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INTRODUCTION
Rachitisme humain et rachitisme expérimental.
Le rachitisme est une maladie qui paraît être répandue dans le monde depuis des temps très anciens. De nombreux chercheurs lui ont consacré leur travaux. Dès l’époque gréco-romaine, SORANUS D’ÉPHÈSE en donna une description satisfaisante. Puis on ne trouve plus de document à ce sujet jusqu’au XVI siècle. C’est alors que l’on atteint la « période anglaise » ou « période de GLISSON >» de l’histoire du rachitisme, caractérisée par la publication en 1650, par GLISSON, du traité en latin « De rachitide » dans lequel sont décrits les signes de cette maladie. En outre GLISSON observe un autre trouble de Ia nutrition de l’enfant : le scorbut infantile.
Le XVIII siècle n’apporte aucune recherche importante. Au début du XIX® siècle, WENDELSTADT, TROUSSEAU et LASEGUE établissent une relation entre le rachitisme et l’ostéomalacie. Plus tard c’est en appliquant la chimie aux problèmes pathologiques que l’on poursuit l’étude de cette maladie. Il est à signaler qu’en 1885 POMMER fait d’intéressantes constatations histologiques et notamment l’excès de tissu ostéoïde qui se forme dans les épiphyses des os chez les rachitiques.
Au XX° siècle apparait une méthode d’étude nouvelle : le « rachitisme expérimental », provoqué dans les laboratoires. On fait entrer en jeu les vitamines, les facteurs spécifiques de la nutrition osseuse, les rayons ultra-violets, l’examen chimique du sang et la radiographie. Aussi la mise en œuvre de tels moyens permet-elle à HEss [35] de dire : « Notre connaissance du rachitisme promet d’être plus grande dans la première moitié de ce siècle que durant les deux cent cinquante années précédentes ».
PT
A. — LÉSIONS OSSEUSES
De nos jours le rachitisme atteint rarement un caractère très grave, grâce à un traitement précoce. Suivant les cas, les signes morbides sont plus ou moins accentués. Généralement des dystrophies osseuses se décèlent de la manière suivante Les fontanelles du crâne sont élargies et les os crâniens anormalement minces, la déformation des os frontaux provoque un élargissement du haut du visage (« crâne olympien ») et celle des maxillaires donne « le menton en galoche ».
Le thorax est presque toujours rétréci, quelquefois même au point de gêner la respiration. L’élargissement des articulations costo-chondrales donne ce qu’on appelle : « le chapelet costal ». L’abdomen est proéminent (en besace). Dans les cas graves le rachis est atteint et l’on peut voir de la scoliose ou de la cyphose. Le bassin déformé prend une forme typique « en trèfle » ; le ramolissement des os pelviens oblige la tête du fémur à pousser la cavité cotyloide à l’intérieur de la cavité pelvienne. Quant aux membres, on note de l’intumescence des poignets, et une certaine courbure des avant-bras. Les membres inférieurs se courbent sous le poids du corps et des fractures apparaissent quelquefois. Les genoux s’entrechoquent et la mobilité des articulations est anormale, les chevilles sont enflées. Le squelette entier peut subir un défaut général de croissance aboutissant au « nanisme rachitique ». A ces dystrophies osseuses s'ajoutent un retard dans la dentition, dans l’aptitude à la marche de l’enfant. De plus la musculature est déficiente.
L’altération caractéristique des os consiste en leur mollesse, en relation avec l’augmentation de leur teneur en eau et leur pauvreté en cendres. À l’examen l’os présente une teinte rosée, due à l’hypérémie qui affecte le périoste. Celui-ci est fréquemment épaissi ct il recouvre une couche rougeâtre ou blanchâtre d'aspect cartilagineux. Les rayons X ont été appliqués
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à l'étude du rachitisme pour la première fois par KOELHER en 1901, puis plus tard par de nombreux auteurs, MELLANBY [56], HULDCHINSKY [40], PARK [105], HowLanD [39]. Ils donnent de précieux renseignements. On décèle radiographiquement un élargissement des épiphyses inférieures du radius, du cubitus et du tibia chez les rachitiques. L’extrémité de la métaphyse est « en cupule » ; ses bords sont légèrement frangés et la ligne d’ossification s’estompe. La partie spongieuse de los a une trame plus épaisse due au développement de tissu ostéoïde. La diaphyse se décalcifie et présente une ostéoporose diffuse. L’élargissement apparent du périoste est dû à la néoformation de tissu ostéoïde.
POMMER, SCHMORL, BOUCAUMONT [10] ont beaucoup contribué à l’étude histologique du rachitisme et l’on peut examiner, es lésions osseuses à ce point de vue. Histologiquement : c’est dans la région diaépiphysaire que l’on trouve des altérations typiques dues au rachitisme. Normalement les différentes couches de cellules de cette région ont une disposition bien définie. Dans le rachitisme il se produit au niveau du cartilage de conjugaison des proliférations cellulaires anarchiques. Au lieu de cellules bien alignées, nettement délimitées, on trouve des cellules plus grandes, en couches irrégulières et multiples qui s'étendent dans la métaphyse, ce qui donne au cartilage un aspect dentelé. « La substance ostéoïde est caractérisée par la formation dans le tissu chondroïde d’un os conjonctif ou fibreux assez analogue à un lissu de cal ; cet os est toujours imparfait ». La substance chondroïde présente à l'examen histologique certains caractères qui font penser à un œdème du cartilage (BOUCAUMONT [10)). La zone de calcification préparatoire n’a presque pas de calcium, et la disposition typique, en colonnes, des cellules n’existe plus. La zone spongieuse n’a plus une trame aussi régulière, il se développe du tissu ostéoide. On trouve aussi ce dernier le long du périchondre et du cortex ; il peut également empiéter sur la cavité médulaire. La moelle est très irriguée.
Après cette description générale des lésions osseuses, il faut envisager les différentes formes de rachitisme (EDEL [18]).
B. —— FORMES CLINIQUES
Rachitisme floride où « eutrophique ». — Les enfants malades sont florissants, grands et gros. Ce sont des suralimentés. La nutrition générale est bonne, on remarque cependant une
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certaine pâleur, de la mollesse des téguments, et des déformations osseuses surtout marquées aux membres inférieurs ; la radiographie montre des lésions diaépiphysaires.
C’est là une « forme affirmée » du rachitisme ; il en existe également une « forme fruste », que l’on peut déceler dès les premiers mois de la vie d’un nourrisson ; si l'enfant est susceptible de présenter du rachitisme, il élimine trop de calcium par les selles et trop de phosphore par les urines (MourI- QUAND [60}, LEULIER [60]), fait qui se rencontre surtout chez les nourrissons élevés au biberon.
Rachitisme « hypotrophique ». — Il est beaucoup plus fréquent que le précédent. Les enfants sont maigres, leur croissance est ralentie ; ils perdent même du poids. On observe des dystrophies osseuses ; l’intumescence des épiphyses est plus marquée que dans le rachitisme floride. La radiographie montre des lésions dans la diaphyse et dans les épiphyses. Ces enfants ont eu souvent des maladies infectieuses qui ont influé sur l’état général. Une « forme fruste » existe également.
Rachistisme « dystrophique ». — L'enfant qui en souffre a une croissance très retardée ; il est d’une maigreur accentuée, et ses déformations osseuses sont très prononcées. Les rayons X montrent des troubles de la calcification dans les épiphyses. Dans ce cas, le rachitisme est, en général, lié à des troubles graves de la nutrition.
De même dans le rachitisme rénal et la maladie coeliaque. Le rachitisme rénal atteint les enfants plus âgés que précédemment et une insuffisance relative des reins en est la cause. Les lésions osseuses sont analogues à celles du nouveau-né. Ces enfants, qui sont des nains, meurent souvent d’une crise d’urémie. La maladie coeliäque apparaît vers deux ou trois ans, après une première enfance normale. Le malade a des indigestions chroniques, des selles volumineuses et stéatorrhéiques ; il s'ensuit une perte de poids et de force et une fragilité osseuse manifeste. <
Le rachitisme infantile peut avoir des complications directes telles que la spasmophilie ou tétanie infantile, état de surexcitation du système nerveux qui provoque des contractures, des crampes, et apparaît parfois dans la phase de guérison du rachitisme. « C’est une crise de guérison du rachitisme » (ROMIN- GER [93]).
Enfin, le rachitisme tardif, observé chez des enfants déjà grands, est une forme de transition vers le rachitisme des ado-
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lescents ou « ostéomalacie juvénile >. Dans ce cas, les dystrophies osseuses observées dans le rachitisme infantile, sont très accentuées. L'état général est la plupart du temps très mauvais.
Il ressort de l’exposé précédent que le rachitisme humain est une affection caractérisée par des lésions osseuses. Ces dystrophies portent sur la calcification et sur l’organisation du tissu osseux chez les enfants soit dès les premières années de la vie, soit au moment de la puberté. On peut constater par l'étude chimique du sang, que dès le début de la maladie se manifeste une hypophosphatémie suivie d’une hypocalcémie, surtout dans les cas compliqués de tétanie. Les os des rachitiques sont caractérisés par l’augmentation de la teneur en eau, la diminution du pourcentage des cendres totales, du calcium et du phosphore ; celui du magnésium au contraire étant augmenté. Tels sont les faits observés, il convient de se demander quels en sont les facteurs étiologiques.
C. — ORIGINES DU RACHITISME HUMAIN
Nous avons vu que les enfants élevés au biberon étaient plus sensibles au rachitisme que ceux élevés au sein et que fréquemment les « rachitiques florides » étaient des suralimentés. Dans les cas de « rachitisme tardif », les enfants n'ayant pas assez de lait complet, d'œufs, de beurre et de graisses animales, en sont affectés, comme on l’a observé en Allemagne pendant et après la guerre de 1914-1918. Il faut donc en premier lieu rechercher l’origine de cette affection dans un régime alimentaire défectueux.
Par ailleurs, les médecins connaissaient empiriquement, depuis très longtemps le pouvoir antirachitique de l'huile de foie de Morue. Plus récemment MELLANBY [56], PARK [105] et HowLaND [39] ont donné des preuves probantes de son action thérapeutique et FUNK en conclusion de ses travaux assimilait le rachitisme à une « avitaminose » et déclarait que l’huile de foie de Morue est active parce qu’elle contient la vitamine qui manque à l’organisme rachitique (1913).
Les bienfaits de la lumière solaire ont aussi été constatés depuis très longtemps. Ce fut HULDCHINSKY [40] en 1919 qui le premier eut l’idée de remplacer la lumière solaire par les rayons ultra-violets produits par la lampe en quartz à vapeur de mercure ; il obtint ainsi la guérison des lésions osseuses. En réalité, la partie non saponifiable de l'huile de foie de Mo-
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rue contient de l’ergostérol ou « provitamine » qui irradié donne naissance au facteur antirachitique (HEss [35], WiNpaus 1927). L’ergostérol ou une autre provitamine se trouverait également dans la peau et dans le sang ; irradié par les rayons ultra-violets, il devient antirachitique in situ. En plus de ces expériences qui ont conduit à la connaissance de la vitamine D, les expérimentateurs ont cherché quelles pouvaient être les répercussions sur l’organisme de la variation des teneurs en calcium et en phosphore du régime.
C’est pour approfondir toutes ces questions que des travaux ont été poursuivis dans les laboratoires sur le rachitisme expérimental.
II. —— Le rachitisme expérimental
L'évolution des travaux sur le rachitisme expérimental peut être divisée en trois périodes. La première est marquée par les recherches de Jules GUÉRIN qui, en 1839, essaya et prétendit réussir à rendre de jeunes Chiens sevrés rachitiques, en leur donnant un régime de viande, de pain et de pâtée. TRi- PIER en 1874 ne put réaliser la production du rachitisme par cette même méthode. D’autres essais furent faits, notamment par Vorr, qui remarqua « l’importance du calcium dans l’organisme animal ».
POmMMER en 1885 apporte ses constatations histologiques et ARON et SEBAUER leurs analyses chimiques des os en 1908. Avec MELLANBY en 1919 commence la seconde période, marquée non seulement par le fait que ce chercheur s'intéresse au rôle des vitamines, mais aussi par l’emploi de régimes bien définis et contrôlés.
La troisième période est celle où l’on a mis en évidence le rôle joué par l'insuffisance en phosphore du régime dans la production du rachitisme. C’est là le résultat des expériences de SCHABAD, SHERMANN [103], PAPPENHEIMER [103], Mac Coc- LUM [105], SxipceY [105], Park [105] faites sur le Rat blanc considéré depuis quelques années, comme l’animal de choix pour cette étude. STEENBOCK [40] et BLack en 1925 ont suggéré l'emploi d’un régime pauvre en phosphore composé de maïs, de gluten de blé, de carbonate de calcium et de chlorure de sodium.
Les preuves histologiques du rachitisme expérimental sont : l'élargissement du cartilage de conjugaison qui est frangé du
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côté de la diaphyse et n’est le siège d'aucun dépôt de calcium dans cette zone. Le fait caractéristique est le développement du tissu ostéoïde dans la métaphyse et le long des diaphyses. L'espace médullaire est étroit et les vaisseaux de la moelle congestionnés. Les différences sont à cet égard très minimes entre le rachitisme expérimental et le rachitisme humain ; elles sont sans doute dues à des différences dans la vitesse d’organisation des lésions. L'analyse chimique du sang montre qu'il y a hypophosphatémie (How£aAND [39] et KRAMER [39]), alors que la calcémie est en général normale.
Nous pouvons déduire de ce qui précède que deux facteurs importants sont à considérer dans l’étiologie du rachitisme l’apport salin du régime alimentaire et la vitamine D, dont l'étude a été très avancée durant ces dernières années.
Facteurs alimentaires du rachitisme que l'expérimentation a permis de dissocier.
A. NATURE ET ÉQUILIBRE DES SELS INGÉRÉS
Diverses expérimentations ont permis de préciser le rôle dans lPétiologie du rachitisme du calcium, du phosphore et du rapport : Ca/P du régime. L'importance du calcium et du phosphore avait été pressentie déjà par CHossaT [15] et Ko- RENCHEWSKY [43] ; mais ce sont les travaux de MAC COLLUM qui éclaircirent la question.
L'organisme a besoin quotidiennement :
lion de 0,025 g. par kilog chez le nourrisson Le s Ü
0,008 g. par kilog chez l’adulte ; 0,050 g. par kilog chez le nourrisson
en phosphore, de | 0,013 g. par kilog chez l’adulte (Hess [385])
Donc la quantité de phosphore et la quantité de calcium indispensables ne sont pas négligeables ; mais ce qui importe plus encore c’est le rapport qu’elles présentent, soit : Ca/P. Pour que le développement du squelette soit optimum chez l'animal jeune et pour que le maintien de son intégrité soit assuré chez l’animal adulte, il faut réaliser un rapport : Ca/P voisin de 1,5. Des troubles de l’ossification apparaissent pour des régimes déséquilibrés quand : Ca/P<1 ; ou Ca/P> à 3 ; c’est ainsi que l’on provoque les lésions rachitiques. C’est sur ces données qu'est basé l’établissement du régime avec lequel PAPPENHEIMER [103] obtint le rachitisme expérimental du Rat.
Plus tard, d’autres régimes rachitigènes mieux équilibrés pour couvrir les besoins autres que ceux en calcium et en phosphore, ont été substitués à celui de PAPPENHEIMER. On emploie en général en France celui de RANDoIN et LEcoQ [74]. Nous verrons par la suite la composition de ces différents régimes. On renforce notablement l’action rachitigène du régime RANDOIN et LECOQ en désiquilibrant ses sels par addition d’un excès de calcium et de phosphore. C’est ainsi que J. ROCHE et Y. MARCELET [92] ont préparé des régimes dont Ca/P — 10. Une telle alimentation provoque chez le jeune Rat un arrêt de croissance qu'il reçoive ou non de la vitamine D ; l'adulte subit alors un amaigrissement. Chez les animaux jeunes, les os cessent de croître mais ils se surminéralisent surtout en présence de vitamine D ; chez l’adulte on observe une tendance à la déminéralisation, qui peut être diminuée par l’adjonction de vitamine D. J. ROCHE et Y. MARCELET [92] ont également poursuivi des expériences sur les Rats en employant des régimes dont Ca/P — 0,7. Sans vitamine D celte alimentation est mal supportée ; les animaux adultes maigrissent et ceux en croissance perdent également du poids. Si on adjoint la vitamine D à ce régime on obtient une croissance peu rapide. L'action dystrophique des régimes rachitigènes est très rapide puisqu'elle se manifeste déjà histologiquement en deux à trois jours chez les Rats en période de croissance intense (25-30 g.). |
Il est à envisager également un autre facteur d'équilibre, le rapport : acide/base. BROOKE [11], SMITH et SMITH [11}, Ma- REK, WELLMANN et URBANYI [48] ont montré le lien qui existe entre ce rapport : acide/base, et Ca/P. Ainsi dans un régime où Ca/P>1 on trouve un excès d’ions alcalins Ca‘* ; ce métal peut être indifféremment remplacé par Sr” ou Mg‘ qui sont des alcalino-terreux (SCHABAD, À. ROCHE [80]). Dans un régime où Ca/P est <1, on a un excès de radicaux acides pouvant être dû soit aux glycérophosphates de sodium ou au phosphate monosodique, dont les valences acides libres provoquent un état d’acidose et il s’en suit une déminéralisation. Ce dont on est certain, c’est que les pH alcalins facilitent la calcificaton.
Certains auteurs ont étudié l’action des lipides sur le métabolisme du calcium dans l’organisme. Contrairement à ce que l’on croyait autrefois, l'expérience de KELLER prouve qu’un excès de lipides est nuisible à l’organisme. Des animaux re-
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çoivent un régime déterminé au point de vue phosphore et ‘alcium. Ces deux facteurs sont dosés dans les urines et dans les fèces. Puis on ajoute au régime un excès de lipides. L’analyse montre alors l'augmentation du phosphore urinaire, la diminution du phosphore et l’augmentation du calcium dans les fèces ; ce dernier est ainsi éliminé par le tube digestif à l’état de savon parce que les acides gras se combinent au calcium et donnent notamment de l’oléate de calcium. Le phosphore qui devait se combiner au calcium est alors éliminé par les urines.
En plus de ces facteurs alimentaires dont nous venons d’exposer l’action sur le système osseux, il convient d’envisager l'influence de la vitamine D et le rôle de sa carence dans l’étiologie du rachitisme.
B. — VITAMINE D.
En suivant l’évolution des recherches sur le rachitisme nous avons vu que MELLANBY [66] en 1919 s’intéressa particulièrement au rôle des vitamines. En 1921 il écrivait : « L'action des graisses dans le rachitisme est due à une vitamine, probablement identique à la vitamine liposoluble ». Hess [35], Mac- CANN [49] et PAPPENHEIMER [103] firent des expériences prouvant que la vitamine À n’était pas antirachitique, la carence de celle-ci provoquant seulement la xérophtalmie et, au point de vue du système osseux, de l’ostéoporose. Ce fut en 1922 que Mac CoOLLUM [105] et ses collaborateurs découvrirent que la vitamine liposoluble contenait deux facteurs diététiques : une vitamire facilement oxydable et une autre plus stable. La première, la vitamine A, se rencontre dans certains corps gras animaux et exceptionnellement chez les végétaux. La seconde est également rare ; elle est le plus abondante dans le foie de certains poissons : Morue, Flétan, Thon, dans le jaune d’œuf et dans un petit nombre de végétaux (champignons). A la suite des travaux de WINDAUS, ASKEW, BOURDILLON, la chimie de cette vitamine s’est approfondie. On connaît plusieurs vitamines D dont : la vitamine D, qui est une combinaison moléculaire de lumistérol inactif physiologiquement et de vitamine D,. La vitamine D, est naturelle, la vitamine D, et la vitamine D, artificielles. Les formules suivantes montrent l’origine de ces corps.
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Par réduction du cholestérol ordinaire on obtient le 7-déhydrocholestérol d’où dérive la vitamine D,. Par irradiation ultra-violette de l’ergostérol on obtient la vitamine D, et des isomères tels que : le lumistérol, le tachystérol, le toxistérol, le suprastérol, le suprastérol 2 qui n’ont pas de propriétés antirachitiques. Dans les vitamines D, et D, il existe un cycle benzénique ouvert portant en chaîne latérale un groupement méthylénique. Seuls les stérols ayant cette structure sont doués d'activité physiologique. La vitamine D, est obtenue par irradiation ultra violette du 22-dihydroergostérol. C’est une dihydrovitamine D.
On ne peut encore doser avec précision par voie chimique les vitamines D, on titre leur activité par voie biologique. L’unité internationale de vitamine D adoptée à la conférence de Londres en 1931 et 1934 est : « l’activité antirachitique curative (chez le Rat) de un em* de la solution étalon d’ergostérol irradié à 0,01 p. 100, soit 1/10.000 de mg. ou 0 y,1 de produit », soit à 0,025 y de vitamine D,. On a comparé l’activité des différentes vitamines D.,, D:, D,. Chez le Poussin la vitamine D de l’huile de foie de Morue est plus active que le produit D, seul ; elle est probablement identique à la vitamine D, de l’huile de foie de Thon. La vitamine D, est moins active chez le Rat que les vitamines D, et D;, mais chez le Poulet son activité est intermédiaire à celles-ci. Mais comme Îles différences entre ces vitamines sont une question d'intensité et non de nature de leur action, on considère en physiologie et en médecine que « la vitamine D » doit être mise en cause dans tous les cas où l’on fait intervenir l’un quelconque des dérivés D,;, D, D, ou D,. Il est indubitable que la vitamine D est un facteur étiologique du rachitisme. Des doses croissantes de vitamine D peuvent provoquer dans l’organismie des effets préventifs, curatifs ou toxiques. Des savants tels que : MOURIQUAND [60], LEULIER [60], HESS et STEENBOCK [40], et de nombreux autres, ont prouvé l’augmentation des dépôts minéraux dans les os rachitiques après l’administration de vitamine D. En 1932 SHERMANN [103] et STIEBLING ont fait des expériences montrant que la calcification était bien meilleure chez des animaux recevant un régime équilibré et, en outre, de la vitamine D. Nous verrons en détail dans un prochain chapitre les répercussions de l’action de la vitamine D sur le métabolisme phosphocalcique et ses propriétés thérapeutiques,
« La vitamine D exerce toujours dans les conditions ou nous sommes placés une action favorable à la calcification des os longs, mais l’intensité et les modalités de celles-ci sont subordonnées à la composition saline du régime et à l’âge des animaux » (ROCHE et MARCELET [92]). Des Rats soumis à un régime équilibré et recevant de la vitamine D ont une croissance plus rapide et une calcification plus intense. Si l'alimentation des animaux est modérément déséquilibrée par excès de calcium la croissance et la calcification sont également activées par adjonction de vitamine D à ce régime, mais le bénéfice en est alors localisé aux os longs. Si les Rats reçoivent un régime riche en phosphore et en calcium mais contenant un léger excès de radicaux acides, l'administration de vitamine améliore la croissance et la calcification de l’ensemble du squelette. La vitamine D corrige toujours, dans une certaine mesure, les défauts du régime.
En provoquant et en étudiant le rachitisme chez des animaux, on peut espérer pouvoir appliquer les résultats obtenus au rachitisme humain. Il faut done maintenant faire un parallèle entre le rachitisme expérimental et le rachitisme de l’homme.
III. —— Etude comparée du rachitisme humain et du rachitisme expérimental.
La première question qui se pose est de savoir si le rachitisme infantile et le rachitisme expérimental sont identiques.
A. — LE RACHITISME HUMAIN ET LE RACHITISME EXPÉRIMENTAL SONT-ILS IDENTIQUES ®
Voici l'opinion de PARK [105] à ce sujet : « Les lésions osseuses, sont identiques, les conditions pathologiques qui existent dans le sang sont identiques ; le rachitisme produit expérimentalement chez les animaux peut être ou non accompagné de tétanie, exactement comme dans le rachitisme humain. Les mêmes mesures thérapeutiques sont efficaces dans les deux cas. Il n’y a aucun doute que le rachitisme expérimental soit la même maladie que le rachitisme humain ».
Il est en effet exact que les lésions pathologiques chez l'Homme et chez le Rat sont très voisines, sinon identiques.
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Quelques auteurs comme BoucAuUMONT formulent néanmoins à cet égard des réserves. Dans les deux cas, il y a hypophosphatémie ; l'analyse des os, indique une réduction du poids des cendres et une diminution du pourcentage en calcium et en phosphore. Mais il semble bien que le mécanisme du processus métabolique qui les provoque soit différent.
Tandis que le rachitisme est régulièrement obtenu chez le Rat par ingestion d’un régime pauvre en phosphore, il est très rare que telle soit la cause de la maladie de l'enfant. Nous avons vu que les nourrissons élevés au biberon étaient plus facilement rachitiques que ceux élevés au lait maternel, cependant le lait de femme a un rapport : Ca/P — 1,5, et le lait de vache à 0,79, ce dernier étant plus riche en phosphore. Il faut peut être expliquer cette action favorable du lait de femme, non par le facteur antirachitique qu’il possède en quantité faible, mais par un équilibre des ions différents qu’il contient et qui influerait sur l'absorption et la rétention du calcium et du phosphore (NICOLAYSSEN). Tous les pédiàtres savent bien qu’à partir d’une certaine quantité, plus on donne de lait à un enfant plus il a tendance à devenir rachitique, tandis qu’on ne peut provoquer cette affection chez des Rats en leur administrant beaucoup de lait (1). Park [105] a mentionné que la même thérapeutique était applicable au rachitisme humain et au rachitisme expérimental. Cest ce que nous allons maintenant examiner.
B. —- FAITS D'ORDRE THÉRAPEUTIQUE
Alimentation en sels. — II a déjà été constaté qu’un régime alimentaire ne contenant pas de phosphore et de calcium en quantité suffisante, et surtout n'ayant pas un rapport : Ca/P, voisin de 1,5 provoque le rachitisme. Quand le taux du calcium est trop élevé par rapport à celui du phosphore dans une alimentation pauvre en vitamine D, on constate que des lésions osseuses du type rachitique s'organisent et la croissance diminue. La teneur en phosphore du sérum qui est normalement de 5 à 6 mg. p. 100 chez le Rat tombe à 2,5 mg. p. 100 environ. La calcémie est ensuite affectée, mais à un
(1) Notons toutefois, que le Rat en croissance paraît beaucoup moins sensible aux facteurs de dystrophie osseuse que lenfant. Cest uniquement pour des raisons de commodité qu’il a été choisi comme animal
réactif pour l’étude des régimes rachitigènes, et non pour sa sensibilité particulière vis-à-vis de ceux-ci.
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degré moindre. Il est un fait bien établi : si on ramène le rapport : Ca/P, à sa valeur optima pour permettre une bonne calcification, on obtient la guérison des lésions rachitiques chez l’animal. Mais ceci n’est pas réalisé pour le rachitisme humain. Dans ce cas lorsqu'on ajoute du phosphore au régime de l’enfant, on provoque un appauvrissement de l’organisme en calcium aboutissant à des lésions du squelette.
Vitamine D. — « Les aliments doivent en outre contenir nécessairement, chez l’enfant ou chez l’animal en croissance, des quantités minimes d’une substance n’intervenant pas elle-même dans l’édification du système osseux, mais tirant son importance de l’action qu’elle exerce sur la régulation du ravitaillement en sels de celui-ci » (ROCHE [84]). Il s’agit des vitamines D, dont nous allons envisager les effets thérapeutiques.
FIGURE 1. -— Images radiographiques de l’avant-bras et de la main d’un enfant de huit mois. À : Rachitisme floride. B : Le même trois semaines après (fractures des os de l’avant-bras). C : Le même après trente-deux jours de traitement par la vitamine D (d’après ROMINGER).
MOURIQUAND, LEULIER [60] et leurs collaborateurs, ont étudié les caractéristiques thérapeutiques des « fixateurs du calcium » dont les plus actifs sont : la vitamine D et les rayons ultra-violets provoquant la formation de celle-ci. On peut considérer, comme l’a fait EDEL [18 |, l’action de ces fixateurs vis-à-vis du rachitisme infantile.
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Le rachitisme floride, qui a déjà tendance à la guérison spontanée, est très sensible à ces fixateurs, c’est le rachitisme « uviosensible » ; on peut alors suivre à l’aide des rayons X la recalcification osseuse comme le montrent les clichés reproduits sur la figure 1.
Le rachitisme hypotrophique est « partiellement uvicrésistant ». Il faut plusieurs séries de rayons ultra-violets ou de traitements à la vitamine D pour voir la récalcification s’effectuer. Enfin le rachitisme dystrophique peut être « uviorésistant vrai » ; il est alors réfractaire à toute thérapeutique. D’après PAPPENHEIMER [103] la guérison des lésions se fait ainsi : « Il se forme un dépôt de calcium dans la moitié distale du cartilage de conjugaison élargi (« Line test »), puis il y a envahissement par les vaisseaux sanguins, et destruction des cellules cartilagineuses ; des modifications du tissu ostéoide, un commencement de lyse, une grande dilatation et une forte congestion des sinus sanguins de la région métaphysaire et un dépôt de calcium granuleux dans le tissu ostéoïde périchondral et péricortical s’opèrent ». |
FIGURE 2. — Action curative de la vitamine D sur le rachitisme expérimental du Rat provoqué par déséquilibre du rapport Ca/P, dans le régime (d’après ROMINGER). Noter la diminution progressive de la largeur du cartilage de conjugaison sous l’influence du traitement (de gauche à droite).
L'huile de foie de Morue agit par la vitamine D qu’elle contient, son pouvoir fixateur du calcium est plus faible que celui de la vitamine D employée seule, mais son action eutrophique chez l'Homme est plus grande ; peut-être tient-elle à la vitamine A. La vitamine D relève la calcémie et la phosphatémie chez les rachitiques. Ce traitement, augmente la
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résorption intestinale du calcium, ainsi que celles des phosphates (NICOLAYSSEN [63]). Si la dose de vitamine administrée est trop considérable, les sels du squelette libèrent dans le sang des ions PO et Ca” qui sont alors en excès. Cette déminéralisation se produit dans les cas « d’hypervitaminose ». En étudiant l’action de la vitamine D sur des animaux rachitiques, on a constaté que des Rats soumis à un régime salin déséquilibré, étaient guéris après traitement par la vitamine D, sans qu'il ait été nécessaire de modifier leur alimentation. C’est là ce qu'illustrent les radiographies de la figure 2. Toutefois une thérapeutique dont les bienfaits sont certains sur un organisme animal rachitique peut, dans certains cas, ne donner aucun résultat sur le rachitisme humain. L'existence d’un rachitisme uviorésistant et l’inefficacité d’une alimentation équilibrée chez l'enfant rachitique, nous obligent à conclure à la plus grande complexité du rachitisme humain. Beaucoup de facteurs étiologiques du rachitisme humain sont encore inconnus. Ses causes sont multiples, et des troubles non seulement exogènes, mais aussi endogèenes, peuvent le provoquer. Le rachitisme expérimental est un processus plus simple, mais dans lequel entrent en jeu des facteurs que l’on retrouve dans le rachitisme humain.
IV. — Etat actuel de nos connaisances sur l’origine du rachitisme.
Le rachitisme se manifestant par des lésions osseuses il faut avant d'étudier le mécanisme qui les provoque, examiner comment se forme normalement la substance osseuse. Nous l’avons fait à partir du rapport présenté à ce sujet par A. Po- LICARD et J. RocHE [72] à la Réunion de l’Association des Physiologistes de langue française de 1937 (Paris).
A. —— FORMATION DE LA SUBSTANCE OSSEUSE
1. Mécanisme histologique général. — La formation de cette substance est un problème d’histogénèse. On voit se produire un remaniement du territoire conjonctif : les fibrilles collagènes s’orientent, se condensent et forment la trame des futures travées osseuses, elles présentent alors un œdème spécial. Le territoire conjonctif devient homogène, d’une ré-
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fringence particulière ; il est comme imprégné d’une substance préosseuse (POLICARD et LERICHE [70]). Ceci se produit immédiatement avant le dépôt des sels. L’infiltration calcaire de Ia matrice conjonctive se fait rapidement, il y a passage direct de « lPétat mou » à « l’état dur ».
2. Composition de la substance osseuse. — La matrice préosseuse, est une substance protéique. Cette protéine appartient au groupe des substances chondroïdes ou chondroprotéides. On sait peu de choses sur elle. Toutefois on peut la rapprocher de l’osséomucoïde, extrait de los décalcifié. Elle serait analogue à la mucoprotéine du cartilage. Elle joue un rôle capital dans l’ossification.
Voyons maintenant quelle est la nature du dépôt salin constituant la partie minérale de la substance osseuse. Sa composition est très complexe. L’os contient en effet du phosphate de calcium, du carbonate de calcium, des sels alcalins et de nombreux métaux et métalloïdes. Mais la minéralisation du squelette n’englobe que le dépôt des sels les plus importants. Les travaux de GABRIEL [29] et de MorGuLis [62] montrent que le « Sel de l’os » est formé principalement d’un phosphate et d’un carbonate de calcium, les autres composés étant secondaires. En admettant que tout l’acide carbonique de la substance osseuse soit à l’état de carbonate de calcium, il existe dans l’os un excès de calcium ou calcium résiduel. Si d'autre part on tient compte du fait qu’une partie du phosphore donne (PO,),; Mg ; il subsiste dans l’os un excès de phosphore dit résiduel. Le rapport : calcium résiduel/phosphore résiduel, oscille entre 1,99 et 2,12. Or pour (PO, ); Cas, Ca/P = 1,93. Le constituant fondamental de l’os est done (PO,), Ca: phosphate tricalcique, et par ailleurs, le rapport : Ca/P, trouvé étant supérieur au rapport théorique, MorGuLis [62] à pensé qu’il y avait en outre de petites quantités de Ca(OH)., ou de CaF,. A ces recherches il faut associer les noms de SHEAR, KRAMER [101], KLEMENT [42], GASSMANN [30], RoS$E- BERY [95], MORGULIS [67], MAREK, WELLMANN, URBANYI [49]. HoppE-SEYLER [38] (1862) a établi que le rapport : phosphore total/calcium total de l’os, est dans les proportions de 6 atomes de phosphore pour 10 atomes de calcium, exactement comme dans les apatites naturelles. Le spectre de rayons X prouve également qu’il y a dans l’os des combinaisons microcristallines du type apatite : 3 (PO,).Cas. XCa, où X = CO;
ou F,, ou Cl, ou (OH); (de JONGH, TAYLOR, SHEARD). La plus abondante est la carbonatoapatite : 3 (PO;)Caz. CO;Ca. Mais la composition minérale d’un os n’est pas rigoureusement constante et à ce sujet rapportons l’opinion d’A. ROCHE et [. GARCIA : « Il est possible qu’un mélange d’apatites microcristallines constitue l’élément minéral d’une substance osseuse fondamentale, dans laquelie les diverses apatites sont à un certain degré interchangeables. Par contre les matériaux amorphes formeraient à côté, un dépôt plus mobilisable, véritable réserve prête à entrer en jeu pour amener l'équilibre acide/base ». Après avoir étudié la composition de la substance osseuse, on doit se demander comment sont apportés à l’os et d’où viennent les matériaux servant à l'édification des sels.
3. Apport des matériaux calcaires. — La matrice protéique de Ia substance osseuse, va se calcifier grâce à l’apport de matériaux inorganiques véhiculés par les humeurs, et qui sont des sels ou résorbés par l’intestin, ou mobilisés à partir des réserves tissulaires. |
PHÉNOMÈNES HISTOLOGIQUES. — Histologiquement on voit le dépôt de calcium se faire progressivement à l’intérieur de la travée de substance préosseuse. Certains auteurs avaient pensé que le calcium était élaboré à l’état de grains par les cellules voisines : les ostéoblastes. Au niveau des tissus en voie d’ossification la circulation est faible et le calcium ionisé traverse alors très facilement la paroi des capillaires. Enfin il peut y avoir un apport de calcium d’origine locale (« mutations calciques locales »). Après cet aperçu histologique, considérons le côté biologique de Ia question.
ASPECT BIOCHIMIQUE DU PROBLÈME. — La première question qui se pose au sujet de apport humoral du matériel minéral, est de savoir quels sont les constituants du sang participant au processus de l’ossification ? La seconde question est la suivante : Existe-t-il au niveau de la substance osseuse un mécanisme d’enrichissement local en corps aptes à faciliter la calcification ? ù
Les constituants du sang participant à la calcification sont les ions : PO; et Ca** en quantité minime, provenant de l’alimentation ou des réserves tissulaires ; les ions CO; et et COH,, ainsi que CO;H, provenant des cellules, qui en oxy-
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dant les matières organiques leur donnent naissance en grande quantité. Le sang peut apporter également de petites quantités de sels non dissociés, tels que du carbonate de calcium et du phosphate de calcium.
Le plasma de l'Homme, des Mammifères contient : 3 à 6 mg. de phosphore minéral (phosphates) par 100 cm et 10 12 mg. de calcium par 100 em. L'hypothèse consistant à penser que le phosphore et le calcium se trouveraient dans le sang uniquement sous forme d'ions PO; et Ca” (supposant ainsi que le plasma est sursaturé en phosphate de calcium) ne semble pas acceptable. On peut alors envisager que dans le plasma et les humeurs se trouvent des combinaisons calciques et des phosphates minéraux ou colloïdaux. De nombreuses expériences sur ce sujet ont été faites, par RONA, TAKaA- HASHI [94], CUSHNY, NEUHAUSER et PINKUS, BRULL, EICHOLTZ, STARLING, A rt LARSON, TuFTs. Il semble que les phosphates sériques soient à peu près complètement diffusibles et ionisés et passent dans les humeurs avec une petite quantité d’esters phosphoriques. Environ 60 à 70 p. 100 du calcium sérique diffusent dans les humeurs, 30 à 40 p. 100 étant à l’état de protéinates ou adsorbés aux protéines. SCHMIDT et GREEN- BERG pensent que l’on doit considérer la totalité de la fraction diffusible comme étant ionisée, mais BENJAMIN et HESss disent avoir démontré l’existence de combinaisons phosphocalciques non dissociées et diffusibles. Nous voyons donc l’importance pour le ravitaillement de los des ions POS et Ca** et des sels qui sont en équilibre avec eux et se forment à leurs dépens.
Avec la question de l’enrichissement local en ions PO et Ca” nous abordons le problème de la phosphatase, qui sera développé ultérieurement, notre travail portant principalement sur l’étude de cet enzyme. Signalons toutefois dès maintenant que la phosphatase est un agent accélérateur de la formation du phosphate tricalcique ; elle hydrolyse spécifiquement les esters phosphoriques et libère PO,H, et l'alcool qui est combiné à celui-ci.
En résumé l’aspect biochimique général du processus d’ossification se présente ainsi : Le phosphate tricalcique étant très faiblement soluble, les humeurs en contiennent peu à l’état de (PO,),Ca, et peu d’ions POS et Ca“ sont en équilibre avec les molécules non dissociées. Dans ce cas la loi d’action
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de masse prévoit que le produit des concentrations de Ca‘ et de PO est constant
[PO,=]2. [Ca*]3 — S — constante
La constante S, produit des concentrations des ions en présence est le produit de solubilité, défini pour des conditions de température et de pression déterminées. S'il y a une augmentation des ions PO, ou Ca‘, on obtient la précipitation de (PO,),Ca;. Le phosphate tricalcique peut s'associer par la suite au carbonate de calcium et il se forme alors in situ de la carbonatoapatite, 3 (PO,):Ca3. CO;Ca.
4. Fixation des sels de l’os à leur support organique. — C’est là une partie du processus de l’ossification dont l’étude pose actuellement de nombreux problèmes dont la solution demeure à trouver. Nous venons de voir que le « sel de l’os » ne peut se former que s’il y a une surcharge locale en ses ions : c’est ce que l’on obtient par l’action de la phosphatase qui fait augmenter la concentration des ions PO; dans les territoires où elle agit. Le sang apporte du calcium à faible concentration et pour obtenir la calcification il faut un taux assez élevé de ce métal au niveau de l’os, ce qui ne peut être réalisé sans une affinité spécifique de la matrice préosseuse pour les sels de calcium.
ASCHOFF, concluait de ses expériences dès 1902 : « Pour qu'il y ait incrustation de calcium en un point, il doit s’y former une substance organique présentant une grande affinité pour le calcium, lélévation de la teneur du sang en calcium n'étant pas le seul facteur nécessaire aux précipitations calciques ». Viennent ensuite les travaux de PFAUNDLER et WELLES ; le premier admettant qu’il y a dans les tissus étudiés, une substance « calcaffine » et pensant qu'il s'agissait d’une adsorption sélective à celle-ci, et non d’une fixation chimique. WELLES et BENSON ont confirmé cette opinion tandis que FREUNDENBERG et GIÔRGY [26], considèrent qu’il se fait une véritable réaction chimique entre la protéine (électrolyte amphotère) de la matrice calcaffine et le caleium du milieu ; mais ceci ne peut être encore démontré.
Des différentes conditions qui permettent le dépôt et la fixation des sels, dans la substance préosseuse, il faut retenir, que la tension de l’acide carbonique dans les humeurs doit pouvoir agir sur la précipitation du sel, si celui-ci est un
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phosphocarbonate, ce qui n’est pas encore éclairei. D'autre part une certaine alcalinité du milieu favoriserait la calcification, mais existe-t-elle ? Enfin, la substance osseuse est le siège d’incessants remaniements, ce qui complique son étude.
B. —- ORIGINE DU RACHITISME
Connaissant l’essentiel d’une ossification normale, il convient d'étudier quels sont les facteurs qui sont modifiés dans le cas pathologique qui nous intéresse. Quelle est l’origine du rachitisme ?
Le tableau suivant emprunté à ROMINGER [93] montre les variations des bilans digestifs du phosphore et du calcium (exprimés en P, O; et en CaO) au cours de l’évolution du rachitisme humain.
Nous voyons que les troubles de la calcification sont essentiellement marqués par une baisse précoce du bilan phosphoré (il y a également hypophosphatémie), la perturbation du métabolisme du calcium étant toujours postérieure. Les troubles du métabolisme digestif du phosphore se produisent en premier lieu et sont plus considérables. Par quel mécanisme les dystrophies osseuses peuvent-elles se produire ? Elles relèvent soit d’un déréglement de l’apport en sels, soit d’un déréglement dans la fixation de ceux-ci.
Or, l’apport des sels à la substance osseuse se fait par l’intermédiaire du sang, chargé de matériaux inorganiques, notamment de sels résorbés par l’intestin. On peut done voir une origine intestinale à ces dystrophies ou envisager leur origine strictement osseuse. « L’effet favorable ou nocif d’un régime sur la calcification et sur le développement des os, est lé d’une part à la résorption de ses constituants et d’autre part à leur rétention >» (ROCHE [80]).
ORIGINE INTESTINALE
a) Ravitaillement en sel. — Une alimentation dont les facteurs salins sont déséquilibrés est génératrice de lésions osseuses. Dans un régime où il y a excès de calcium (Ca/P >3), celui-ci est incomplètement résorbé et entraîne dans les matières fécales des ions phosphoriques d’origine endogène. Le calcium est ainsi excrété à l’état de phosphate ; c’est alors que le squelette se déminéralise ou voit sa croissance arrêtée.
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Avec un régime contenant un excès de phosphore (Ca/P<1) on a une perte en calcium, bien que la résorption intestinale de ce corps augmente avec la diminution du rapport : Ca/P, mais une partie de ces ions PO; résorbés est rejetée par les urines sous forme de PO,;CaH. Ce régime ne provoque d’ailleurs pas aussi facilement des lésions osseuses que le précédent. De plus, la présence dans les aliments d’un excès de glycérides (graisses neutres) peut gêner la résorption du calcium. Enfin, un régime contenant un excès de radicaux acides provoque des troubles de l’ossification : la résorption des phosphates n’est alors pas suivie de leur rétention et il y a une abondante phosphaturie. Si l’alimentation contient un excès de base, le calcium qu’elle apporte est excrété en partie par les fèces combiné à des radicaux phosphoriques perdus par les os.
Tous ces éléments participent directement à lapport du matériel phosphocalcique. Tandis que la vitamine D exerce son action sur la régulation du ravitaillement en sels, le besoin en vitamine D est lié à la nature du régime (J. ROCHE et Y. MARCELET [92], MARCELET [52]).
b) Vitamine D. — Depuis les travaux de BRUCE et de CaL- LOW [12] on sait que la vitamine D fait régresser les lésions rachitiques. Le rachitisme par avitaminose D serait dû au défaut de résorption du calcium et du phosphore et NICOLAYS- SEN [64] (1937) a montré que la vitamine D, régularise l’absorption de calcium par l'intestin, et secondairement celle des phosphates, ce qui entraine une augmentation du taux de ces sels dans le sérum. Ainsi les rachitiques, qui sont en général hypocalcémiques et hypophosphatémiques présentent après avoir reçu une certaine quantité de vitamine D une calcémie et une phosphatémie normales. Au niveau des os on constate alors une précipitation des sels phosphocalciques supérieure à celle observée chez les animaux, ce qui différencie la guérison provoquée par la vitamine D de la guérison spontanée ou de celle dûe à un apport de phosphates. En outre la guérison est plus rapide.
L'action de la vitamine D se marque beaucoup plus sur un organisme jeune en croissance que chez un adulte (ROCHE et MaRCELET [92], MaARCELET [52]). Selon TayLor [45], WELD et SHYKES, la vitamine D interviendrait en outre sur l’aptitude du tissu osseux néoformé à fixer des sels, chez l’ani-
mal en croissance. BÉNARD parle « de l’action squelettique et de l’action intestinale » de la vitamine D. On ne peut préciser si l’action squelettique est directe ou se fait par l’intermédiaire d’une hormone (thyroïdienne, parathyroïdienne ou autre).
Nous avons exposé au début de ce chapitre, que le rachitisme pouvait avoir soit une origine intestinale, ce que nous venons d'examiner, soit une origine osseuse résidant dans le déréglement de la fixation des sels. C’est ce qu’il nous reste à envisager.
ORIGINE OSSEUSE
Les lésions osseuses étant marquées par une déficience en phosphore, on peut supposer alors qu’un dérèglement peut survenir dans le mécanisme d’enrichissement local en ions PO, c’est-à-dire dans le « mécanisme phosphatasique » du processus d’ossification. Les variations de l’activité de cet enzyme au cours du développement du rachitisme expliquent peut être la production des lésions osseuses.
Il peut y avoir d’autre part une moindre aptitude de l'os à fixer les ions Ca‘ et POS.
Nous avons vu dans l’étude de la formation de la substance osseuse que le mécanisme de fixation du sel de l’os n’est pas encore bien élucidé et qu’il existe de nombreuses controverses à ce sujet. Le problème posé par la fixation des sels demeure entier. On peut toutefois dire qu’il faut envisager ce mécanisme générateur de dystrophies osseuses sous deux aspects celui de l’ostéoiyse, correspondant à une perte de sels antérieurement fixés, celui de la diminution de l’aptitude de la substance osseuse à se charger en phosphate tricalcique.
V. — Objet du travail
Dans cette introduction nous nous sommes appliqués à donner une vue d'ensemble de nos connaissances acquises sur le rachitisme. A côté de formes cliniques bien définies, d’une thérapeutique assez précise, nous en connaissons d’autres dont le mécanisme étiologique nous échappe et dont la thérapeutique est difficile à organiser ; c’est pour essayer de l’éclaircir que nous avons fait les quelques expériences que nous allons exposer.
en A
Nous allons aborder nos recherches sur l’origine osseuse du rachitisme en étudiant successivement
1° Les variations de l’activité phosphatasique des os au cours du rachitisme expérimental, afin d'établir si celui-ci est ou non en relation avec un appauvrissement des os en phosphatase.
2° L’affinité de la substance préosseuse pour les ions phosphorique et calcium dans le rachitisme expérimental, afin de déceler dans quelles mesures l'aptitude de l'os à fixer des sels varie au cours du rachitisme.
Chacune des phases de l’ossification auxquelles participent ces phénomènes peut en effet être touchée par le rachitisme et l’on peut espérer par cette étude localiser sur l’un ou lautre des éléments de l’ostéogénèse les troubles aboutissant à l’organisation des lésions rachitiques.
I. —— Généralités sur la phosphatase des os
Divers auteurs, notamment GROSSER, HUSLER, PLIMMER, ToMiTA, avaient constaté la présence d’un enzyme hydrolysant les esters phosphoriques dans différents tissus animaux. Mais les premières recherches importantes sur la phosphatase des os sont celles de RoBISON [75] qui montra en 1923 le rôle de celle-ci dans l’ossification du squelette.
Préparation de la phosphatase. — La phosphatase peut être obtenue en solution colloïdale en faisant macérer dans de l’eau chloroformée des os de jeunes Rats en croissance dont on a enlevé la moelle. Abandonnés ainsi plusieurs jours à la température ordinaire les extraits obtenus peuvent être purifiés, suivant le procédé de MARTLAND et RoOBISON [55]. La préparation contient alors la totalité de l’activité phosphatasique et se conserve pendant plusieurs mois si elle a été obtenue dans de bonnes conditions.
Propriétés de la phosphatase des os. — Cet enzyme présente un optimum d'action à 37° à pH — 9,5 ; mais il est rapidement détruit aux pH supérieurs à 9, aussi durant des expé-
ee
riences de plusieurs heures à 37° le pH optimum observé estil de 8,6-8,8. L'action hydrolysante de la phosphatase s’exerce sur tous les monoesters phosphoriques. Sa spécificité n’est donc pas très marquée. Les acides hexosemonophosphorique et diphosphorique, monophénylphosphorique, x et B-glycérophosphoriques sont les esters les plus facilement dédoublés par la phosphatase, le 8 glycérophosphate étant plus sensible à son action que l’x glycérophosphate. L’enzyme peut avoir son activité augmentée ou inhibée. Des activateurs tels que l'ion Mg à faible concentration (ERDTMANN [19], JENNER et Kay [41]) des acides aminés, (BopanskY [8]), des polypetides se trouvent dans les tissus. Les fluorures, les oxalates dont des inhibiteurs (BELFANTI, CONTARDI et ERCOLI [2]). De plus l’activité phosphatasique diminue du fait même de la présence des corps auxquels elle a donné naissance. D’après la classification de FoLLEY et Kay [25], la phosphatase des os est une phosphomonoestérase du type A:.
Cependant on se demande si c’est un même enzyme ou un mélange d’enzymes que l’on rencontre dans les divers organes contenant la phosphatase A;. Si l’on se reporte aux travaux de ROCHE et LATREILLE [90], il est possible d’en séparer par adsorption spécifique des préparations inactives vis-à-vis de certains monesters, comme si l’on se trouvait en présence d’un mélange d’enzymes. D’autre part, si l’on considère la teneur en phosphatase du sérum, ou du plasma on se rend compte qu'elle est influencée par un apport osseux, intestinal, rénal, leucocytaire, d’enzyme. A la suite des recherches de BELFANTI, CONTARDI, ERCOLI [2], il est prouvé que cette phosphatase, inhibée par les oxalates ou les fluorures, ne présente pas des caractères rigoureusement identiques dans les divers organes il faut alors supposer qu’il existe plusieurs catégories de phosphomonoestérases A;. L’individualité de la phosphatase des os n’est donc pas entièrement éclaircie, cependant on peut déjà étudier son rôle physiologique.
Rôle physiologique de la phosphatase des os. — RoBIsoN [75] avait signalé que la région épiphysaire des os longs contenant le cartilage de conjugaison, et la métaphyse de ceux-ci, étaient riches en phosphatase chez les jeunes Rats en croissance. Son étude fut poursuivie par POLICARD, PÉHU, ROCHE, et BOUCAUMONT |71] qui ont précisé la localisation histologi-
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que de cet enzyme, localisation indiquant qu’il doit participer à la calcification.
L'expérience initiale de RoBison est la suivante : une coupe fraiche d’une épiphyse de Rat en croissance est immergée dans une solution d’hexosemonophosphate de calcium. Il se forme alors par hydrolyse de l’ester monophosphorique des ions PO. Ceux-ci réagissent avec les ions Ca du milieu pour donner naissance à du phosphate tricalcique qui se dépose dans le cartilage de conjugaison. Si la coupe d’os a été chauffée au préalable à 60°, il ne se fait plus de calcification, le mécanisme phosphatasique ayant été inactivé par la chaleur. Maïs si on immerge cet os chauffé dans une solution contenant des ions POS et Ca”, le phosphate tricalcique se dépose. Les ions carbonique et bicarbonique favorisent ce processus. Les expériences de calcification in vitro de ROBISON et ses collaborateurs, SOAMES, ROSENHEIM [78] et FELL [20] mettent en évidence la différence existant entre la formation du sel de l’os et sa fixation. La phosphatase, facteur d’enrichissement local en ions PO; a un rôle très actif dans la première.
Dans le cartilage de conjugaison des os longs d’un fœtus de Mammifère ou d’Oiseau on voit apparaître en quantité notable cet enzyme au début de l’ossification (FELL et Rogr- SON [20]). De même au début de la calcification dentaire (Ro- CHE et BULLINGER [87]). Si on greffe des fragments d’épithélium vésical de chien sur la paroi abdominale, seuls ceux qui font de l’os contiennent beaucoup de phosphatase (HUGGINS, LERICHE). Au cours de l’étude de la formation de la substance osseuse, nous avons vu que Île plasma apporte aux humeurs des ions calcium et phosphorique, mais il apporte en outre, au taux de 0,5 à 1 mg. de phosphore p. 100 cm dans des esters phosphoriques (ROBISON, ROCHE). Bien qu’en faible quantité ces esters phosphoriques sont importants parce qu’ils sont renouvelés sans cesse par le sang. Les phosphatases les hydolysent et, de ce fait la précipitation du phosphate de calcium s’amorce, certains éléments de l’os fixant sélectivement ce dernier par la suite.
Le schéma suivant de ROBISON résume le processus de Ia calcification :
FT
Plasma sanguin.
Solution saturée de « Sel de l'os »
renfermant des esters phosphoriques [PO=,]?. [Ca*]8 = S — produit de solubilité
Y Lymphe interstitielle (au contact de l'os)
. Par action de la phosphatase sur les esters (libération de PO)
le milieu devient sursaturé en « Sel de l’os » (POSESLCUSES
Y Tissu calcifié
(PO,); Ca; (phase solide).
L’enzyme étudié a donc pour seule fonction physiologique d'enrichir en ions PO les humeurs baignant la substance préosseuse,
II. —— Phosphatase des os et rachitisme
Avant d'étudier les modifications pathologiques de lactivité phosphatasique des os, dans le cas du rachitisme, voyons quelles en sont les variations physiologiques en abordant la question sous l’angle quantitatif.
Les recherches de RoBISON et FELL [20], MARTLAND [53], SOAMES sont intéressantes. Les épiphyses des animaux jeunes sont plus riches en phosphatase que les os des adultes. La teneur est également élevée dans les centres d’ossification des os fœtaux. C’est à la même conclusion que parviennent Ro- CHE, FiLiPpi1 et LÉANDRI [89], dans un ensemble de recherches sur la teneur en phosphatase des os chez le Rat aux diverses périodes de la vie. Toutefois, on ne sait s’il faut attribuer entièrement la diminution observée de l’activité enzymatique des os avec l’âge au ralentissement de l’activité des cellules sécrétoires. En effet l’activité de cet enzyme, que l’on rencontre dans les épiphyses et la diaphyse des os longs, dans les territoires d’ossification haversiens, membraneux endo-
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chondral, tient non seulement à la quantité d’enzymes mais aussi à la présence d’activateurs et d’inhibiteurs spécifiques. C'est ainsi que les os des animaux adultes sont en général très pauvres en activateurs et voient, de ce fait, leur pouvoir phosphatasique renforcé par les ions Mg'*, tandis que les os des animaux jeunes activés au maximum én situ, sont peu sensibles à la présence d'ions Mg" in vitro (ROCHE, Fictppi et LÉANDRI).
ROBISON et SOAMES, ROBISON et MARTLAND [53] ont signalé que les os rachitiques du Rat paraissent plus riches en enzZyme que ceux d'animaux normaux. Par ailleurs POLICARD, PÉHU, ROCHE et BOUCAUMONT [71] étudièrent la répartition histologique de lenzyme et sa teneur dans la zone juxtaépiphysaire ; ils ont constaté que seules les zones ossifiables sont riches en phosphatase et que cet enzyme loin de faire défaut au rachitique humain semblait être particulièrement abondant chez celui-ci. La teneur du sérum en phosphatase est également très forte, la principale origine de l’enzyme sérique semblant devoir être recherchée dans les os.
Toutefois les conclusions relatives à l’os méritent d’être renforcées par de nouvelles expériences car elles sont basées sur des mesures où la teneur en phosphatase a été rapportée au poids des os, or celui-ci est largement fonction du degré de minéralisation des pièces squelettiques, lequel n’est identique dans l’os normal et dans l’os rachitique, aussi nous a-til paru utile de reprendre ces recherches à l’aide de la méthode de ROCHE, Firippr et LÉANDRI [89], laquelle rapporte l’activité phosphatasique au stroma protéique des pièces osseuses et non à l’os total, dont le degré de minéralisation est essentiellement variable.
Nous allons exposer ici le plan de notre travail sur les variations de l’activité enzymatique des os au cours du rachitisme.
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2° les os plats d’origine endochondrale ou membraneuse, pendant la même période ;
3° les os longs et plats de certains animaux en présence d'ions magnésium, lesquels sont activateurs de la phosphatase des os quand celle-ci n’est pas activée naturellement in situ, ceci afin de nous faire une idée sur le degré d’activation de la phosphatase chez le rachitique.
Dans tous les cas nous avons comparé les résultats obtenus à ceux donnés par des dosages effectués sur des os de Rats normaux de même poids.
IV. —— Marche des expériences et techniques
Nous avons soumis des Rats blancs âgés de quelques semaines à peine au régime rachitigène de RANDOIN et LECOQ [74]. Les animaux mis en expérience étaient d’un poids compris entre 25 et 60 grammes ; en pleine croissance ils sont très sensibles aux facteurs étiologiques des dystrophies osseuses et leurs os sont rapidement le siège de lésions rachitiques.
Les Rats ont été placés dans des cages à fond grillagé, audessous duquel se trouve un tiroir où tombent les excréments. Comme nourriture ils reçoivent à volonté de l’eau, et le ré-
gime rachitigène de RANDOIN et LECOQ, dont voici la composition
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Le régime administré a un rapport : Ca/P voisin de 8, il est donc déséquilibré par excès de calcium. Chez des animaux
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très jeunes on peut observer des troubles au niveau du cartilage de conjugaison quarante-huit heures après les avoir soumis à ce régime rachitigène. Nous avons commencé nos prélèvements, vers le sixième ou le dixième jours de l’expériences les animaux étant pesés et asphyviés au gaz d’éclairage. On prélève alors différents organes osseux. Les os longs : bien nettoyés, grattés, sont divisés en trois fragments : épiphyse supérieure, épiphyse inférieure, diaphyse, dont on enlève la moelle osseuse. Ces différentes parties sont lavées dans une solution de chlorure de sodium à 9 g. p. 100, puis soigneusement épongées avant d’être pesées. Un fémur et un tibia serviront au dosage de l’ion POS libéré par l’action de la phosphatase de ces os sur une solution d’ester phosphorique. L'autre fémur et l’autre tibia seront utilisés pour le dosage de l’azote. Les os plats : omoplate, voûte cranienne et les dents (incisives) sont également prélevés en vue des mêmes dosages.
DOSAGE DE L'ACTIVITÉ PHOSPHATASIQUE DES OS
Ce dosage a été mis au point, par J. ROCHE et FicipPr [88]. Il est basé sur la mesure de l’activité phosphatasique et sur le dosage de la teneur en azote de l’os, et son principe est le suiant : Le teneur en phosphatase de l’os est rapportée à son stroma protéique, considéré indépendamment des sels minéraux qui y sont déposés. Les mesures ainsi effectuées donnent des résultats bien plus précis que ceux des méthodes antérieures employées par ROBISON [75] et qui rapportent lactivité enzymatique au poids de los ; d’où l’erreur introduite dans le calcul de l’activité phosphatasique par la variabilité de la charge calcaire de l’organe.
Le fragment osseux à étudier est immergé pendant 18 heures à 37° dans 12 cm* d’une solution de B-glycérophosphate de sodium contenant 1 mg. de phosphore par em, et dont le pH, égal à 8,8, a été ajusté par addition de soude et contrôlé colorimétriquement. Le milieu est saturé de chloroforme afin d’éviter une pullulation microbienne. On dose par la méthode de BRIGGS-ROBISON les phosphates présents, et on calcule Ja quantité d’acide phosphorique libérée par l’hydrolyse du substrat. Les témoins (phosphore cédé au milieu par l'os) sont négligeables.
EE
L'’azote (presque exclusivement protéique) de l’os homologue est dosée par la méthode de Kjeldahl (microkjeldahl avec minéralisation sulfurique en présence du catalyseur au sélénite de mercure de DUMAZERT et MARCELET), il suffit par la suite de calculer la quantité d'azote contenue dans le fragment osseux qui a servi au dosage BRïGGS-ROBISON pour rapporter à 100 mg. d’azote osseux l’activité phosphatasique relative A, donnée par l'expression
mg. P libérés X 100
Are Et = 2 _ mg. N contenus dans le fragment osseux
V. -— Résultats expérimentaux
Nos recherches ont été poursuivies sur trente-deux Rats, pesant environ de trente à quatre-vingt grammes au début de l’expérience et répartis en trois séries.
PREMIÈRE SÉRIE. — Nos Rats ont été mis au régime RaAN- DOIN et LECOQ ; sept jours après, le premier a été sacrifié et l’activité phosphatasique dosée dans les os précités. Les autres ont été tués de quatre en quatre jours à partir du dixième, l'expérience durant en tout 38 jours.
DEUXIÈME SÉRIE. —- Onze Rats ont été sacrifiés du dixième au vingt-septième jour de régime.
TROISIÈME SÉRIE. — Douze Rats rendus rachitiques furent tués du sixième au vingt-huitième jour de régime.
Nous avons suivi les variations de l’activité phosphatasique en fonction de l’évolution du rachitisme animal et chez des animaux normaux témoins, de même poids. Tous les résultats ont été groupés en dix tableaux. Quatre de ceux-ci (IV, V, VI et VIT) contiennent les variations de l’activité enzymatique des os longs dans les épiphyses (cartilages de conjugaison) et la diaphyse, quatre autres (II, IX, X et XI) groupent les activités phosphatasiques des os plats. Enfin, on trouvera dans les tableaux VIIT et XIL, des résultats sur l’activité enzymatique des os en l’absence ou en la présence d’ion magnésium à la concentration activatrice optima (JENNER et. Kay [41]. Cet ion a été introduit dans certaines expériences, par addition au mi-
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lieu d’hydrolyse (12 cm#) de 0,5 cm° d’une solution de sulfate de magnésium titrant 0,05 p. 1.000 cm3.
Ayant commencé nos expériences sur des animaux soumis au régime rachitigène depuis six jours nous avons vu dès ce moment là : dans les fémurs et les tibias, des cartilages de conjugaison larges et mous ; de plus l’ensemble de l’os est peu résistant et très irrigué. Vers le treizième jour les cartilages sont encore mous et très larges. Aux environs du seizième jour ils deviennent peu distincts. Vers le vingt-deuxième jour du régime ils sont durs, étroits et calcifiés ; la « guérison spontanée » du rachitisme s’est alors opérée.
Voici l’ensemble des résultats obtenus au cours du rachitisme et chez des animaux normaux témoins de même poids.
TABLEAU III
Activité relative de la phosphatase des omoplates, voûte cranienne et incisives chez les Rats normaux (animaux témoins des tableaux suivants).
Activité phosphatasique relative de
Poids — = = = _—_—— =
des | Les Voüte cranienne Omoplate Incisives |
25 39 54 61 32 ka 47 49 32 56 61 61 40 34 40 32 42 36 30 36 50 29 36 CL 58 2% 47 42 60 31 21 30 82 21 19 33
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TABLEAU IV
Activité phosphatasique relative des diverses portions du tibia el du fémur chez le Ral normal aux périodes successives du développement. (Tableau emprunté à J. ROCHE et A. LÉANDRI).
Activité phosphatasique relative du | no Fémur Tibia l'animal (g-) Epiphyse | Epiphyse Dia- Epiphyse | Epiphyse Diasuperieure | inférieure | physe | supérieure | inférieure | physe 6 57 32 60 57 58 92 6 85 74 102 83 98 106 8 62 66 201 86 73 104 11 62 66 185 97 86 140 42 40 68 104 = 67 53 16 73 59 124 81 76 129 22 73 81 137 69 99 132 25 80 39 142 33 118 80 27 84 34 83 42 48 96 3 48 41 24) 49 57 78 &1 37 51 66 34 50 62 45 50 63 99 47 49 57 51 21 22 40 23 D 37 | 53 23 11 42 22 17 25 65 10 15 12 12 22 25 65 19 27 24 12 25 28 75 20 16 21 13 17 24 tre 13 10 16 13 42 18 100 10 15 12 6 11 10 102 12 15 30 13 40 26 105 13 8 15 10 =— 12 120 8 7 10 8 10 10 147 9 42 13 7 10 14 157 12 o 12 10 11 14% 157 9 D 12 9 141 8 160 13 7 10 11 11 11 162 11: 16 10 = 10 16
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Activité phosphalasique relative des os plats chez le Rat, au cours
Rs.
TABLEAU IX
du rachitisme.
Activité phosphatasique relative des os plats chez le Rat, au cours
; Activité phosphatasique relative de nr Poids Nombre initia :
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TABLEAU XI
Activité phosphatasique relative des os plats chez le Rat au cours du rachitisme.
Activité phosphatasique relative Poids Poids Nombre |- = EU final du Rat | de.jours var lg.) (g.) de régime Omoplate ininne Incisives 29 26 6 115 4% 54 24 20 8 45 70 66 De 30 13 175 150 132 28 23 15 211 79 78 35 38 16 152 10% 122 30 34 20 124 91 128 30 40 22 126 68 114 26 35 27 103 SL 77 31 55 28 31 32 49
TABLEAU XII
Parallèle entre l'activité phosphatasique des os plats de Rats rachiliques T, et, l'activité phosphatasique des os plats de Rats rachitiques en présence de l'ion activateur Mg. Les animaux des deux lots sont de poids analogue et ont été soumis au même régime pendant le même temps.
Activité phosphatasique relative
Poids Poids Nombre initial
témoin sans
Mg*+
Mg*+ en présence
final du Rat| de jours s SA 0 Fe Vote es (g.) (g,) de régime moplate | &ranienne ncisives
de Mg**
Plus les animaux soumis au régime rachitigène de RANDOIN et LECOQ sont de faible poids, plus l’activité enzymatique est accrue au début de l'expérience.
Ces faits sont à rapprocher de ceux observés par À. ROCHE et I. GARCIA [82] au cours de leur étude de l’évolution du rachitisme expérimental chez le Rat en croissance. En effet lorsqu'un animal de 20 à 30 grammes est soumis au régime de RANDOIN-LECOQ il présente rapidement des lésions du type rachitique dans les cartilages de conjugaison de ses os longs. Puis ces lésions s’aggravent et atteignent leur gravité maxima du douzième au quinzième jour d'expérience ; par la suite les animaux continuent à se développer, leur os se calcifient et paraissent guéris spontanément, bien que leur degré de calcification demeure toujours inférieur à celui des témoins. Le rachitisme expérimental évolue donc en deux phases, à savoir : l’organisation des lésions chez des animaux très jeunes (de 20 à 50 grammes) et la calcification des os rachitiques quand le premier stade de la croissance est dépassé (vers 80 à 100 g). L’augmentation de la teneur en phosphatase correspond seulement à la première de ces phases.
VI. — Discussion des résultats
Examen d'ensemble des résultats.
Notre but est de savoir si le rachitisme peut avoir pour origine une déficience du mécanisme d’enrichissement local en ions POS. Les valeurs de l’activité enzymatique dans le cas pathologique qui nous intéresse, n’ont une pleine signification que si elles sont comparées à l’activité de la phosphatase des os d'animaux normaux et de même poids. Afin d’avoir une claire expression des résultats obtenus, nous avons tracé les courbes ci-dessous mettant en parallèle l’activité phosphatasique des os rachitiques et celle des os normaux.
PR RTE
A Épip h. sup
RACHITIQUES | 5 Diaphysé 0 He
5 Épiph Sup.
NORMAUX {9 DiSDDpse © £piph in
Activité phosphatesique relative
G 10 15 20 25 F0 M ESS Jours de regime FIGURE 3. — Activité phosphatasique relative des Tigras de Rats
normaux ou rachitiques de même poids.
Abscisses : jours de régime rachitigène, Ordonaées : Activité enzymatique.
300 a Épiph. SUP.
racumpus| s Diaphyse S e Épiph: in à Epiph.su
k hu
NORMAUX de (55 0 Épiph.inf
Activité phosphatasique relative
Jours de regime FIGURE 4. — Activité phosphatasique relative des FÉMURS de Rats
normaux où rachitiques de même poids.
Abscisses : jours de régime rachitigène, Ordonnées : Activité enzymatique,
DR
2 [A Omoplate.
RACHITIQUES\ m Voute craniénne e Incisives à Omoplate NORMAUX | a Voute cranienne 0 o ncisives S É ô È S 200 : À Ÿ À & ; À D 157 à ma" + e ee = 2 * e 4 à à C2 S = 8 À © CAM À 100 8 ., A D L] 5 e ñ A À Ÿ CE °° =: e " e > & Fe d o À ê s ‘28 À Lun K 50Çe ab à ô à Or 4 6 ie à de po 400 9 À 0 y 4° À os 800 8 48 :
oh Een - de Re ï 8 â o : Fe Ë ; Jours de regime FIGURE 5. -— Activité phosphatasique relative des OMOPLATES, Vou-
TES CRANIENNES et INCISIVES de Rats normaux ou rachitique de même poids.
Abscisses : jours de régime rachitigène. Ordonnées : Activité enzymatique.
so : à Épiph. sup. à Épioh su STE one +m) le fee Le IVe Épiph inf Se Épiph.inf D Ô (°) $ > S û à .
5 10 15 20 95 RES Jours de reg/me FiGure 6. — Activité phosphatasique relative de Tigras de Rats
rachitiques en la présence ou en l’absence de Mg*.
Abscisses ? jours de régime rachitigène. Ordonnées : Activité enzymatique.
LORS
EN (el à “ : ; 4 Epiph sup _ DID :
Diaphyse’ 150 = (SANS Mg )] £ Dh in £
hs o 5 Ha dphy, 5e à © Épiph. Fe
Achuié phosphatasique relative
5 10 15 20 nes 30
Jours de régime FIGURE 7. — Activité phosphatasique relative des FÉMURS de Rats RAS en la présence ou en l'absence de Mg”.
Abscisses : jours de régime rachitigène. Ordonnées : Activité en- :] 8 $
zymatique,
200 ; A Omoplate Fe ne A ) {« ue craniênne Ÿ [\ 7! (le /ncisives = A Omoplate.
IV 00 4m (e] Con ere Ÿ 150 _ A re d e À © S à % 4 TS 100 % LQ [e| Ÿ e S [e] & 50 = = S S à etre A ENT ET te 5 10 15 80 _ $5 30 Jours de régime FIGURE 8. -— Activité phosphatasique relative des OMoPLATES, Vou-
TES CRANIENNES €l INCISIVES de Rats rachitiques en la présence ou en l’absence de Mg'*.
Abscisses : jours de régime rachitigène. Ordonnées : Activité enzymatique, ;
Ces figures permettent de faire deux groupes de déductions relatives à : 1° l'étude de l’activité phosphatasique des os au cours du rachitisme expérimental ; 2° l’étude de cette activité enzymatique en présence d’ion magnésium.
ACTIVITÉ PHOSPHATASIQUE DES OS AU COURS DU RACHITISME EXPÉRIMENTAL
Examinons tout d’abord les figures IT et IV. L'activité phosphatasique dans les différentes parties des os longs (épiphyse supérieure. diaphyse, épiphyse inférieure) est plus grande chez les animaux rachitiques que chez les Rats normaux de même poids, durant une période allant approximativement du sixième au vingtième jour d'expérience. L'activité de la phosphatase décroit ensuite et se rapproche de celle des os normaux jusqu'à la fin de nos expériences.
Un parallèle avec les remarques déjà notées au sujet de l'aspect du cartilage de conjugaison lors de la dissection des os à été résumé dans le tableau suivant (Tableau XII).
TABLEAU XIII
Nombre Aspect du Activités
de jours de régime cartilage de conjugaison phosphatasiques
Du 6° au 12° jour en- en IRON error larges et mous Grande activité phos-
phatlasique
Du 12e au 17° jour en- Le NAT Oeserieee na très larges et mous | Grande activité phos
phatasique
Du 17e au 22° jour en-
MILONE ee Per peu nets, en voie de | Diminution del’activité calciticatisn phosphatasique Au 22° jour environ, ossiliés Activité phosphata-
sique normale
D’après ce tableau nous voyons très nettement que l’activité phosphatasique varie en raison inverse du durcissement du cartilage de conjugaison dans les os rachitiques, c’est-à-
ee
dire que l’activité du mécanisme d’enrichissement local en ions PO; est très augmentée alors qu'aucun dépôt calcaire ne se produit, constatation qui peut être rapprochée de celles faites par J. ROCHE et A. Fizippi [88], dans le cas de fracture osseuse. Les os fracturés sont riches en phosphatase surtout avant que les processus de calcification du cal n’aient pris une grande intensité.
Ce sont là des faits observés dans des cas pathologiques, mais il est à remarquer aussi, dans le même ordre d’idée, que dans un organisme normal en croissance, c’est seulement au stade du développement où l’augmentation de la teneur des os en sels est la plus rapide que la teneur en phosphatase est la plus élevée. Toutes ces données concordent pour prouver que, comme l’avait déjà pressenti RoBisoN [75], il existe sans doute des processus d’ossification autres que ceux auxquels participe cet enzyme.
Tout le système osseux est affecté dans le rachitisme, l’augimentation, puis la diminution de la teneur en phosphatase se manifestent parallèlement dans tous les os, os longs pourvus de cartilage de conjugaison, o$S plats d’origine membraneuse ou cartilagineuse. L'activité phosphatasique des uns et des autres redevient normale lors de la « guérison spontanée ». ù
ACTIVITÉ PHOSPHATASIQUE EN PRÉSENCE D’'IONS M£g‘* DANS LES OS DES RACHITIQUES.
Il se peut que l'intensité de l’activité de la phosphatase dans les os soit due aux variations de la proportion d’activateurs et d’inhibiteurs spécifiques parmi lesquels les sels de magnésium et divers acides aminés jouent un rôle physiologique important (ERDTMANN [19] et Bopaxskyx [1]). A la suite des recherches de ROCHE, LÉANDRI et FiLiPpr [89], de ROCHE et BULLINGER [87] on peut dire que l’enzyme des os est à un degré d'activation presque maximum du début de la croissance ; puis cette activité décroît, surtout en raison de l’appauvrissement du milieu en coenzyme. La diminution de l’activité phosphatasique est soumise à un moindre degré, aux variations
de production de l’enzyme par le tissu osseux (Scoz et MARAN-
GONI [100 |).
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La figure IX obtenue d’après les résultats de ROCHE, Firrppi et LÉANDRI, montre clairement ce que nous venons de signaler : l’action activatrice de l’ion Mg” sur l’hydrolyse du B-glycérophosphate de sodium est faible au début de la croissance, mais très marquée dans les os d'animaux adultes qui ne sont donc pas dépourvus de phosphatase, mais pauvres en activateurs. Elle permet d'interpréter les figures VI et VIT que nous avons établies à l’aide de données obtenues sur le Rat rachitique. Après le même nombre de jours de régime, nous avons sacrifié trois Rats rachitiques de poids analogue, et nous avons dosé l’activité enzymatique des os de l’un d’eux en la présence d’ion Mg’. Nos expériences portant sur les os longs, les os plats et les dents ont donné des résultats exposés dans les tableaux VIILet XII.
En examinant les figures VI et VII nous pouvons conclure que lion Mg‘ augmente relativement peu le pouvoir phospha-
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tasique des os des jeunes Rats rachitiques. Les points obtenus sont dans l’ensemble, du même ordre de grandeur. Et la figure IX montre bien quelle peut-être dans certains cas la puissance activatrice des sels de magnésium. La figure VIII relative aux os plats et aux dents est encore plus suggestive que les précédentes.
Donc aussi bien dans les os longs que dans les os plats-et les dents, l'activité du système phosphatasique est voisine du maximum chez les rachiliques ; les os sont alors très riches en activateurs.
NITTSE= Conclusions.
L'étude des variations de l’activité phosphatasique au cours du rachitisme expérimental, poursuivie dès les premiers jours de la maladie jusqu’au stade de guérison spontanée, nous permet de conclure ainsi
1° La teneur en phosphatase est plus élevée dans les os de l’ensemble du squelette (os longs, os plats, dents) chez les animaux rachitiques que chez les animaux normaux de méme poids. Donc les dystrophies osseuses observées chez les rachitiques n’ont pas pour origine une déficience du système phosphatasique. La cause du défaut de calcification de la matrice protéique existant dans le rachitisme doit être recherchée dans un autre des facteurs participant à l’ossification.
2° L'activité enzymatique des os d'animaux rachitiques de 30 à 40 grammes, n’est pas susceptible d’être beaucoup augmentée par l’ion Mg‘, ce qui nous permet de dire que dans les organes osseux de ces Rats l’enzyme présente son activité maxima, probablement en raison de la richesse en coenzyme du squelette, comme tel est aussi le cas dans les os des Rats normaux en croissance.
SECONDE PARTIE
Aïfinité de la matrice préosseuse pour les ions phosphorique et calcium dans le rachitisme expérimental.
Ayant constaté dans nos expériences précédentes que la formation des lésions rachitiques ne mettait pas en cause le mécanisme phosphatasique, nous avons orienté notre attention non plus vers l’apport des matériaux nécessaires à la calcification, mais vers la fixation de ceux-ci par la matrice préosseuse. Ces deux processus sont indépendants l’un de l’autre ; ce sont deux phases, deux étapes de l’ossification, contrairement à ce que pensait RoBison [75]. Cet auteur envisageait un mécanisme phosphatasique ou premier mécanisme et un second mécanisme de celle-ci, comportant la fixation des- sels sur la matrice protéique de l’os. Or il existe un mécanisme d'apport minéral à la substance osseuse et, indépendamment de celui-ci, on trouve au niveau de la substance préosseuse une protéine particulière qui permet la fixation du sel de Pos. On peut dès lors se demander si les dystrophies osseuses du rachitisme ne sont pas dues, en partie tout au moins, à une réduction de l’affinité de l’os pour les sels minéraux, qu’il fixe normalement en abondance.
Les évènements actuels ne nous ont pas permis d'obtenir à cet égard de nombreux résultats. Maïs nous n’en n’avons pas moins cru devoir indiquer ici les essais auxquels nous nous sommes livrés, car ils constituent un point de départ pour les recherches que nous aurions désiré poursuivre. Nous examinerons successivement : les travaux antérieurs aux nôtres sur ce sujet, la méthode d’étude à laquelle nous nous
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sommes arrêtés, et enfin les résultats obtenus sur des os d'animaux normaux en croissance servant de témoins, puis sur les animaux rachitiques.
I. — Calcification in vitro
Rogisox [75] et ses collaborateurs, ont fait depuis 1925 des expériences de calcification in vitro afin d'étudier particulièrement le rôle des esters phosphoriques dans lossification. Ils montrèrent sans l'expliquer l'importance de la matrice préosseuse dans la fixation du sel de los, ils ne donnèrent pas de résultats quantitatifs. Par ailleurs LOGAN et TAYLOR (45, 46, 47], plus récemment (1935, 1937, 1938), étudièrent la solubilité du sel de l’os in vitro. Ils ont apporté des résultats qui, bien que n’ayant pas directement trait à la formation de l’os in vitro, n’en ont pas moins pour nous un grand intérêt. Toutes ces expériences éclaircissent en effet progressivement certains points du problème posé.
« Le fait que les os des animaux rachitiques ne manquent pas de phosphatase me conduisit, dit ROBISON, à essayer si la calcification pouvait se faire en immergeant ces os in vbitro dans des solutions d’hexosemonophosphate de calcium ou d’autres esters phosphoriques hydrolysables >». ROBISON conduisit des expériences en collaboration avec Miss SOAMES et GOLDBLATT [31] puis avec la collaboration histologique de Miss FELL [20]. L’expérimentation était la suivante : des cartilages costaux ou des coupes d’épiphyses de tibias de Rats rachitiques étaient immergés durant 16 heures à 37° dans une solution d’hexosemonophosphate de calcium ou de glycérophosphate de calcium. L’os homologue plongé dans une solution de phosphate de sodium ou de chlorure de sodium servait de témoin, le milieu étant dans les deux cas saturé de chloroforme. On observait en général que la zone du cartilage hypertrophié se calcifiait, tandis que les petites cellules du cartilage épiphysaire ne présentaient aucun dépôt calcique. La calcification in vitro, se fait exactement où elle aurait eu lieu in vivo chez un animal normal. Mais, dans ce cas, les conditions sont tout à fait différentes de celles rencontrées dans l’organisme vivant ; la solution est très concentrée en calcium et ne contient pas de phosphates inorganiques tant
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que la phosphatase n’a pas hydrolysé l’ester phosphorique.
SHIPLEY [104] en 1924, puis en 1926, SHirLey, KRAMER et HOWLAND [104] immergèrent des os de Rats rachitiques, le premier dans du sérum de Rats normaux, le second dans une solution stérile de sels inorganiques (CINa, SO,Mg, CO;NaH) contenant les ions Ca” et POS en quantités identiques à celies existant dans le plasma, soit 18 mg. de calcium pour 100 cm et 4 mg. de phosphore pour 100 em. La calcification s’opère alors « normalement » en 9 heures environ. Ces auteurs concluent de l’examen histologique des coupes d’os que < dans l’ossification in vitro des os rachitiques comme dans le rachitisme humain, le premier fait que l’on observe est la formation d’une ligne de calcification dans le cartilage proliférant ; la calcification ne se manifeste pas uniformément dans une zone, mais dans de petites aires séparées les unes des autres, par du cartilage non calcifié qui s’ossifient progressivement... ». Il s’agit donc de la reproduction in vitro d’un processus physiologique. Par ailleurs le phosphate tricalcique se dépose dans une matrice intercellulaire de substance osseuse et non dans le cytoplasme cellulaire.
RoBisoN et SOAMES en 1928 et 1930, virent que la calcification s’effectuait à des concentrations en ions calcium et phosphoriques plus faibles en présence d’un ester phosphorique qu’en l’absence de celui-ci. Dans ce cas, le produit minimum [Ca] X [P] requis pour obtenir la précipitation est plus bas. 0,5 mg. P pour 100 cm’, sous la forme d’ester phosphorique (taux de cet ester dans le plasma) peuvent déterminer la précipitation de phosphate tricalcique quand le milieu contient Ca'*. Plus le taux des esters est élevé plus la précipitation augmente. Pendant l’expérience, il se produit une légère augmentation de la cencentration du phosphate inorganique dans le liquide où l’os est immergé, mais elle dépasse rarement 0,5 mg. pour 100 em* et n'apparaît que vers la fin de la période d'immersion.
Différents auteurs ont étudié l'influence de plusieurs facteurs sur la calcification in vitro. SHipLEY [104], Hozr [36] en 1927, KRAMER [36], SHELLING et ORENT, à la même époque, ont établi que le chlorure de sodium, le chlorure de potassium et le chlorure de magnésium sont des inhibiteurs de la calcification. Dans le cas où ces corps sont présents, la valeur du produit [Ca] x [P] requise pour obtenir la précipitation est
plus grande. L’acétone, l’alcool, le chloroforme ont peu ou pas d’effet sur la phosphatase. Le cyanure de potassium est faiblement inhibieur en présence d’ester, mais le formol l’est fortement. Cependant dans une solution de sels inorganiques une concentration M/1000 de cyanure de potassium arrête la calcification. Ce fait montre que l’activité des cellules vivantes est nécessaire dans le processus d’ossification. D’autre part, la dessication du cartilage ou le traitement par les solvants des corps gras réduit son aptitude à se calcifier, mais ne touche pas le mécanisme phosphatasique.
Mac LEOD et ROSENHEIM [78] ont étudié l’action du bicarbonate de sodium sur la calcification. Lorsque le taux de bicarbonate de sodium atteint 0,2 pour 100 cm*, c’est-à-dire une concentration voisine de celle trouvée dans le sang, la calcification se fait régulièrement avec [Ca] X [P] plus bas, que pour des concentrations de l’ordre de 0,03 pour 100 cm utilisées dans les premières expériences. Il faut en conclure qu’un complexe carbonatophosphaté précipite et que sa solubilité est moindre que celle de (PO,),Ca; qui se forme, en l’absence de bicarbonate. La précipitation séparée de carbonate de calcium paraît exclue, car aucun dépôt ne se fait en l'absence de phosphate, même avec de fortes concentrations de calcium.
Au point de vue du pH Ia calcification in vitro se fait entre pH = 6,5 et 8. Dans les solutions acides, les quantités de calcium et de phosphate utiles pour obtenir la précipitation sont plus grandes que dans les solutions alcalines, et les résultats les meilleurs sont obtenus pour des pH voisins de celui du plasma, soit à pH — 7,4-7,2.
ROSENHEIM et ROBISON [78] ont étudié l’action des protéines du sérum, du glucose, et d’autres constituants organiques du sang, sur la calcification in vitro. Si l’on ajoute 7 p. 100 de protéines du sérum à une solution saline, il faut pour obtenir alors une précipitation, augmenter les concentrations de phosphore et de calcium, car il se forme une combinaison protéine-calcium qui diminue la concentration des ions Ca‘ dans la solution. Le glucose donnerait ainsi une combinaison : calcium-glucose qui diminue le calcium ionisé et a de ce fait une action inhibitrice sur la calcification.
Miss FELL [20] du « Strangeways Research Laboratory » de Cambridge a montré qu’un fémur d’embryon de Poulet de
5 jours, cultivé in vitro dans une solution calcifiante, continue un remarquable développement normal, tant histologique qu’anatomique. De plus (FELL et RoBisoN 1929 [20]) au moment de la transplantation, les cartilages de cet os ne possèdent pas d’activité phosphatasique mesurable, mais après trois jours in vitro, cette activité enzymatique peut être mise en évidence et elle s’accroît progressivement. Ceci est observé seulement où des cellules hypertrophiques se forment dans des cartilages qui s’ossifient normalement. À la suite de ces expériences, RoBisoN [75] conclut : « Cette grande augmentation de dépôt de sels de calcium, et la délimitation nette de la zone de calcification des transplants après traitement par des solutions calcifiantes, semble indiquer que la capacité de poursuivre la calcification est une propriété spéciale associée à un stade défini du développement de la substance intra-cellulaire ».
On peut espérer mettre à profit la calcification des os in vitro pour préciser la nature de la combinaison phosphocalcique prenant naissance primitivement dans la minéralisation du squelette. D’après de nombreuses expériences le précipité qui se forme dans des mélanges salins in vitro semble être en première approximation (PO,),Ca; ; mais des variations de composition ont été observées en fonction de la composition de la solution à partir de laquelle il se constitue (KLEMENT, GASS- MANN). De plus lorsque le précipité demeure en contact avec le solvant, sa composition est altérée et le rapport : Ca/P augmente. Le précipité obtenu par l’union de POS et Ca* en solution légèrement acide peut être PO, CaH. Il se transforme lentement en (PO;):Cas. Si CO;NaH est présent dans la solution, on obtient un précipité de 3 (PO;)2Ca3. CO;Ca. La nature chimique du sel de‘l’os dépend de la marche de sa précipitation.
Le sel de l'os se forme-t-il par un mécanisme du même ordre, en une seule fois ou en plusieurs étapes ? Suivant cette seconde hypothèse, le précipité obtenu en premier lieu (soit (PO,):Caz) adsorberait par la suite des ions supplémentaires tels que : Ca“ et CO, de la phase liquide. La concentration des ions Ca‘ et POS nécessaire pour former le sel de l'os, dépend du processus de précipitation.
Locax et TayLor [45] ont cherché pour quelles concentrations en ions calcium et en ions phosphorique le sel de los
TT ee
précipite de la solution. Ils ont suivi les variations du produit de solubilité : [Ca“]# xX [PO;}?. Selon les quantités plus ou moins grandes de sel de l’os où de phosphate tricalcique, en équilibre in vitro avec une solution contenant les ions PO:,, CO; et Ca“. LoGaN et TayLoRr [45] sont arrivés à cette conclusion. Le produit ionique [Ca*‘}; x [PO]: augmente tandis que la quantité d’os, ou de précipité (PO,),Ca; en équilibre avec la phase liquide décroît au-dessous de 150 mg. par litre ». Si le sel de l’os consistait uniquement en des molécules formées par l’union simultanée des ions, le produit de solubilité du sel obtenu à partir des solutions sursaturées serait essentiellement le même, que peu ou beaucoup de phase solide se trouve en équilibre avec la phase liquide.
En général, les os des animaux jeunes ont une proportion de CO; à P plus petite que celle- existant dans les os adultes (HUGOUNENQ 1900). Cet enrichissement progressif en carbonate peut être dû à des changements très lents, analogues à ceux observés dans les précipités à long équilibre. LoGan et TAYLOR [45] ont remarqué que la composition de tels précipités dépend de la teneur de la phase liquide en ions Ca**' et en anions CO; et POS qui peuvent être adsorbés. Ces expériences montrent quelle est la complexité de l’étude du « sel de l’os » au point de vue de sa formation, de sa nature chimique et de son évolution. Mais ces données sont-elles applicables à la calcification rapide de coupes d’os ? Cela est probable en première approximation. Toutefois les processus de « remplacement » des ions POS et CO; ou CO. signalés par LoGaN rendent à coup sûr difficile lPinterprétation des faits observés.
Nous nous sommes proposés, en employant la méthode de calcification in vitro, d'essayer de voir quelles sont les quantités de phosphore et de calcium fixées par les cartilages de conjugaison et les os métaphysaires d'animaux normaux, et de faire le rapport des ions POS et Ca” enlevés à la solution par l'os.
Le « sel de l’os > pouvant être soit (PO;),Caz, soit PO;CaH, soit 3(PO,;)»Cas. CO;Ca, les rapports du phosphore au calcium dans ces différents sels, sont respectivement
HR — 0,46 pour 3 (PO,),Ca,. CO,Ca PF
a D'olpour (PO,), Cas
SEUA vas
4 0111poutr PO, Caï.
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Notre premier but est de comparer les rapports expérimentaux observés à ces rapports théoriques et d’en déduire si les ions POS et Ca fixés le sont en quantité correspondant à la formation de l’un ou de l’autre sel.
Par ailleurs cette étude devait en outre permettre de mesurer l'affinité d'un fragment osseux pour les ions calcium et phosphorique au contact desquels il est placé. I en découle que si on la poursuit parallèlement sur des os normaux et sur des os rachitiques on doit pouvoir répondre à la question suivante : posée depuis 1910 par LEHNERDT : Le rachitisme est-il une maladie au cours de laquelle les os présentent une réduction d’aptitude à fixer les sels phosphocalciques ? C’est là un problème important à résoudre et jusqu'ici les travaux qui lui ont été consacrés sont d’ordre qualitatif. Le plus important d’entre eux a été poursuivi par ROSENHEIM [78]. Il a porté sur l’ossification in vitro, de cartilage de conjugaison, d’os de Rats rachitiques soumis depuis des temps plus ou moins longs au régime provoquant la dystrophie. La conclusion est : « l’aptitude du cartilage à se calcifier diminue au fur et à mesure que l’on prolonge la période de régime rachitigène ». Il est difficile de ne pas accepter le fait que des modifications dans le pouvoir calcifiant du cartilage peuvent jouer un rôle dans le rachitisme. Nous nous sommes efforcés de préciser l’importance de ce rôle.
II. -— Marche des expériences
Nous avons divisé notre travail en trois parties
1° Mise au point du dosage des ions Ca‘, sur une solution nutritive titrée, et ceci afin d’apprécier le degré de précision des mesures que nous nous proposions de faire.
2° A) Fixation des ions Ca‘* et POS par les cartilages de conjugaison et les os métaphysaires de fémurs de Veau im-
ep ee
mergés dans une solution calcifiante. Ces essais devaient permettre une stardadisation de notre méthode de mesure de l’affinité de l’os pour les ions.
B) Fixation des ions PO et Ca‘ par des cartilages de conjugaison des os de jeunes Rats normaux.
3° Fixation de ces ions par des cartilages de Rats rachitiques. |
A. — DOSAGE DU CALCIUM DANS LES MILIEUX NUTRITIFS
Nous avons employé une méthode très voisine de celle, classique, de KRAMER et TispALL. En voici la description.
Le principe du dosage est le suivant : on précipite le calcium à l’état d’oxalate ; on recueille le précipité, on le dissout dans de l’acide sulfurique à chaud, et on titre l’acide oxalique libéré, par le permanganate de potassium.
Nous avons préparé une solution titrant : 2 mg. de calcium par em à partir de CO;Ca qui, en milieu chlorhydrique, se transforme en chlorure de calcium, soluble. Devant doser des quantités de calcium extrêmement faibles, nous avons dilué la solution initiale au cinquantième, en sorte que 1 em* de solution contient 9 mg.,04 de calcium et dans un autre groupe d'expériences la solution a été diluée au 1/100, 1 cm contenant alors 0,02 mg. de calcium.
Le mode opératoire du dosage est le suivant : 8 em° de liquide, soit 0 mg.,02 de calcium sont prélevés, 2 em de solution tampon acéto-acétique sont ajoutés pour ajuster le pH entre 4 et 5,5, afin d’avoir une bonne précipitation de l’oxalate de calcium, que l’on obtient par addition d’1 em* de solution saturée d’oxalate d’ammonium. Agiter, puis laisser reposer pendant 12 heures, laver le précipité par centrifugation plusieurs fois avec une solution saturée à froid d’oxalate de calcium ; ajouter 2 cm* d’acide sulfurique N. Faire dissoudre le précipité au bain-marie. Diluer à 5 ou 6 cm, tiédir et titrer avec une solution 0,01 N de MnO,K fraîchement préparée à l'aide d’une microburette.
Nous avons réuni dans les tableaux suivants les résultats des différents essais que nous avons faits, afin que l’on puisse se rendre compte de la précision obtenue.
TABLEAU XV
Dosages de Ca* sur une solution litrée à 0,02 mg. Ca par em
Quantité mise en expérience : 8 cm3 — 0,16 mg. Ca. 0,174 0,15 0,16 0,158 0,146 0,176 0,15 0,16 0,154 0,14:
0,154 0,158 0,15 0,152 0,16 0,16 0,164 0,18 0,158 Moyenne 0,166 | 0,162 | 0,153 | 0,155 | 0,154 Erreur !/, +3,7| + 1,2 | — k,3 | — 3,1 | — 3,7
Nous pouvons appliquer ce dosage à nos recherches ultérieures, les résultats étant satisfaisants.
Nous avons employé pour doser les ions PO, la méthode de BricGs-RoBison. Nous utilisons pour comparer les colorations obtenues dans nos essais à celles des témoins, le photomètre de PULFRICH et non un colorimètre ; la précision des résultats est en moyenne de deux à trois p. 100 sur des quantités de 20 à 70 + P. Nous avons appliqué ces dosages à l'étude
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de la fixation des ions POS et Ca par des fragments osseux : cartilages de conjugaison et os métaphysaires de fémurs de Veau et de cartilages de conjugaison de Rats.
B. — FIXATION in vitro DES IONS POS ET Ca* SUR DES: FRAGMENTS OSSEUX.
Préparation de la solution nutritive
Nous avons vu que RoBIsON [75] avait tout d’abord réalisé des calcifications in vitro dans des conditions très différentes de ceiles du milieu biologique. Plus tard des solutions et des sels inorganiques contenant les ions Ca‘ et PO au même taux que le plasma, furent employées. Nous avons utilisé comme liquide de macération des fragments osseux , la solution de
sels inorganiques de ROBISON dont voici la composition pour 100 cm.
Chlorure desSodINEErE PP rPEEr re 0,90 p. 100 Bicarbonatesdensodium ere Pr "er re 6,03 p. 100 Chlorure de po tASSENEEEerENE 0,04 p. 100 Sulfate de magnésium cristallisé.. 0,025 p. 100
A cette solution il faut ajouter 0,027 g. de chlorure de calcium qui donnent : 10 mg. de calcium p. 100 cm et 2 cm°,42 de la solution tampon de phosphate M/15 de SÔRENSEN de pH — 7,38 qui apportent 5 mg. de phosphore p. 100 cm#.
Il se forme de petites quantités de carbonate de calcium que l’on fait dissoudre en ajoutant environ 10 gouttes de CIH à 1 p. 100, le pH, alors un peu plus bas est voisin de 7. On le mesure à l’électrode de verre. La solution ainsi préparée est titrée en calcium et en phosphore suivant les méthodes indiquées plus haut.
Marche des expériences et résultats obtenus
Dans tous les cas nous avons expérimenté de la manière suivante : dans 10 cm* de solution, 50 ou 100 mg. d’os métaphysaire ou de cartilage de conjugaison soigneusement lavés dans du chlorure de sodium à 9 p. 1000 et épongés sont mis à macérer pendant 16 ou 18 heures à la température de 37°. Le milieu est saturé de chloroforme. Quelques fragments osseux immergés dans une solution isotonique de chlorure de sodium pur (9 p. 100) et mis à l’étuve pendant le même temps que les
essais. [ls serviront de témoins. Les tubes étant retirés de l’étuve, on décante le liquide, et on le déprotéinise par une solution d’acide trichloracétique à 8,5 p. 100. Le filtrat obtenu sert au dosage des ions POS et Ca'° restants.
Les témoins ont dans tous les cas prouvé que, dans les conditions adoptées, la zone osseuse mise en expérience ne cédait pas de phosphore à la solution de chlorure de sodium, mais cédait du calcium en quantité dosable. Il s’en suit que nous avons dû tenir compte de ce dernier facteur, dans le caleul de la fixation des ions Ca.
Nous avons voulu voir toutefois, si le caicium était cédé en quantité analogue, d’une part à la solution de sels inorganiques de RoOBISON (sans Ca* ni PO), d’autre part à la solution isotonique de chlorure de sodium. Le tabieau suivant résume nos essais :
TABLEAU XVI
Parallèle entre la quantité de calcium libérée après macération pendant 16 h. à 37° par 100 mg. de cartilage de conjugaison ou d'os métaphysaire immergés soit dans 100 em? de la solution saline de RoOBISON (sans P et sans Ca) soit dans 100 cm° de la solution isotonique de chlorure de sodium.
ne . 5 Témoins dans CINa Essai dans la solution de Ropison ip 1000) : 1 : he Premier essai: 0,0293 mg. 0,0253 me. Cartilages de conjugaison # 0.028 mg. 0.0202 mg. Deuxième essai : 0,0274 mg, 0,0272 mg.
0,0257 mg.
| Promiersessatn00550me 0,0302 mg.
Os métaphysaires..,.... — 0,0375 mg. 0,0314 mg. Deuxième essai : 0,0194 mg. 0,015 mg.
0,024 my.
Le premier-essai et le deuxième essai portent sur des fragments osseux d'animaux différents.
SERA
Il ressort de l’ensemble de ces chiffres que les quantités de calcium libérées dans les deux solutions sont analogues. Nous avons dès lors appliqué à nos résultats le calcul dont voici un exemple : soit un fragment de cartilage pesant 90 mg. mis à macérer pendant 16 heures dans 15 em? d’une solution titrant : 0,053 mg. de phosphore par cm? (4°) et 0,115 mg. de calcium par ecm* (A).
Nous avons dosé le phosphore restant dans la solution après macération de l’os, soit 0,034 mg. (R’). La différence entre le taux de phosphore par cm de la solution avant et après macération de l’os (Q’ — A’ —— R’) correspond à la quantité fixée par le poids d’os mis en expérience, les pertes du fragment témoins étant nulles (FT? — O). La fixation de phosphore dans le cas envisagé est donc de 0,053-0,034 — 0,019 mg. P par cm.
Nous avons dosé le calcium restant après macération (R), soit O0 mg.,87 Ca par cm$. Mais nos témoins ont prouvé que 100 mg. d’os dans 15 cm° d’une solution de chlorure de sodium à 9 p. 100 avaient libéré en moyenne 0,037 mg. de calcium par cm ; l’os mis en expérience (pesant 90 mg.) a donc libéré dans la solution : 0,033 mg. de calcium par cm? (T). La quantité de calcium devant rester en réalité dans la solution après macération est B — R:-I, soit 0,087-0,033 — 0,054 mg. par cm ; donc, la fixation de calcium par cm, par le poids d’os mis en expérience (90 mg.), est de : Q = A-B — 0,115-0,054 — 0,061 mg. On peut donc établir le rapport suivant :
Fixation de phosphore par cm 0,019
= — — 0,31 Fixation de calcium par cm? 0,061
Ce calcul ne saurait être tenu pour rigoureux et cela pour plusieurs raisons. D’une part, deux fragments osseux identiques placés dans les mêmes conditions ne libèrent pas exactement la même quantités d'ions POS et Ca’. D’autre part la mise en liberté des ions dépend du produit de solubilité [PO*,]?. [Ca“]$ et il est certain que la composition du milieu où l’on fait macérer les fragments osseux intervient pour déterminer la valeur de celui-ci. Aussi ne peut-on considérer que les pertes en milieu dépourvu de ces ions, sont identiques à celles ayant lieu dans un milieu contenant ceux-ci ; il en résulte que nos témoins ont certainement une valeur trop élevée.
Nous avons néanmoins, faute de mieux, pris comme témoins les pertes en Ca et en PO, dans une solution isotonique de chlorure de sodium pensant qu’elles indiqueraient l'ordre de grandeur de celles ayant lieu aux faibles concentrations en calcium et en phosphate des milieux nutritifs. Cette imprécision est de nature à gêner nos recherches sur la composition du produit fixé au cours des expériences, mais elle ne doit pas à priori empêcher une mesure approchée de l’affinité de l’os pour le calcium et les phosphates. Ce qui rend difficile l'appréciation de celle-ci est qu’elle s’opère uniquement par la surface des coupes ; elle n’est donc pas proportionnelle au poids d’os mis en œuvre, mais à la surface de celui-ci. Nous avons néanmoins pensé qu’un premier essai pouvaitêtre tenté en opérant suivant le mode indiqué, en emplyant des fragments osseux d'épaisseur aussi comparable que possible et dont la surface était peu variable d’une expérience à l’autre.
Les résultats de nos expériences sur les fémurs (cartilage de conjugaison et métaphyse) d'animaux différents ont été groupés en quatre tableaux, dans lesquels nous avons indiqué pour chaque essai la fixation de phosphate (Q°) et de calcium (Q) par em* (déterminée dans deux essais) et le rapport
phosphore fixe Q?
calcium fixé Q
TETE
TABLEAU XVIT.
Fixation de PO et Ca‘ in vitro par les cartilages de conjugaison et la métaphyse de VEAUX normaux. Macération pendant 16 h. à 37° ettàa pHA,1.
5 Sir ee Ca — 0 mg.,104 par cm3 (A) R le rat as Solution de macération | Eu
CARTILAGES DE CONJUGAISON
témoin dans une solution à 9. p. 1.000 de CINa : 100 mg. de cartilage libèrent dans 15 cm
1er Essai : 0,021 mg. Ca par cms rit > ; p 3 (DAC 2e Essai : 0,016 mg. Ca par cm$ | Moyenne : 0.0185 mg. Ca par cm (ID) PE = 0 Fixati emPOZ À 3 Poids Pas HER Fixation de Ca‘! (mg. p. cm3) Rapport mg. par le poids d’os par le poids d’os mis en expérience P/Ca mis er experience A —R'=0Q =(R—T) AB) C.1 : 60,510,06 — 0,054 = 0,006|0,103 — 0,011 — 0,092 ; 0,104 — 0,092 = 0,012 0,50 Cr2E263 » —0,051 = 0,00910,091 — 0,011 = 0,980 ; N » —0,080 — 0,024 0,37 C.3 : 75 » — 0,055 — 0,00510,100 — 0,014 = 0,086 ; » —0,086— 0,018 0,27 C.4 : 69,5] » — 0,054 — 0,00610,090 — 0,013 — 0,082; » —0,082 = 0,022 0527 OS MÉTAPHYSAIRES.
Témoins dans une solution à 9 p. 1.000 de CINa : 100 mg. de métaphyse libèrent dans 15 cm* :
1er Essai : 0,020 mg. Ca par cm i = ë : £ \ Me :m° (T) Ca 2e Résai 240 017 ne Ce palicus loyenne 0,0185 mg. Ca par cm AE IR "QE BÆIRE=EA A—B—=Q M1:91 10,06 — 0,044 = 0,01610,089 —0,016 = 0,073 ; 0,10 — 0,073 = 0,031 0,51 M.2 : 94 » — 0,058 = 0,00210,099—0,017 —10,082: » —"0,082—10;,022 0,09 M.3 : 93 » — 0,056 = 0,00410,1045—0,017 = 0,087; » — 0,087 = 0,017 0,23 M.4:85 » — "0,049 = 0,01110,101—=0,015=10,086, 2 0,086 —0;018 0,61 M.5 : 85 » — 0,052 = 0,00810,099 —0,015 — 0,084; » — 0,084 = 0,020 0,40
Ph RE
TABLEAU XVIII
Fixation de POS et Ca in vitro, par les cartilages de conjugaison et la métaphyse de NVEAUX normaux. Macération 16 h. à 37° el CRDHIE=7/1:
, : ARTS a — Es p 3 Solution de macération Ca 0 mg.,138 pas Cu PRIS SE Dar Cme
CARTILAGES DE CONJUGAISON
Témoins dans une solution à 9 p. 1.000 de CINa : 100 mg. de
cartilage libèrent dans 15 cm?
CHACUN EMEA CSD Ace (14) FPE 0) : Fixation PO; à . Æ : 6 | Poids (mg. P p. 0) Fixation de Ca** (mg. p. em3) Rapport | mg. par le poids. d'os par le poids d’os mis en expérience P/Ca mis en experience | | EE DER en | A RQ DR eT) À 0 C.1:95 10,05 — 0,045 — 0,005|0 130 — 0,040 = 0,090 ; 0,138 — 0,09 — 0,048 0,10 CNE ONE 0,036 — 0,014[0,136—0,035— 0,101; » — 0,101 —0.037| 0,37 09583 |» 0,040 — 0,010/0,120 — 0,035— 0,085: » —0,085—0,053| 0,10 OS MÉTAPHYSAIRES.
Témoins dans une solution à 9 p. 1000 de CINa : 10 mg. de métaphyse libèrent dans 15 cm* :
(DAC = 0 041mS Catparecme (T°) P — AE RQ D=R—T A—B—=Q M.1:90 |0,05 — 0,042 = 0,00810,156 — 0,037 — 0,119 ; 0,138 — 0,119 — 0.019 0,42 N2291 » — 0,040 — 0,010/0.147 — 0,034 — 0,113; » —0,113 = 0,025 0,40 M°3:278 » — 0,041 = 0,00910,128 — 0,033 — 0,095; » — 0,095 — 0,043 0,20 M. : 82 » — 0,042 — 0,00810,146 — 0,033 — 0,113; » — 0,113 — 0,025 0,32
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TABLEAU XIX
Fixation du POS et Ca in vitro, par les cartilages de conjugaison et la métaphyse de jémur de VEAUX normaux. Macération durant NOTE URDAE ERIC UE
; : Re Ca = 0 115 ms2par cm?
Solution de macération | P 0,053 mg. par cm5
CARTILAGES DE CONJUGAISON
Témoins dans une solution à 9 p. 1000 de CINa : 100 mm. de cartilage libèrent dans 15 em* :
1er essai : 0,034 mg. Ca par cm$ | Et : k Moyenne : 0,036 , 3 LICE 2e essai : 0,039 mg. Ca par cm at 0865 mg. Ca par cm (1) P — 0 Fixation PO; : : ‘ Poids (mg. P p. cmi) Fixation de Ca** (mg. p. cm3) Rapport mg. par le poids d’os par le poids d’os mis en expérience P/Ca
mis en expérience
rt
AIRE O1 B=(R—T) A—B=Q
CAE à 0,053 — 0,034 — 0,01910,087 — 0,033 = 0,054; 0,115 — 0,054 = 0,061 0,31 CE » 0,036 = 0,01710,084 — 0,026 — 0,058; » —0,058 = 0,057 0,29 3 : 0,040 = 0,013|0,
Ce : » 098 — 0,034 = 0 064 » — 0,064 — 0,051 0,25
OS MÉTAPHYSAIRES.
Témoins dans une solution à 9 p. 1000 de CINa : 100 mm. de cartilages libèrent dans 15 cm :
4er essai : 0,032 mg. Ca par cm?
NCA — : M : 0,031 . Cé M$ PAU 2e essai : 0,033 mg. Ca par cm? MRPRER QAR (TE) PE S0
Nr Rire 0° B=R—T A—B=Q M.1:90 10,054 — 0,037 = 0,016 o, 097 — 0 ,030 — 0,067; 0,015 — 0,067 = 0,048 0,33 MP2%695 » — 0,038 — 0,01510,110 — 0,032 = 0.078; ». — 0.078 — 0 037 0,40 ME » — 0,035 — 0,01810,100 — 0,024 = 0.076; » —0,076 = 0,039 0,46 M.4 : 89 » — 0,036 = 0,017 0, 093 — 0,030 — 0,053; _2—0/003—10,052 0,32
TABLEAU XX
Fixation de POS et Ca in vitro, par les catilages de conjugaison et la métaphyse de fémur de NVEAUxX normaux. Macération durant 16h..4 37° et. à pH — 7,0.
: ; : k Ca — 0,100 mg. par cm Solution de macération ! dr Se :
Ü P — 0,06 mg. par Cm CATILAGES DE CUNJUGAISON.
Témoins dans une solution à 9 p. 1.000 de CINa : 100 mg. de cartilage libèrent dans 15 cm3 :
1er essai : 0,025 mg. Ca par cm
BE lEceessai : 0,025 mg. Ca par cm3 (HOPPE— 0 () __ { {essai : 0,020 mg. Ca par cmÿ } , es ue a Gas— | 2e essai : 0,023 mg. Ca par emè | Moyenne : 0,0215 mg. Ca par em CPR SU Fixati PO; - Poids trs cm3) Fixation de Ca** (mg. p. cm3) Rapport mg. par le poids d'os par le poids d’os mis en expérience P/Ca mis en expérience ART —" Qi B=R—T A—B—=Q (1) | C.1:58 10,06 — 0,051 = 0,00910,097 — 0,014 = 0,083 ; 0,100 — 0,083 = 0,017 0,52 C:2:264 D — 0,052 — 0,008/0,092 — 0,016 — 0,076; » — 0,076 = 0.024 0,33 G.3: 49 » _— 0,048 = 0,01210,096 — 0,012 = 0,084; » —0,084 — 0,016 0,75 (2 C.& : 94 v — 0,034 = 0,02610,089 — 0,020 — 0,069; « — 0,069 = 0,031 0,83 GC.5 : 59 Du — 0,031 — 0,02910,089 — 0,026 — 0,063; » —0,063— ,,037 0,78
OS MÉTAPHYSAIRES.
Témoins dans une solution à 9 p. 1.000 de CINa : 100 mg. de cartilage libèrent dans 15 cm :
(6) Ë D Demos en Moyenne 0,0265 mg. Ca par cm?
Pre 2e essai : 0,025 mg. Ca par cm* HE è Le I CI RRE = 20 ACER 0)? B=R—T A—B=Q
(1) et (2) Expériences sur des fragments osseux d'animaux différents.
RAT | Lars
Après ces résultats acquis sur les fémurs de Veau, voici le tableau suivant qui est relatif aux résultats obtenus sur les os de Rats normaux. Six Rats dont les poids variaient de 37 à 60 grammes ont été sacrifiés. Les cartilages de conjugaison des fémurs et des tibias ont été prélevés et répartis en divers essais afin d’avoir dans chacun ou dans chaque témoin environ 50 mg. d’os. Les expériences sont conduites comme précédemment.
TABLEAU XXI
Fixation in vitro de POS et Ca* par les cartilages de conjugaison de six RATS normaux pesant de 37 à 60 grammes. Macération dure PERRIER CES D HERO)
, : or { Ca — 0,100 mg. par cm* (A) Solution de macération | D :
(MAP 005 ms Sparecin
Témoins dans une solution de CINa à 9 p. 100 : 100 mm. de cartilage libèrent dans 15 cm :
(T) Ca : 0,030 mg. Ca par cm3 (ARS ENT) T) Ca : 0,038 mg. Ca par cm° (B)MPE=AU ; Fixation PO; # : Le ; Poids (mg. P p. em) Fixation de Ca‘ (mg. p. em3) Rapport mg par le poids d'os par le poids d’os mis en expérience P/Ca mis en experience PACE , Q” BRETS De R::52 0,057 — 0,044 — 0,013 0,100 — 0,015 = 0,085 : 0,100 — 0,085 — 0,015 0,86 R.:47 |0,057 — 0,050 = 0,007 0,104 — 0 017 — 0,087 ; 0.100 — 0,087 = 0,013 0,56
Voici enfin les résultats obtenus sur les cartilages de Rats rachitiques
Six Rats pesant entre 30 et 60 grammes ont été soumis pendant dix jours au régime rachitigène de RANDoOIN et LEGOQ [74] et sacrifiés ; leurs cartilages de conjugaison (fémurs et tibias) sont répartis en deux séries d’essais afin d’avoir dans chacun 50 ou 60 mg. d’os. L’expérimentation conduite comme précédemment, nous a permis d'obtenir les résultats groupés dans le tableau suivant.
TABLEAU XXII
Fixation in vitro de POS et Ca” par les cartilages de conjugaison de sit RATS rachitiques pesant entre 30 et 60 grammes. Macération durant 16 h. à 37°.
Solution de macération | Se 6,097 RUE ARE
Ù P — 0,06 mg. par Cm Témoins dans une solution de CINa à 9 p. 100 : 100 mm. de car-
ülage libèrent dans 15 cm :
ca 4er essai : 0,041 mg. Ca par cm3 2e essai : 0,050 mg. Ca par cm3 = 70 ; Fixation PO; 3 ;
Poids (mg. P p. cm#) Fixation de Ca** (mg. p. cm3) Rapport mg. par le poids dos mis en experience
Moyenne : 0,0455 mg. Ca par cm*
par le poids d’os mis en expérience P,Ca
A —R'—=Q BR "I A—B—Q R.1 : 6710,06 — 0,057 = 0,003 10,151 — 0,030 = 0,121 ; 0,096 — 0,121 = nulle » R.5 : 5410,06 — 0,062 = nulle [0,113 — 0,024 = 0,089 ; 0,097 — 0.089 — 0,008 » \ C. — EXAMEN DES RÉSULTATS, DISCUSSION ET CONCLUSION.
a) Fixation des ions POS et Ca** par les cartilages de conjugaison et la métaphyse des fémurs de Veau. — Examinons les tableaux XVII, XVIII, XIX, XX. Dans tous nos essais, il y a eu d’une part fixation de phosphate et d’autre part, fixation de calcium par le fragment osseux mis en expérience. Les rapports : P/Ca établis, comparés aux rapports théoriques des différents sels pouvant former le « Sel de l’os >» présentent des valeurs très variables, non seulement d’un animal à l’autre, mais d’un fragment osseux à l’autre, prélevés cependant sur le même fémur. Ces différences observées sur diverses zones d’un même os, peuvent être dues à l'inégalité de leur degré de minéralisation ou à leur aptitude plus ou moins grande à se changer en sels de calcium. En outre, comme l’ont montré LoGan et TayLor [45], le poids de l’os mis en expérience influe sur la valeur du résultat obtenu. Suivant les cas étudiés les rapports se rapprochent des valeurs théoriques de 0,51, de 0,38 ou de 0,77, caractéristiques des trois sels. Elles leur sont nettement inférieures ou supérieures dans certains essais. accusant ainsi dans le premier cas une plus grande fixation
CAO ee
de calcium par rapport au phosphore ; dans le second cas, une plus grande fixation de phosphore par rapport au calcium.
Ce fait semble indiquer que l’os ne fixé pas un phosphate de calcium préformé dans une solution nutritive, mais bien au contraire qu’il prélève les ions POS et C'" dans celle-ci. C’est d’ailleurs à cette conclusion que sont parvenus J. ROCHE et MouRGuUE dans une série de recherches sur les os embryonnaires actuellement en cours et dans lesquelles ils ont constaté qu’au cours des premières étapes de la calcification les os contiennent du phosphore et du calcium en proportion souvent fort éloignée de celle correspondant à (PO;):Ca:, à PO,CaH ou aux apatites.
Il faut déduire de cet ensemble de données que le tissu qui s’ossifie ne semble pas fixer les ions PO; et Ca en proportions nettement définies, permettant par leur union simultanée de former soit du phosphate tricalcique, de la carbonatoapalite où du phosphate bicalcique. Ce fait serait en accord avec les conclusions de LoGaN et TAYLOR [45] à la suite de leurs travaux consacrés à l’étude du sel de l'os.
b) Fixalion des ions POS et Ca” par les cartilages de conjugaison des os de jeunes Rats normaux. — Les résultats exposés dans le tableau XXI permettent de penser que chez les animaux en croissance, les tissus en voie d’ossification fixent des ions POS et Ca”. Le petit nombre d’expériences faites à ce sujet ne nous permet pas une discussion très poussée. Cependant ces quelques résultats nous donnent la possibilité de faire la comparaison entre l’aptitude des cartilages de conjugaison normaux ou rachitiques à fixer les ions phosphorique calcium. r
c) Fixation des ions POS et Ca par le cartilage de conjugaison d'os de Rats rachitiques. — Les résultats contenus dans Île tableau XXIT prouvent que les cartilages de conjugaison n'ont pratiquement pas fixé les ions POS et Ca** dans les conditions où nous nous sommes placés. Ceci apparaît avec netteté en comparant ces quelques valeurs à celles du tableau XXI. Il semble donc, que dans le cas de rachitisme, le cartilage de conjugaison, ait une aptitude réduite à fixer les ions POS et Ca”* lui permettant de s’ossifier, ce qui va de pair avec la production de la dystrophie osseuse. Evidemment cette conclusion mérite d’être confirmée et il y a lieu de compléter ces recherches par
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d’autres sur l'aptitude des os rachitiques à fixer non seulement les ions PO," et Ca”, mais les diverses combinaisons calciques des humeurs. C’est ainsi que par exemple BENJAMIN à pu déjà faire des expériences tendant à montrer que les combinaisons phosphocalciques du sérum adsorbables sur le sulfate de baryum et normalement fixées par l’os quand on le met au contact de celui-ci, ne seraient pas fixées, in vitro par l’os rachitique. Mais de toute manière ce premier résultat attire l’attention sur un facteur purement osseux du rachitisme jusqu'ici délaissé par les biochimistes. Certes le mécanisme de la réduction de l’affinité de l’os pour les ions PO, et Ca” nous échappe, tout autant d’ailleurs que la nature même de cette affinité, mais il n’en demeure pas moins qu’elle doit être mise en cause pour essayer d'expliquer le défaut de calcification des os chez les rachitiques.
DISCUSSION GÉNÉRALE DES RÉSULTATS ET CONCLUSIONS
Dans l'ignorance où nous nous trouvons encore du mécanisme producteur des lésions osseuses au cours du rachitisme tant pathologique qu'expérimental, il est difficile d’extrapoler les observations de l’un à l’autre. On peut néanmoins essayer de les rattacher à des faits antérieurement établis afin d’en dégager la signification.
Il nous paraît certain que les lésions osseuses du type rachitique ne sont en aucun cas dues à une inhibition du mécanisme osseux de ravitaillement en ions phosphoriques mettant en jeu la phosphatase. En effet, de même que POLICARD, PÉHU, ROCHE et BOUCAUMONT [71] l’ont constaté dans les os d'enfants rachitiques, le cartilage de conjugaison et la métaphyse des os longs de Rats présentant des lésions rachitiques expérimentales sont riches en phosphatase. Dans l’un et l’autre cas, la teneur en enzyme des os est supérieure à celle des pièces squelettiques normales. C’est là d’ailleurs un fait paraissant traduire une sorte de réaction de celles-ci contre le défaut de minéralisation dû à l’ostéolyse, car on le trouve également dans les extrémités des os fracturés à la période où celles-ci se déminéralisent (ROCHE et FiziPpr [88]). Cette augmentation de l’activité phosphatasique des os rachitiques est un témoin chimique de la participation des pièces squelettiques au mécanisme producteur de lésions. Elles permet d’affirmer que ce dernier n’est pas uniquement intestinal ; car s’il en était ainsi la calcification de l'os ne serait troublée qu’en raison d’un apport sanguin insuffisant en ions POS et Car:
C’est là également la conclusion découlant de notre seconde série d'expériences, bien que ses résultats ne portent, pour des raisons indiquées plus haut, que sur un nombre très restreint d'animaux. Il nous paraît certain que l’affinité du car-
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tilage ae conjugaison et de l’os métaphysaire pour les ions PO; et Ca‘ très élevée chez les animaux normaux, est minime chez des animaux soumis à un régime rachitigène. Or c’est justement à la facilité exceptionnelle avec laquelle les os normaux fixent les ions qu’est due leur rapide ossification pendant la croissance. Les travaux de LOGAN et TAyLor [45] montrent que c’est probablement à Pétat d'ions POS et Ca que le phosphore et le calcium sont primitivement fixés dans los, et, de ce fait, la théorie de RoBisoN [75] rapportant à la formation initiale de phosphate tricalcique la calcification de la substance préosseuse semble difficile à admettre comme explication unique du mécanisme minéralisateur des os. Aussi comprend-on dès lors que les lésions rachitiques de ceux-ci apparaissent si la zone où l’ostéogénèse est normalement la plus intense perd en partie son aptitude à fixer les éléments du « sel de l’os ».
Le rachitisme expérimental, tel qu’on le provoque au moyen d’ingestion par des animaux en croissance d’un régime déséquilibré en sels dont le rapport : Ca/P, est supérieur à 3, comporte donc à la fois un facteur digestif et un facteur osseux. Le premier se traduit par un défaut de résorption des sels alimentaires, défaut ayant pour conséquence une réduction d’apport en éléments minéraux à l’os. Quant au second, les modalités de sa mise en jeu, sans doute fort complexe, demeurent obscures, mais son existence même ressort des faits que nous avons établis. Cette dualité dans le mécanisme de production des lésions osseuses rachitiques a été également mise en évidence par ailleurs, au cours de travaux sur l’action de la vitamine D et de la carence de celle-ci. NICOLAYSSEN et JENSEN [67] ont poursuivi à ce sujet d’intéressantes recherches. Etudiant histologiquement et chimiquement les os des Rats en croissance soumis à un régime rachitigène ils concluent « Dans des séries d'expériences où la carence en vitamine D a été réalisée au cours de périodes plus ou moins longues la densité de la calcification osseuse paraît être régie uniquement par les quantités de phosphore ou de calcium apportées par le sang. Toutefois, les examens histologiques des os indiquent que Ia vitamine D peut dans une certaine mesure exercer une influence sur l’architecture des os ». Plus récemment J. Ro- CHE et MARCELET [92] étudiant l’action de la vitamine D sur des animaux en croissance recevant des régimes déséquilibrés
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en sels ont adopté une conclusion du méme ordre, à savoir que l’action de la vitamine D s’exerce probablement à la fois sur la résorption du calcium et du phosphore alimentaires (action intestinale) et sur les processus d’ostéogénèse (action osseuse), peut-être par l'intermédiaire de facteurs hormonaux.
Ainsi divers faits relatifs au développement normal du squelette, à l’action de la vitamine D, au mode d'organisation des lésions de type rachitique, suggèrent identiquement la conclusion suivante : l'existence de troubles dans le ravitaillement de l'os en phosphore et en calcium d’origine digestive ne suffit pas pour expliquer les dystrophies osseuses rachitiques. Celles-ci ne peuvent s'organiser que grâce à des troubles dans la formation et dans la nature du support protéique de la substance osseuse. Il ne nous appartient pas de discuter le mécanisme de la génèse de ce stroma protéique et, d’ailleurs, nos connaissances à cel égard sont des plus réduites ; mais c’est à notre avis l’étude de ce constituant osseux qui permettra seule de faire des progrès importants dans la connaissance du mécanisme de l’ostéogénèse normale ou pathologique. Notre travail n’est qu’un modeste début de cette étude.
Ces faits orientent donc l’attention sur la matrice protéique de l’os et ils font ressortir à nouveau la nécessité d'acquérir à son sujet des connaissances nouvelles pour pénétrer le mécanisme de la formation de la substance osseuse. Comme l’ont écrit POLICARD et ROCHE [72] « La nature de la substance préosseuse calcaffine reste entièrement à déterminer. Le problème sera difficile à résoudre, maïs il est capital et mérite de tenter les efforts des biochimistes. Tant qu'il n'aura pas été abordé, nos connaissances sur la formation de la substance osseuse demeureront rudimentaires ». Or des données précises sur le même sujet sont aussi le fondement nécessaire de toute l'interprétation des faits pathologiques et expérimentaux sur l’organisation des dystrophies osseuses. Il faut souhaiter que les travaux qui les apporteront soient poursuivis dans un avenir prochain.
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RÉSUMÉ
1° L'activité phosphatasique des os de Rats soumis à un régime rachitigène par excès de calcium (Ca/P = 3) est notablement supérieure à celle d'animaux normaux témoins pendant les périodes où les lésions osseuses se constituent. Elle devient par la suile progressivement voisine de celle des os d'animaux témoins quand le rachilisme « guérit » spontanément.
2° Les os (métaphyse et cartilage de conjugaison) d’animaux normaux en croissance placés dans une solution saline isotonique ne contenant pas d'ions POS et Ca* perdent ces derniers en quantité beaucoup plus considérable que les premiers dont le passage en solution est pratiquement nul dans les conditions où nous nous sommes placés. Lorsque le milieu contient ces deux ions, l'os les fixe en proportion assez vartable, ne semblant pas correspondre à la formation d’une combinaison chimique définie, mais à la fixation spécifique de cha- Cun.
3° L'affinité du cartilage de conjugaison et de la métaphyse des os d'animaux rendus expérimentalement rachitiques pour les ions POS et Ca est notablement inférieure à celle des os d'animaux normaux témoins.
4° Les lésions rachitiques osseuses ne sont pas dues à un défaut du mécanisme phosphatasique de l’ossification, mais elles vont de pair avec une modification profonde des propriétés de la matrice protéique de l'os, puisque celle-ci présente un abaïssement de son aptitude à fixer les ions PO, et Ca”.
5° Le rachitisme expérimental, et probablement aussi le rachitisme pathologique, ne saurait avoir pour cause unique un
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trouble de la résorption digestive du phosphore et du calcium. Le mécanisme de sa production comprend en outre un facteur osseux, dont la mise en jeu est nécessairement d’origine endogène, probablement hormonale.
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