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Summary. Effects of calcium supply in food on thyroid function in the rat.

To determine if calcium had a goitrogenic effect on the thyroid function in rats,
weanling rats were fed, for three weeks, a diet containing either (a) 0.5 pg or 0.04 !g iodine
per gram of diet, or (b) an adequate (0.47 %) or an excessive (2 %) amount of calcium.

With an adequate iodine diet, the calcium load did not induce an increase in the

weight of the thyroid or a decrease in serum thyroid hormone concentration. However, the
rats given a calcium load had a lighter body weight and a lower iodine content in the

thyroid tissue ; they also had a higher thyroxine (T4) content in the liver and kidney tissues
than the rats receiving an adequate calcium diet.

With a low iodine diet, the calcium load brought out a decrease in growth and a lower
serum triiodothyronine (T3) concentration and liver and kidney T3 contents. These changes
suggest that the calcium load might have acted on the thyroid function through an inhibi-
tion of T4-T3 conversion in the serum as well as in liver and kidney tissues.

Introduction.

Les revues générales sur les substances goitrogènes (Langer et Greer, 1977)
citent encore le calcium et ajoutent que son mécanisme d’action n’est pas élu-
cidé. Boussingault (1831) recherchant la cause des goîtres dans les populations
vivant dans la Cordillère des Andes avait suggéré que la forte teneur en calcium
de l’eau de boisson pouvait en être la cause. De même, Sharpless et al. (1943)
pensaient que le calcium, en présence de vitamine D, pouvait agir comme un goi-
trogène. Enfin Taylor (19541, étudiant l’histologie du tissu thyroïdien de rats nour-
ris avec un régime riche en calcium et pauvre en iode, montrait l’existence de goî-
tres.

Nous avons voulu reprendre l’étude du mécanisme d’action du calcium en
tant qu’éventuel goitrogène, ayant maintenant à notre disposition la possibilité de
doser, par des techniques radio-immunologiques, les hormones thyroïdiennes.
Nous avons étudié les hormones thyroïdiennes dans la glande elle-même, dans le
sang et dans deux tissus périphériques chez des rats qui avaient reçu un régime
adéquat (0,47 %) ou un régime excessif (2 %) en calcium.



Matériel et méthodes.

Animaux et régimes. &horbar; Des rats mâles Sprague-Dawley (Charles River,
France) albinos, au sevrage, ont été mis en cage par groupe de 6. Ils ont eu libre
accès à des biberons d’eau désionisée et ont été nourris avec des régimes ayant
deux teneurs différentes en iode, pendant 3 semaines. Le premier régime, consi-
déré comme adéquat en iode (0,5 pg/g) est fourni par UAR (Villemoisson-sur-
Orge, France). Il renferme 6 % de caséine ; 78,8 % de sucres, céréales et lipides ;
10,4 % de protéines végétales ; 7,8 % de protéines animales et 3 % de minéraux
(0,47 % de calcium). Le régime pauvre en iode (0,04 pg/g) est un régime
Remington modifié, préparé par l’INRA, (Fabrique de Mélanges alimentaires expé-
rimentaux, 78280, La Minière, France). Ce régime contient 85,5 % de farine de
maïs ; 2,32 % de farine de blé avec 70 % de gluten ; 0,23 % de levure de bière ;
4,4 % de lait écrémé non sucré ; 3,48 % de CaC03 et 1,16 % de NaCI. Des expé-
riences ont été effectuées avec chacun de ces deux régimes enrichis ou non en
calcium par addition de CaC03 (teneurs finales en calcium : 0,47 et 2 %).

Une autre série d’expériences a été effectuée en utilisant les deux régimes
contenant 0,47 % de calcium auxquels a été ajouté 0,1 % de 6 propyl-2-
thiouracile (PTU). La vitamine D3 (1,5ug/0,1 ml) a été administrée à tous les ani-
maux par voie orale deux fois par semaine. La vitamine était dissoute dans de
l’huile de noix.

Les teneurs en iode total et en calcium ont été mesurées, après minéralisation
par les méthodes citées, après chaque livraison.

Procédés expérimentaux. &horbar; On administre aux rats par voie intrapéritonéale
24 h avant le sacrifice de 1 à 2,5 yci de !251. Après anesthésie à l’éther, les thyroï-
des et les trachées sont prélevées. La fixation de l’iode sur chaque trachée est
vérifiée ; elle doit être inférieure à 1 % de celle de la thyroïde. Le sang provient
des veines jugulaires et des artères carotides. Les dosages sont effectués sur le
sérum après extraction par 2 volumes d’éthanol absolu. Les thyroïdes sont homo-
généisées par 1, 2 ou 3 dans NaCI 0,9 %. Une partie de l’homogénat est hydroly-
sée en présence de pronase (Etling, 1977).

Les foies et les reins sont prélevés rapidement, mis à 4 °C, pesés et étudiés
dans les 24 h, ou congelés à - 20 °C pour 2 ou 3 jours. Nous avons vérifié

qu’une durée de congélation de 1 mois ne modifiait pas les résultats. Nous avons

également vérifié que les résultats étaient identiques, que les foies aient été ou
non perfusés 30 min avec NaCI 0,9 %.

Un rein entier, ou bien 500 mg de foie, sont broyés au moyen d’un Polytron
dans du tampon Tris HCI 0,1 M pH 7,4, de façon à avoir une concentration de
150 mg de tissu/ml de broyat dans le tampon. Puis les broyats sont extraits par
2 volumes d’éthanol absolu, et centrifugés à 3 000 g, 10 min à 6 °C. Les résultats
sont exprimés par g de tissu frais. Les surnageants alcooliques secs des sérums et
des tissus sont repris par les tampons utilisés pour effectuer les dosages radioim-
munologiques.

Méthodes analytiques. &horbar; La concentration du calcium sérique est détermi-
née au moyen d’un titrateur Marius (Amsterdam, Pays-Bas), et celle du phos-
phore par la méthode de Fiske et Subbarow adaptée à l’Auto Analyzer Technicon.



L’iode stable est mesuré par une microméthode (sensibilité 0,5 à 20 ng par 0,1 ml
d’échantillon) sur un Auto Analyzer Technicon. L’iode radioactif !z51 est déterminé
au moyen d’un compteur à scintillation. La thyroxine (T4) et la triiodothyronine
(T3) radioactives proviennent d’Amersham (Grande-Bretagne). Les dosages
radioimmunologiques de T3 sont effectués selon Roux et al. (1975), et ceux de T4
selon la méthode préconisée par l’Institut Pasteur (1976) ; la sensibilité des deux
méthodes est de 50 à 500 pg par 0,1 ml d’échantillon. Après extraction des
sérums les pourcentages de récupération sont de 96 % pour la T3 et de 78 %

pour la T4 ; après extraction des broyats de foie et de reins, les pourcentages
récupérés sont respectivement de 83,5 % pour la T3 et de 78 % pour la T4-

Les iodoaminoacides stables et radioactifs des tissus thyroïdiens hydrolysés
sont aussi mesurés après chromatographie sur papier ; les détails de ces techni-

ques ont été décrits antérieurement (Etling, 19771.
Statistiques. &horbar; Les moyennes et les erreurs standard (M ± SEM) sont cal-

culées pour chaque groupe de données lorsqu’il y a au moins 6 valeurs. Les résul-
tats obtenus chez des rats nourris avec un régime renfermant un excès de calcium
sont comparés avec ceux de leurs contrôles respectifs en utilisant le test de Stu-
dent.

Résultats.

Les effets d’un apport excessif en calcium (2 %) dans deux situations

(régime adéquat en iode : 0,5 pg/g, et régime pauvre en iode : 0,04Ilg/g) ont été
étudiés sur les paramètres thyroïdiens et périphériques de la fonction thyroï-
dienne. Ces effets ont été comparés à ceux du PTU, agent goitrogène connu.

A-Action du PTU, lorsque le régime a une teneur adéquate en iode (tabl. 1, 2
premières colonnesl. - Le poids de l’animal est inférieur, en présence de PTU, à



celui des animaux témoins ; le poids de la thyroïde est plus élevé lorsqu’il est
exprimé par rapport au poids de l’animal. Les teneurs en hormones du tissu

thyroïdien et leurs concentrations sériques sont effondrées. Les hormones conte-
nues dans les tissus hépatiques et rénaux sont aussi en concentration inférieure à
celle des tissus d’animaux témoins.

Les mêmes effets sont observés lorsque le PTU est administré à des rats
nourris avec un régime pauvre en iode (tabl. 2, 2 premières colonnes).

B-Action du calcium, lorsque le régime a une teneur adéquate en iode
(0,5 )!g/g). &horbar; Les rats qui consomment un excès de calcium ont un poids significa-
tivement inférieur (p < 0,01) à ceux qui reçoivent un régime normal en calcium
(tabl. 11. L’excès de calcium ne modifie ni le poids des thyroïdes (rapporté au
poids du rat), ni la fixation thyroïdienne de l’iode radioactif, ni les teneurs en hor-
mones du tissu thyroïdien. Par contre, la teneur en iode du tissu thyroïdien est
significativement plus basse (p < 0,01) que chez les animaux recevant un régime
normal en calcium. La séparation des iodoaminoacides thyroïdiens par chromato-
graphie donne des résultats qui confirment ceux obtenus par dosage radioimmu-
nologique. On constate que la diiodotyrosine est 2 fois plus abondante que la

monoiodotyrosine et que la T4 représente au maximum 10 % de l’iode total, mar-
qué ou non. L’excès de calcium du régime ne modifie pas ces résultats.

A la périphérie, l’excès de calcium n’a pas modifié la calcémie. La radioacti-
vité sérique est significativement plus élevée (p < 0,001) que chez les rats ayant
reçu un régime adéquat en calcium. Les concentrations hormonales ne sont pas
modifiées. Les teneurs en T4 des tissus hépatiques et rénaux sont significative-
ment plus élevées lorsqu’il y a un excès de calcium (respectivement p < 0,01 et

p < 0,02) ; les teneurs en T3 ne sont pas modifiées. Le poids des foies par rap-
port au poids total de l’animal est de 0,049 ± 0,008, le foie fixant 0,77 ± 0,01 %
de la radioactivité administrée si le régime est normal en calcium ; ce rapport est
de 0,044 ± 0,008, le foie fixant 1,04 ± 0,09 % de l’activité lorsqu’il y a un excès
de calcium.

C-Action du calcium, lorsque le régime a une teneur faible en iode

(0,04 /!g/g). &horbar; Les animaux nourris 3 semaines avec ce régime enrichi en calcium
ont un poids significativement inférieur (p < 0,01) à ceux ayant reçu le même

régime sans addition de CaC03 (tabl. 2). L’excès de calcium ne modifie pas le

poids des thyroïdes, mais augmente la fixation de l’iode radioactif (p < 0,05).
L’excès de calcium absorbé par les animaux ne modifie ni la teneur en iode du
tissu thyroïdien, ni sa teneur en T4 et en T3. Du fait de la déficience en iode du
régime, les pourcentages de l’iode sous forme de monoiodotyrosine (mesurés
après chromatographie) sont du même ordre de grandeur que ceux de l’iode de la
diiodotyrosine ; les pourcentages d’iode hormonal, radioactif et stable, sont, par
cette méthode environ 24 % de l’iode total. La teneur en calcium du régime ne
modifie pas ces différentes valeurs.

Lorsque le régime est pauvre en iode, l’excès de calcium provoque une aug-
mentation significative (p < 0,001) de la calcémie. La surcharge en calcium ne
provoque pas de modification de la radioactivité sérique ni de la concentration en
T4. Par contre la concentration en T3, élevée à cause de la déficience en

iode du régime, lorsque le calcium a une teneur normale, est très significative-



ment abaissée (p < 0,001 ) lorsque les rats sont nourris avec un régime riche en
calcium. Les teneurs en T4 des tissus hépatiques et rénaux ne sont pas modifiées
par la quantité de calcium du régime. Les teneurs en T3 des tissus hépatiques et
rénaux sont significativement abaissées (p < 0,01) par la surcharge en calcium du
régime. Les poids des foies, par rapport aux poids des animaux, ne sont pas diffé-
rents avec ou sans excès de calcium (0,039 + 0,07 avec calcium normal et

0,033 ± 0,009 avec 2 % Ca), ainsi que la fixation de !z51 par les foies
(2,8 ± 0,4 % de l’iode total avec calcium normal et 2,7 ± 0,2 % avec 2 % Ca).

Discussion.

L’hypothèse, émise en 1831 par Boussingault, selon laquelle le calcium pour-
rait agir comme un goitrogène n’a jamais été vérifiée. Il semble que les derniers
travaux sur ce sujet datent de 1954 (Taylorl. La sensibilité des techniques radioim-
munologiques, et nos connaissances actuelles sur les effets des hormones thyroï-
diennes au niveau cellulaire ont rendu possible une nouvelle approche de ce pro-
blème.

Nous avons d’abord examiné l’action du propylthiouracile (PTU), antithyroï-
dien actif chez l’animal (Mayberry et Astwood, 1960), chez des rats nourris avec
deux régimes de teneurs différentes en iode. Si la teneur en iode du régime con-
vient à un métabolisme normal (0,5 gg/g), ou si le régime est pauvre en iode
(0,04 gg/g) (Studer et Greer, 1968), la croissance pondérale du rat est lente en

présence de PTU ; la glande thyroïde grossit et acquiert rapidement l’aspect histo-
logique du goître. Le tissu thyroïdien contient peu d’iode stable et fixe peu l’iode
radioactif ; la synthèse des hormones thyroïdiennes est presque nulle, et les con-
centrations hormonales sériques sont trop faibles pour être mesurées. Les teneurs



en thyroxine et en triiodothyronine des tissus hépatiques et rénaux sont à peine
détectables. Ces effets sont caractéristiques des goitrogènes classiques.

Un excès de calcium ne modifie ni le poids des glandes thyroïdes, ni la teneur
en thyroxine et en triiodothyronine du tissu thyroïdien quelle que soit la teneur en
iode du régime. L’excès de calcium provoque une modification de la teneur en
iode du tissu thyroïdien et de la fixation de l’iode marqué, mais ces effets dépen-
dent de la teneur en iode du régime.

A la périphérie, lorsque le régime a une teneur satisfaisante en iode, un excès
de calcium provoque une augmentation de la radioactivité sérique et de la teneur
en thyroxine des tissus hépatiques et rénaux. Les teneurs en hormones que nous
avons obtenues dans ces tissus sont très voisines de celles de Van Doorn, Roelf-
sema et Van der Heide (1985), qui utilisent une méthode de dosage par équilibre
isotopique. L’excès de calcium ne provoque aucun changement de la teneur en

triiodothyronine des tissus hépatiques et rénaux ; celles-ci sont un peu inférieures
à celles de Van Doorn, Roelfsema et Van der Heide (1985) mais proches de celles
de Obregon, Morreale de Escobar et Escobar del Rey (19781. Ces auteurs trouvent,
comme nous, une teneur en triiodothyronine plus élevée dans le tissu rénal que
dans le tissu hépatique. Ces résultats diffèrent de ceux de Nejad et al. (1975) qui
trouvent des teneurs en triiodothyronine plus élevées que les nôtres, surtout dans
le tissu hépatique. Tous les résultats montrent donc que lorsque le régime a une
teneur adéquate en iode, le calcium n’induit aucun des critères de la goitroge-
nèse.

Lorsque le régime est pauvre en iode, l’excès de calcium a un effet très parti-
culier : il annule partiellement l’augmentation de la concentration sérique de trüo-
dothyronine, due à la déficience en iode (Studer et Greer, 1968). Cette diminu-
tion, de l’ordre de 29 %, est un phénomène rapide. En effet au bout d’une

semaine, les animaux nourris avec un régime ayant une teneur normale en cal-
cium, ont une concentration sérique de triiodothyronine de 157,3 ± 5 ng par dl,
et en présence d’un excès de calcium la concentration de triiodothyronine n’est
que de 124,1 ± 13 ng/dl. Cette diminution est probablement provoquée par une
inhibition de la conversion de la thyroxine en triiodothyronine. La diminution de la
quantité de triiodothyronine est une modification importante puisque c’est cette
hormone qui est active au niveau cellulaire. La teneur en thyroxine des tissus
hépatiques et rénaux n’est pas modifiée par l’excès de calcium, mais avec un
excès de calcium les quantités de triiodothyronine renfermées par les tissus hépa-
tiques sont diminuées de 21 %, celles des tissus rénaux de 33 %. L’inhibition de
la conversion de la thyroxine dans le tissu rénal est plus élevée que celle notée
dans le sérum. Ce fait expérimental peut être rapproché de résultats récents (Van
Doorn, Roelfsema et Van der Heide, 1985) montrant que la présence de triio-
dothyronine dans le tissu rénal proviendrait surtout du plasma, et que celle de

triiodothyronine dans le tissu hépatique (moins abondante) proviendrait de la con-
version locale de la thyroxine : ceci pourrait expliquer la cause de la plus faible
inhibition de conversion dans le tissu hépatique.

Le foie et le rein sont des organes cibles qui réagissent aux hormones thyroï-
diennes (Barker, 1955). Nous avons recherché si, le calcium pouvait inhiber aussi
la conversion de la thyroxine dans les organes qui ne sont pas des organes cibles



classiques. La rate et le muscle, qui appartiennent à cette catégorie, contiennent,
lorsque le régime est pauvre en iode, moins de 1 ng de triiodothyronine par
gramme ce qui ne permet pas de mettre en évidence une éventuelle action du cal-
cium.

Au total, l’excès d’apport nutritionnel en calcium modifie chez le rat la fonc-
tion thyroïdienne mais ne paraît pas avoir d’action goitrogène. L’effet du calcium
sur la fonction thyroïdienne pourrait avoir comme intermédiaire une inhibition de
la conversion de la thyroxine en triiodothyronine dans le sang et les tissus péri-
phériques. A l’inverse, la thyroïde pourrait elle-même moduler la capacité du rat à
maintenir sa calcémie dans les limites normales. En effet, la calcémie des rats en

régime adéquat en calcium et la réponse de cette calcémie à une surcharge chro-
nique en calcium, étaient plus élevées chez les rats déficients en iode que chez les
rats ayant reçu un apport adéquat en iode. Une étude statistique de l’effet de

l’apport nutritionnel en iode sur l’homéostasie calcique n’a pas été possible du fait
que le contenu en iode n’était pas la seule différence entre les deux régimes ; un
tel effet pourrait être étudié.
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