pendant 30 min, puis les VLDL ont été purifiés
a partir du sous-nageant ajusté a la densité de 1,006 g/ml a I'aide de KBr solide, a
40 000 tpm pendant 20 h. Les LDL (1,006 < d < 1,063) sont purifiées & partir de
la fraction |1, ajustée & d = 1,063 avec KBr, & 40 000 tpm pendant 20 h. Le sous-
nageant récupéré est ajust¢é a8 d = 1,210 avec KBr et les HDL
(1,063 < d < 1,210} sont obtenues aprés centrifugation a 45 000 tpm pendant
25 h.

La pureté des fractions lipoprotéiques a été controlée par électrophorése sur
gel de polyacrylamide en gradient discontinu de concentration et également sur
plaque d’acétate de cellulose.

Analyses. — Les lipides du plasma et des fractions lipoprotéiques ont été
extraits par le mélange chloroforme-méthanol selon la méthode de Folch, Lees et
Sloane-Stanley (1957) aprés addition de 4 étalons internes (cholestéryl heptadéce-
noate, glycéryl mono et triheptadécénoate, acide heptadécénoique) synthétisés a
partir de |'acide heptadécénoique purifié au laboratoire (Bauchart et Aurousseau,
1980). Les lipides ont été séparés par chromatographie sur couche mince de kie-
selgel délipidé dans le mélange hexane-éther éthylique-acide formique 80/20/2
{(V/V/V). Aprés élution au chloroforme/méthanol 1/1 (V/V}, les lipides ont été
saponifiés avec de la potasse alcoolique a 10 % et leurs acides gras ont été
méthylés puis analysés par chromatographie en phase gazeuse selon une
méthode décrite par Bauchart et Aurousseau (1981). La teneur en cholestérol a
été déterminée par voie enzymatique (méthode Chod-iodure, Meckotest). Les pro-
téines ont été dosées par la méthode de Lowry en présence de Triton X 100
selon Kashyap, Hynd et Robinson (1980) afin d’éliminer le trouble de la solution
colorée finale observé notamment avec les lipoprotéines de trés basse densité.

Résultats.

La teneur et la répartition des principales lipoprotéines du Veau ainsi que leur
composition en lipides et en protéines ont été mesurées en cinétique pré et post-
prandiale. Les moyennes de ces valeurs sont rapportées dans le tableau 1. Les
HDL constituent la classe prépondérante des lipoprotéines du Veau soit 58,3 %
des lipoprotéines totales (64,2 % chylomicrons déduits). La concentration en
HDL baisse de 16 % aprés le point T2 pour se maintenir ensuite (fig. 1).
La fraction LDL ne représente que 19,0 % des lipoprotéines totales (20,9 %
chylomicrons déduits) et leur teneur ne subit pas de variations significatives
au cours de la journée (fig. 1). Par contre, les VLDL qui représentent
13,3 % des lipoprotéines (14,7 % chylomicrons déduits) subissent une baisse de
8 % 2 h aprés la prise du repas puis réaugmentent ensuite avec un maximum 5 h
aprés le repas {+ 29,5 % d’augmentation entre T2 et Tb). Les chylomicrons qui
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TABLEAU 1

Caractéristiques chimiques des principales classes de lipoprotéines plasmatiques
chez le Veau préruminant 4gé de 3 semaines (moyenne + écart-type a partir de 4 animaux
et 6 points horaires) : teneur plasmatique des lipides et des protéines (mg/100 ml plasma) ;
composition centésimale {valeurs entre parenthéses) des classes lipidiques individuelles
{en % du poids des lipides totaux) et des lipides et protéines totales {en % du poids de la lipoprotéine).

HDL LDL VLDL Chylomicrons
1,063 < d< 1,210 1,006 < d < 1,063 1,000 < d < 1,006 d < 1,000
Esters de cholestérol ... .... b6 + 7,6 28,0 + 3,7 15,7 + 5,6 78+ 44
41,7 + 2,1) 43,1 + 1,4) (25,6 + 6,5) (18,2 + 6,1)
Phospholipides ........... 61,0 + 9,0 19,56 + 3,0 95 + 1,6 6,4 + 0,7
(45,6 + 3,4) (29,9 + 1,8) (15,5 + 4,6) (15,0 + 6,b)
Triglycérides .............. 44 + 0,9 70 + 2,1 27,2 + 4,5 25+ 9,4
3,3+ 038 (10,9 + 3,6) (44,3 + 7,0) (52,5 + 11,7)
Acides gras non estérifiés .. 3,1+ 08 36+ 04 71 + 6,4 58 +.23
(24 + 08 (5,7 + 1,0) (11,6 + 6,6) (13,56 + 8,3)
Cholestérol non estérifié . ... 9565 + 2,2 68 + 1,5 1,9 + 0,9 04 + 0,2
(7,1 + 0,8) (10,5 + 1,1) (3,0 + 1,3) 0,9 + 0,3)
Lipides totaux ............ 133,7 + 16,6 648 + 7,8 61,3 + 9,7 42,8 + 11,9
47,9 + 1,7) (71,6 + 1,6) (96,0 + 1,3) (98,1 + 0,7)
Protéines totales .......... 145,6 + 21,7 259 + 4,2 26 + 09 08+ 04
(62,1 + 1,7) (28,4 + 1,6) (4,0 + 1,3) (1,9 + 0,7)
Lipoprotéines (mg/100 mb) . 279,2 + 37,0 90,7 + 11,7 63,9 + 9,7 43,6 + 12,1
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représentent 9,1 % des lipoprotéines totales suivent la méme évolution pré et
postprandiale mais de facon plus accentuée que les VLDL (fig. 1) : baisse de 51 %
entre les points T1/2 et T2 puis augmentation progressive avec un maximum 7 h
aprés le repas (+ 58,4 % entre les points T2 et T7, P < 0,01).

Les lipides des HDL (44,7 % des lipides totaux) sont riches en esters de cho-
lestérol (41,7 %) et en phospholipides (45,6 %). La méme tendance est observée
avec les lipides des LDL (21,4 % des lipides totaux) mais les phospholipides sont
plus faiblement représentés (29,9 %). Dans le cas des VLDL, les lipides (20,3 %
des lipides totaux) sont composés essentiellement de triglycérides (44,3 %) et
secondairement d’esters de cholestérol (25,6 %). Enfin, les lipides des chylomi-
crons (14,4 % des lipides totaux) sont essentiellement représentés par les triglycé-
rides (52,5 %) et secondairement par les esters de cholestérol (18,2 %) les phos-
pholipides (15,0 %) et les AGNE (13,5 %) (tabl. 1). La teneur en protéines des
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lipoprotéines est voisine de celle observée chez la plupart des mammiféres :
52,1 % pour les HDL, 28,4 % pour les LDL, 4 % pour les VLDL et 1,9 % pour les
chylomicrons (tabl. 1).

La composition en acides gras des phospholipides et des esters de cholesté-
rol reste en moyenne relativement stable pour toutes les fractions lipoprotéiques
au cours de la journée ; dans les HDL (16,7 %) et LDL (16,8 %), les phospholipi-
des sont riches en C18:2 n-6 mais ont un contenu en cet acide gras 3 fois plus fai-
ble dans les lipoprotéines de trés basse densité (P < 0,01) (tabl. 2) ; la méme ten-
dance se vérifie avec les esters de cholestérol ou les teneurs dans les HDL
(46,0 %)} et LDL (37,2 %) sont respectivement 13 et 10 fois plus élevées que dans
les esters de cholestérol des lipoprotéines plus légéres (tabl. 3).

Dans le cas des triglycérides, majoritaires dans les VLDL (44,5 %) et les
chylomicrons (36,8 %), la composition en acides gras varie trés étroitement avec
leur teneur plasmatique (tabl. 4 ; fig. 2). De composition trés voisine de celle des

TABLEAU 2

Composition en acides gras (en % en poids des esters méthyliques d’'acides gras)
des phospholipides des principales classes de lipoprotéines du Veau préruminant
{moyenne + écart type ; 4 animaux et 6 points horaires).

HDL LDL VLDL Chylomicrons
C16:0 128 + 1,6 19,3 + 2,1 30,4 + 2,0 334 + 3,4
Cc18:0 29,6 + 3,4 28 + 3,3 231+ 1,9 24,6 + 1,7
c18:1 27,3 + 2,0 23,3 + 2,7 18,3 + 1,3 16,0 + 2,9
C18:2 16,7 + 2,4 16,8 + 3,0 53+ 1,0 51 + 1,1
TABLEAU 3

Composition en acides gras (en % en poids des esters méthyliques d’acides gras)
des esters de cholestérol des principales classes de lipoprotéines du Veau préruminant
{(moyenne + écart type ; 4 animaux et 6 points horaires).

HDL LDL VLDL Chylomicrons
C16:0 11,2 + 1,7 16,0 + 1,7 29,0 + 1,7 26,5 + 3,8
C18:0 1,9+ 04 54 + 0,7 24,3 + 6,2 2,3 + 3,7
c18:1 13,8 + 2,1 199 + 1,3 11,1 + 2,3 14,5 + 4,3
C18:2 46,0 + 5,6 37,2 + 5,8 35 +0,8 32+ 1,1
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-2 RL23 5 7 VLDL et des chylomicrons chez le Veau préruminant 8gé de
2 heures 3 semaines.
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triglycérides alimentaires aux points T-2 et T+ 1/2, les triglycérides des VLDL et
surtout des chylomicrons subissent pendant la période T2-T3 une forte dégrada-
tion accompagnée d’'une forte saturation des triglycérides restants. Cette ten-
dance s’inverse complétement (P < 0,05) 7 h aprés le repas avec notamment une
élévation des teneurs en triglycérides des chylomicrons {(+ 73,3 % entre T2 et T7)
et la reprise d'une composition en acides gras identique a celle des triglycérides
alimentaires (tabl. 4).

TABLEAU 4

Effet de la prise du repas sur la composition en acides gras
{en % en poids des esters méthyliques d’acides gras) des triglycérides des chylomicrons
et des VLDL du Veau préruminant {(moyenne + écart type ; 4 animaux}.
Comparaison avec les triglycérides du plasma total et de I'aliment.

Heure par rapport au repas

Acides —2h +1/2h +2h +3h +5h +7h Alment
gras
Chylomicrons 20,1+1,2 23,9+0,9 29,6421 248+15 28, +1.2 27,8+18
C160{VLDL 305417 24,6+15 285+1,7 30,5+1,6 32,9425 249120 23,9
Plasma total 24,2+18 25,6+1,3 252+1,6 259+1,0 32,2+1,0 259+ 18
Chylomicrons 12,3+1,5 18,3+0,9 21,4+1,2 18,2+1,0 20,9+1,1 19,6+1,7
C18:0 { VLDL 20,3416 192+1,2 19.3+1,5 200+1,7 21,0423 17,4+1,5 20,5
Plasma total 16,0415 17,9+1,3 165+1,7 18.2+1,5 22.6+1,9 18,412,0

Chylomicrons 43,7 +2,1 +1,56 + 0 +
c18:1 {VLDL 29,2+1,9 336+1,7 21,7+2,0 17,7+1,9 10,1+1,7 29,0+2,1 38,6
Plasma total 38,5+2,0 +1,9

Discussion. Conclusion.

La répartition plasmatique des lipoprotéines du Veau préruminant se caracté-
rise, comme chez le Bovin adulte (Stead et Welch, 1975 ; Forte, Bell-Quint et
Cheng, 1981) par I'abondance des HDL (58,3 %) et leur relative pauvreté en LDL
(19,0 %). Cependant, par l'ingestion de lait riche en matiéres grasses (22 %), le
Veau accumule, a la différence de I'aduite (< b %), 22,4 % de lipoprotéines de
trés basse densité dont 9,2 % sous forme de chylomicrons qui représentent la
forme essentielle du transport des lipides alimentaires utilisables par les tissus.
Comme |’Agneau préruminant (Leat, Kubassek et Butress, 1976), le Bovin peut
synthétiser des chylomicrons a I'état préruminant et conserver vraisemblablement
la possibilité d'assurer la méme synthése a I'état adulte si la quantité et la nature
insaturée des lipides absorbés est suffisante. En effet, Harrison, Leat et Forster
{1974) ont montré que le Mouton adulte synthétise de fortes quantités de chylo-
microns si I'on infuse directement dans le duodénum des triglycérides fortement
insaturés (huile de mais).

Le contenu en lipides et en protéines des lipoprotéines du Veau est voisin de
celui du Bovin adulte {Stead et Welch, 1975 ; Forte, Bell-Quint et Cheng, 1981) et
de I'Homme (Fruchart et Sezille, 1977) sauf dans le cas des VLDL ou le Veau ne
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posséde que 4 % de protéines (6 % chez I'adulte, Stead et Welch, 1975} contre
10 % environ chez 'Homme. De méme, le plus faible contenu en triglycérides des
chylomicrons {62,5 %) par rapport 4 ceux de 'Homme (78 %, Fruchart et Sezille,
1977) semble étre une caractéristique des préruminants puisque Leat, Kubasek et
Butress (1976) avaient enregistré la méme tendance avec les lipoprotéines trés
légeéres de I’Agneau nourri au lait.

La grande richesse en C18:2 n-6 des esters de cholestérol des HDL et LDL
confirme la haute spécificité de la lécithine-cholestérol Acyl transférase (LCAT)
bovine pour les acides gras polyinsaturés liés en position 8 des lécithines, mise en
évidence /n vitro par Noble, O’Kelly et Moore (1972). D’aprés ces auteurs, la
LCAT bovine se distinguerait de la LCAT humaine (Glomset et Norum, 1973) ou
de Rat {Sugano et Portman, 1964) par la non-possibilité de transférer des acides
gras saturés ou monoinsaturés. Les molécules de cholestérol estérifiées avec du
palmitate ou de I'oléate dans les HDL et LDL mais surtout dans les lipoprotéines
trés légéres, seraient dues a I'action des Acyl-cholesterol Acyl transférase (ACAT)
tissulaires et notamment hépatique mises en évidence chez le Veau par Stokke
(1974). D’aprés Noble, Crouchman et Moore (1975) I’ACAT ovine apparait non
spécifique vis-a-vis de la nature de chaine des Acyl CoA, ce qui expliquerait chez
le Veau préruminant comme chez I'adulte (Dryden et al., 1971 ; Stead et Welch,
1975) la trés faible teneur en acides gras polyinsaturés des esters de cholestérol
des lipoprotéines trés légéres. Cette tendance pourrait étre accrue dans notre
expérience par la faible teneur en C18:2 n-6 de la ration.

L'évolution postprandiale des teneurs et de la composition des triglycérides a
été décrite précédemment (Bauchart et Aurousseau, 1981). La présente expé-
rience montre que cette évolution dépend de facon quasi-exclusive des triglycéri-
des des lipoprotéines trés légeéres. La baisse de la triglycéridémie 2 h aprés le
repas est due principalement a la dégradation des triglycérides des chylomicrons
en accord avec la spécificité plus grande de la LPL par ceux-ci (Fieldding et Hig-
gins, 1974) et secondairement & ceux des VLDL. Au cours de cette période, le
sang s'enrichit en résidus lipoprotéiques dont les triglycérides seraient plus saturés
ce qui soulignerait I'affinité plus grande des LPL du bovin comme celles de
I'Homme (Skipski, 1972) pour les lipoprotéines trés légéres de fort diamétre riches
en triglycérides insaturés. Par contre, I'apparition des VLDL riches en acides gras
saturés 5 h aprés le repas pose le probléme d'une émission plus importante de
VLDL par le foie ce qui est actuellement en cours de vérification.

10e Réunion du groupe Développement I.N.R.A.,
Rennes, 9-10 mai 1984.
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