Ann. Biol. awim. Bioch. Biophys., 1975, 15 (3), 509-582.

EFFET DE L’INSULINE
SUR LA COMPOSITION CORPORELLE
ET LES TENEURS EN ACIDES AMINES LIBRES DU SANG,
DU FOIE ET DU MUSCLE DU RAT EN CROISSANCE
SOUMIS A UNE RESTRICTION ENERGETIQUE

J. GRIZARD, J. PRUGNAUD, M. ARNAL et R. PION
avec la collaboration technique de Frangoise BARRE et Marie Claude VaLLuy

Labovatoive d'Etude du Métabolisme azoté,
Centre de Rechevches de Clevmont-Fervand, I.N. R. 4.,
Thetx, Saint Genés Champanelle, 63110 Beaumont

RESUME

I’expérience réalisée avait pour objet de préciser dans quelle mesure I'insuline pouvait
modifier I'utilisation de I’azote et de I’énergie chez le Rat en croissance, nourri en 6 repas égaux
par jour et soumis a une restriction purement énergétique.

Dans ce but, des rats males de souche « Wistar » pesant go g ont été répartis en 3 lots : un lot
A témoin recevant un régime équilibré a base de farine de hareng de Norvege (a 11,7 p. 100 de
matiéres azotées) et deux lots B et C recevant un régime riche en protéines (& 19,6 p. 100 de
matiéres azotées). Pour une consommation limitée & 60 p. 100 de celle des animaux du lot témoin,
les animaux des lots B et C ingérent autant de protéines, de vitamines, de minéraux, mais seule-
ment 60 p. 100 de ’énergie. Les animaux du lot C regoivent journellement o,5 a 1 UI d’insuline,
en injection sous-cutanée.

La composition corporelle et les teneurs en acides aminés libres du sang, du foie et du muscle
sont déterminées sur chaque lot, & I'abattage, lorsque les animaux ont atteint un poids moyen
de 150 g.

La restriction énergétique ralentit la croissance {57 p. 100}, diminue l'efficacité alimentaire
apparente de 'azote et de I'énergie et I'adiposité du corps des animaux. Le traitement de ces
animaux par I'insuline améliore la croissance, les rétentions azotées ct énergétiques mais ne modi-
fie pas la composition corporelle.

La restriction énergétique s’accompagne d’une diminution presque générale des teneurs en
acides aminés libres non indispensables et d’une accumulation de la thréonine libre dans le sang,
le foie et le muscle ; les teneurs de la plupart des acides aminés libres indispensables augmentent
légérement dans le muscle et diminuent dans le foie. Par rapport aux animaux dont ’alimentation
énergétique est limitée, le traitement par 'insuline accentue la baisse des teneurs en acides aminés
libres non indispensables dans le sang et le muscle, diminue les teneurs de la plupart des acides
aminés libres indispensables dans le muscle et augmente les teneurs de la plupart de ces derniers
dans le foie.
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INTRODUCTION

Malgré 'abondance des travaux concernant le jefine ou la réduction globale des
apports alimentaires, la restriction purement énergétique avec maintien du niveau
des autres constituants du régime n’a fait I'objet que de peu d’études.

La mise au point de CAHILL ¢f al., (1972) montre que le besoin énergétique est
prioritaire car I'animal déclanche progressivement au cours du jefine une série de
processus métaboliques tendant a maintenir un apport suffisant de calories pour
permettre le renouvellement de ses structures et sa survie. Bien que la principale
réserve énergétique soit constituée par les graisses, '’homéostasie du glucose est surtout
assurée, au cours du jefine, par la néoglucogénése hépatique ; en effet, les animaux
ne sont pas capables de synthétiser des précurseurs glucogéniques a partir de I'acétate
dérivant des acides gras et les réserves de glycogéne sont faibles. Les précurseurs
sont donc pour une grande part les acides aminés provenant du catabolisme des
protéines, puis le pyruvate et le lactate recyclés et enfin le glycérol.

Dans le cas de restrictions purement énergétiques chez le Rat en croissance,
Iefficacité alimentaire apparente de I'azote est diminuée (RERAT et DESMOULIN, 1970),
la synthése des ARN et des protéines musculaires réduite (DURAND, FAUCONNEAU
et PENOT, 1967) et le catabolisme de la lysine augmenté (ARNAL, FAUCONNEAU et
Prcn 1972). Tout se passe comme si une partie des composés azotés était catabolisée
et utilisée 4 des fins énergétiques. Ceci semble 1ié 4 une modification de 1’équilibre
hormonal, en particulier une réduction de la sécrétion d’insuline puisque cette
hormone stimule le passage des acides aminés dans le muscle, la synthése protéique
(MANCHESTER, 1970) et réduit le catabolisme protéique dans le foie (MORTIMORE
et MONDON, 1970).

C’est pourquoi le présent travail a pour but de préciser si le traitement par 1'insu-
line est capable de modifier I'utilisation de l'azote et de 1’énergie, en particulier au
niveau des teneurs en acides aminés libres du foie, du sang et du muscle chez le Rat
en croissance nourri par repas soumis & une carence purement énergétique.

MATERIEY, ET METHODES

1. — Awnimaux d’expérience

Des rats males de souche « Wistar » sont élevés en cages individuelles dans des locaux éclairés
de 22 heures le soir & 10 heures le matin, maintenus & 22°C et de degré hygrométrique contrdlé
(60 p. 100). Ils sont sevrés vers 40 g et nourris d'un régime témoin distribué en 6 repas égaux a
10,14, 18, 22, 2 et 6 heures. Lorsque leur poids vif est voisin de go g, les animaux sont répartis en
3 lots identiques A, B et C ; les animaux du lot A sont maintenus au régime témoin tandis que les
animaux des lots B et C regoivent un régime riche en protéines. La quantité de nourriture distri-
buée a ces derniers est progressivement limitée pour atteindre au bout de 3 jours, 60 p. roo de
celle des animaux du lot A.

Lorsque les animaux du lot C ont atteint le poids moyen de 100 g, des injections sous-cutanées
d’insuline de beeuf (Novo ultralente) sont faites tous les jours entre 12 et 13 heures ; la dose dilude
dans o,5 ml de sérum physiologique stérile passe progressivement de 0,5 & 1 Ul/rat au dixiéme
jour du traitement. Les animaux des lots A et B regoivent des injections de sérum physiologique,
effectuées dans les mémes conditions.

Lorsqu’ils ont atteint un poids moyen de 150 g, les animaux d’un méme lot sont sacrifiés le
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méme jour & 15 heures par égorgement sans anesthésie. La plus grande partie du sang est recueillie
dans de I’éthanol 95° refroidi pour le dosage des acides aminés, et une petite fraction est recueillie
sur héparine pour la séparation du plasma. Le foie, les muscles des pattes postéricures sont rapi-
dement prélevés, congelés dans 1'azote liquide et conservés a --- 209C sous sachets en plastique.

2. — Régimes (tabl. 1)

Ce sont des régimes semi-synthétiques a base de farine de hareng de Norvége supplémentée
en méthionine, phénylalanine et tryptophanc. Les vitamines sont apportées dans de 'huile de
mais, de I'amidon et de '’eau selon la méthode et les quantités utilisées par PAwrLAK et Piox
(1968 a et b) et les minéraux sous forme d’un mélange dont la composition est indiquée dans le
tableau 2. L’équilibre énergétique est assuré par de ’amidon de blé et de I'huile d’arachide.

TABLEAU I

Composition des régimes (g/kg de matiére séche)

Régime riche

|
Composition Régime témoin 1 ”
‘ en protéines
- ] |
Farine de hareng ................ 146,1 . 243,5
Méthionine ................... 1,30 . 2,17
Phényl-alanine ................ 1,01 1,68
Tryptophane ................. 0,47 0,78
Mélange minéral ................ 40,0 66,7
Mélange vitaminique ............ 20,0 33,3
Huile de mais vitaminde ......... 20,0 ; 33,3
Solution de choline (ml) (1)........ 5,0 . 8,3
Solution de Biotine (ml) (3) ....... 5,0 : 8,3
Agar-Agar ... 35,0 35,0
Amidondeblé ....... ... ... 684,5 550,8
Huile d’arachide. ................ ! 51,6 32,7
N X 6,25 (%) eeeannanennnnnns 11,7 19,6
Energie brute (kcalfkg de matiére
séche...... ... o o il 4 335 4 297

(*) Solution contenant 40 mg/l.
(?) Solution contenant 200 mg/l.

TABLEAU 2

Composition du complément minéval ajouté au végime témoin
(par kg de matiére seche de régime)

POHCa, 2H,O ... 32,31 g
NaCl oot 3,93 g
243 (ole T 1,29 g
COME ot 280 g
COgFe, HJO ... e 155 mg
SO Cu, 5H,O L. 42 mg
COZMN Lo 90  mg
COZn ..o 62 mg
FNa ... 12 mg
TK o 281 pg

2C0C0; 3Ca(OH)y v viiii it 188 pg
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La composition du régime riche en protéines est telle que les animaux qui le consomment et
dont 'ingestion est limitée a 60 p. 100 de celle des animaux témoins ingérent antant de protéines,
de minéraux et de vitamines que ces derniers mails seulement 6o p. 100 de I'énergic.

3. — Mode d’alimentation par vepas contrilés

La nourriture, semi-liquide, placée le matin dans des seringues de 50 ml est poussée a chaque
repas dans des ramequins contenus dans les cages, grace a des moteurs entrainant les pistons.
En commandant la mise en marche et la durée du fonctionnement des moteurs, deux minuteries
déterminent la fréquence des repas et la quantité approximative de nourriture journellement
distribuée. Lorsque les animaux sont habitués, ils consomment chaque repas, sans refus, en
5 mn environ. La quantité de nourriture consommée est estimée par pesée des seringues ; la
matiére séche de I’aliment distribué est mesurée sur des rations fictives distribuées par 2 seringues
témoins.

Les animaux disposent d’eau a volonté.

4. — Méthodes analytiques

Tous les dosages ont été effectués dans les tissus des animaux groupés par lot.

a) Dosage des acides aminés libves du sang.

Les acides aminés libres sont cxtraits & partir de 20 a 30 g de sang, par épuisements succes-
sifs a 1’éthanol 82 p. 100 contenant 2 p. 100 de thiodiglycol pour éviter I'oxydation de la méthio-
nine. Apres purification des extraits sur Amberlite IR 120, les acides aminés sont séparés et dosés
sur résine échangeuse d’ions au moyen d’un analyscur automatique (SPACKMAN, STEIN et MOORE,
1958). Cette technique permet le dosage de la plupart des acides animés libres, & I’exception des plus
acides non retenus (taurine) ; elle permet en particulier de séparer la citrulline de la proline et de
l'acide glutamique, la sérine de la glutamine ; en revanche, elle ne permet pas de séparer 1'aspa-
ragine de la glutamine et les résultats concernant ces deux composés sont calculés en glutamine.

b) Dosage des acides aminés libres du foie et du muscle.

Ils sont dosés selon la technique précédente aprés extraction par €puisements successifs a
I’acide trichloracétique 10 p. 100 et purification sur Dowex II. L’éluat purifié est d’autre part
traité par la soude et le sulfate de sodium pour transformer la cystéinc en cystine et éliminer
I'interférence du glutathion lors de la chromatographie (MOORE, SPACKMAN et STEIN, 1958).

c) Dosage du glucose, de 'uvée et de Uinsuline dans le sang.

Le glucose est dosé selon la méthode a la glucose-oxydase (HiLL et KESSLER, 1961) et 'urée
selon la méthode a la diacétyl monoxine (MICHEL, 1971) a l'aide d’autoanalyseurs Technicon.
La concentration en insuline plasmatique est déterminée par radioimmunologie selon la méthode
de HaLEs et RANDLE (1963).

d) Détermination de la composition covporelle.

Les corps des animaux, groupés par lot, privés de leur sang, du contenu digestif et ayant
subi l'ablation du foie et d’une partie des muscles des pattes postérieures (4 & 5 g) sont soumis
a 2 broyages successifs ; le premier est cffectué en présence d’azote liquide au moyen d’un broyeur
type Stephan ; le second est effectué au moyend’un broyeur type Robocoupe. Apréshomogénéisation
du broyat au Turmix, la teneur en azote est mesurée par la méthode Macrokjeldahl, la teneur en
énergie est déterminée au moyen d’'un calorimeétre adiabatique et la tencur en cendres par passage
au four a 600°C.

La matiére séche des résidus d'extraction des acides aminés libres du sang permet une esti-
mation de la matiére séche du sang.
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RESULTATS

1. — Croissance et efficacité alimentaive apparente des régimes (tabl. 3)

Une réduction de 40 p. 100 de l'apport énergétique de la ration s’accompagne
d'un ralentissement de 57 p. 100 de la croissance ; lindice de consommation est
augmenté de 40 p. 100 et les coefficients d’efficacité protéique (CEP) et énergétique
(CEE) sont respectivement diminués de 57 et 28 p. 100,

TABLEAU 3

Consommation, crvoissance et efjicacité alimeniiive

Lots A B C

Régime Témoin Riche en protéines

Injection d’insuline — — +

Nombre d’animaux ................... 10 10 9
Durée de expérience (j} .............. 7 16 14
Poids moyen initial (g) ............... 97,9 98,7 104,5
Croissance moyenne {g/j) .............. 7,40 (0,39) 3,21*%  (0,31) 3,58%  (0,30)
Matiere séche ingérée (gfrat/j) ......... 16,3 (0,3) 9,9 (0,4} 9,8 (0,1)
N X 6,25 ingéré (gfratfj) .............. 1,91 (0,03) 1,94 (0,08) 1,91  (0,03)
Linergie ingérée (kealjrat/j) ............ 70,5 (1,1) 42,9 (1,7) 42,3 (0,5)

Indice de consommation (g de matiére
séche ingérés/g de croft) ............. 2,21 (0,12)

CEP (g de croit/g de protéine ingéré). ... 3,85 (0,21)

CEE (g de croit/t 000 kcal ingérées) . ... 105 (6)

3,11%* (0,25)
1,65%% (0,13)
75%% ()

2,75%% (0,21)
1,87%% (0,14)
85%%  (6)

1’écart-type de la population est indiqué entre parenthéses.
La signification des différences entre les moyennes des lots B et C est analysée par le test ¢’ > ¢
(SNEDECOR, 1962) : * différents au seuil de 5 p. 100, ** différents au seuil de 2 p. 100.

Le traitement par Uinsuline des animaux dont I'alimentation énergétique est
limitée améliore significativement la croissance, l'indice de consommation (I1,5
p. 100) et les coefficients d’efficacité protidique et énergétique (13,3 p. 100).

2. — Composition corporelle (tabl. 4)

Les effets de la carence énergétique se manifestent surtout par une trés nette
diminution de l'adiposité, un enrichissement en protéines et en eau du corps des
animaux, une augmentation de la teneur en matiére séche des résidus d’extraction
des acides aminés libres du sang et une réduction du poids du foie. L apport d’insuline
ne semble pas avoir d’influence notable sur la composition corporelle des animaux
dont l'alimentation énergétique est limitée.

Annales de Biologie animale, — 1975. 4
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TABLEAU 4

Composition du corps des animaux & I'abattage

Lot A B C
Régime témoin | riche en protéines
Insuline — ! — +

Composition corporelle (%)

€AW ottt 64,6 68,3 67,7
cendres ............ ..., 2,9 3,5 3,5
N X 6,25 ...t 17,4 20,6 20,6
lipides .................. 14,4 i 6,3 : 6,3
glucides (1) ............... 0,7 ; 1,3 2,0
Kcal/g de tissu frais 2,34 1,78 1,82

Matiére séche des résidus
d’extraction des acides aminés 15,4 ' 18,4 19,1
libres du sang (g p. 100 g de sang)

Poids du foie (g) 6,37 5,54 5,86

(1) Estimés a partir du bilan des masses et de I’énergie.

3. — Teneurs en acides aminés libves du sang, du foie et du muscle,
glycémie, urvémie et insulinémie (tabl. 5 et 6)

a) Teneurs en acides aminés libves du sang.

— Acides aminés libres non tndispensables.

La restriction énergétique est marquée par une forte réduction de la teneur en
acide glutamique (42 p. 100) et une nette diminution des teneurs en alanine, acide
aspartique, glycine (environ 30 p. 100), en citrulline, proline et sérine (environ
20 p. 100) ; les teneurs en glutamine plus asparagine et ornithine ne varient pas. En
dehors d'une augmentation des teneurs en ornithine et citrulline, le traitement hor-
monal provoque une réduction des teneurs en acides aminés libres non indispensables
de I'ordre de 30 p. 100 pour I'alanine et la proline et de 15 a 20 p. 100 pour le mélange
glutamine plus asparagine, la sérine, I’acide aspartique, la glycine et I'acide gluta-
mique.

— Acides amuinés libves indispensables el semi-indispensables.

La restriction énergétique entraine surtout une forte accumulation de la thréo-
nine (154 p. 100), une légére augmentation de la teneur en leucine et une baisse des
teneurs en lysine et phénylalanine.

Le traitement des animaux par l'insuline entraine une augmentation de 'ordre
de 15 p. 100 des teneurs en acides aminés 4 chaine ramifiée (isoleucine, leucine, valine)
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TABLEAU §
Teneurs en acides aminés libves du sang, du foie et du muscle
(mg p. 100 g de tissu frais) wrémie (mg p. 100 ml de sang),
glycémie (mg p. 100 ml de sang), insulinémie (LUjml de plasma)
i
Sang Foie Muscle
Lots A B C A B C A B C
Acide aspartique .......... 0,7 0,5 0,4 10,5 6,6 6,4 5,5 3,9 3,5
Thréoning «............... 2,0 5,1 Ak 3,8 5,5 6,5 6,9 | 15,0 | 12,6
SEENE o veeea 5,2 3 3,5 | 18,0 7,0 8,5 | 24,5 | 17,5 | 13,6
Glutamine (+ Asparagine) 7,1 6,8 5,5 14,5 10,6 7,2 34,4 22,3 21,5
Acide glutamique ......... 2,8 1,6 1,4 58,7 60,5 50,3 55,0 40,7 32,3
Proline .........ovoevun.. 2,6 2.1 1,5 3,5 3,4 2,8 5,9 4,2 3,7
Citrulline ................. 2.1 1,6 1,8 trace | trace | trace 6,1 4,5 4,9
Glycine.....ooooeeennn... 4,6 3,3 2,8 27,6 | 20,5 | 21,9 | 57,6 | 46,3 | 46,2
Alanine .................. 8,1 5,3 3,6 | 770 | 66,6 | 631 | 51,3 | 28,6 | 23,0
Valine. ..vveeeronenennn... 1,6 1,7 1,9 3,0 2,6 2,5 2,3 2,4 2,2
Cystine .................. 0,4 0,4 0,3 1,3 1,7 2,3 - — —
Méthionine (-~ Méthionine
sulfoxyde) .............. 2,3 2,2 9.1 2.9 2,6 3,1 1,7 1,6 1,6
Isoleucine ................ 0,9 0,8 1,0 2,4 1,8 2,1 1,2 1,3 1,0
Leucine .................. 1,1 1,3 1,5 4,6 3,5 4,0 1,6 2,4 1,6
Tyrosine.................. 1,0 1,0 0,9 21 1,% 1,1 1,8 2,0 1,5
Phényl-alanine ............ 1,2 1,0 1,2 2,5 1,8 1,9 1,6 1,5 1,6
Ornithine ................ 0,8 0,8 0,9 3,7 3,5 6,3 2,8 2,7 1,8
Lysine ............c.o0uunn 9,9 8,3 7,5 10,8 7,3 8,3 441 40,6 27,6
Histidine ................. 0,9 1,0 0,9 8,6 10,7 9,9 3,7 4,6 3,4
Arginine ................. 3,2 3,6 3,2 trace | trace trace 9,4 13,4 71
Ansérine.................. — — — — — — 27,8 43,3 48,4
Carnosine ................ — — — — — — 43,4 43,4 45,1
Somme des teneurs en AAT (V)| 24,7 26,3 24,9 421 39,0 41,6 74,4 84,9 60,2
Somme des teneurs en
AANI (?)/somme des te-
neurs en AAT (1) ........ 1,38 | 1,00 | 0,86 | 509 | 458 | 4,00 | 422 3,03 4,05
Urée ...ovvviiiiniiinenn. 9,3 18,4 21,6
Glucose .................. 54,8 52,1 46,1
Insuline .................. 51 80 82
(1) AAI : Acides aminés indispensables + tyrosine et cystine.
(3) AANI : Acides aminés non indispensables.
Annales de Biologie animale. — 1975. 4*



576 J. GRIZARD, J. PRUGNAUD, M. ARNAL, R. PION

et une augmentation de 19 p. 100 de la teneur en phénylalanine. Les proportions des
différents acides aminés libres indispensables et semi-indispensables ne changent pas,

sauf en ce qui concerne la thréonine dont la concentration est légérement diminuée
{tabl. 6).

TABLEAU 6

Teneurs en acides aminés libves indispensables et semi-indispensables
(p. 100 de leur somme)

Sang Foie Muscle
Lots A B c A ‘ B ‘ c A B c
_ : _ ,,i,,,,,,, J’
Thréonine . ........ 8,2 19,3 17,7 9,0 ¢ 14,1 | 15,6 9,3 17,7 20,9
Valine ............ 6,5 6,4 7,6 74 | 6,7 ‘ 6,0 3,1 2,8 3,6
Cystine . .......... — e — 3,1 [/ 5,6 — — —
Méthionine ........ 9,3 8,2 3,3 6,9 6,6 7,4 2,3 1,9 2,7
Isoleucine ......... 3,7 3,0 0 57 46 5,0 1,6 1,5 1,7
Leucine ........... 4,5 4,9 6,0 10,9 i 9,0 ‘ 9,6 21 2,8 2,7
Tyrosine .......... 4,1 3,8 3,6 5,0 3,6 2,6 2,4 2,4 2,5
Phényl-alanine .... 4,9 3,8 4,8 5,9 | 4,6 4,6 2.1 1,8 2,7
Lysine ............ 40,4 31,5 30,1 25,7 18,8 19,9 59,3 47,9 45,8
Histidine ......... 3,7 3,8 3,6 20,5 27,5 23,7 5,0 5,4 5,6
Arginine .......... 13,1 13,6 12,8 0 i 0 ; 0 12,6 15,8 11,8
1 \ ‘ \

b) Tencurs en acides aminés libres du fore.

Ia somme des teneurs en acides aminés libres est 4 4 5 fois plus élevée dans le
foie et le muscle que dans le sang. Les foies ne contiennent ni citrulline, ni arginine
libres et leurs teneurs en acides aminés & chaine ramifiée (isoleucine, leucine, valine)
sont élevées.

— Acides aminés libves non indispensables.

La restriction énergétique entraine une réduction des teneurs en acides aminés
libres non indispensables particuliérément importante pour la sérine (6I p. 100),
lacide aspartique, le mélange glutamine plus asparagine et la glycine, plus faible
pour l'alanine (14 p. 100); les teneurs en acide glutamique, proline et ornithine
restent sensiblement constantes.

I’injection d’insuline aux animaux dont l'alimentation énergétique est limitée
provoque une baisse de 32 p. 100 de la teneur en glutamine plus asparagine et de
17 p. 100 des teneurs en acide glutamique et proline et une augmentation des teneurs en
ornithine (80 p. 100) et sérine (22 p. 100) ; les teneurs en acide aspartique, glycine et
alanine restent pratiquement constantes.

— Acides aminés libres indispensables et semi-indispensables.

En carence énergétique, les teneurs en thréonine, cystine et histidine sont nette-
ment augmentées ; les concentrations en tyrosine, lysine, phénylalanine, isoleucine
et leucine diminuent de 25 & 33 p. 100 et les teneurs en valine et méthionine d’environ
10 p. I00.
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Le traitement des animaux par l'insuline entraine une augmentation de 37 p. 100
de la teneur en cystine et d’environ 15 p. 100 des teneurs en thréonine, méthionine,
leucine, lysine et isoleucine ; seule la teneur en tyrosine diminue de fagon impor-
tante (22 p. 100).

¢) Teneurs en acides aminés libres du muscle.

— Acides aminés libres non indispensables.

Lin carence énergétique, la teneur en ornithine reste constante alors que les
teneurs des autres acides aminés libres non indispensables sont diminuées dans des
proportions de 44 p. 100 pour l'alanine, de 35 p. 100 pour le mélange glutamine plus
asparagine, de lordre de 27 p. 100 pour la proline, I'acide aspartique, la sérine,
I'acide glutamique et la citrulline et de 20 p. 100 pour la glycine.

Le traitement par l'insuline diminue les teneurs de la plupart des acides aminés
libres non indispensables dans des proportions allant de 30 p. 100 pour lornithine 4
environ 20 p. T00 pour la sérine, 'acide glutamique et I’alanine et environ 12 p. 100
pour la proline et I'acide aspartique ; seules les teneurs en glutamine plus asparagine,
glycine et citrulline restent sensiblement constantes.

— Acides aminés libres indispensables et semi-indispensables.

En carence énergétique, les teneurs en acides aminés libres indispensables et
semi-indispensables sont augmentées pour la thréonine (117 p. 100), la leucine,
I'arginine et U'histidine et ne sont pas significativement modifiées pour la lysine, la
méthionine, la phénylalanine, la valine, la tyrosine et l'isoleucine.

Le traitement hormonal entraine une diminution des teneurs en arginine
(47 p- 100), leucine et lysine (environ 35 p. 100), histidine et tyrosine (27 p. 100}, isoleu-
cine (19 p. 100) et thréonine (16 p. 100).

d) Glycémie, urémue el insulinémie.

La glycémie des animaux soumis & la restriction énergétique est comparable a
celle des animaux témoins ; elle est légérement plus faible chez les animaux traités
par lUinsuline. En revanche l'urémie et I'insulinémie, respectivement plus élevées
de 97 et 57 p. 100 chez I'animal dont I'alimentation énergétique est limitée que chez
I’animal témoin, ne sont pas modifiées par le traitement hormonal.

DISCUSSION

1. — Choix d'une distribution de la nourvituve en 6 repas égaux par jour

La distribution de la nourriture en 6 repas évite l'influence des différences de
rythme alimentaire. En effet, une restriction énergétique modifie fortement le
rythme alimentaire du Rat nourri ad libttum qui consomme alors en un seul repas la
ration journaliére, ce qui risque d’accroitre les décharges d’insuline ainsi que cela a
été montré en réduisant le nombre des repas chez le Rat (WILEY et LEVEILLE, 1970)
ou chez 'Homme (SCHLIERF et RAETZER, 1972) et fausse ainsi les comparaisons entre
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les lots. De plus, ce mode d’alimentation a permis d’éviter une augmentation de la
consommation des animaux traités, consécutive & une stimulation de 1'appétit par
I'insuline. En outre, le systéme automatique de distribution permet de diminuer les
écarts entre les consommations des animaux d’'un méme lot.

2. — Teneur en tnsuline plasmatique

1,élévation de I'insulinémie chez les animaux soumis a la restriction énergétique
peut s’expliquer vraisemblablement par une stimulation de la sécrétion par les acides
aminés indispensables absorbés plus rapidement (FAJANS et al., 1967) ou par les hor-
mones intestinales (sécrétine, pancréozymine) sécrétées en plus grande quantité du
fait de la teneur élevée en protéines du régime. Toutefois la portée de ce résultat
est limitée compte tenu des modifications importantes que subit 'insulinémie au
cours du nycthémeére (GAGLIARDINO et HERNANDEZ, I971).

L’injection d’insuline ne provoque pas d’augmentation de l'insuline circulante ;
elle est sans doute rapidement dégradée par le foie car sa demi-vie n'est que de 4 a
10 mn (CATHELINEAU, VALLERON et CANIVET, 1970).

3. — Utilisation de Uazote ot de I'énergic

La faible augmentation de la teneur en azote du corps des animaux et la trés
nette diminution du coefficient d’efficacité protidique associée 4 une baisse plus modé-
rée du coefficient d’efficacité énergétique montrent que la fixation journaliére d’azote
est considérablement diminuée par la restriction énergétique : I'animal utilise & des
fins énergétiques une grande partie des protéines surajoutées au régime et ce résultat
confirme les observations de RERAT et DESMOULIN (1970) chez le Rat a différents
Ages et pour plusieurs niveaux de carence énergétique.

La restriction énergétique entralne une baisse importante du rendement de
fixation de I'énergie sans doute due en partie au colt énergétique de la dégradation
des protéines dont I'importance est accrue ainsi que 'ont constaté ArNaL, FAucox-
NEAU et PECH (1972).

Le traitement par Uinsuline des animaux soumis 4 la restriction énergétique
provoque de meilleures rétentions azotées et énergétiques sans modification de la
composition corporelle, contrairement a ce qui est observé chez le Rat normalement
nourri (BEATON cité par SNIPES, 1968) chez qui un tel traitement entraine une
surcharge en lipides.

4. — Teneurs en acides aminés libves du sang, du foie et du muscle

a) En carence énergétique.

Les fortes diminutions des teneurs de la plupart des acides aminés libres non
indispensables, en particulier des principaux acides aminés glucoformateurs (alanine,
sérine, acide glutamique, glycine et acide aspartique), a la fois dans le sang, le foie et
le muscle montrent que la restriction énergétique entraine une augmentation impor-
tante du catabolisme de ces acides aminés et de la néoglucogénése hépatique. Dans le
muscle, la réduction des teneurs en alanine et glutamine plus asparagine libres, plus
intense que la réduction des teneurs des autres acides aminés libres non indispen-
sables, peut s’expliquer par un accroissement du passage de ces composés du muscle
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vers le sang, ainsi que 'ont constaté CaHILL ef al., (1972) chez I'Homme soumis & un
jefine. Le fait que les teneurs en alanine et glutamine plus asparagine libres sanguines
n’augmentent pas résulte probablement dun accroissement de 'utilisation d’alanine
et de glutamine respectivement par le foie et l'intestin (AtkAwA et al., 1973).

Dans le foie, des diminutions des teneurs de la plupart des acides aminés libres
indispensables résultent vraisemblablement 2 la fois d’une augmentation de leur
catabolisme et d'un accroissement de 1’anabolisme protéique hépatique. ARNAL,
FAUCONNEAU et PECH (1972) ont en effet montré que la carence énergétique chez le Rat
entraine une augmentation des vitesses de synthése et de dégradation des protéines
dans 'ensemble du compartiment digestif.

Le doublement de l'urémie montre que l'accroissement du catabolisme des
acides aminés dans le fole entraine une augmentation de la production d’urée par
cet organe qui est sans doute responsable de la diminution de la teneur en citrulline
libre sanguine et musculaire.

IL’augmentation des teneurs en thréonine, leucine, arginine et histidine libres
dans le muscle et des teneurs en thréonine et leucine libres dans le sang est vraisem-
blablement due i un ralentissement de la synthése et & un accroissement du cata-
bolisme des protéines musculaires. Les augmentations trouvées paraissent plus faibles
que les augmentations décrites chez 'animal soumis & un jefine, en particulier au
niveau des acides aminés & chaine ramifiée (valine, leucine, isoleucine) qui sont peu
catabolisés par le foie (MUNRO, 1970).

La diminution de la teneur en lysine libre sanguine résulte d’un accroissement
du catabolisme de cet acide aminé puisque ARNAIL, FAUCONNEAU et PECH (1972)
ont montré qu'une carence énergétique de 50 p. 100 chez le Rat augmentait considé-
rablement le catabolisme de la lysine, car la quantité de radioactivité dégagée en
8 heures sous forme de CO, a partir de lysine marquée injectée i 'animal était
multipliée par 3. L ’augmentation de la teneur en lysine libre du sang et du muscle
trouvée par ces auteurs était probablement due a la richesse en lysine du régime
qu’ils employaient. En revanche, la thréonine s’accumule dans tous les comparti-
ments étudiés et elle parait moins catabolisée que la lysine. Ce résultat est en accord
avec les expériences faites par PAWLAK et PION (1968 @ et b) au cours desquelles la
thréonine s’accumule plus rapidement que la lysine dans le sang et le muscle du Rat
soumis a des régimes supplémentés par des doses croissantes de ces acides aminés.

Les modifications des teneurs en acides aminés libres des tissus chez le Rat dont
I'alimentation énergétique est limitée semblent donc indiquer que "adaptation de ce
dernier est surtout marquée par un ralentissement de 1’anabolisme protéique musecu-
laire et une activation de 'utilisation des acides aminés par le foie.

b) Ewn carence énergétique aprés traitement par 'insuline.

Les diminutions importantes des teneurs en acides aminés libres indispensables
dans le muscle, associées a l’amélioration de la croissance sans diminution de la
teneur en azote du corps des animaux montrent que le traitement par I'insuline
provoque une augmentation de la synthése et une réduction de la dégradation des
protéines musculaires. Ce résultat confirme le fait que 'insuline stimule & la fois le
transport dans le muscle et I'incorporation des acides aminés marqués dans les pro-
téines (WoolL ¢t al., 1968) ; le fait que les teneurs en acides aminés libres indispensables
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n’augmentent pas dans le muscle résulte d’une stimulation plus intense de 1'utilisation
des acides aminés pour la synthése protéique que du transport de ces composés
(MANCHESTER, 1970).

Le traitement par l'insuline n’entraine pas de baisse notable des teneurs en
acides aminés libres indispensables dans le sang, contrairement & ce qui a été observé
chez 'Homme (ZIMMERMANN-TELSCHOW, BETHGE et HERBERG, 1907 ; SWENDSEID
et al., 1967), le Rat (FERNSTROM et WURTMAN, 1972) et le Mouton (CALL ¢f al., 1972).
Ceci est dii au fait que leffet de 'accroissement du passage des acides aminés indis-
pensables du sang au muscle est masqué par un apport important a la suite du repas
consommé I heure avant le sacrifice.

Dans le foie, 'augmentation de la plupart des teneurs en acides aminés libres
indispensables résulte vraisemblablement a la fois d’une réduction de leur catabolisme
et d’un ralentissement de I'anabolisme protéique hépatique.

La diminution de la plupart des teneurs en acides aminés libres non indispensa-
bles dans le sang et le muscle résulte de 'accroissement de 'anabolisme protéique
musculaire. Le fait que les teneurs en acides aminés libres non indispensables sangui-
nes subissent I'effet de la stimulation de la synthése protéique alors que les teneurs en
acides aminés libres indispensables ne changent pas est vraisemblablement df au
fait que les acides aminés non indispensables sont davantage catabolisés. Cette
baisse des teneurs en acides aminés libres non indispensables dans le sang limite
leur transport en particulier dansle foie, ce qui diminue sans doute le catabolisme de
ces composés et 'intensité de la néoglucogénése (CAHILL éf al., 1972). De plus, I'insu-
line ralentit probablement les voies métaboliques de la néoglucogénése puisque
SLADEK (1971) a constaté que I'hormone entraine une réduction du rythme de con-
version en glucose de 1'alanine “C dans le foie perfusé de rat.

Bien que l'urémie reste constante, l'accumulation de l'ornithine dans le foie,
Paugmentation des teneurs en ornithine et citrulline libres sanguines traduisent sans
doute un ralentissement du fonctionnement du cycle de 'urée dans le foie consécutif
a la diminution du catabolisme des acides aminés.

Le traitement par l'insuline semble donc induire un accroissement de I’anabo-
lisme protéique musculaire ; I'utilisation accrue des acides aminés se traduit par une
baisse générale des teneurs en acides aminés libres dans le muscle mais n’affecte que
les teneurs en acides aminés libres non indispensables dans le sang.

CONCLUSION

La réduction de I'apport énergétique de la ration avec maintien du niveau azoté
dans le régime, entraine chez le Rat en croissance une utilisation accrue des protéines
a des fins énergétiques. Elle s’accompagne d’une réduction presque générale des
teneurs en acides aminés libres non indispensables dans le sang, le foie et le muscle,
une diminution de la plupart des teneurs en acides aminés libres indispensables dans
le foie et une légére augmentation des teneurs de ces derniers dans le muscle. Ces modi-
fications semblent traduire une stimulation de la néoglucogéneése et du catabolisme
des acides aminés, un ralentissement de 'anabolisme protéique musculaire et une
augmentation des vitesses de synthése et de dégradation des protéines par le foie.
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Le traitement des animaux par I'insuline améliore les rétentions azotées et énergé-
tiques. Il provoque une diminution de la plupart des teneurs en acides aminés libres
non indispensables dans le sang et le muscle, une augmentation des teneurs de la
plupart des acides aminés libres indispensables dans le foie et une réduction des
teneurs de la plupart de ces derniers dans le muscle. Tout se passe comme si I'insuline
stimulait la synthése ou ralentissait le catabolisme des protéines musculaires et limi-
tait 'intensité de la néoglucogenése et le catabolisme des acides aminés. Toutefois
l'animal semble encore utiliser une part importante des composés azotés a des
fins énergétiques.

Regu pour publication en février 1975.
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SUMMARY

EFFECT OF INSULIN ON BODY COMPOSITION
AND FREE AMINO ACID LEVELS IN BLOOD, LIVER AND MUSCLE
OF THE GROWING RAT SUBJECTED TO ENERGETIC RESTRICTION

The experiment is carried out to study the effect of insulin on nitrogen and energy utilization
in growing rats subjected to restricted energy intake.

The animals are male rats of the Wistar strain, weighing 9o g at the beginning of the expe-
riment. They are fed every 4 hours with a meal of equal weight. Control group A is fed a balanced
diet with 11.7 p. 100 crude protein ; 2 experimental groups, B and C, receive a high protein diet
with 19.6 p. 100 crude protein (table 1). Their food intake is restricted to 60 p. 100 of that of the
controls. They receive, thus, every day the same amount of crude protein, mineral and vitamins
as the control group, but only 60 p. 100 of the energy intake. At approximately 12.30 p.m. every
day, animals of group C are injected subcutaneously with insulin starting at 0.5 units, which is
progressively increased to 1 unit per day. Animals of groups A and B are sham-injected with saline.
When the subjects of the same group have a mean body weight of 150 g, they are all slaughtered
at 3 p.m., ¢.e. T hour after the meal. Food efficiency, body composition, blood, liver and muscle
free amino acid levels are recorded.

The results show that reducing the encrgy supply of the ration results in a decrease of the
growth rate, nitrogen and energy efficiency and body fat deposition. Insulin injection improves
growth rate, nitrogen and energy efficiency, but does not affect body composition (tables 3 and 4).

Reduction of energy supply in the ration results in a decrease of most of the non-essential
free amino acids and a large increase of free threonine in the blood, liver and muscle. Most of the
other essential free amino acids increase in muscle but decrease in liver. Insulin injection results
in a decrease of non-essential free amino acids in blood and muscle ; it increases most essential
free amino acids in liver but decreases most essential frec amino acids in muscle (tables 5 and 6).
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