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Abstract — Measurement of splanchnic blood flows by marker dilution: comparison of four
analytical methods of para-amino-hippuric acid. The objective of this study was to deter-
mine the influence of the analytical method of para aminohippuric acid (PAH) on splanchnic
blood flows, as measured by a dye dilution method in ovines. Four different analytical methods
of PAH were compared. They differed in the pretreatment of the samples and in the presence or
absence of a deacetylation step to account for the partial acetylation of PAH in the liver (13 %).
The optimum conditions of deacetylation were defined as 60 min of incubation at 90 °C in pre-
sence of HC1 (SN). The four analytical methods were checked to be linear (from O to 35 mg/L),
repeatable (CV = 0.70 %) and reproducible (CV = 2.1 %). It appeared necessary to prepare the
standards in the same matrix as that of the samples. The choice of the analytical method was res-
ponsible for differences in PAH concentrations and in the absolute values for portal and hepatic
blood flows, which could reach 21 %. The presence of a deacetylation step with HCI signifi-
cantly reduced the contribution of the hepatic artery to the total hepatic blood flow (from 24 to
10 %). Consequently, this study showed that the nature of the analytical method chosen can
highly influence the measurements of splanchnic nutrient fluxes. The recommended analytical
method isthe one which includes a deacetylation step. © Inra/Elsevier, Paris

blood flows / PAH / deacetylation / comparison / methods

Résumé - L’objectif du travail était de déterminer I'influence de la méthode de dosage de
I’acide para-amino-hippurique (PAH) sur les débits sanguins splanchniques, mesurés par
dilution chez des ovins. Quatre méthodes de dosage du PAH différant par le prétraitement de
I’échantillon sanguin et par I’inclusion ou non d’une étape de déacétylation ont été
comparées, la déacétylation permettant de doser le PAH qui se trouve en partie acétylé au

* Correspondance et tirés a part
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niveau du foie (13 %). Les conditions optimales de déacétylation ont été définies a 60 min
d’incubation a 90 °C en présence d’HCl 5N. Les quatre méthodes de dosage se sont révélées
linéaires (0 a 35 mg/L), répétables (CV = 0,70 %) et reproductibles (CV = 2,1 %) et il parait
souhaitable de réaliser la gamme dans la méme matrice que les échantillons & doser. Le choix
de la méthode de dosage entraine des différences d’estimation des concentrations en PAH et
donc des valeurs absolues de débits porte et sus-hépatique pouvant atteindre 21 %. La
déacétylation en présence d’HCIl réduit significativement la contribution de 1’artere hépatique
au débit hépatique total (de 24 % a 10 %). Par conséquent, les choix analytiques peuvent
fortement influencer les résultats de la mesure des flux splanchniques de nutriments chez les
ovins. La méthode retenue est celle qui inclut une étape de déacétylation. © Inra/Elsevier,

Paris

débits sanguins / PAH / déacétylation / comparaison / méthodes

1. INTRODUCTION

Lors de toute étude métabolique réali-
sée in vivo au niveau tissulaire, la déter-
mination des flux de nutriments afférents
a et efférents de ce tissu repose sur la
mesure des débits sanguins irriguant cha-
cun des tissus et des concentrations en
métabolites sanguins au niveau artériel et
veineux. Or, une difficulté majeure de ce
type d’étude réside dans la précision de
la mesure des débits sanguins. La princi-
pale méthode utilisée actuellement au
niveau splanchnique est une méthode de
dilution dont le marqueur est le plus sou-
vent 1’acide para-amino-hippurique
(PAH). Cette méthode est entachée d’une
grande variabilité qui provient de facteurs
tels que le mauvais mélange du marqueur
dans le sang, le choix du site d’infusion
ou un mauvais placement de cathéters
[25].

Parmi les autres facteurs qui peuvent
modifier les résultats de débit splanch-
nique se trouve la méthode de dosage du
marqueur. Diverses procédures ont été uti-
lisées. Elles différent tout d’abord par le
mode de déprotéinisation de 1’échantillon
qui est réalisée soit en milieu basique [23],
acide [19, 27, 44] ou par dialyse [46].
D’autre part, lors de la mesure de débit
sanguin au niveau du foie, une autre étape
du dosage devient importante, elle cor-
respond a I’inclusion [27, 44] ou non [19,

23, 46] d’une étape de déacétylation du
PAH. En effet, d’apres Katz et Bergman
[27], le PAH se trouve en partie métabolisé
au niveau du foie en PAH acétylé. Il n’est
alors pas détectable par les méthodes qui
n’incluent pas d’étape de déacétylation de
I’échantillon. Ceci entraine une sous-esti-
mation des concentrations en PAH du sang
dans la veine sus-hépatique (VSH) et donc
une surestimation des débits sanguins au
niveau du foie et en particulier de la contri-
bution de I’artere hépatique (AH) au débit
hépatique total. De plus, les conditions de
déacétylation different selon les auteurs
[27, 29, 44].

Le premier objectif de ce travail a été de
déterminer les conditions optimales de
déacétylation du PAH (température et
temps d’incubation). Le second objectif a
été de tester I’influence du mode de dépro-
téinisation et de la déacétylation sur la
qualité des méthodes d’analyse (linéarité,
répétabilité, reproductibilité et justesse).
Pour cela quatre méthodes de dosage
(déprotéinisation en milieu basique, par
dialyse ou en milieu acide avec ou sans
déacétylation) ont ét€ comparées. Le troi-
sieme objectif était de comparer les
concentrations de PAH aux niveaux arté-
riel et veineux, la variabilité des débits
sanguins et les valeurs absolues des débits
splanchniques obtenues a 1’aide des dif-
férentes méthodes testées, afin de mieux
définir les conditions de mesure des débits
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sanguins a I’aide de PAH. Ce travail est
complémentaire d’une étude réalisée pour
déterminer la fiabilité de la mesure des
débits sanguins en veine porte par débit-
métrie ultrasonique chez des ovins [41].

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Animaux et alimentation

Cinq moutons adultes, de race Texel, de
poids vif (PV) initial de 54 kg + 5,5 ont été
utilisés. Ils ont été équipés chirurgicalement
de cathéters sanguins placés au niveau de la
veine porte (VP), d’une veine sus-hépatique
(VSH), des veines mésentérique (VM) et rumi-
nale (VR) et d’une artére mésentérique (AM)
selon les méthodes décrites par Ortigues et al.
[37] et Rémond et al. {40].

Les animaux étaient logés dans une piece
climatisée a éclairage permanent, dans des
cages individuelles sur caillebotis.

Le régime était composé de foin de mon-
tagne  base de dactyle (7,5 MJ d’énergie méta-
bolisable/kg de matieére séche (MS) ; 18,3¢g
N/kg MS). Les moutons étaient alimentés a un
niveau proche de I’entretien (970 g MS de
foin/j), en huit repas égaux distribués toutes
les 3 h a ’aide de distributeurs automatiques
d’aliment.

2.2. Mesures

Les débits sanguins en VP et VSH ont été
mesurés au cours d’une perfusion de PAH
simultanément en VM et en VR [37], au taux
de 0,2 mg PAH/min/kg PV et apres une sur-
charge de PAH (3,75 mg/kg PV). Les préle-
vements sanguins ont été effectués simultané-
ment en AM, VP et VSH toutes les 20 min
pendant 6 h soit deux cycles alimentaires. Deux
séries de prélevements ont été effectuées sur
deux journées pour chaque animal. Malheu-
reusement, suite a des dysfonctionnements de
cathéters, seuls 144 prélevements ont été uti-
lisables au lieu des 180 prévus pour chaque
vaisseau (AM, VP et VSH).

Les échantillons de 5 mL de sang chacun
ont été prélevés sur EDTA et conservés a

-20 °C, afin de doser le PAH selon quatre
méthodes différentes.

2.3. Analyses

2.3.1. Principes

Toutes les méthodes de dosage du PAH
décrites dans cette étude ont été habituellement
utilisées dans les études de métabolisme tis-
sulaire réalisée in vivo chez les ruminants.

Le premier point de divergence des
méthodes utilisées résidait dans le prétraite-
ment de I’échantillon, et en particulier le mode
de déprotéinisation de 1’échantillon. Pour la
méthode en « milieu basique », un volume de
sang total dilué avec un volume d’eau distil-
1ée est déprotéinisé a I’aide d’un volume de
soude 0,4 N et d’un volume de sulfate de zinc
a 4 % (méthode similaire 2 celle décrite par
{23]). Pour la méthode en « milieu acide » un
volume de sang total dilué dans 2 volumes
d’eau distillée est déprotéinisé a 1’aide d’un
volume d’acide trichloracétique a 20 % [19]
et pour la méthode avec « dialyse » le dosage
est réalisé sur autoanalyseur sans dilution préa-
lable [46]. La quatrieme méthode a consisté &
inclure une étape de déacétylation du PAH ala
méthode effectuée en “ milieu acide ™.

Les quatre méthodes de dosage du PAH
sont basées sur la réaction colorée de Bratton et
Marshall [5]. La fonction amine libre de I’acide
PAH est diazotée par le nitrite de sodium,
P’exces de nitrite étant détruit par du sulfamate
d’ammonium. Le diazoique obtenu forme un
complexe coloré en présence de N-Naphthyl
Ethylenediamine en milieu acide.

2.3.2. Etude des conditions
de déacétylation du PAH

Avant de comparer les conditions analy-
tiques de déacétylation du PAH, une premiere
étape a consisté a préparer du PAH acétylé
d’apres la méthode de Newman et al. [35]. La
pureté du produit a été testée par résonance
magnétique nucléaire sur spectrometre (AMX
400 Buker). Le signal du proton a été obtenu a
la fréquence de 400 MHz sur la base de 32
acquisitions. L’analyse spectrale du PAH acé-
tylé comparée a celle du PAH (figure 1) a per-
mis de vérifier la pureté du PAH acétylé pré-
paré. Puis les conditions de déacétylation ont
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Figure 1. Analyse spectrale du PAH (a) et du PAH acétylé (b). Les signaux (ppm) du CH; du
groupe acétyle, du CH, du groupe glycine et des protons de 1’eau sont indiqués.

été testées en comparant trois températures
d’incubation (80, 90 et 95 °C) et cinq durées
d’incubation (15, 30, 60, 90 et 120 min) en
présence d’HCI 5N (1 volume d’HCI pour 4
volumes de surnageant). Ces deux premiers
parameétres ont été choisis sur la base des
méthodes déja publiées [27, 29, 44]. Deux tests
supplémentaires ont été réalisés : le premier &
température ambiante afin de vérifier la non-
hydrolyse du PAH acétylé dans ces conditions
et le second a consisté a reprendre les condi-
tions d’hydrolyse (100 °C pendant 30 min sans
ajout d’HCI) citées par Katz et Bergman [27].
Ces tests ont été réalisés a partir d’une solu-
tion de PAH acétylé a 10 mg/L en solution
dans de I’eau ou dans du sang.

2.3.3. Evaluation de la qualité
des méthodes de dosages

La linéarité a ét€ évaluée entre O et 35 mg/L
a partir d’une solution aqueuse de PAH. Le
dosage de tous les échantillons sanguins a été
réalisé en double. La répétabilité et la repro-

ductibilité ont été évaluées a partir d’une solu-
tion aqueuse de PAH a 10 mg/L. La répétabi-
lit€ a été réalisée dans une seule série d’ana-
lyses, en effectuant dix déterminations afin
d’obtenir le coefficient de répétabilité. Pour la
reproductibilité, le méme échantillon a été dosé
dans quinze séries d’analyses différentes, effec-
tuées sur plusieurs journées impliquant 2
chaque fois une nouvelle préparation de
gammes, afin d’obtenir un coefficient de varia-
tion (CV) de reproductibilité. La justesse a été
évaluée par 1a méthode des surcharges a partir
d’un échantillon de référence de sang total dosé
en double. Pour les méthodes manuelles, les
concentrations de PAH ont été obtenues en
dosant les échantillons contre une gamme pré-
parée dans le sang. Pour la méthode automa-
tique, les concentrations de PAH ont été obte-
nues a partir d’une gamme préparée dans du
NaCl a 0,9 % et en soustrayant, au sein de
chaque série d’analyse, la valeur du blanc
échantillon. En effet, il est connu que la matrice
sanguine interférait avec le dosage [21]. Les
taux de récupération ont alors pu étre calcu-
Iés.
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2.4. Calculs des débits sanguins

Les débits splanchniques instantanés (VP
et VSH) obtenus ont été calculés a partir des
concentrations en PAH dans les vaisseaux affé-
rents et efférents des organes et du taux de per-
fusion (voir encadré).

Les valeurs instantanées de débits splanch-
niques ont ensuite été utilisées pour effectuer
les comparaisons entre méthodes.

2.5. Analyses et traitements
statistiques

Une premicre analyse a permis d’évaluer
pour chaque méthode les critéres de qualité
analytique : la linéarité, 1’écart entre doubles, la
répétabilité, la reproductibilité et la justesse.
Ces criteres ont ensuite été comparés a l’aide
d’un test ¢ de Student.

Une deuxie¢me analyse a été réalisée afin
de tester I’influence des différentes méthodes
de dosage du PAH sur la valeur absolue des
débits splanchniques et leur variabilité. Dans ce
but, les débits instantanés ont été comparés par
test t de Student apparié. La variabilité a été
testée en comparant les CV associés aux débits
obtenus par cycle alimentaire, sur la base de
leurs intervalles de confiance calculés selon
Sokal et Rohlf [45].

3. RESULTATS

3.1. Etude des conditions
de déacétylation du PAH

L’étude des conditions de déacétyla-
tion du PAH en milieu aqueux montre que
les différents facteurs testés, température,
temps d’incubation et ajout d’HCI influen-
cent les taux de récupération de maniére
significative (figure 2). Les résultats obte-
nus & température ambiante et sans HCI
confirment que le PAH acétylé n’est pas
hydrolysé dans ces conditions. Pour obte-
nir une hydrolyse compléte du PAH acé-
tylé, il faut &tre en présence d’HCl et incu-
ber I’échantillon pendant un minimum de
30 min a une température minimale de
90 °C. Néanmoins, au-dela de 30 min
d’incubation a 95 °C, la répétabilité des
résultats est plus faible.

Les conditions analytiques optimales,
retenues pour étre testées sur sang total
sont donc une température de 90 °C et des
temps d’incubation de 30, 60 et 90 min.
Les tests effectués (figure 2) montrent une
influence significative (p < 0,05) du temps
d’incubation sur les taux de récupération.
Seul, le taux de récupération obtenu apres
60 min d’incubation n’est pas significati-
vement différent de 100 %.

débits sanguins VP (L/min) =

Vitesse infusion (L/min) X conc. PAH infusé (mg/L)

débits sanguins VSH (L/min) =

(conc. PAH VP - conc. PAH AM) (mg/L)
Vitesse infusion (L/min) X conc. PAH infusé (mg/L)

Contribution de AH (%) =

(conc. PAH VSH - conc. PAH AM) (mg/L)
débits sanguins AH (L/min) = débits sanguins VSH — débits sanguins VP
débits sanguins AH (L/min)

débits sanguins VSH (L/min)
conc. PAH infusé = concentration de PAH dans la solution infusée
conc. PAH VP = concentration de PAH en veine porte
conc. PAH VSH = concentration de PAH en veine sus-hépatique
conc. PAH AM = concentration de PAH en artére mésentérique
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Figure 2. Influence du temps et de la température d’incubation ainsi que de la présence d’HCI sur

les taux de récupération du PAH acétylé.

En conclusion, les conditions optimales
de déacétylation retenues sont une tem-
pérature de 90 °C et un temps d’incuba-
tion de 60 min avec ajout d’"HCL.

3.2. Evaluation de la qualité
des différentes méthodes
de dosage

Toutes les méthodes de dosage se sont
révélées linéaires entre 0 et 35 mg/L avec
des coefficients de corrélation compris
entre 0,9997 et 0,9999.

Les écarts entre doubles sont faibles,
1,26 % en moyenne pour 1’ensemble des
méthodes (tableau I), avec des écarts mini-
maux et maximaux respectivement pour
la méthode en « milieu basique » ou avec
« dialyse ». La répétabilité des résultats
est généralement bonne avec des CV com-
pris entre 0,5 (méthode en « milieu

basique ») et 0,9 % (« milieu acide avec
étape de déacétylation »), p < 0,05
(tableau I).

La reproductibilité est aussi bonne (CV
moyen de 2,1 %) sans différence signifi-
cative entre les méthodes (rableau I).

Les taux de récupération se sont éle-
vés respectivement a 101,5 % (+ 0,21),
102,1 % (= 1,38), 101,0 % (£ 0,73) et
100,2 % (z 0,52) pour les méthodes « en
milieu basique », « en milieu acide sans
déacétylation », « dialyse » et « en milieu
acide avec déacétylation ». Ces taux de
récupération ne sont pas significativement
différents de 100 %.

3.3. Comparaison des concentrations
en PAH

Quel que soit le compartiment sanguin
considéré (A, VP et VSH), la méthode de
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Tableau I. Influence de 1a méthode de dosage du PAH sur les écarts entre doubles exprimés en
pourcentage (moyenne + écart type de la moyenne) et les coefficients de variation de répétabilité

et de reproductibilité.

Ecarts entre double

Milieu basique

Milieu acide sans déacétylation
Dialyse

Milieu acide avec déacétylation

Répétabilité

Milieu basique

Milieu acide sans déacétylation
Dialyse

Milieu acide avec déacétylation

Reproductibilité

Milieu basique

Milieu acide sans déacétylation
Dialyse

Milieu acide avec déacétylation

Moyennes des écarts (%)
1,122+ 0,165
1,20% + 0,056
1,38 + 0,082
1,352+ 0,114

Coefficient de variation (%)
0,512
0,642>
0,590
0,91

Coefficient de variation (%)
1,932
1,892
2,282
2,232

b, ¢ Pour chaque paramétre, les valeurs présentant des exposants différents, sont significativement

différentes (p < 0,05).

dosage influe de maniére significative sur
les concentrations en PAH (tableau II). La
méthode en « milieu basique » donne les
concentrations en PAH les plus faibles
alors que la méthode en « milieu acide sans
déacétylation » donne des résultats supé-
rieurs d’environ de 2,6 % en A, 6,9 % en
VP et 7,5 % en VSH (p < 0,05). Cet écart
est encore plus important avec la méthode
avec « dialyse » pour laquelle les concen-
trations en PAH obtenues sont supérieures
a la méthode en « milieu basique » de 6,1
% en A, 11,7 % en VPet 11,5 % en VSH
(p <0,05). I est intéressant de noter que les
différentes méthodes induisent aussi des
écarts différents entre compartiments san-
guins, ainsi la différence VP-A est respec-
tivement de 4,6, 5,4, 5,8 mg/L avec les
méthodes en « milieu basique », en
« milieu acide sans déacétylation » et avec
« dialyse ». Par contre, la différence VP-
VSH est beaucoup moins variable entre
ces trois méthodes.

Si on compare la méthode en « milieu
acide avec déacétylation » a la méthode
en « milieu acide sans déacétylation », on
observe une augmentation significative (p
< 0,05) de I’estimation des concentrations
de 1,16 mg/L soit 10 % au niveau artériel,
de 0,92 mg/L soit 5 % au niveau porte et
de 1,5 mg/L soit 10 % au niveau sus-hépa-
tique.

3.4. Comparaison des valeurs
absolues de débits sanguins

Au niveau de la veine porte (tableau II),
les méthodes en « milieu acide avec ou
sans déacétylation » donnent des débits
sanguins similaires (différences de
0,04 L/min (NS)). Les débits sanguins
mesurés par I’intermédiaire de 1a méthode
avec « dialyse » sont Iégérement inférieurs
a ceux obtenus avec la méthode en
« milieu acide sans déacétylation » (dif-
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férences de —5 %, p < 0,05). La méthode
en « milieu basique » donne les débits san-
guins les plus élevés. Ils sont en moyenne
supérieurs de 10 % a ceux obtenus avec
la méthode en « milieu acide sans déacé-
tylation » et de 16 % par rapport a la
méthode avec « dialyse » (p < 0,05).

Au niveau de la veine sus-hépatique et
de I’artére hépatique (tableau II), les
méthodes en « milieu acide sans déacéty-
lation » et avec « dialyse » donnent des
résultats similaires. Par rapport a ces deux
méthodes, les débits sanguins obtenus avec
la méthode en « milieu basique » sont en
moyenne supérieurs de 15 % pour la VSH
etde 18 % pour I’AH (p < 0,05). Compa-
rée a la méthode en « milieu acide sans
déacétylation » la méthode en « milieu
acide avec déacétylation » conduit a des
valeurs de débits sanguins inférieures de
0,376 L/min soit =15 % en VSH et de
0,417 L/min soit —150 % en AH.

La contribution de I’artere hépatique
au débit hépatique total (tableau II) est en
moyenne de 23 % pour les trois méthodes
sans étape de déacétylation et de 10 %
pour la méthode en « milieu acide avec
déacétylation », celle-ci est significative-
ment différente des trois autres méthodes
(p < 0,05). Toutefois, la méthode en
« milieu acide avec déacétylation » fait
apparaitre un plus grand pourcentage de
contributions négatives (21 %) au lieu de
5 a 11 % pour les autres méthodes.

3.5. Comparaison de la variabilité
des débits sanguins

Les CV associés aux débits moyens
obtenus par cycle alimentaire (tableau III)
étaient en moyenne de 15 % en VP, de
14 % en VSH et de 76 % en AH, sans dif-
férence significative entre méthodes de
dosage.

4. DISCUSSION

4.1. Conditions de déacétylation

Chez le mouton, une partic du PAH
infusé se trouve acétylée au niveau du foie
[27]. 1l est donc nécessaire de doser le
PAH par une méthode qui inclut une étape
de déacétylation lorsque I’on désire mesu-
rer les débits splanchniques totaux. Dans
le but de tester les conditions de déacéty-
lation, nous avons dans un premier temps
préparé du PAH acétylé selon Newman
[35]. La pureté du produit obtenu a été
vérifiée par RMN ; elle s’est avérée bonne,
ce qui nous a conduit, a la deuxieme étape
qui était de tester les conditions optimales
de déacétylation. En effet, plusieurs
auteurs ont déja appliqué des méthodes
de déacétylation qui different par la tem-
pérature et le temps d’incubation choisis
ainsi que par la présence ou non d’HCl
[11, 27, 28, 29, 32, 44]. Tout d’abord,

Tableau IIL. Influence de la méthode de dosage du PAH sur les coefficients de variation moyens
(moyenne en % = écart type de la moyenne) des débits sanguins obtenus par cycle alimentaire

(n =16 cycles alimentaires).

CV moyen / cycle alimentaire (%)

Artére hépatique Veine porte  Veine sus-hépatique
Milieu basique 55,67 +6,34 15,54 £0,54 13,29+ 1,01
Milieu acide sans déacétylation 89,58 + 17,84 14,62 + 1,89 14,10 £ 1,79
Dialyse 67,89 £ 11,69 13,97 + 1,65 15,90 +2,83
Milieu acide avec déacétylation 89,89 43,85 15,10 £ 1,61 11,68 £ 1,05
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I’évaluation des conditions de déacétyla-
tion montre une moins bonne répétabilité
lorsque la température et le temps d’incu-
bation augmentent. Cela est probablement
di & une évaporation du surnageant dans
les cupules utilisées. Ce probleme d’éva-
poration a déja été soulevé par d’autres
auteurs [22, 39], ce qui a conduit Herdt et
al., [22] a modifier la méthode de Katz et
Bergman [27], en effectuant la déacétyla-
tion dans des cupules scellées. En ce qui
concerne le taux de récupération, Katz et
Bergman [27] ont obtenu des valeurs com-
prises entre 98 et 100 % apres une incu-
bation de 30 min a 100 °C, alors que notre
résultat n’est que de 82 %. Dans nos
conditions, il s’est avéré que la présence
d’HCI était essentielle pour une déacéty-
lation complete et reproductible du PAH.
L’ajout d’HCI est préconisé par Kirch et
Bergeim [28], Smith et al. [44], Looyé
[32], Brown et al. [11] et abandonné par
Katz et Bergman [27]. L’acide chlorhy-
drique limiterait la dégradation du TCA
et donc le dégagement de CO, et la for-
mation de chloroforme [22]. Suite & nos
essais nous recommandons une incuba-
tion a 90 °C pendant 60 min, ce qui permet
une récupération de 100 % accompagnée
d’un écart type de la moyenne relative-
ment faible.

4.2. Evaluation de la qualité
des différentes méthodes
de dosage

La qualité des quatre méthodes de
dosage s’est globalement avérée satisfai-
sante en termes de linéarité, de répétabilité
et de reproductibilité. Les deux derniers
criteres étaient en accord avec les CV intra
et inter-essais obtenus par Wray-Cahen et
al. [48] qui étaient inférieurs a 3 %. Sur
les bases de ces critéres, les conditions
d’utilisation de cette méthode de mesure
des débits sanguins splanchniques peu-
vent &tre précisées. En effet, un coeffi-
cient de répétabilité moyen de 0,7 % per-

met de détecter des différences entre
concentrations de PAH de 1’ordre de 0,7 a
1,6 % intra-journée ; les débits sanguins
instantanés sont alors connus avec une
erreur maximale de 4 %. Un coefficient
de reproductibilité moyen de 2,1 % per-
met de détecter une différence de concen-
trations de PAH de 'ordre de 2,8 23,3 %
inter-journée, ce qui conduit a une erreur
maximale de 15 % au niveau des débits
sanguins déterminés sur des jours diffé-
rents. Cette plage d’incertitude est impor-
tante a considérer lors de comparaisons
statistiques entre traitements expérimen-
taux sur animaux, en particulier dans le
cas des débits AH.

Les tests de justesse ont aussi été satis-
faisants pour toutes les méthodes, sachant
que les précautions avaient été prises de
s’affranchir d’un effet matrice. Harvey et
Brothers [21] avaient montré 1’obtention
d’une coloration avec des « blancs » plas-
matiques et sanguins et avaient testé
I’'influence de certains métabolites san-
guins (glucose et urée) sur les concentra-
tions de PAH sans en mesurer d’interfé-
rence. En conséquence, il semble
souhaitable d’effectuer une gamme dans
du sang pour effacer les effets matrices.

4.3. Comparaison des concentrations
de PAH

Les résultats présents montrent que le
mode de déprotéinisation de |’échantillon
influence les concentrations de PAH, ainsi
que 1’avait déja constaté Looyé [32].
Néanmoins, les écarts obtenus entre les
trois méthodes de dosage sans étape de
déacétylation ne peuvent pas s’expliquer
sur la base des taux de récupération dans
nos conditions de dosage (gamme dans le
sang).

L’inclusion d’une étape de déacétyla-
tion en milieu acide provoque une aug-
mentation des concentrations en artére et
en veine porte similaire, de I’ordre de
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1 mg/L eten VSH de I’ordre de 1,5 mg/L,
alors que Katz et Bergman [27] avaient
montré des augmentations respectives de
1,3 mg/L et 1,9 mg/L pour un méme
niveau d’infusion de PAH. Dans les deux
cas la variabilité inter-animaux étaient
importante (CV =90 %). Ces résultats
indiquent qu’en moyenne 13 % du PAH
infusé est acétylé au niveau du foie.

4.4. Comparaison des valeurs
absolues de débits sanguins

La présente étude montre que les
valeurs de débits sanguins varient suivant
la méthode de dosage employée, et qu’il
est important de tenir compte des aspects
méthodologiques pour comparer des résul-
tats bibliographiques entre eux. En
I’absence de comparaison des débits san-
guins avec des valeurs de référence, le
choix de la méthode optimale doit se baser
sur des criteres indirects. Ainsi dans un
premier temps, sur la base de résultats
bibliographiques obtenus sur ovins (tirés
en partie de Ortigues et Visseiche [36]),
des régressions ont été établies, pour
chaque méthode de dosage utilisée, entre
les débits sanguins porte et sus-hépatique
et I’énergie métabolisable ingérée. Ces
régressions entachées d’une forte varia-
bilité n’ont pas permis de conclusion
claire. En revanche les contributions de
I’artere hépatique au débit hépatique total
semblent constituer un critére discrimina-
toire.

Dans notre expérience, ces contribu-
tions sont de I’ordre de 20 % pour les
méthodes de dosage effectuées sans étape
de déacétylation. Ces résultats sont en
accord avec ceux de six publications sur
ovins [14-18, 38] pour lesquelles le
dosage de PAH a été réalisé avec la
méthode « dialyse ». La déacétylation en
présence d’HCl fait apparaitre une contri-
bution de I’ordre de 10 % en accord avec
les contributions publiées par Lobley [29,

30], et Lobley et al. [31] qui se situent
entre 2 et 10 %, et celles obtenues sur
ovins par injection de microspheres 6 a
10 % [1, 2]. Cette derniere méthode peut
étre considérée comme une méthode de
référence pour la mesure des débits capil-
laires, ce qui indique qu’il est indispen-
sable d’appliquer une étape de déacétyla-
tion pour des mesures réalisées au niveau
hépatique chez des ovins. En revanche,
les contributions publiées qui ont été obte-
nues avec la méthode de Katz et Bergman
[27] sont en moyenne de 18 % (7-27 %),
résultat correspondant a 16 publications
sur ovins [3, 4, 6-10, 12, 13, 20, 26, 27,
33, 34, 39, 47]. Les contributions obte-
nues avec cette méthode confirment la
nécessité d’ajouter de I’acide chlorhy-
drique pour la déacétylation et montrent
qu’il faut impérativement vérifier la déacé-
tylation complete du PAH par la méthode
employée.

Toutefois, la méthode de dosage avec
déacétylation présente une proportion plus
importante de débits négatifs en artere
hépatique, par rapport aux autres méthodes
de dosage utilisées. Ces valeurs calculées
ne sont pas physiologiquement valides,
mais s’expliquent par les limites de détec-
tion du dosage déja mentionnées aux-
quelles s’ajoute la variabilité physiolo-
gique des débits sanguins. Une variabilité
intra-cycle de I’ordre de 12 & 16 % (obte-
nue avec un nombre de 9 prélévements
par cycle alimentaire) permet de détecter
des différences de débits instantanés de
I’ordre de 18 4 24 %. Par conséquent, ces
résultats suggerent qu’il n’est pas possible
de déterminer avec fiabilité les variations
post-prandiales de débits sanguins
splanchniques instantanés, tout particu-
lierement au niveau artére hépatique,
lorsque celles-ci sont inférieures a 24 %.
L’utilisation de cette méthode de mesure
des débits sanguins a I’aide du PAH aux
doses d’infusion considérées se limite a
I’obtention de débits sanguins moyens,
telle que préconisée par Katz et Bergman
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[27]. Dans ce cas, nous avons calculé
qu’en moyenne les traitements doivent
modifier les débits d’au moins 20 % pour
que I’effet soit détectable statistiquement
avec des effectifs de quatre a cinq ani-
maux par traitement. De tels effets sont
généralement obtenus par des variations
de niveau alimentaire [37], et non par des
modifications de 1a nature du régime [24]
ni par des perfusions de nutriments [42]
ou d’hormones spécifiques [43].

4.5. Conclusion

La qualité des quatre méthodes de
dosage du PAH testées ne présente pas de
différences significatives. Il semble sou-
haitable d’effectuer une gamme dans du
sang pour effacer les effets matrices. La
déacétylation en présence d’acide chlor-
hydrique est essentielle lorsque I’ on effec-
tue des mesures au niveau du foie, car
13 % du PAH infusé est acétyl€ au niveau
du foie en moyenne. En revanche, lorsque
I’on veut comparer des résultats de débits
sanguins, il semble important de tenir
compte de la méthode de dosage utilisée.
En conclusion, 1’utilisation de cette tech-
nique de dilution a I’aide du PAH se limite
a I’obtention de débits moyens et parait
difficilement utilisable lorsque I’on veut
effectuer des mesures de débit sanguin en
cinétique.
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