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 C’est aux conseils éclairés de M. 1e Docteur Béguet, chef de ser-

' ‘ vice 21 1’Instituth Pasteur d’A1gérie, qui nous a fait bénéficier de sa 1
grande érudition, que nous devons notre orientation vers les disci- |
plines de laboratoire. Nous tenons a lui exprimer ici notre respec- —
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 M. 1e Professeur Giberton qui nous y a accueillie, encouragée,

guidée et nous a prodigué avec ses conseils affectueux les critiques les
' . plus avisées.  

 
 

 

  
  

M. 1e Professeur Ettori : c’est auprés de lui que nous avons acquis1e meilleur de nos connaissances biochirniques. Pour tout ce que nous }

‘Lui devons, qu’i1 soit assure de nos sentiments affectueusiement recon— ‘Vnaissants.  
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de Travaux a 1’Eco1e de _Médecine de Dakar qui a suivi avec amitié
les joives et les soucis de c_e travail.    
 

 
 Enfin, nous ne saurions trop insister sur Yatmosphére de con-

fiance et de cordialité du laboratoire 0111 tous les travailleurs sont unis

par des liens d’amitié. Nous adressons a chacun nos remerciements
amicaux.  
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—- a M. 1e Professeur Chechan avec qui nous avons eu 1’honneu-r _
de collaborer, qui a suivi avec un arnical intérét le développement H
de ce travail, nous a aidé de ses cons-eils éclairés en nous faisant béné- M
ficier de sa grande expérience ;

 

  
  —— a M. le Professeur D-ieuzeide, Directeur de la Station d’A—

quiculture et de Péche de Castiglione, pour 1’intérét qu’il a toujours ‘

témoigné a ces recherches, ses précieux conseils et Pidentification
des espéces de notre matériél d’étude ;

  

 



_v5__

—— £1 Mlle Hamon, Chef de Travaux de Biologie générale a la
Faculté des Sciences d’A1ger qui nous a toujours accordé son amicale
sympathie et nous«a prodigué en toutes circonstances_ de bienvei1—
lants et de judicieux conseils.

C’est un grand honneur pour nous que M. le Professeur Co-rdier
ait bien vou1u marquer son intérét pour ce travail et accepter la pré-
si-dence de notre jury de thése. Nous ne saurions trop lui dire notre
respectueuse gratitude.

Nous voudrions aussi exprimer notre reconnaissance a M. le Pro-
fesseur Mentzer, a M. 1e Professeur «Chopin et a M. 1e Professeur
Dessaux qui ont bien voulu accepter de juger notre travail.

Qu’i1 nous soit enfin permis d’évoquer avec émotion la mémoire
du Professeur Meunier qui avait bien voulu, dés 1e début de ces re-
cherches sur l’astaXanthine lveur Inarquer un bienveillant intérét et
leur accord-er sa confiance.

RECHERCHES SUR LA BIOCHIMIE

DE L’ASTAXANTHINE
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C’est un grand honneur pour nous que M. 1e Professeur Cordier
ait bien, voulu Inarquer son intérét pour ce travail et ace-epter la pré—
sidence de notre jury de these. Nous ne saurions trop lui dire notre
respectueuse gratitude.

Nous voudrions aussi exprimer notre reconnaissance 5:1 M. le Pro-
fesseur Mentzer, 51 M. 1e Professeur -Chopin et :31 M. Ive‘ Prof-esseur
Dessaux qui ont bien voulu accepter de juger notre travail.
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INTRODUCTION

...la science biologique peut souvent retrouver

par la considémtion du gromol nombre le camc-

tére ole rigueur que paratt d’abord lui faire
perdre la fluctuation indéviduelle.

André DOGNON.

Les études sur Favitaminose A ont de longue date établi que parmi
les s1’gn‘es de la carlence, les manifestations les plus constantes et les
plus evidentes etaient 1’arrét de Paccroissement pondéral et l’atteinte
de 1’oeil et d_e ses annexes ; Padrninistration de vitaminve A ou de sub-

stance douee d’act1vité vitaminique A se traduit chez 1’anima1 carencé
par la reprise de p01dS blentot su1v1‘e de la regression et de la guéri-
son ‘des lesions oculaires. Ce double caractére devait faire donner a
la vitamine A le nom de Vitamine de croissance antixérophtalmique.

Lorsqu’a la suite des travaux de Karrer la structure de la vita-

mine A (ou axérophtol ou rétinol) a été élucidée, il est apparu que
lfactivité vitaminique était trés étroitement liée A la constitution chi-
mlque et c’est une notion aujourd’hui classique que tous les facteurs
susceptibles de prévenir ou guérir la carence sont chimiquement appa-
rentés a la vitamine A. On peut meme ajouter qu’ils ne sont doués
d’actiVité que dans la mesure ou 1’organisme est susceptible de les
convertir en axérophtol : toutes les substances qui ont en commun
avec le rétinol la propriété de rétablir la croissance et de guérir la
xérophrtalmile chez 1’animal carencé,.possédent en effet xdans leur
édifice moléculaire le groupement axérophtyle :

CH3 CH3

we
"‘ - :

CH.— CH

— CH3

- c’est—a—d_ire une rnolécule de vitamine A en puissance (*).

Aussi la mise en évidence dans les huiles d’hépatopancréas
d’Aristeom~orpha foliacea Risso, d’une substance qui — a certaines
doses au moins — manifestechez le. Rat blanc carencé en vitamins A

une action électivement antixérophtalmique, la démonstration qu’i1

(*) La vitamine A, des poissons d’eau douce a cependant une double liai-
son supplémentaire en 3-4.

__g_.

s’agit de Pastaxanthine, (83) caroténoide a noyau oxygéné classique-
ment considéré comme dépourvu d’activité vitaminique ne devaient.
pas manquer de soulever d’importants problemes biochimiques.

C’est a leur étude que sont consacrées ces recherchves poursuivies
depuis plus de dix ans au laboratoire de Clhimie biologique de la
Faculté de Médecine et de Pharmacie d’Alger. J’ai ‘eu 18 Lloie d’y étre

associée des l’origine et ce travail s’intégre a’leur ensemble.’ Sans
doute en effet n’était—il pas sans intérét cle reunir en un memoire
les renseignements jusqu’ici fragmentaires sur le matériel d’étude,
la technique des essais biologiques, les résultats qui établiss-ent la d1S—
sociation entre 1’activité antixérophtalmique et 1’action sur la crois-
sance.

Mais d’autre part s’i1 est bien vrai que chez le Rat blanc carencé
nour des dos-es quotidiennes de 5 51 10 pg d’astaxanth1ne, lactlon sur
l’accroissement pondéral est nul, i1 n’en est plus de meme lorsque
1a quantité adminiistrée est triple ou quadruple. On obtient alors une
croissance norrnale sans la moindre adjonctlon au‘reg1rr1e de V’1ta-
mine ou provitarnine A. 11 est donc possible d aborder letude dune
authentique carence en vitamine A chez 1’animal adulte vet d’eXp1o—
rer en particulier les troubles des fonctions de reproduction.

-I1 était en outre intéressant d-e préciser la localisation du pig-
ment dans Porganisme du Rat traité, de faire l’étude anatomo—patho—
logique des animaux en. experience et de rechercher, en particulier
dans le foie, si 1’admin1strat1on d’astaXan.th1ne ne pT0)70C1l1e P35 13
formation et la mise en réserve de V1l‘.aIT111’1'e A. Nos resultats mon-
trent qu’i1 n’en est rien ce qui conduit a attribuer 51 l’astaxanthine
une activité spécifique.

Par ailleurs, Pastaxanthine, principal pigment des Crustécés 59
trouve en abondance dans la nourriture des poissons. Dans la deu—
xiérne partie de notre travail, nous avons etudie ’les’eff~ets de ladm1—
nistration de pigment a un petit cyprrnodontide deau douce Garn-
busion holbrooki Grd. Nous avons pu alnsi constater la neoformalllon
de vitamine A a partir de l’astaXanth1ne qui apparait alors comme
une provitamine A pour Gambusia. holbrooki.
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Fig. 2. — Aristeus antennatus - RISSO Fig_ 1_ _ Aristeomorpha foliacea. - RISSO

a) Oomwpace de la femelle a) Oephalothorax de la fémezze
b) ROSWG (1% male b) Rostre du mdle
c) Mawille I ' c) Maxille I



-roc entre 200 et 400 metres (Gruvel) (96). On la rencontre aussi a

MATERIEL D’ETU'DE

_Les especes d-e crustacés qui ont fourni les pigments étudiés ap-
parnennent a 1’or.dre des décapodes. ‘Ce sont :

——- trois Penaeidae :

Aristeomorpha foliacea, Risso
Ar1steus antennatus, Risso
Parapenaeus longirostris, H. Lucas ;

—— un Pandalidae :

Plesionika edwarsii, Brandt ;

— un Scyllaridae :

Scyllarus latus, Latr.

A titre de comparaison nous avons effectué quelques détermina-
tions sur Squilla mantis, Latr., qui est un stomatopode et nous avons
cru devoir rapporter les données bibliographiques relatives e la teneur
en vitamine _A de diverses especes d’Euphausiaces.

A. ,— REPARTITION G‘EOG‘RAPH'IQUE

DONNEES ECOILOGIQUES (1)

— Aristeomorpha foliacea, Risso.

En dehors des cétes algérienn-es, cette crevette est rencontrée en
quelques points de la Méditerranée (Sardaigne, Sicile) et, dans 1’At-
lantique, on la retrouve au large des cot-es marocaines. Elle ne parait
pas remonter au—dessus de 400 metres. Le chalut qui ramene de gros-
ses quantités vd’Aristeus antennatus par des fonds d-e 300, 350 -et 400
metres, péche fort peu d’Aristeomorpha foliacea.

—- Aristeus antennatus, Risso.

Cet animal parait assez localisé dans la Méditerranée, les régions
tempérées et subtropicales de l’Atlantique oriental depuis 1e Portugal
jusqu’aux iles du,-Cap Vert. C’est une espece meso-abyssale. Les cha-
lutiers sur les cétes algériennes en font de fructueuses péches entre
300 et 400 metres et seulement £1 ces profondeurs.

— Parapenaeus longirostris, H. Lucas.

Tres répandue en Méditerranée, cette espece lest capturée au large
d’A1ger et d’Oran, entre 200 -et 300 metres. Elle est abon-dante au Ma-

\

partir de 70 a 80 metres.

(_1) Ces brefs rappels ont été empruntés essentiellement a‘Argi1as (2) eta Dieuzeide (43).

Fig. 3. —- Parapenaeus longirostris - H. LUCAS

a) Oampace de la femelle
b) Rostre du mdle

c) Maxille I
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—— Plesionika edwarsii, Brandt.

Cette espece rest capturée avec Aristeus antennatus et Aristeomor-
pha foliacea par des fonds -entre 200 et 500 metres.

— Scyllarus latus, Latr.

Cette espece trouvée en Méditerranée se rencontre aussi dans

l’Atlantique ; elle vit au voisinage des fonds, entre 4 et 10 metres.

—— La Squille (Squi1la mantis, Latr.) vit sur des fonds sab1o-
vaseux, mais surtout vaseux, au voisinage .du littoral et ne descend
guere au-dela de 100 metres. /C’est un carnassier menant une vie
fouisseuse, mais chassant d’autres crustacés pendant la nuit.

B. —— MORPHOLOGIE

C’est £1 Bouvier (10), que l’on doit le premier travail d’ensemble
sur la morphologie des penaeidae. Argilas (2) sous la direction de
Boutan a spécialement étudié les especes des cétes algériennes. Dieu-
zeide (43) a consacré une mgnographie a ces memes especes. C’est
2'1 ses recherches sur la faune du fond chalutable de la baie de Casti-“
glione (44) qu’ont été empruntées les données’ se rapportant aux
Pandalidae.

5 ' —- Aristeomorpha foliacea est une crevette de grande taille attei-
gnant 20 centimetres de long. Elle est facile a reconnaitre par les
seuls caracteres du rostre qui porte dorsalement 9 dents chez la fe-
mell-e, 6 chez le male (figure 1). Arisfveomorpha foliacea est rouge
sombre, avec des reflets violacés. La pigmentation inégale, vest plus
intense dans la région branchiale et la région marginalve de la partie
inférieure de la carapace. Le pigment rouge est localisé dans les
chromatophores du derme dont les pseudopodes s’a1longent jusqu’a
la couche ’ex.terne de la carapace ou épicuticule. Sous la carapace, se
trouve une couche épidermique surmontant le derme‘(*) ; une mem-
brane conjonctive sépare le derme de la cavité centrale. La poche
stomacale (constituée par l’union d’une poche cardiaque wet d’une po-
che pylorique) et l’intestin sont entierement enveloppés d’une gaine
conjonctive elle-meme fortement pigmentée. ‘On retrouvie également
ce pigment rouge au niveau des branchies et des appendices (anten-
nules, antennes, maxillipedes, maxilles).

Si l’on élimin-e par grattage le conjonctif rouge -enveloppant la
poche stomacale, celle-ci se présente sous forme d’une membrane
bleue tirant sur le mauve. Les glandes génitales d’abord blanche-
tres, deviennent progressivement colorées au fur et a mesure du dé-
veloppement des oeufs ; grisatres au premier stade, les oeufs évo—
luent vers le violet 21 la maturation.

— Aristeus antennatus, Risso : sa taille est généralement un peu

inférieure a celle d’Aristeomorpha ; on trouve_ cependant des speci-
mens atteignant 20 sentimetres. Le rostre porte trois dents sur le bord
dorsal dans les deux sexes, ce qui différencie nettement Aristeus an-
tennatus d’Aristeomorpha foliacea (figure 2).

(*) L’ensemble est appelé improprement hypoderme.

Arist-eus antennatus est d’un rouge lavé avec des taches viola-
cées au niveau de la carapace céphalothoracique et de 1’abdomen.
Chez Aristeus «antennatus, les oeufs passent du rose oyclamven au
mauve franc a la maturation.

—- Parapenaeus longirostris, H. Lucas : cettve espece est nette-
ment plus petite que les deux précédentes. Elle mesure en moyenne
8 a 10 centimetres. Son -rostre est a 8 dents et présente des differences
sexuelles peu marquées (figure 3). C’est une crevette rose pale. Com-
me chez les deux autres Penaeidae, on trouve entourant la poche

gastrique, une gaine conjonctive pigmentée en rouge. Les glandes
génitales -et leur -contenu ont une coloration bleu-verdatre dont l’in-
tensité s’accentue au fur- et mesure du développement des oeufs.

—— Plesionika‘ edwarsii, Brandt (ancien Pandalus narval H.
Milne-Edwards) : C’est un Pandalidae de petite taille et de couleur
rose-pale ; il se reconnait a la longueur de son rostre et aux dente-
lures de celui-ci (figure 4).

/

/76‘. 4 - P155/'oA//‘A/A EDWARDS//'. Brandt

A l’inverse des Penaeidae, les Pandalidae portent leurs oeufs ;
ils -se présentent sous forme d’une masse granuleuse bleu vif tout a
fait earactéristique. Les femelles sont oeuvées d-e Janvier a mai.

—— Scyllarus latus, Latr. est un Décapode atteignant 30 £1 40 cen-
timetres de long’. Sa couleur est rouge brun. La femelle porte ses
oeufs. '

—- Squilla mantis, Lair. est un Stomatopode dont la taille est de 12
A 15 centimetres. L’abdomen est tres large proportionnellement au
céphalothorax ; la carapace, relativement courte, ne recouvre que les
quatre premiers segments thoraciques. Le rostre est constitué par une
petite plaque articulée. Les appendices thoraciques sont tres parti-
culiers ; la _deuxieme paire de péreiopodes est r-eprésentée par une
patt=e ravisseuse .de grande taille. La pigmentation rouge orangée est
tres inégalement répartie : certains articles sont fortement pigmen-
tés tandis que d’autres sont incolores. Les segments thoraciques sont

2
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-— Plesionika edwarsii, Brandt.

Cette espece est capturée avec Aristeus antennatus et Aristeomor-
pha foliacea par des fonds -entre 200 et 500 metres.

-— Scyllarus latus, Latr.

Cette espece trouvée en Méditerranée se rencontre aussi dans

1’Atlantique ; elle vit. au voisinage des fonds, entre 4 et 10 metres.

-— La Squille (Squi11a mantis, Latr.) vit sur des fonds sable-
vaseux, mais surtout vaseux, au voisinage .du littoral et ne descend
guere au-dela de 100 metres. C’est un carnassier menant une vie
fouisseuse, mais chassant d’autres crustacés pendant la nuit.

B. —— MORPHOLOGIE

C’est a Bouvier (10), que l’on doit le premier travail d’ensemble
sur la morphologi-e des penaeidae. Argilas (2) sous la direction de
Boutan a spécialement étudié les especes des cétes algériennes. Dieu-
zeide (43) a consacré une mgnographie a ces memes especes. C’est
2'1 ses recherches sur la faune du fond chalutable de la baie de «Casti-

glionev (44) qu’ont été empruntées les données se rapportant aux
Pandalidae.

'—- Aristeomorpha foliacea est une crevette de grande taille attei-
gnant 20 centimetres de long. Elle est facile £1 reconnaitre par les
seuls caracteres du rostre qui porte dorsalement 9 dents chez la fe-
melle, 6 chez le male (figure 1). Aristeomorpha foliacea est rouge
sombre, avec des reflets violacés. La pigmentation inégale, «est plus
intense dans la région branchiale et la région marginale de la partie
inférieure de la carapace. Le pigment rouge est localisé dans les
chromatophores du derme dont 1-es pseudopodes s’allong<ent jusqu’a
la couche 'ex,terne de la carapace ou épicuticule. Sous la carapace, se
trouve une couche épidermique surmontant le derme'(*) ; un-e mem-
brane conjonctive sépare le .derme de la cavité centrale. La poche
stomacale (constituée par 1’union d’une poche cardiaque vet d’une po-
che pylorique) et l’intestin sont entieremen-t enveloppés d’une gaine
conjonctive e11e—mem-e fortement pigmentée. ‘On retrouve également
ce pigment rouge au niveau des branchies et des appendices (anten-
nules, antenn-es, maxillipedes, maxilles).

Si l’on éliminre par grattage 1e conjonctif rouge ‘enveloppant la
poche stomacale, cel1e—ci se présen-te sous forme d’une membrane
bleue tirant sur le mauve. Les glandes génitales d’abord blancha—
tres, d-eviennent progressivement colorées au fur et a mesure du de-
veloppement des oeufs ; grisatres au premier stade, les oeufs évo-
luent vers le violet £1 la maturation.

—- Aristeus antennatus, Risso : sa taille est généralement un peu

inférieure a celle d’Aristeomorpha ; on trouve. cependant des speci-
mens, atteignant 20 sentimetres. Le rostre porte trois dents sur le bord
dorsal dans les deux sexes, ce qui différencie nettement Aristeus an-
tennatus d’Aristeomorpha foliacea (figure 2).

C’) L’ensemb1e est appelé improprement hypoderme.
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Aristeus antennatus est d’un rouge lavé avec des taches viola-
cées au niveau de la carapace céphalotihoracique et de 1’abdomen.
Chez Aristeus ‘antennatus, les oeufs passent du rose oyclamen au
mauve franc a la maturation.

—— Parapenaeus longirostris, H. Lucas : cett-e espece est nette-
ment plus petite que les deux précédentes. Elle mesure -en moyenne
8 a 10 centimetres. Son rostre est a 8 dents et présente des differences
sexuelles peu marquees (figure 3). C’est une crevette rose pale. Com-
me chez les deux autr-es Penaeidae, on trouve entourant la poche

gastrique, une gaine conjonctive pigmentée en rouge. Les glandes
génitales et leur contenu ont une coloration bl-eu-verdatre dont 1’in-
tensité s’accentue au fur» et mesure du développement des oeufs.

—— Plesionika‘ edwarvsii, Brandt (ancien Pandalus narval H.
Milne-Edwards) : C’-est un Pandalidae de petite taille et de couleur

rose—pale ; il se reconnait a la longu-eur de son rostre et aux dente-
lures de ce1ui—ci (figure 4).

FIG‘. 4 — P153/'0/\//M £0wA/205//I Bvandt

A 1’inverse des Penaeidae, les Pandalidae portent leurs oeufs \;
ils se présentent sous forme d’une masse granuleuse bleu Vlf tout a
fait caractéristique. Les fem-elles sont oeuvees d-e Janvier a ma1.

— Scyllarus latus, Latr. est un Décapode atteignant 30 a 40 cen-
timetres -de long. Sa couleur est rouge brun. La femelle porte ses
oeufs. '

— Squilla mantis, Latr. est un Stomatopode dont la taille est de 12
51 15 centimetres. L’abdomen est tres large proportionnell-ement au
céphalothorax ; la carapace, relativement courte, ne recouvre que les
quatre premiers segments thoraciques. Le rostre est constitué par une
petite plaque articulée. Les appendices thoraciques sont tres parti-
culiers ; 1a_deuxieme paire de péreiopodes est représentée par une
patte ravisseuse .de grande taille. ‘La pigmentation rouge orangée est
tres inégalement répartie : certains articles sont fortement pigmen-
tés tandis que d’autres sont incolores. Les segments thoraciques sont



  
 
 

 

 

 
 

 
  

 
 

 

 

 
 

 

 
 

de celle des Penaeidae: la masse conjonctive rouge est présente seu- ‘
lvement a la base de la poche. Les oeufs, abondants, sont retenus par
la femelle au niveau des premiers appendices abdominaux.

Toutes ces espéces sont riches en pigments dont l’étude qui va
suivre montrera d’ailleurs 1’étroite parenté.

C. —— ETUDE BIO*LO+(§IQUE
Le principal pigment caroténoid-e des crustacés a été successive-

ment décrit sous les noms de crustacéorubine (117), de zooérythrine
(165), devitellorubine (150), de tétronérythrine (148), d’haema—
tochrome (104) et enfin d’astacéne (ou astacine) (131). Kuhn et
Sorensen (132) cependant montrent que la plupart des procédés d’ex- -
traction provoquent une altération et que l’astacéne est en réalité
un produit d’oxydation du pigment naturel auquel ils ont donné lenom d’astaxant'hine.

La constitution chimique de l’astaxanthine établie par les tra-
vaux die Karrer (120) montre que c’est le 3 — 3’ dihydroxy 4 —— 4’
dicéto, (5 carotene. Tischer (225) en a le premier fixé les caractéris—
tiques spectrales (spectre a large bande avec un maximum unique
situé a A = 492 mp. dans la pyridine (*).

L’astaxanthine, qui est trés largement répandue dans la nature
se rencontre dans un nombrie considerable d’espéce~s animales et végé—
tales (133), (121), (161), (67). Chez les crustacés, le pigment existe
Ea la fois sous forme libre, estérifiée et sous forme de chromopro-
téidees diversement colorés, t-els que l’ovoverdine des oeufs (217) et
la crustacyanine de la carapace du homard (237). Dans toutes les
espéces que nous avons ,étudiées, nous avons identifié Pastaxanthine
et mis en évidence la présence des trois formes. Avant d’-en rappor-
ter les caractéres physico-chimiques (cf. p. 27) i1 convient de dis-
cuter une autre question d’importance : celle de la présence éven-
tuelle des caroténes et de la vitamine A chez les crustacés.

1° VITAMINE A ET CAROTENES CHEZ LES CRUSTACES
a.) VITAMINE A

Historique

La question de la présence éventuelle de la vitamine A chez les
crustacés mérite ‘en effet d’étre examinée avec le plus grand soin,
car elle peut permettre d’aborder le probléme general de l’origine
de ce facteur vitaminique dans le régne animal.

Lederer (136), Euler, Hellstrom et Klussmann (53), ne trouvent
pas de vitamine A chez les Copépodes ; Kon et Thompson (127)
( 128), Fisher, Kon et Thompson (59) obtiennent le méme résultat
négatif sur trois espéces de Copépodes, ainsi que sur deux espéces
d’Amphipodes et une de Cladocére.

Wald (234), le premier démontre la présence de vitamine A
dans les yeux du homard. Fisher, Kon let Thompson (60) retrouvent
la vitamine chez quatorze espéces des Décapodes.

(*) Le spectre EL trois maxima. (476, 493 et 513 my dans la pyridine) dé-crit par Kuhn, Sténe et Sorensen (133) est selon Wal (235) certainement en-taché d’erreur. 
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siacés, ordre voisin des Décapodes ont été trés soi-
Lsrsn-eliltlpléffildiés par Kon (124), Fisher -et coll. (58) (60). En

gneus E h usiaces sont abondants dans le « Krill » dont se nour-
6-ffet les 111)p1 3} es Aussi bien dans les espéces péch-ées que -dans celles
nS'Sent’1esda eHl’estomac les teneurs en vitamine A se sont révélées
pre1§v?esb1an.s nt lus elevées que chez tous les autres crustacés
conslqela Emetab1er;u ci—d»essous (tableau I) reproduit d’aprés Kon,
exar'mneS'e feait que du point de vue de leur teneur en vitamine A
:3:1}1'g‘i:hz§usiaces occupent une place tout £1 fait prépondérante.

‘ 1 1 1' t’ ét’ précisée, c’est toujours au
. Dumé: lléwrillefllflléesgutrguxggalasziigg-étotalité de la vitamine (Eisher,

mveaet Thompson (58) (60), Batham, Fisher, Henry, Kon et Thomp-
Kt-,)1n(5) Fisher Kon Plack et Thompson (61). Les tableaux II, III,‘O 1 ’ ’ I
IV sont suggestifs 5. cet égard.

TABLEAU I

(d’apres KON (126)

Teneurs en Vitamine A des Crustaces marms

 

 
 

   
 
   

  
 

 
 
 
  

     
  
  

  
  
 
 
 

 

 
 

 

 

 
 
  

  

  

 

 

 
 

 
 

Espéces ou groupes Iflfiéi Nom ordinaire

Meganyctiphanes norvegica '78 A.M. Euphausiafipé

Thiisanoessa raschii ‘513 A »
Thysanoessa inermis 16,5 A ’>
Thysanoessa. gregaria 14’1 A »

Stylocheiron elongatus 3-9 A »

Stylocheiron maximum 3,9 P ”

Euphausia. pacifica 3:3 P »

Nematoscelis difficilis 3.3 P »

Thysanoessa spinifera 2:3 P .»
onisimus plautus 23 A Amphlpéde,
Euphausia superba . 2:0 An Euphajuslace
syrrhée crenulata 037 A A“‘Ph‘¥’°d°
caridea (17 espéces) 0,81 A, P,M Crevettes

Anomura ( 7 >> ) 0:3 A’M Pagures

Penaeidae 0,15 A, M Crevettes

Isopoda ( 3 » ) 0,09 A,M Isopodes
Copepoda ( 3 » ) 0,09 A C°DeP°deS
Brachyura ( 9 ,, ) 0,03 A, P,M Crabes

Astacura ( 2 >> ) 0,02 A Hméards,
Mysidacea ( 5 >> ) néant A’M MyS1da(.:eeS
Branchiopedia ,, Branchiopodes

An : Antarctique P : Pacifique

A 1 Aflanuque M : Méditerranée.
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TABLEAU 11

(d’aprés BATI-IAAM et coil. (5)

Distribution de la vitamine A dans les organes

des Euphausiaces et des Décapodes

 
Vitamine A

Poids moyen . K

‘ d’un spécimen c3:t:n1,1e.dans Vita"
Especes ‘ peclmen (rimne Acorps corps es yeux

entier yeux entier yeux D- 100

mg. mg. Mg. 0g.

Meganyctiphanes norvegica. 60,0 0,33 0,3
>> 280,0 1,3 1,26
» 400,0 4,4 4,3
» 500,0 7 5 7,35

Thysanoessa raschii 60,0 1:65 1 6
Carcinus maenas 4.100,0 0 0,45
Eupagurus bernhardus ’ 4.100,0 o 0:15 

TABLEAU III

(d’aprés KON (125) ’1

Distribution de la vitamine A dans les organes

des Euphausiacés et des Décapodes

 
V't . ‘ . ,

E é t . . 1 “mne A 4 Quantite tot.sp ces e organes '

03- gu .

Thysanoessa _ra.schii
Corps moins les yeux . . . . . . .. 0,03 0,15 . __
Yeux .2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 0,96 paire 363,0 97

Meganyctiphanes norvegica.
Corps moins les yeux '. . . . . . .. 0,15 0,36 _
Yeux . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2,45 429,0 94

Crangon allmani

Corps moins les yeux . . . . . . .. 0,05 0,15 _
Yeux - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 0,06 36,3 55

Eupagurus bernhardus

Corps moins les yeux . . . . . . .. 0 0 _
Yeux , . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 0,36 205 100

Nephrops norvegicus

Corps moins les yeux . . . . . . .. 0,54 0009 _
Yeux .‘. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 0,36 0,34 40

Cancer pagurus

Corps moins les yeux . . . . . . .. 0,3 003 __
Yeux . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 0 0 0

Maia squinado

Corps moins les yeux . . . . . . .. 0 0
Yeux . . . . . . . . . . . . . . . 0,63 215 100
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TABLEAU IV

(d’aprés KON (126)

’ Distribution de la vitamine A dans les organes

de Meganyctiphanes norvegica (Euphausiacés)

 
  

 

 
Vitamine A Vitamine A

 
Lipides  
  

 
 
 

 

1 en gr. en ,,g.
p‘ 100 par organe par gr

I-Iépatopancréas . . . . . . 0
Estomac . . . . . . . . . . .. 0
Yeux (paire) . . . . . . .. 166
 

 
Reste du corps . . . . . .

 
L’eXamen de ces résultats fait apparaitre qu’en dehors des Eu-

phausiacés caractérisés par des teneurs exceptionnelles, la vitamine A
n’existe chez les autres crustacés qu’a 1’état de traces (0,15 ug. par
gramme chez les Penaeidae, cf. tableau I) 'ou fait cornplétement dé.—
faut. Lorsqu’e11e est présente, elle est essentiellernent concentrée au
niveau de 1’oei1, la quasi totalité de la vitamine de Yorganisme tout
entier étant contenue -dans cet organe.

Partvle expérimentale

Matériel et techniques. -4

La recherche et le dosage de la vitamine A sont effectués par
la réaction de Carr et Price (19) au trichlorure d’antimoine en solu-
tion chloroformique. On mesure Pabsorption au spectrophotométre
ole Beckman en suivant la décoloration en fonction du temps suivant
la technique de Meuni-er et Raoul (167) (*). Pour les mesures en
série, un photocolorimétre a cellule photoélectrique a été également
utilisé : des controles -expérimentaux ont permis de Vérifier que la sen-
sibilité et la fidélité de l’appareil permettaient les dosages avec une
précision suffisante. '

La technique a été élaborée pour la recherche de la vitamine A
dans Phépatopancréas d’Aristeomorpha foliacea. Le mode opératoire
qui va étre décrit est valable pour tous les autres organes et tissus.
Lorsque des variantes devront étre introduites, elles seront mention-
nées =5 propos de chaque cas -particulier. Toutefois signalons des main-
tenant que pour chaque extrait un controle a été effectué par spec-
‘rrophotométrie dans l’ultra—vio1et.

1 %

(*) La mesure est effectuée fa. )\ = 620 m0, (E : 5070)
1 cm
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ARISTEOMORPHA FOLIACEA

I-Iépatopancréas.

Saponification : 10 g. d’hépatopancréas sont saponifiés par la
potasse en solution aqueuse a 60 p. 100 (1 ml. par gramme de tissu)
selon la ‘technique de Lewis et Bodansky (140). La saponification est
poursuivie au bain-marie pendant 20 minutes et sous atmosphere
d’azote. Le contenu du ballon est rapidement refroidi, repris par un
mélange alcool — eau (1 : 2) et épuisé trois fois a l’éther de pétrole.
Les solutions éthéro-pétroliques réunies, lavées a l’eau distillée, puis
a la potasse aqueuse a 3 p. 100 et de nouveau a l’ea~u' distillée (50, 50 -et
50 ml. d’eau distillée) sont déshydratées par contact avec du sulfate
de sodium anhydre. La solution éthéro—pétrolique est finalement éVa—
porée sous vide partiel et en atmosphere d’azote. Le résidu est repris
par 1 ml. de chloroforme rectifié et conservé sur chlorure de cal-cium.

Réaction de Carr et Price : A la solution cvhloroformique, on
ajoute 0,5 ml. d’anhydride acétique, puis 5 ml. de réactif de Carr et
Price. Une coloration se développe dont on mesure l’absorption a la
15° seconde, les suivantes de 30 en 30 secondes jusqu’a 2 minutes.
On construit la courbe cinétique et on extrapole graphiquement autemps zéro.

Résultats : On constate d’emblée que, ni la couleur, ni la ciné-
tique ne sont caractéristiques de la vitamine A (168). En effet, on
obtient une coloration verdatre qui vire au vert franc en augmentant
d’intensité et l’allur~e seule de la courbe montre qu’il ne peut s’agir
de vitamine A (fig. 5 — courbe I).

Controle experimental (77). I1 consiste a effectuer le dosage sur
la meme huile additionnée de quantités connues de vitamine A.

A 10 g. d’hépatopancréas, on ajoute 30 ug. de vitamine A et l’on
saponifie dans les conditions précédemment décrites. La réaction de
Carr et Price développe une couleur franchement bleue a 1’origine,
la courbe cinétique descendante est caractéristique. L’interprétation de
cette courbe conduit aux résultats suivants : au temps 120 sec. la cour-
cesse d’étre descendante et donne un plateau (fig. 5‘— courbe II).

Division: du

photocolovimétre

50

40

50

20

I0 
7?/77/7; e/I Jecorzdes

/:5‘ 30 45 60 If 90 /05
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Si 1’on défalque la hauteur du plateau (correspondant a 1’absorp—
' base) la valeur de l’absorption, ainsi C0r1‘1g€e.- C01“1‘eSP0T1d Um‘

non de ‘ 'tamine A ' or la valeur trouvée est celle de la quan-
q.u?n-qent a V1 ux erreurs expérimentales pres. Ce contréle confirme
ilteriérst1i‘l(i;(:.t1s1:n1E1egistrés ci—dessus ; la vitarnine A est absente de l’hé~es

patopancréas.

Hypoderme. >
'La vitamine A a été recherchée sur une prise d’essai de 10 g. selon

la technique décrit-e ci—dessus.
Aucune trace de vitamine n’a été décelée.

Poche pylorique.

La oche est débarrassée par grattage du conjonctif péristomacal
qui 1’en\Er)eloppe et est vidée de son contenu.

La poche et le contenu sont traités séparément. On opére sur 5 g.
Le résultat est négatif sur les deux échantillons.

Conjonctif péristomacal.

On traite 10 g. de conjonctif. Le résultat est négatif.

Chair.

'1‘ t st de 20 g. ; la recherche‘ est effectuee sur unéchai-1l1:EillI:)Iif :91/‘v:i:\er:':1 .d:ns le céphalothorax et sur un echantillon pre-
levé dans l’abdomen. Les résultats sont négatifs.

Carapace.

La recherche est effectuee sur 30 g- d9 carapace-9 finement
broyées. Le resultat est negatif.

Intestin.

La prise d’essai est de 5 g. : la réaction de Carr et Price est p0S1-
tive, le caux de vitamine A est de 6,0 a 6,6 p.g.

I . - - ' t : le conte-
Il convient toutefois de faire une remarqueimportan e’ :d

nu de 1’intestin n’a pu étre vidé avant la sap0D1f1Cat1°n- 11 n 5} one Pas
été possible de déterminer si la Vitamine trouvée appartenalt all U55“
intestinal ou provenait du contenu.

(Eufs.

5 g. d’oeufs ont été traités : la réaction de _Carr et Price est fai—
blement positive, 1,2 a 1,5 ug. pal‘ gramme de tlssu"

Yeux.

La méthode qui vient d’étre décrite a eté également utilisée. A

titre de vérification, nous avons élimine le p1gm.eI_1t P31‘ C1_1r°1"‘111at°gra‘phie et procédé ensuite au dosage dans les C0I1d1'E10I1S habltue 95-

La prise d’essai est de 2 g. : la réaction de Carr-et1Pric’¢1e elséiiefgilrllgchement positifve ; la concentration en v1tam1ne est 13 115 9 e
les espéces péchées pendant l’été ; les taux d’hiver oscillent entre 1,8 '
et 2 5 pg. par gramme, ceux d’été entre 6 a 9,5 Mg- D31‘ gramme (Ci
tableau V).
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ARISTEOMORPHA FOLIACEA

Hépatopancréas.

Saponification : 10 g. d’hépatopancréas sont saponifiés par la
pot_asse en solution aqueuse a 60 p. 100 (1 ml. par gramme de tissu)
selon la "technique de Lewis et Bodansky (140). La saponification est
poursuivie au bain-marie pendant 20 minutes et sous atmosphere
d’azote. Le contenu du ballon est rapidement refroi-di, repris par un
mélange alcoo1—— eau (1 : 2) et épuisé trois fois a l’éther de pétrole.
Les solutions éthéro—pétroliqu<es réunies, lavées a 1’eau distillée, puis
a la potasse aqueuse £1 3 p. 100 et de nouveau a l’eau' distillée (50, 50 et
50 ml. d’eau distillée) sont déshydratées par contact avec du sulfate
de sodium anhydre. La solution éthéro-pétrolique est final-ement éVa—
porée sous vide partiel et en atmosphere d’azote. Le résidu est repris
par 1 ml. de chloroforme rectifié et conservé sur chlorure de cal-cium.

Réaction de Carr et Price : A la solution chloroformique, on
ajoute 0,5 ml. d’anhydride acétique, puis 5 ml. de réactif de Carr et
Price. Une coloration se développe dont on mesure 1’absorption a la
15° seconde, les suivantes de 30 en 30 secondes jusqu’a 2 minutes.
On construit la courbe cinétique et on extrapole graphiquement autemps zéro.

Résultats : On constate d’emb1ée que, ni la couleur, ni la ciné-
tique ne sont caractéristiques de la vitamine A (168). En effet, on
obti-ent une coloration verdatre qui vire au vert franc =en augmentant
d’intensité et 1’allure seule de la courbe montre qu’il ne peut s’agir
de vitamine A (fig. 5 — courbe I).

Controle expérimental (77). I1 consiste a effectuer 1e dosage sur
la meme huile additionnée de quantités connues de vitamine A.

A 10 g. d’hépatopancréas, on ajoute 30 pg. de vitamine A et 1’on
saponifie dans les conditions précédemment décrites. La réaction de
Carr et Price développe une couleur franchement bleue a l’origine,
la courbe cinétique descendante est caractéristique. L’interprétation de

’ cette courbe conduit aux résultats syivants : au temps 120 sec. la cour-
cesse d’étre descendante et donne un plateau (fig. 5‘— courbe II).

Divisions du

PhotoC0i.OY*i|\étrQ
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Si 1’on défalque la hauteur du plateau (correspondent a l’absorp-
+' de base) la valeur de l’absorption, ainsi corrigee, correspond unl-
dlon ‘ 1 itamine A ' or la valeur trouvée est celle de la quan-
q-u'en'qent§ ‘E: vaux erreurs eigpérimentales pres. Ce controle confirme
ietser1érsii‘lC’)ca}c1s1 Snregistrés ci—dessus ; la vitamine A est absente de l’hé-
patopancréas.

Hypoderme.

La vitamine A a été recherchée sur une prise d’essai de 10 g. selon
la technique decrite ci—dessus.

Aucune trace de vitamine n’a été décelée.

Poche pylorique.

La poche est débarrassée par grattage du conjonctif péristomacal

qui l’enve1oppe et est vidée de son contenu.

La poche et le contenu sont traités séparément 011 Opére S111‘ 5 g-
Le résultat est négatif sur les deux échantillons.

Conjonctif péristomacal.

On traite 10 g. de conjonctif. Le résultat est négatif.

Chair.

Le rélévement est de 20 g. ; la recherche‘ est etfectuée sur un
échantillrbn prélevé dans le céphalothorax et sur un échantillon pre~
levé dans 1’abdomen. Les résultats sont négatifs.

Carapace.

La recherche est effectuee sur 30 8- de Carapaces finement
broyées. Le résultat est negatif.

Intestin.

La prise d’essai est de 5 g. : la réaction de Carr et Price est posi-
tive, le taux de vitamine A est de 6,0 a 6,6 (1.8-

v - - - ’ : le conte-
I1 convient toutefois de faire une remarqueimportante’ ;

nu de l’intestin n’a pu étre vidé avant la sapomfication. 11 n a done ‘pas
été possible de déterminer si la vitamine trouvée appartenait au tissu
intestinal ou provenait du contenu.

(Eufs.

5 g. d’oeufs ont été traités : la réaction de ‘Carr et Price est fai-
blement positive, 1,2 a 1,5 p.g- P31“ gramme de t155u'

Yeux.

La méthode qui vient d’étre décrite a été également utmséa A

titre de vérification, nous avons élimine 1e p1gm_e1f1t P31‘ C1}r°rT1‘3t°gra'phie et procédé ensuite au dosage dans les conditions habitue es.

La prise d’essai est de 2 g. : la réaction de Carr-et Price est fran-

chement positifve ; la concenytlration en vitam,ine est éfiezfifrgiilng _
les espéces péchées pendant lete V; les taux‘d hiver OSCl en ,fet 2,5 we. par gramme, ceux d’éte entre 5 3 9:5 .l*g- Par gramme (C '
tableau V).
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ARISTEUS ANTENNATUS.

La vitamine A recherchée par la méme technique n’a pu étre dé—
celée ni dans ,l’hépato-pancréas, ni dans 1’hypoderme, la poche pylo-
rique (poche et contenu traités séparément), la chair et les carapaces.

On en retrouve dans 1’intestin (non vidé) 6 a 7,5 p.g. par gramme ;
dans les oeufs, 1,2 £1 1,3 ;tg., dans les yeux 2,4 51 4,8 p.g. (Aristeus d’hi—
ver), 6 a 9,6 p.g. par gramme (Aristeus d’été).

‘ PARAPENAEUS LONGIROSTRIS

Les résultats sont négatifs pour 1’hypoderme, la poche pylorique,
‘La chair, les carapaces et les oeufs. Des traces sont présentes dans

1’hépato—pancréas ; dans 1’intestin les valeurs trouvées sont de 3 lg.
par gramme (péches d’hiver)', de 4,5 Mg. (péches d’été) dans les yeux
7,5 ug. (péches d’hiver), 11,5 pg. par gramme (péche d’été).

PLESIONIKA EDWARSII.
Chez Plesionika edwarsii, la réaction de Carr et Price n’-a été posi-

tive qu’aVec des extraits d’oeufs : i1 nee s’agissait cependant que de
traces.

SCYLLARUS LATUS

La_vitamine A n’a été recherchée que dans les oeufs ; on en trouve
0,18 pug. par gramme.

L’ensemb1e des résultats de ces dosages figure dans le tableau VI.

L’examen de ce tableau montre que la vitamine n’est présente
que dans les intestins, les oeufs et les yeux. Dans les oeufs, les valeurs
trouvées sont trés basses. Dans les intestins, i1 n’a pas été possible die
doser séparément la vitamine dans le contenu et dans Porgane en rai-
son du diamétre réduit de ce dernier. On ne peut done présumer si
ce1le—ci est présente dans la muqueuse ou dans les déchets digestifs.
On remarque cependant qu’e11e est absente du contenu de la poche
pylorique on peut done penser qu’e11e ne se trouvera pas non plus
dans le contenu intestinal. Cependant une conclusion décisive ne sau-
rait étre tirée de ce seui argument. u

I1 est intéressant de rapporter les résultats au gramme -die lipides
desyeux. Le taux des lipides (extraits par le mélange a1coo1—éther)
est de 1,2 ..-2. 1,5 %, ce qui donne des concentrations de 150 a 750 ug.
par gramme de lipides du tissu oculaire.

TABLEAUVI DISTRIBUTIONDELAVITAMINEA(en‘Lgpargrammed‘organefraiS> Organesoutissus

OVAIRES avecS3115 oeufsoeufs

Pocheintestin py]o-avecson riquecontenu
Hépato-Yeuxpancréas

Aristeomorpha foliacea Aristeus antennatus Parapeneus longirostris Plesionika edwarsii Scyllarus latus



b) CAROTENES

Historique
\

Euler, Hellstrom et Klussman (54) montrent que parmi trois pig-
ments isolés de Calanus finmarchicus 1’un est du carotene. Leder-er
(136) constate que ce pigment est effectivement présent en meme
temps que1’astacine (astaxanthine). I1 en trouve 0,4 mg. pour
120 mg. d’astacine dans 500 grammes de Copépodes.

En ce qui concerne les Décapodes, des traces -de carotene ont été
signalées par Kuhn et Lederer (131), par Kuhn, Lederer et Deutsch
(130) (Maia squinado) par Goodwin et Srisukh (69), (Homarus vul-
garis et Nep-hrops norvegicus), par Kon et Thompson (127), (128)
(Pandalus bonieri, Crangon vulgaris).

Chez les Euphausiacés, Wagner (232) avait cru pouvoir affirmer
la presence de quantités élevées de carotene. La question était im-
portante car les Euphausiacés constituent la majeure partie du
« Krill » dont se nourrissent les baleines et 1’on sait que l’on trouve
chez celles-ci d’énormes reserves de viamine A. Les résultats de

Wagner étaient done susceptibles de faire admettre que le carotene
devait étre considéré comme la principale source d’approvisionnement
des baleines en vitamine A. Cependant les conclusions de Wagner
sont discutables en raison des procédés ol’identification mis en oeu-
vre. Kon (125) reprenant cette étude et utilisant les ressources de
l’analyse chromatographique et de la lspectrophotométrie, vsouligine
l’absence presque totale de carotenes chez les Euphausiacés -des
oceans arctique et antarctique aussi bien sur le matériel prélevé dans
l’estomac des baleines que sur des animaux péchés directement.

Partie eacpérimentale

Techniques.

L’identificationVdes carotenes est basée essentiellement sur leur
comportement vis—a—vis des ‘adsorbants et sur leurs caracteres spec-
traux. La technique d’eXtraction qui conduit :31 la mise en solution
des pigments dans l’éther de pétrole est décrite ci—dessus (cf. page
33). "

L’examen spectrophotométrique direct de la solution -éthéro
pétrolique d’organes ou de tissus ne révele pas le «systeme a 3 maxi-
ma caractéristique des carotenes (78). On_ peut cependant redouter
que l’abondance de Yastaxanthine qui absorbe dans un domaine voi-
sin de longueur d’onde n’empéche «de déceler le pigment si celui-ci
ne se trouve qu’en petite quantité. C’est pourquoi, une séparation
chromatographique est indispensable. En effet, ainsi que 1’a montré
Led-erer (136) les carotenes sont moins fortement retenus sur co-
lonne d’alumi-ne que les pigments caroténoides oxygénés du type de
1’astacine (ou de 1’astaxanthine).

Effectivernent, nous avons vérifié que lorsqu’on chromatographic
sur alumine une solution éthéro—pétrolique renfermant 51 la fois de
Pastaxanthine (libre ou estérifiée) et des carotenes, ceux-ci descen-
dent lentement le long de la colonne pour se retrouver finalement
dans le filtrat tandis que Yastaxanthine reste avdsorbée a la partie
supérieure du chromatogramme.

Dans aucun des ext-raits examines (Aristeomorpha foliacea, Aris-
teus antennatus), il n’a été trouvé la moindre trace de carotenes.

2° L’ASTAXANTHINE CHEZ LES CRUSTACES

Ainsi que nous venons de le montrer, dans les especes étudiées,
la vitarnine A se localise essentiellement au niveau des yeux, les au-
tres organes ou tissus n’en contenant pas en dehors des ovaires murs
ou des traces ont été décelées. Quant au carotene, il est complete-
ment absent. Au contraire, 1’astaxanthine s’y trouve en grande quan-

tité, principalement chez Aristeomorpha foliaceaiqui est la plus for-
tement pigmentée des especes que nous avons examinees. Elle est

également abondante chez Aristeus antennatus et, chez ces deux
Penaeidae, le pigment se trouve principalement localisé dans l’hy-

poderme et le conjonctif péri-stomacal.

a) ASTAXA_NTHINE LIBRE ET ESTERIFIEE

On trouve peu de renseignements sur la coexistence et les rela-
tions .d’équilibre pouvant exister entre les diverses formes dans les
différents tissus ou organes. En effet, quand i1 s’agit de petits crus-
tacés, l’extraction est faite sur 1’animal entier (Calanus finmarchi-
cus, Lederer (136), I-Iolopedium gibberun, Daphnia magna, Gam-
marus pulex) Sorensen (215).

En ce qui concerne les Décapodes, leur taille permet en général
d’étudier séparément les divers tissus ou organes 2 Kuhn et Lederer
(131), montrent que le pigment extrait de l’hypoderme d.e Homarus
vulgaris et de Nephrops norvegicus est sous forme estérifiée tandis
que dans la carafpace, les formes libre et estérifiée coexistent. Pour
Goodwin et Srisukh (69), reprenant cette étu-de sur les memes es-
peces, le pigment ide l’hypoderne est bien de 1’astaxanthine estérifiée.
Cependant pour eux, la forme libre serait seule présente dans la
carapace. Ces données ‘sont donc en partie contradictoires.

CONTRIBUTION EXPERIMENTALE

Matériel et techniques.

a) dissection. — On préleve séparément dans chaque espece les
carapaces, 1’hypoderme, le conjonctif péristomacal, Phépatopancréas,
les glandes génitales. Les tissus ou organes sont immédiatement re-
couverts de sulfate de sodium anhydre qui les déshydrate et per-
met en outre de protéger la masse de l’oxydation.

b) extraction. — Le tissu enrobé de sulfate de sodium est fine-
ment broyé et épuisé par l’acétone. On renouvelle les épuisements
plusieurs fois. Les solutions acétoniques rassemblées dans une am-
poule a décantation sont additionnées d’eau distillée et d’éther de

pétrole. Les proportions d’eau et d’éther dépendent de la quantité
d’eau du tissu et des lipides presents (136). Quand il s’agit d’hypo-
derme et de conjonctif péristomacal, les proportions les plus favo-
rables sont les suivantes : a 1.000 ml. de solution acétonique, on
ajoute 300 ml. d’eau et 200 ml. d’éther de pétrole. Dans le cas de
solution acétonique d’hépatopancréas ou de glandes génitales plus
chargées en lipides (10 — 11 % en moyenne), le passage en phase
éthéro-pétrolique est favorisé par addition d’eau et d’éther de pé-
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trole par parties égales (300 : 300). L’extraction des carapaces néces—
site 1’addition d’acide chlorhydrique a 1’acétone. Apres maceration,
la solution acétonique est traitée comme il est dit ci—dessus. Aprés
agitation et repos, la phase éthéro-pétrolique est séparée, lavée plu-
sieurs fois a l’eau distillée et déshydratée par contact sur du sulfate
de sodium anhydre.

‘Cette solution éthéro—pétroliqu-e contient la la fois l’astaxanthine
libre et ses esters.

PARTAGE ENTRE SOLVANTS.

D’aprés leurs solubilités respectives dans l’éther de pétrole et
dans le méthanol a 90 %, en sépare :

— -d’une part, les pigments plus solubles dans l’éther de; pétrole
que dans le méthanol (pigments épiphasiques) ;

— d’autre part, les pigments plus solubles dans le méthanol que
dans 1’éther de pétrole (pigments hypophasiques).

Les esters de 1’astaXanthine sont épiphasiques, Pastaxanthine

libre est hypophasique.

La solution éthérowpétrolique des pigments est agitée avec du
mét-hanol a 90 %. Deux phases se séparent. Aprés repos, on soutire
la phase alcoolique et on épuise a nouveau l’éther de pétrole par une
nouv-elle agitation avec du méthanol. On répéte ces épuisements jus-
qu’a ce que la phase alcoolique ne soit plus colorée de fagon appré-
ciable. ;

La solutions méthyliques rassemblées sont agitées avec de 1’éther
de pétrole aprés addition d’eau. On obtient finalement deux solutions

‘ éthéro-pétroliqu-es :

—— la premiere est une solution des esters ;

—— la deuxiéme est de l’astaxanthine libre.

La mesure des densités optiques permet de déterminer facile-
ment les concentrations relatives des deux solutions.

c) Résultats.
ARISTEOMORPHA FOLIACEA.

Dans le conjonctif péristomacal en hiver, Pastaxanthine libre et
l’astaXanthine estérifiée existent en quantités équivalentes ; en été,
les esters représentent seulement les 3/10 de la totalité du pigment.

Dans l’hypoderme, été comme hiver les 2/3 du pigment 'sont
esterifiés. ‘

Dans les carapaces, le pigment est toujours sous forme libre.

Aristeus antennatus.

Dans le conjonctif péristomacal, les formes libre et estérifiée
sont présentes par parties égales en hiver ; en été, les esters rep~ré-
sentent les 2/5 de la totalité du pigment.

Dans l’hypoderme, les 2/3 d.u pigment sont estérifiés (hiver et
été).

Le pigment des carapaces est entierement sous forme libre. L’en—-
semble de ces résultats est rassemblé dans le tableau ci—dessous.
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TABLEAU VII

 j——j

Epiphase

Hypophase
Espéces

Janvier Avril Juillet Octobre

Mars Juin Septembre Décembre

Arist-eus antennatus

conjonctif péristomacal 1/ 1 1. 2/3 2/3 1/1

hypoderme 2/1 2/ 1 2/ 1 2/1
' entiére— entiere- entiere- entiére—

ment ment ment ment

carapace hypopha- hypopha- hypopha- hypopha-
sique sique sique sique

Aristeomorpha foliacea

conjonctif péristomacal 1/ 1 3/ '7 3/ 7 1/ 1

hypoderme 2/ 1 8/3 8/3 1/1
entiére- entiére- entiére— entiére—
ment ment 7 ‘ ment ment

carapace hypopha- hypopha- hypopha— hypopha—'
sique sique, sique sique

 1

On voit que la répartition d’astaxanthine libre et d’astaxanthine
sous forme d’esters est sensiblement la meme pour les mémes tissus
dans les deux espéces. Par ailleurs, des Variations -saisonnieres sont en-
registrées et la encore, les résultats sont paralléles.

ANALYSE CHROMATOGRAPI-IIQUE

ET CARACTERES SPECTRAUX. I

L’analyse chromatographique de chacune des deux fractions épi-
phasique et hypophasique révéle une complexité pigrnentaire beau-
coup plus grande que ne permettait de la prévoir le seul partage entre
solvants. ‘

Matériel et techniques.

Les colonnes 21 ohromatographie sont munies d’un dispositif per-
mettant d’opérer en atmosphere inerte. L’adsorbant est l’a1umine d’ac—
tivité II. Le controle de l’activité est effectué selon Brockmann (14). Si
une réactivation est nécessaire, elle est obtenue facilement par un
chauffage a 500° C. pendant 5 heures.

On verse sur la colonne d’alumine de 1’éth-er de pétrole pur et
rigoureusement anhydre, ce qui permet de s’assurer, de l’homogénéité
du tassement, puis en verse doucement la solution a analyser.‘On lave
ensuite a 1’éther de pétrole (400 ml. au moins si le volume de la solu-

tion est de 200 ml.) et on développe le chromatogramme A l’aide d’é—
ther de pétrole additionné de 1 p. 1.000 de méthanol.

Aprés développement, chacune des zones révélées est soigneuse—
ment isolée et le pigment est élué par agitation de 1’a1umine colorée
avec de 1’éther de pétrole renfermant 5 % de méthanol.
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Résultats :
ARISTEOMORPHA FOLIACEA.

I - Extrait de conjonctif péristomacal

Les chromatogrammes de 1’extrait total, de 1’extrait hypophasique et de
Pextrait épiphasique présentent plusieurs zones :

A, zone rouge 0,5 cm d’épaisseur
. A » orange 1,0 cm »

gfltrglf ltotal \ A: » brique 1 0,6 cm »
' / A, » orange jaune 0,3 cm »A5 » jaune 0,1 cm »

A, zone rouge 0,8 cm d’épaisseur

Solution \ A2 » saumon 1,5 cm »éplphasique A3 » rouge orangé 1,0 cm »
sol. N0 2 / A, » jaune orangé 0,8 cm »

\ A5 » jaune 0,3 cm »

Solution 2, zo:1e 1I:<())1S1§e sombre d’épa>i>sseur
gllpcgglzslque A; » rose orange 0,8 cm »‘ A, » jaune orange 0,7 cm »

II — Extrait d’hypoderme

Le développement fait également apparaitre plusieurs zones.

. A zone rouge 0,5 cm d’épaisseur

§°.1ut1°I.1 ~ 8 A: » rouge orangé 1,5 cm »
eplphaslque A; » orangé 0 8 cm »
501' N 4 K A, >> jaune 0,1 cm »

. A zone rouge 0,5 cm d’épaisseur

Solution. . l A: » orangé 1,5 cm »
hypophaslque \ A; » rose 0,8 cm »

' S01‘ N° 5 1 A, '» jaune orange 0,5 cm »

ARISTEUS ANTENNATUS.

I — Extrait de conjonctif péristomacal

A, zone rose rouge 0,6 cm d’épaisseur
. A2 » rouge orangé 1,0 cm »

Efitrfif Gtotal E A, » vieux rose 2,0 cm »
5°’ ’ A, » orangé jaune 0,8 cm »A5 » jaune 0,2 cm >>

; A, zone rouge 0,6 cm d’épaiseur

summon 8 A2 » rouge orangé 1,2 cm »épiphasique A3 » rouge clair 0,4 cm »

sol. N0 7 I A, » jaune orangé 0,2 cm »
A5 » jaune 0,1 cm , >>

. l '
:1 ::::::,:;:,

hypophasique 2 ,
S01. N0 8 A3 » rouge orangeA, » jaune orangé

II — Extrait d’hypoderme

A, zonerouge sombre 0,8 cm d’épaisseur
Epiphase A2 » rose violacé 0,5 cm »
501, No 9 A3 » rose orangé 1,5 cm »

' A, » jaune orange 0,8 cm >>

III - Extrait de carapace

' A, zone rouge sombre 0,9 cm d’épaisseurr
. A2 » rose saumon 1,5 cm »

Extmlt total \ A3 » rouge clair 0,5 cm >>
S01‘ N° 10 ) A, » orangé 2,0 cm »

A,—, » jaune 0,3 cm >>

 

L’examen des résultats montre Phétérogénéité du pigment en
apparence homogéne. D’ail1eurs, la chromatographie d’un extrait total
d’hépatopancréas d’Aristeomorpha foliacea avait révélé cette hétéro—
généité (77), elle a été également retrouvée avec des extraits entiers
provenant de conjonctif péristomacal et de carapace.

Les données spectrophotométriques se rapportant a ces diverses
fractions sont rassemblées dans le tableau VIII.

TABLEAU VIII

Zones maxium
No ae d’absorption N0 ae

la solution dans la. pyridine
mu.

Zones maxium
d’absorption

la solution clans la pyridine
mm

490
484
490
482

' 4'70

490
488
478
484
482

488 - 490
483
433
484
482

488
478
484
480

490
4'72
488
484
480

488
480
482
482
472

I>I>§>i>3>i>I>§>I>D>>D>I->59 vi-‘-Damn-4c.nu>coL\:>—-u1»s>wLol—-
488 - 490
488
484
478

488 - 490
484
4'78
470

488
480
482
478

490
480
488
484
482

i>D>.’J>D;D>>'£|>i>§>I>>I1>D>D>I>l1>I>>I>i>'»>I>C> u>wLo»--p;>oomn-mpawwwc.nu>wMr-«muawmna
i>l>1>i>D>1>I>>i>'

b) STEREITQSOMERES

L’analyse chromatographique révéle donc 1’existence aussi bien
dans 1’hypophase que dans l’épiphase ou les extraits enti-ers, de cinq

pigments différents. Il s’agit de substances qui sont chimiquement
identiques car la saponification les transforme toutes en astacine.
Cette identité chimique de substances qui ne se distinguent que par
leurs caractéres spectraux nous avait permis d’avancer avec C; Che-

char} et R. Grangaud (22), qu’i1 devait s’agir d’un nouveau cas d’iso-
merie cis-trans de Yastaxanthine. Chez de nombreux caroténoides,
le fait est déja démontré (246), (219), (247), mais l’existence de

formes stéréoisoméres de l’astaXant«hine n’aVait jusqu’ici pas été
signalée. Récemment, R. Grangaud et Mme P. Chardenot (75) en ont
apporté la démonstration : 1e pigment épiphasique de conjonctif

péristornacal d’Aristeus antennus, présentant un spectre a bande
etroite et a maximum unique situé a 488 mp. dans la pyridine a été
soumis £1 1’ébul1ition a reflux. Aprés 6 heures, d’importantes modi-
fications des caractéries spectraux sont constatées avec l’apparition de
deux sommets a 484 et 492 mp. dans la pyridine. La chromatographie
sur alumine sépare en outre. 4 zones superposées nettement indivi-dualisees.

 



Un contact prolongé plusieurs jours sur alumine provoque des
transformations identiques : en abandonnant a l’obscurité une solu-
tion éthéro—pétrolique du pigment, on observe également, aprés quel-
ques semaines, la formation d’isoméres.

Une démonstration décisive qu’i1 s’agit bien de formes stéréo'1'so-
méresméres est donnée par le fait qu’en utilisant les moyens physi-
ques qui viennent d’étre décrit-s, chacune de ces forrnes isolée se
transforme en toutes les autres. Appliquées a des solutions d’astaxan-
thine libre, les memes techniques d’isomérisation (action du temps,
de l’ébullition, de la chromatographic) ont conduit aux mémes résul-
tats (21).

L’identité des caractéres chromatographiques et spectroscopiques
des pigments ainsi préparés et de ceux mis en évidence chez Aris-
teomorpha foliacea permet de conclure que ces stéréoisoméres peu-
vent préexister dans les milieux naturels (75).

C) CHROMOPROTEIDES

Avant qu’ait été précisée leur nature par les travaux de Kuhn et I
Lederer (131), Kuhn et Sorensen (132), Stern et Salomon (217), et
par les études physicochimique-s de Wald (237), 1’existence de chro-
moprotéides de Pastaxanthine avait été signalée par divers auteurs :

«Dans une série de mémoires Verne (228), (229), (230), insiste
sur le fait que « le pigment rouge des crustacés se trouve dans la
carapace et les oeufs liés a des protides et forme ainsi des complexes
hydrosolubles ».

Lwoff (146), Teissier (22), Brown (15), rapportent des obser-
vations analogues.

Kuhn et Lederer, loc. cit., séparent le groupement prosthétique
vdu chromoprotéide vert des oeufs de homard qu’ils considérent d’a-
bord comme un « ester de l’astacine » ; ils lui donnent le nom"
d’ovoester.

Stern et Salomon, loc. cit., entreprennent l’étude de ce chromo-
protéide qu’i1s dénomment ovoverdine. Kuhn et Sorensen, loc. cit.,
montrent que son groupement prosthétique n’est pas en réalité un
ester de 1’astacine mais un pigment nouveau pour lequel ils propo-
sent le nom d’astaxanthine. Ils établissent en outre que la coloration
bleue de la carapace est due égal-ement a la présence d’un chromo-
protéide. Le changement de couleur du bleu au rouge qui se produit
lorsque la carapace est plongée dans l’eau bouillante résulte -de la
libération du groupement prosthétique ‘provoquée par la floculation
de la protéine. Wald (237), parvient a extraire ce chromoprotéide
qu’i1 désigne sous le nom de cr-ustacyanine.

Les techniques utilisées par Stern et Salomon pour l’ovover»dine,
et surtout par Wald pour la crustacyanine sont d’application générale.
C’est a elles qu’i1 a été fait appel pour 1’étude physicochimique qui
va suivre. Aussi l’exposé de cette étude sera-t—el1e précédée d’une
bréve analyse de ces travaux. ' *
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Caractéres physicochimiques. de Povoverdine (Stern et Salomon
(217). . ~

Les oeufs de homard sont triturés avec du sable et de l’eau dis-
tillée.

L’ovoverdine est précipitée de ses solutions par addition a satu-
ration de sulfate,de sodium, d’ammonium ou de magnésium. Dans
un tampon a Pacetate ou aux phosphates, elle est stable entre pH4
et pH 8.

Son spectre dans le visible montre un maximum 51 470 mg. et
un a 640 mp. Stern et Salomon montrent que le pigment est instable
et est facilement dissocié :

La pyridine, les acides minéraux, les bases provoquent la rup-
ture de la hai-son protéique : les solutions bleues virent au rouge ; la
réaction étant irréversible.

La chaleur produit également cette dissociation, mais celle-oi
peut étre réversible si 1’é1évation de temperature ne dépasse pas 60
21 70° C. et n’est pas trop prolongée.

Caracteres physicochimiques de la crustacyanine (Wald _- 237).

Dans la carapace du homard, le chromoprotéide est associé a des
sels de calcium et ne se laisse pas extraire par l’eau distillée‘. I1 «est
obtenu par macération dans une solution d’acide citrique dilué.

Le pigment est précité de sa solution par le sulfate d’a.mmo-

nium a 40 % let r-edissous par dilution ou dialyse. Le spectre présente
une large bande avec, maximum 51 625 mu. Son point isoélectrique se
situe aux environs de pH 4,5.

Les acides minéraux, 1’a1coo1, l’acétone a chaud font virer les
solutions du bleu au rouge, le~ maximum d’absorption se déplagant
vers 460 mg.

La chaleur provoque les modifications suivantes : a 60°, dans un
tampon au véronal de pH 7, la couleur passe du bleu (7\ max. =

625 l’I1,u.), au rouge (1 max. = 530 mp.). On observe des modifications
comparables sous 1’effet ~de variations de pH. .

Pour la‘ crustacyanine de Wald comme pour l’ovoverdine de
Stern et Salomon, le groupement prostétiquve est Yastaxanthine.

CONTRIBUTION EXPERIMENTALE

— Chromoprotéides de Plesionika edwarsii, Brandt.

Pigment des oeufs : les oeufs mfirs se présentent sous forme d’une
Inasse granuleuse bleue retenue par les pattes abdominales dont e1le~
peut étre facilement détachée.



5 g. d’oeufs sont broyés avec du sab‘e et repris par 40 ml. d’eau dis-
tillée. Par décantation et filtration, on obtient une solution fortement
teintée et limpide. Son spectre présente une bande large, unique avec

un maximum 51 635 mp, dans la pyridine (cf. fig. 6).

Lay [o/I

or/vs/‘rs’0/2r/'0z/5

no 500 500 700‘

Fig. 6. -— Plesionika Edwarsi - BRANDT

Spectre dhtbsorption du chromoprotéide
et de son groupement prosthétiique

Ohromoprotéide
' " ' "' Groupemcmt prosthétique

a) Influence du pH.
Par mélange de la solution aqueuse avec des tampons aceto-

acétiques M/15, on n’obser'Ve aucune dissociation jusqu’a pH 4. C’est
au-dessous de ce pH que la teinte vire du bleu au rose, le change-
ment étant réversible. Les acides minéraux provoquent une disso-
ciation irréversible par dénaturation de la protéine.

b) Action de la température.
Un tube a essai contenant la solution est immergé dans un ther-

mostat réglé a 70° C. On observe un virage au rose, et un retour au
_b1eu par refroidissement. Si 1’on chauffe a 100“ C. la transformation
est irreversible.

c)Action des solvants organiques.
On agite la solution aqueuse avec différents solvants organi-

ques : '
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L’éther de pétrole ne provoque aucun changement de coloration
de la solution aqueuse. .

La pyridine précipite la protéine rouge orange, on ajoute de
1’éther de pétrole ; le pigment passe en solution.

La solution éthéro-pétrolique est divisée en 2 parties : l’une est

agitée avec du méthanol a 90 % ; 1e pigment passe entiérement dans
1a phase méthylique. L’autre partie est évaporée sous pression ré-
duite, en atmosphere .d’azote. Le résidu est repris par la pyridine.
Le spectre enregistré montre une bande large unique at 492 mp. Carac-
téristique de' l’astaxanthine (cf. fig. 6).

Les oeufs immaturés ont une consistance visqueuse et une colo-
ration plus pale que les oeufs murs. -On obtient a partir de ces oeufs
une solution légérement opalescente. Les variations du pH, l’action
de la temperature, l’action des solvants organiques, provoquent les
modifications de coloration enregistrées avec les oeufs mfirs, le grou-

pement prosthétique est séparé par addition de pyridine ou par trai-
tement 51 l’acétone et 1’éther de pétrole. Il présente le spectre carac-

téristique de Pastaxanthine ()\ max. = 492'mp. dans la pyridine).

Pigment -extrait du conjonctif péristomacal. Dans le tissu conjonc—
tif péristomacal, une partie du pigment peut également etre extraite
en solution aqueuse.

5 g. de tissu conjonctif sont refroidis a — 15°‘ C. La masse conge-
lée est broyée avec du sable, et reprise par 40 ml. d’eau distillée ;
une partie du pigment passe en solution aqueuse qui se colore en rose.
C‘est encore un chromoprotéide dont les caractéres physicochimiqu-es
sont comparables a ceux des précédents. Le groupement prosthéti-
que est isolé par traitement a la pyridine ou par le mélange acetone-
éther ;il présente ici encore un maximum d’absorption a 492 In), dans
la pyridine.

— Chromoprotéides d’Aristeomorpha foliacea.

Pigment des oeufs. Les oeufs sont prélevés dans les ovaires (”‘)
5 g. d’oeufs sont obtenus en solution aqueuse par—1e procédé décrit
pour les oeufs de Plesionika edwarsii. La solution aqueuse améthyste
présente un spectre a large bande (7 max. : 600 mp dans la pyridine).

a) Action (in pH.

_On additionne la solution aqueuse de solutions tampons de pH
varies. C’est seulement au-dessous vde pH 4 que l’on observe un virage
au brun orangé (réversible). '

L’addition d’acid~es minéraux provoque également un ,virage,
mars la reaction alors est irreversible.

b) Action de la température.

La solution est chauffée au voisinage de 70° C. La teinte vire £1
1’orangé en passant par des teint-es intermédiaires ; par refroidisse-
ment, la teinte initiale reparait. A 100° le virage est irréversible.

c) Action des solvants organiques.

La solution est agitée avec de la pyridine qui se colore en rouge
(la protéine précipite) ; avec le mélange acétone-éther, le pigment

rouge orangé passe en solution éthéro-pétrolique. La solution est
evaporée ; le résidu repris par la pyridine présente un spectre d’ab-
sorption a bande unique (l. max. = 492 mp. dans la pyridine).

(*) Les peneidea ne portent pas leurs oeufs.
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- Chromoprotéides d'Aristeus antennatus. 

Pigment des œufs. La solution aqueuse obtenue par le procédé 
habituel est ros-e cyclamen (max. d'absorption à 504 m(J.). 

a) Action du pH. 

On observe un virage à partir de pH 4. Le changement est réver­
sible. L'addition d'acides minéraux et d'acide acétique provoque une 
coloration orangée. La réaction 'es: alors irréversible. 

b)Action de la température. 

Par chauffage à 70° C., la solution vire dJl cyclamen à l'orangé ; 
la teinte initiale reparaît' par refroidissement. A 100°, on observe un 
coagulum rouge brique. 

c) Action des solvants organiques. 

On étudie successivement, l'action de la pyridine, de l'acétone, 
et de l'éther de pétrole: la protéine précipite avec la pyridine et l'a­
cétone. Le groupement prosthétique est détaché, la solution agitée 
avec de l'éther de pétrole lui cède son pigment. Le groupement pros­
thétique est caractérisé par son spectre à maximum unique (492 IIltJ. 
dans la pyridine). 

Pigment du conjonctif péristomacal. Le pigment est extrait par 
le procédé décrit pour le conjonctif de Plesionika edwarsii. La sol"u­
tion obtenue est rose. 

L'action des variation de pH, de la température, des solvants or­
ganiques aboutiss'ent aux mêmes observations : le groupement pros­
thétique,' libéré par action <;le la pyridine, ou de l'acétone (qui coa­
gule la protéine) est caractérisé par son spectre: (À max. = 492 my. 
dans la pyridine). 

Chromoprotéides de Parapenaeus longirostris. 

Pigments des œufs. La solution aqueus'e est vert clair. On étudie 
ici aussi: . 

- l'action du pH on observe un virag'e à l'orangé à pH infé­
rieur à 4 ; 

- l'action de la température la coloration passe du vert à: l'o­
rangé, la réaction est réversible au-dessous de 70° C. (en pas­
sant par les mêmes teintes intermédiaires) ; elle est irréver­
sible au-dessous de 70° C. ; 

- l'action des sçlvants organiques : la pyridine, 
gulent la protéine ; le pigment libéré est 
(À max. = 492 m(J. dans la pyridine). 

Chromo protéides de Scyllarus latus. 

l'acétone coa­
l'asiaxanthine 

Pigment des œufs. La solution aqueuse est jaune orangé ; elle 
vire à l'orangé brique par l'action des acides, de la chaleur, des sol-
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vants organiques. Son groupement prosthétique est l'astaxanthine 
(À max. = 492 m(J. dans la pyridine). 

_ Chromo protéides de Squilla mantis. 

Pigment du conjonctif sous-oesophagien. Quelques grammf'S de 
conjonctif sont prélevés, et triturés, -une parti; . ~a~se en. s~lut~on 
aqueuse. L'addition d'acetone provoque un precipite et la hberatlOn 
du groupement prosthétique que l'on fait passer en solution éthéro­
pétrolique. La solution éthéro-pétrolique présente le spect;-e. carac­
téristique de l'astaxanthine (À max. = 492 m(J. dans la pyndme). 

Vensemble des résultats spectrophotométriques est reporté sur 
le tableau IX. 

Il en ressort que - mise à part la gamme très étendue de colora­
tion - tous ces chromoprotéides possèdent des caractères physicochi­
miques tout à fait comparables : les modification du pH, l-es varia­
tions de la température, l'action de divers solvants, des acides et des 
bases produisent le même effet : la libération réversible ou. non du 
groupement prosthétique qui est dans tous les cas l'astaxanthme sous 
sa forme entièrement « trans ». 

Ces résultats sont en tous points superposables à ceux obtenus 
par Stern et Salomon (217) sur l'ovoverdine des œufs. de homard, et 
par Wald (237) sur la crustacyanine. al"! peut également remarquer 
d'après les observations faites sur les œufs immatures et sur les œufs 
mûrs que le groupement prosthétique reste le même au cours de l'on­
togé~èse. Cette constatati?n est à rapprocher de cel~e fai~e par BaU 
(4), qui, étudiant les differents stades de Lepas fas~ICulans et Lepas 
'lnatifera a constaté que les œufs s'ont roses tandiS que les larves 
à l'éclosion sont bleues : dans les deux cas, le groupement prosthé­
tique est l'astaxanthine. Selon BaU (4), la variation de couleur tra­
duirait une modification dans la nature des liaisons entre groupe­
ment prosthétique et protéine. 

Quoiqu'il en soit, il résulte de cet ensemble d"e faits expérimen­
taux que par combinaisons avec dès protéines l'astaxanthine est sus­
ceptible de donner un grand nombre de complexes hétéroprotéiques 
très divers'ement colorés. 

Il s'agit là incontestablement d'un groupe de ~ubstances dont la 
spécifité est indépendante de la nature du groupement prosthétique 
(l'astaxanthine sous sa forme entièrement trans) , et il est logique de 
suggérer le terme d'astaxanthino-protéides pour désigner les différents 
représentants de ce groupe (73). ' 

d) TECHNIQUES DE PREPARATION DES EXTRAITS 

L'étude de la nature et des caractères physio-chimiques du pig­
ment permet de préciser la technique de préparation des extraits à 
utiliser pour l'expérimentation biologique. 
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Deux types d'extraits ont été préparés 

1°) des extraits huileux d'esters d'astaxanthine 

20) des extraits aqueux d'astaxanthino-protéides. 

1 ° Préparation des extraits huileux 

La solution épiphasique du conjonctif péristomacal ou d'hypo­
derme est chromatographiée. Le chromatogramme est développé et les 
esters de l'astaxanthine correspondant à la forme trans sont élués par 
de l'éther de pétrole additionné de méthanol (cf. ci-dessus, p. 35). 

A la solution éthéro-pétrolique est ajoutée une quantité d'huile 
végétale (dévitaminée) calculée suivant la densité optique de la solu­
tion, pour obtenir un extrait huileux .de concentration voulue en pig­
ment. La quantité de tocophérol utilisée comme anti-oxygène est de 
28 mg. par gramme d'huile. L'éther de pétrole est chassé par distilla­
tion sous pression réduite et en atmosphère inerte. 

Il a été vu antérieurement que la vitamine A et les carotènes sont 
absents du conjonctif péristomacal et de l'hypoderme des espèces ayant 
fourni les ·extraits. 

Les deux expériences ci-dessous montrent que si des traces de ces 
facteurs avaient échappé à la recherche chimique et spectrophotomé­
trique, la technique de chromatographie suivie pour l'isolement des 
esters de l'astaxanthineexc1uerait la possibilité de leur contamination 
par la vitamine ou les carotènes. 

Expérience 1 : Etude du comportement chromatographique des es­
ters de la vitamine A (91). 

Expérience 2 : Etude du comportement chromatographique de la 
vitamine A alcool. 

Expérience 1 

Le pigment de 0,5 g. de conjonctif péristomacal d'Aristeus anten­
natus a été mis en solution dans 200 ml. d'éther de pétrole. On y 
ajoute 9 {Lg. de vitamine A sous forme d'une solution standardisée 
d'esters. La solution est filtrée sur colonne d'alumine. Le pigment est 
retenu à la partie supérieure de la colonne. Après lavage avec 200 ml. 
d'éther de pétrole, la zone pigm~ntée a été éliminée et le reste a 
été divisé 'en quatre tronc ons : le premier de 3 cm, et les trois autres 
de 5 cm. 0 • 

L'alumine de chacun a été agitée avec de l'éther de pétrole àddi­
tionné de 10 % de méthanol. Les éluats, lavés à l'eau distillée, séchés 
sur sulfate de sodium anhydre ont été évaporés sous pression réduite 
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et en atmosphère à'azote, puis repris par 1 ml. de chloroforme ; il en a 
été de même de l'éther filtré à travers la colonne. Dans chaque ex­
trait, la vitamine A a été recherchée et dosée par la réaction de Carr 
et Priee. 

Dans le tronçon (3 cm.) situé au-dessus de la zone pigmentée il 
n'a pas été retrouvé d'axérophtol. Dans les trois tronçons de 5 c~., 
on ·en a trouvé respectivement de haut en bas : 1,5, 2,4 et 3,6 tJ.g. 
(fig. 7, a). L'extrait du filtrat n'a donné aucune coloration par addi­
tion du réactif de Carr et Prièe. Ainsi, sur les 9 p.g. ajoutés 75 ont 
été retrouvés, étaliés sur les trois quarts inférieurs de la' c~lonne 
et séparés du pigment par une zone de 3 cm. 

SOLi/TION E'".rtERQ -PFTR~i.IIi1UE (~oo mt) 
DASTAXANrHINê ADDITioNNEE 
DE ViTAMiNE A (181'.9) 

En t l'art/es 

ytlamine A Vitamine 
refrovv/e retrovYés 1!f11!! A,sta.Kanth/ne en fol!... 

0 () 

flttamine Il 
1.5 a/cool 1,1. 

2,4 
V,tdmme A l.<-ester 

$.6 :Ili 

Saponifc.atûm 
extraction par 
t'ethlr de pltroü 

A t 
ÂsfJ\ i"t. 

Vttdmtne 
alcool 

Fig. 7. -' Schéma de séparation chromatographique 
de l'astaxanthine et de la vitamine A 

Expérience 2: 

a. - Expérience 1 

b. - Expérience 2 

A 

On prépare comme dans l'expérience précédente une solution 
éthéro-pétrolique de conjonctif (200 ml.) additionnée de 9 tJ.g. de 
vitamine A. Cette solution est saponifiée ; l'insaponifiable repris par 
l'éther de pétrole est chromatographié sur alumine. Selon cette tech­
nique, l'astaxanthine est transformée en astacine qui reste adsorbée 
au sommet de la colonne. La colonne est tronçonnée comme dans 
l'expérience 1, et comme dans celle-ci, la vitamine A est recherchée 
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dans chacun des tronçons : les quantités retrouvées sont respective­
ment de haut en bas : 0, 4,2, 2,2 et 0,6tJ.g. (fig. 7 b). 

Les schémas de séparation soulignent les comportements chro­
matiques différents de l'astaxanthine et de ses esters, de la vita­
mine A et de ses esters. Ces résultats en accord avec ceux d·e Kon 
(124) montrent que la seule chromatographie sur alumine sépare 
l'astaxanthine libre et estérifiée de la vitamine libre et de ses esters. 
Quant aux carotènes, nous avons déjà souligné ci-dessous (cf. p. 31) 
que lorsqu'ils sont présents, ils filtrent lentement à travers la colon­
ne. On peut donc conclure, en toute sécurité, en ce qui concerne les 
extraits ainsi préparés pour l'étude de l'activité de l'astaxanthine 
qu'ils ne peuvent, ·en aucun cas, renfermer la moindre trace de vita­
mine A ou de carotènes. 

Préparation d'extraits huileux d'astacine. 

200 ml. de solution hypophasique obtenue à partir de conjonctif 
péristomacal sont saponifiés par addition de 100 ml. de. potasse alcoo­
lique à 15 %. On poursuit la saponification pendant 4 heures à la 
température de la pièce ; on ajoute alors 300 ml. d'eau et 200 ml. 
d'éther de pétrole. L'astacine (seIde potassium) précipité sous forme 
de flocons rouges qui s·e rassemblent à l'interphase « éther de pé­
trole - solution hydroalcoolique ». 

Après filtration, les flocons sont lavés avec 200 ml. d'a~cool à 
50 % et ensuite à l'éther de pétrole (20 ml.) puis à l'eau distillée. 

La masse pâteuse est mise en suspension dans l'huile végétale 
dévitaminée. 

Préparation d'extraits aqueux d'astaxanthino-protéides. 

Les solutions aqueuses d'astaxanthine-protéides sont obtenues 
suivant la technique décrite ci-dessus (cf. p. 34) mais le solvant est 
non plus de l'eau distillée, mais du sérum physiolQgique (.orNa à 
9 pour 1.000). 

D. - TECHNIQUE DES ESSAIS BIOLOGIQUES 

10 ANIMAL REACTIF 

De nombreuses espèces animales ont été utilisées pour aborder 
l'étude des propriétés biologiques de substances douées d'activité vi­
taminique A. En effet, pour les oiseaux et la plupart des mammi­
fères, la vitamine A est indispensable et l'amplitude des besoins en 
a été fixée pour la plupart des espèces : poulet, With et Wanscher 
(242), chat, Guilbert et Hart (97), porc, Nelson (179), singe, Day 
( 42), Truscott et Van Wagemen (226), chien, Crimm et Short (35), 
Morgan (174), Guilbert et coll. (98), Bradfield et Smith (12) ; mais 
en fait, les seules espèces chez lesquelles ont été abordés la plupart 
des aspects du problème de l'avitaminose A sont, avec le cobaye, 
Mannering (151), Bentley et Morgan (7), Chevallier et Baert (26), 
la souris, Mc Carthy et Cerecedo (147), Sherman et coll. (207), Paul 
et Paul (185) ·et le rat. L'animal-réactif le plus souvent cité est le 
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rat albinos : Mus norvegicus albinus. C'est lui qui a été exclusive­
ment utilisé dans nos expériences, notre élevagè étant constitué par 
une seule variété, de pure souche Wistar, dont nous suivons la lignée 
depuis 1949. 

REGIMES, 

Le régime alimentaire a été choisi pour répondre à plusieûrs 
conditions ; il doit fournir un apport calorifique suffisant être bien 
équilibré et renfermer les principes spécifiquement indisp~nsables au 
développement et à la reproduction ; 'en particulier, les apports en 
vitamines doivent être soigneusement contrôlés, des états de subca­
rence entraînant des conséquences plus ou moins graves pour la des­
cendance. Cependant, en ce qui concerne la vitamine A, le surdosage 
doit être évité de façon à limiter. l'importance des réserves hépati­
ques. 

Après plusieurs essais, c'est le blé qui a été choisi comme source 
exclusive de céréales, son déséquilibre phospho-calcique a été tou­
tefois compensé par l'adjonction de lactate de calcium; de la caséine 
est ajoutée en complément. 

Le blé est distribué moulu mélangé au lactate de calcium et à 
la caséine de sorte que notre régime 'est très voisin de celui préconisé 
par L. Randoin et J. Causeret (192). Sa composition est la suivante: 

Blé moulu ................ 93,0 
Caséine commerciale 5,0 
Chlorure de sodium 0,5 
Lactate de calcium 1,5 

Les femelles gestantes reçoivent en outre une préparation à base 
de germe de blé incorporé au régime dans la proportion de 5 %. Le 
régime est complété par de la salade deux fois par semaine (régi­
me E 6). 

Avec ce régime, utilisé depuis plusieurs années, l'élevage est 
maintenu en excellente santé et la descendance assurée de façon sa­
tisfaisante. 

ORGANISATION MATERIELLE DE L'ELEVAGE. 

Nous nous limiterons aux données générales et à quelques pré­
cisions essentielles. 

Les animaux disposent d'un local aéré par un système de ven­
tilation 'et dont la température est maintenue aux environs de 20° C. 

Les cages sont métalliques et de deux types : 
- des cages individuelles pour les sujets en expérience à tiroir 

et plancher mobiles ; 
- des cages disposées en batteries qui groupent les animaux 

destinés ,à la reproduction. 
Pour obtenir une bonne reproduction, les quelques règles géné­

rales suivantes sont observées : 
Dans une même cage, on réunit deux femelles et un mâ1e âgés 

de 60 à 90 jours (la maturité sexuelle est atteinte chez le rat Wistar 
entre le 50· et le 60" jour pour les deux sexes (141). Dès le 18" jour, 
les femelles sont isolées (la durée de la gestation est de 21 jours), et 
reçoivent des débris de coton cardé et du papier filtre qui leur per­
mettent de préparer un nid. 

Les cages des femelles gestantes sont mis'es à part, elles sont 
l'objet de soins spéciaux, et on veille, en particulier, à ce qu'elles ne 
manquent pas d'eau. 
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Il est admis (122) (123) que les croisements consanguins ne sont 
pas nuisibles, qu'ils dépendent seulement du patrimoine héréditaire 
et qu'en sélectionnant les sujets destinés à la reproduction, les lignées 
sont normales. Notre expérimentation dans ce domaine a confirmé 
cette opinion. 

Tous les animaux étant marqués, enregistrés et suivis à l'aide 
de fiches individuelles, les femelles stériles ou celles qui, après deux 
mise-bas successives ont détruit leurs portées sont écartées. Une fe­
melle donne de quatre à cinq portées, la deuxième et la troisième 
sont les plus nombreuses (6 à 8 petits) ; à la cinquième portée, le 
nombre de petits diminue. Les femelles cessent de reproduire entre 
le 15 ,et le 18" mois. 

20 CONDITIONS D'ETUDE DE LA CARENCE EN VITAMINE A. 

a) REGIMES SYNTHETIQUES 

Les différents types de régime utilisés par les divers expérimen­
tateurs correspondent à des compositions sensiblement analogues. 
Leur valeur énergétique totale est comparable, les différences por­
tent seulement sur la nature des protides, des glucides et des lipides. 

L. Randin et S. Queuille (195), utilisant comme source de pro­
tides le peptone du muscle, la caséine ou la levure de bière, ont mon­
tré que la nature des protides n'a pas d'influénce sur la marche de 
J'avitaminose A. Simonnet (212,), Penau et Simonnet (186) utilisent 
la peptone du muscle. Coward (30), Chevallier (24) la caséine. Le 
taux de ces protides varie 'entre 15 et 17 %. Après plusieurs 'essais 
-préliminaires, nous avons arrêté notre choix sur la caséine ; du point 
de vue de sa composition, la caséine est une protéine qui donne toute 
satisfaction ; sa forme commerciale, livrée moulue est de qualit,~ cons­
tante ; enfin, elle se prête facilement aux opérations de dévitamina-
tion. 

En ce qui concerne les glucides, une étude comparative de l'in­
fluence de leur nature sur les processus ,de carence est due à L. Ran­
doin 'et S. Queuille' (196). Le galactose et le lactose sont toxiques 
à fortes doses pour le jeune rat ; le lévulose et le glucose sont peu 
tavorables. Avec le maltose, le saccharose et la dextrine, le dévelop­
pement et l'entretien de l'organisme sont satisfaisants (163). Les ré­
gimes de K. Coward sont à bas'e d'amidon de riz, ceux de Lewis et 
Bodansky (140) d'amidon 'de pommes de terre, Chevallier (24) uti­
lise la dextrine ou le saccharose. C::lS régimes renfermant de 58 à 
73 % de glucides. Mouriquand et Chaix (178) ont par ailleurs mon­
t.ré qu'une variation 'dans les proportions de gluçides était sans in­
fluence sur l'apparition de la xérophtalmie. 

Nous avons écarté l'amidon (d'un emploi coûteux) et expéri­
menté avec des régimes à base de dextrine ou de saccharose ; nous 
avons constaté que les animaux parvenus à un stade avancé de la 
carence manifestaient une certaine aversion pour le régime sucré. 
La dextrine a donc été adoptée ; toutefois, un régime à base de sac­
charose est distribué aux jeunes, les premiers jours du sevrage ; en 
effet, la dextrine forme souvent un véritable empois qui englue le 
jeune. 

En ce qui concerne les lipides, les recherches de Drummond 
(47), de Simonnet (211), d'Emeri que (49), de Randoin et Netter 
(194), ont établi que les différentes huiles alimentaires donnent des 
résultats comparables ; ce sont les huiles d'arachides et d'olives qui 
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.5ont le plus souvent utilisées ; nous avons choisi l'huile d'arachides. 

Les éléments minéraux sont inclus dans les régimes sous forme 
de mélanges salins dont la formule d'Osborne et Mendel (*) repré­
sente la composition la plus courante. 

Nous avons finalement adopté le régime dont la formule est la 
suivante (régime R 12) 

Dextrine ....... " . . .. .. .. .... ... 63,5 
Caséine .......................... 17,0 

Mélange salin d'Osborne et Mendel .. 4,0 
Levure de bière sèche 
Huile d'arachides 

Papier filtre ad libitum. 

3,5 
12,0 

Les besoins en vitamine du groupe B sont couverts par la levure 
de bière ; l'apport en vitamine D est assurée par l'irradiation du 
régime. 

Les différents temps de la préparation du reglme ont pour but 
d'obtenir un mélange de composition constante totalement privé de 
facteurs vitaminiques A. Ceux-ci étant présents dans la caséine et 
dans l'huile d'arachides, ces produits doivent subir un traitement 
préalable de purification. 

Traitement de la caséine - Il consiste à éliminer la vitamine A 
par traitement à l'alcool à 90° dans un appareil à extraction (Kuma­
gawa) pendant 5 heures. La caséine est ensuite séchée à l'étuve à 
70° C. 

Traitement de l'huile. - Il comporte un chauffage SUIVI de'" plu­
sieurs épuisements à l'alcool à 90° C. L'huile, étalée en couche mince 
dans un large cristallisoir est chauffée pendant 8 heures à 1200 C .. 
elle est brassée et aérée au cours du chauffage. Après refroidissement; 
elle est épuisée par agitation avec 3 fois son volume d'alcool à 900 • 

l'opér.ation est répétée 3 fois. Après décantation et séparation de l~ 

(*) Mélange salin d'OSBORNE et MENDEL (183). 

Carbonate de calcium 134,8 
Carbonate de magnéSium ...... ........... 24,2 
Carbonate de sodium ...................... 34,2 
Carbonate de potassium 141,3 
Acide phosphorique ........................ 103,2 
Acide chlorhydrique . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 53,4 
Acide sulfurique 
Acide citrique 
Citrate ferrique ........................... . 
Iodure de potassium 
Sulfate de magnésium ................... . 
Fluorure de sodium ....................... . 
Alun de potasse ......................... . 

9,2 
111,1 

6,34 
0,02 
0,079 
0,0248 
0,0245 
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phase alcooliq~e,. on ~i,stille sous pression réduite pour chasser l'al­
cool. L'huile amSi trmtee (*) est conservée en flacons bruns. 

Préparation du régime. - Le mélange complet est préparé pour 
plusieurs repas d'avance ~auf en ce qui .co~cer:r:e l'incorpora.tion d'huil~ 
qui est faite chaque matm, avant la distnbutIOn de la ration. C'est a 
la suite de plusieurs observations que ce protocole de préparation a 
été définitivement adopté :en effet lorsque ~'huile est incorporée à 
l'avance, elle forme avec la dextrine de petits granules pâteux que 
l'animal mange moins volontiers ; or, il est essentie. d'obtenir une ali­
mentation suffisante afin d'éviter que des troubles nutritionnels dus 
à une cause tout à fait indépendante viennent se surajouter à ceux de 
la carence et interférer avec eux. 

Le mélange étant prèt, il est exposé en fines couches au rayon­
nement d'une lampe à U.V. pendant trente minutes. Cette irradiation 
est considérée comme suffisante pour produire la quantité de vita­
mine D suffisante. 

La ration quotidienne est, au moment du sevrage, d'environ 10 g. 
pour l'adulte elle s'élève à 15 ou 20 g. La couverture des besoins 
énergétiques (43 calories pour le jeune, 65 à 85 calories pour l'adul­
te) est ainsi assurée en même temps que celle de tous les principes 
indispensables: acide;; aminés, acides gras, sels minéraux et vitamines 
il l'exclusion dg la vitamine A. 

b) AVITAMINOSE EXPERIlVlENTALE. 

Le régime est administré au rat à partir du sevrage. Les rats 
"ont sevrés entre le 25· et le 30· jour, au moment où ils pèsent entre 
29 et 30 g. Il est essentieÏ pour que l'évolution soit régulière que ces 
conditions soient très strictement réalisées. 

L'administration du régime carencé n'a pas d'influence au début 
sur la croissance et l'augmentation de poids est régulière. Au bout de 
4 à 5 semaines la courbe de poids ascendante s'infléchit pour attein­
dre un plateau entre le 40· et le 45" jour de carence ; après une di­
zame de jours de stabilisation, le poids décline et l'animal meurt en­
tre le 60· et le 70· jour de carence. Quant aux signes de xérophtalmie, 
ils débutent macroscopiquement- par une diminution de la fente pal­
pébrale ; alors que chez le Wistar normal, on observe régulièrement 
de l'exophtalmie, chez le rat carencé, le globe oculaire s'enfonce 
dans l'orbite. Bientôt se manifeste, en même temps qu'un œdème des 
paupières, un dessèchement de la cornée qui s'opacifie ; en contraste 
avec ce signe, les sécrétions augmentent et deviennent hémorragi­
ques (*"). Les u'cères de la cornée apparaissent ensuite, ils prennent 
une ampleur considérable, les perforations cornéennes ne sont pas 
rares. 

(*) Après épuisement le produit est soumis au contrôle suivant : on épuise 
(cas de la caséine) ou en dissout (cas de l'huile) dans le chloroforme 20 gr. de 
produit ; la réaction de Carr et Price ne doit donner aucune coloration. 

(*") Nous avons pu constater que des exsudats hémorragiques provoqués par 
un traumatisme accidentel avant le 20' jour de carence n'accéléraient pas l'évo­
lution de la xérophtalmie. Les observations de Chaix (20), de Courbières (29) 
ont conduit à des remarques analogues. 
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Si les divers auteurs sont d'accord quant à la régularité de cette 
évolution - la description que nous venons d'en donner représen­
tant le schéma classique - ils divergent sur le moment de l'appari­
tion de la xérophtalmie .. En fait, les divergences tiennent essentielle­
ment aux moyens d'observation mis en œuvre conduisant à les dé­
tecter de façon plus ou moins précoce. Selon Steenbock et Coward 
(216), les premiers signes de xérophtalmie coïncident avec l'arrêt de 
croissance; pour Osborne et Mendel (184), les lésions' oculaires peu­
vent apparaître quand la c::mrbc de p::lÏds est encore stationnaire. 
Chaix (20) a pu montrer grâce à la mise en œuvre de techniques 
biomicroscopiques que les signes oculaires précèdent en réalité de 
8 à 10 jours l'apparition des lésions macroscopiques. Cet auteur a pu 
ainsi conclure que la xérophtalmie représente le signe le plus précoce 
de la carence en vitamine A. 

Dans les conditions que nous avons définies, nos observations 
sont en accord avec ces données : la xérophtalmie apparaît réguliè­
rement chez nos animaux entre le 30e et le 38' jour de carence tandis 
que l'arrêt de l'accroissement pondéral ne se man feste qu'à partir du 
40' jour (poids moyen des femelles : 70 g., poids moyen des mâles : 
75 à 80 g.). Les observations ci-dessous extraites de notre expéri­
mentation montrent qu'il en est bien ainsi (fig. 8 et 9). 

Rat mâle: sevré à 30 jours, poids 30 g. : 

- 32e jour de carence : yeux clignotants 
- 35° jour de carence 

38e jour de carence 
l'œil droit (fig. 12) ; 

sécrétions abondantes, cornées mates ; 
début d'ulcère à l'œil gauche, ulcère à 

45e jbur de carence : ulcère aux deux yeux. 

Rat femelle: sevré à 30 jours, poids 30 g. : 

32e jour de carence léger exsudat aux deux yeux ; 

35e jour de carence : cornées mates ; 

38e jour de carence : sécrétions hémorragiques à l'œil gau­
che, début d'ulcère à l'œil droit ; 

- 50e jour de carence : ,ulcères aux deux yeux. 

Fig. 8 35' jour de carence 
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Fig. 9 

Ce tableau de l'avitaminose A est classique et nous ne saurions 
trop insister sur la régularité de l'évolution qui vient d'être décrite. 

La stabilisation de poids et la xérophtalmie s'accompagnent d'au­
tres troubles tels que des anomalies de la dentition, des processus 
infectieux à divers niveaux que viennent confirmer les résultats d'au­
topsie. Le détail de nos observations dans ce domaine est rapporté au 
chapitre V consacré à l'étude anatomopathologique des animaux ca­
rencés en facteur A et des animaux traités à l'astaxanthine. 

c) REVERSIBILITE DE LA CARENCE 

Si, avant que la perte de poids ne soit trop accusée on adminis­
tre, en quantité suffisante, un facteur doué d'activité vitaminique A, 
l'animal reprend du poids et ses yeux redeviennent progressivement 
sains. Au contraire, après un certain stade lorsque la perte de poids 
est trop importante et les lésions oculaires trop sévères, l'efficacité 
de la même préparation est nulle et l'évolution de la carence se pour­
suit comme si l'animal n'avait pas été traité. Il est donc essentiel de 
déterminer à quel stade les lésions sont encore susceptibles de régres­
ser ; cependant il est très difficile de repérer le moment exact où 
chez les divers animaux en expérience, les lésions ont la même in­
tensité ; de sorte que les auteurs sont loin d'être d'accord pour le 
choix du début de l'expérience. 
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La plupart des expérimentateurs se réfèrent au poids des ani­
maux. Sherman et Munsell (208) proposent de commencer l'adminis­
tration de la substance à tester après une stabilisation de poids d'une 
semaine. Javillier et Emerique (116) font ressortir que les animaux 
sont plus comparables entre eux, si l'on intervient après une perte de 
poids de 10 %. 

Dans notre expérimentation, nous avons très régulièrement adop­
té cette règle, sauf cependant dans les cas exceptionnels où la ca­
rence évolue de façon aberrante : 

1°) Il arrive parfois que l'on enregistre une apparition précoce 
des signes carenciels avec une stabilisation de poids à 50 grammes ; 
les animaux étant alors peu résistants, le traitement débute après 
~eulement 5 à 6 jours de plateau. 

2°) On constate aussi des carences retardées imputables sans 
doute à une réserve hépatique en vitamine A un peu plus abondante 
(cf. ci-dessous). Le poids se stabilise au-delà de la 6e semaine ; dans 
ce cas, l'épreuve de cure débute après une vingtaine de jours de pla­
teau. 

La constatation de ces cas aberrants - dont le pourcentage dans 
notre schéma expérimental est toujours resté inférieur à 10 % -
nous a incité à contrôler le niveau de la réserve hépatique des jeunes 
en expérience et à rechercher les conditions les plus favorables pour 
que cette réserve soit limitée et toujours sensiblement de même im­
portance. 

- Influence du régime de 'a mè:'e pendant la gestation et pendant 
l'allaitement sur k niveau de la réserve hépatique du Rat au sevrage. 

Il est établi que le niveau de la réserve hépatique du Rat à la 
naissance est supêrieur quand celui de la mère est élevé pendant la 
gestation (37) (38) (39) ('6) (103). Cependant, il n'y a pas propor­
tionnalité et pour des réserves maternelles oscillant entre 2,7 et 
6.000iJ.g., les variations de la vitamine dans le foie du jeune ne sont 
que de 0,15 à 0,3 iJ.g. 

Pendant la lactation, pour Henry et coll., le. jeune stocke trois 
fois plus de vitamine quand la mère dispose à la mise-bas d'une ré­
serve de 1.800 à 2.700 fLg et est soumise pendant qu'elle allaite à un 
régime déficient en facteurs A. Il en stocke six fois plus si la réserve 
de la mère est basse, mais qu'elle reçoit un régime abondamment 
pourvu en vitamine A. Ces résultats soulignent que la réserve hépa­
tique du Rat au sevrage dépend surtout de la quantib reçue par la 
mère pendant la lactation. 
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d) ETUDE DES VARIATIONS DE LA RESERVE 

HEPATIQUE EN VITAMINE A 

Réserve hépatique du jeune au moment du sevrage. 

Des femelles soumises à un régime limité en facteurs A sont 
accouplées à des mâles soumis à U·.l régime normal ; pendant toute 
la durée de la gestation, les femelles reçoivent le régime limité (*). 
A la mise-bas, les mères avec leurs petits sont divisés en deux lots 
A et B : 

- les mères du lot A reçoivent un régime pauvre en facteurs 
A (*) ; 

- les mères du lot B reçoivent un régime riche' en facteurs 
(A) (**). 

Les petits sont sacrifiés lorsqu'ils pèsent 30 grammes, ce poids 
étant atteint vers le 30· jour. Les foies sont prélevés et la vitamine A 
dosée selon la technique antérieurement décrite. 

Les résultats sont rassemblés dans le tableau ci-dessous. 

TABLEAU X 

Nbre Vitaminl! A 

Nbre 
de Régime de Poids Poids 

de 
jours Sexe la mère du Rat du foie 

par g. pour 
de pendant en iJ.g. le foie 

Rats lacta- l'allaitement 
en.g. en g. 

en lJ.g. 
tion 

7 30 8 pauvre en 30 2,7 10,8 29 
facteurs A 

7 30 ~. » 30 2,4 11,1 26,6 

7 30 (1; riche en 30 2,6 17,0 44,2 
facteurs A 

7 30 ~ » 30 2,5 17,3 43,3 

Ces résultats peuvent être rapprochés de ceux obtenus par Henry 
2t coll. (103) et soulignent la nécessité de contrôler très soigneuse­
ment le régime de' la mère pendant l'allaitement. Il était important 
de préciser en outre le temps que met l'animal, à partir du sevrage, 
pour épuiser ces réserves. 

Décroissance de la réserve hépatique du jeune à partir du sevrage. 

Trois portées (21 rats) sont allaités par des mères soumises au 
régime limité en facteurs A (régime E 6). On les sèvre quand ils 

(*) Régime E 6. 

(**) Régime E 6 supplémenté par trois rations de carottes par semaine. 

4 
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atteignent 30 g. et on les soumet au régime carencé (régime R 12). 
7 rats (3 ç,?, 4~) sont sacrifiés le jour du sevrage, on détermine 

leur réserve hépatique. 
7 autres rats sont sacrifiés au 10· jour de carence ; puis 7 autres 

au 18" jour. La vitamine A est recherchée et dosée dans chacun des 
foies. 

Les résultats sont rassemblés dans le tableau XI. 

TABLEAU XI 

Poids 
Vitamine A 

Nbre Sexe 
Jours de 

du Rat Poids parg. p. le foie 
de Rats carence du foie de foie entier en g. 

en /tg. en /tg. 

4 ~ 0 30 2,7 10,8 29,0 

3 ç,? 0 30 2,4 11,1 26,6 

4 ~ 10 42 3,7 4,5 16,6 

3 <;? 10 40 3,5 5,2 18,2 

4 ~ 18 50 5,2 0 0 

3 ç,? 18 48 5,0 0 0 

Ces résultats montrent que la réserve hépatique chez les mâles 
et chez les femelles est épuisée en moins de 20 jours si le régime de 
la mère, pendant l'allaitement est strictement contrôlé. Dans ces èon­
ditions, la xérophtalmiè et l'arrêt de croissance qui sont en fait les 
signes de carence les plus manifestes s'observent alors régulièrement 
selon le schéma expérimental que nous avons décrit. 

3° ETUDE DE L'ACTIVITE VITAMINIQUE A 

Deux méthodes permettent d'aborder cette étude : 
- la méthode curative qui consiste à guérir les troubles causés 

par la carence 
- la méthode préventive dans laquelle on administre la substance 

à tester à partir du sevrage: suivant le degré de son activité, elle pré­
vient ou limite les troubles provoqués par l'avitaminose A. 

Qu'il s'agisse de l'une ou l'autre méthode, l'utilisation de la 
substance active par l'organisme est sous la dépendance de plusieurs 
facteurs qu'il convient d'examiner avant d'aborder l'étude proprement 
di te des deux méthodes. 

Forme chimique de la vitamine A administrée. 
Tandis que Sobel et coll. (214), Kagan (119) ne trouvent pas de 

différence dans l'utilisation des formes libre et estérifiée, les travaux 
de Week ,et Sevigne (239), de Gray (94) et plus récemment de Esh 
et Sukhamoy Bhattacharya (52) ont montré que l'absorption est maxi­
mum quand il s'agit d'esters. 

Nature du diluant employé 
Esh et Sukhamoy Bhattacharya ont également étudié l'influence 

du diluant sur l'absorption. La vitamine A (libre et sous forme d'acé­
tate) est diluée dans l'huile d'arachide, de l'oléate d'éthyle ou mise 
en milieu aqueu;x. L'absorption est évaluée d'après le niveau de la 
réserve hépatique. Le pourcentage de vitamine A (acétate) absorbée 
est supérieur dans le cas de l'huile d'arachide (34,9 '% stockées dans 
le foie) ; il est de 34,6 % dans le cas du' milieu aquellx et seulement 
de 28,6 pour la dilution dans l'oléate d'éthyle. En ce qui concerne 
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l'axérophtol, les pourcentages respectifs sont de 30,3 (milieu 
aqueux), 17,1 (huileux), 25,0 (oléate d'éthyle). 

Voie d'introduction: 
Teulon Marnay et Gounelle (223) ont comparé la mise en ré­

serve hépaÙque de la vitamine A administrée par la bouche et par 
voie intramusculaire. . 

En ce qui ·concerne la voie d'introduction par injections intra­
péritonéales, Chevallier, Augier et Ch oron (25) ont constaté que les 
phénomènes vaso-dilatateurs engendrés par la piqure sont très irré­
guliers et influencent notablement le processus d'absorption de la vita-
mine. 

L'administration par voie rectale a été expérimentée par Ran­
doin, Hugot et Causeret (192) qui ont montré que la vitamine A peut 
être absorbée à ce niveau. 

Protection exercée par un antioxydant : 
Il est établi par de nombreux travaux que la vitamine A s'oxyde 

au cours du transit digestif. Dubouloz et Gasquy (45) administrant 
à des rats, privés de réserve hépatique de la vitamine sous forme de 
palmitate, constatant que le pourcentage mis en réserve est de 11 à 
18 %en l'absence d'antioxydants, de 17 à 19 % en présence de toco­
phérol. Il y a deux moments du transit digestif ou se produit un pro­
cessus oxydatif : dans l'estomac et dans l'intestin. Pour Dubouloz, 
l'oxydation dans l'intestin est négligeable (46). Toutefois Hickman 
montre que lorsqu'il s'agit de petites doses, la destruction de la vita­
mine est importante (100). Davies et Moore (41), Moore et Sharman 
(172) ont étudié l'effet protecteur du tocophérol sur la réserve hépa­
tique. Avec des doses équivalentes de vitamine A, accompagnées de 
quantités variables de tocophérol, les variations du niveau de la ré­
serve hépatique sont considérables : le schéma ci-dessous souligne 
ces variations (fig. 10). 

.... 

oc. Tocophe'rol 
fZar semaine 

n 

Fig. 10 : Teneur en vitamine A de foies de rats femelles après ingestion de 
300 j.tg. de vitamine A par semaine (durée 6 mois et de doses variables de 
tocophérol (17~). 
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C'est en se basant sur le gain de poids et de la longévité que 
Hickmann étudie l'effet protecteur du tocophérol: le gain (rats 
mâles) en 28 jours est de 20,7, 28,8, 27,.6 et 31,7 g. pour des doses 
de tocophérol respectivement égales à 0,05, 0,15, 0.5 et 1,5 mg. Des 
doses excédant 1,5 mg. seraient moins efficaces,Hebert et Morgan 
(100). En fait, le mécanisme d'action du tocophérol agissant comme 
o.ntioxydant et par ailleurs facilitant l'absorption est complexe (171), 
(169), (188), (117), (107), (221), (145). De ce fait, les données que 
l'on rencontre concernant la dose optima de tocophérol sont assez di­
vergentes. A titre de comparaison, ces données sont rassemblées dans 
le tableau ci-dessous. 

TABLEAU XII 

Tocophérol 

1 mg. par semaine 
(délivré dans 20 mg. d'huile) 
2 mg. par kg. (de rat) 
et par jour 
3 mg. par semaine 
0,5 mg. par jour 
0,035 à 0,50 mg. par jour 
0,75 mg. (M. F. D.) (*) 

(*) Mean Fertility Dose. 

DONNEES PERSONNELLES 

Auteurs 

COWARD (30) 

BLAISOT (8) 

MOORE et SHAEMAN (172) 

HEBERT et MORGAN (100) 
MASON (153) 

» 

Dans nos schémas expérimentaux, les conditions d'absorption 
sont strictement précisées et rigoureusement identiques quand il s'a­
git de deux lots d'animaux -de comparaison. 

1) la forme de vitamine A utilisée est un concentré d'esters (Flé­
tase Spécia) ; 

2) le diluant est de l'huile d'arachide dévitaminée par le procédé 
que nous avons décrit ci-dessus (cf. p. 44) ; 

3) la vitami~e ou la substance à tester est délivrée per os sous 
forme de gouttes ou par injections intra-péritonéales (l'admi­
nistration est quotidienne) (**) ; 

(*') Pour Coward et Key (34), les résultats obtenus sont identiques quand 
on délivre la même quantité de substance en deux doses par semaine. Dans 
notre expérimentation" nous avons adopté l'usage de la dose délivrée tous les 
jours pour deux raisons : 

a) les animaux sont tenus en main tous les jours à la même heure, et de 
ce fait les observations concernant chaque individ\l permettent de déce-
ler toute anomalie dans leur comportement ; . 

b) quand il s'agit d'extrait fraîchement préparé ('esters d'astaxanthine, ou 
solutions de chromoprotéides) la préparation est faite tous les jours à 
partir de matériel frais et délivrée aussitôt. 
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4) du tocophérol est ajouté quand l'extrait est préparé (vitami­
ne A ou substance à tester) et protège le produit actif à la 
fois pendant sa préparation et au cours du transit digestif. 

al METHODE CUR,ATIVE 

Le schéma de la méthode curative consiste lorsque la période de 
plateau est atteinte et que la xérophtalmie est en pleine évolution, 
à adjoindre au régime un extrait dont on veut étudier l'activité. 

Si la quantité de substance administrée correspond à la dose d'en­
tretien la courbe de poids cesse de s'infléchir ; elle se stabilise au 
moins 'pendant quelques semaines et se trouve par conséquent paral­
lèle à l'axe des temps. Si la dose est supérieure à celle d'entretien, 
'a courbe de croissance fait un certain angle avec la patallèle à l'axe 
des temps ; cet angle est plus ou moi~s ouvert suivan~ la dose de 
'-ubstance active et la courbe de crOIssance est sensIblement une 
droite (si on limite l'observation à quelques semaines) et si l'on a 
pris des animaux assez jeunes pour que l'on ne se trouve pas encore 
dans la zone où la croissance revêt l'allure d'une logarithmique. Les 
conditions les plus favorables étant réalisées, l'angle maximum est 
d'environ 65°, Javillier (116). 

Javillier s'est particulièrement préoccupé de savoir quelle courbe 
de croissance il est opportun de réaliser en vue d'un dosage. Il rejette 
celle qui délimite l'angle le plus ouvert, celle qui correspond à l'op­
tîma, au gain de poids quotidien l~ plus élevé (envi:r;on 2 g.) ; dans la 
zone proche de l'optimum (d'apres l'auteur), la methode manque de 
iinesse. C'est dans la zone des petits « angles de croissance » que la 
méthode est la plus fine, c'est-à-dire que pour une faible dose d'ap­
port vitaminique, il y a relativement plus de gain. Ce sont ces don­
nées qui ont conduit Javillier à choisir comme courbe de croissance 
à réaliser lors d'épreuves de dosages physiologiques, celle qui four­
nit un angle de croissance de 30°. Ceci correspond à un gain quotidien 
de poids d'environ 0,55 g. 

Une durée de 30 jours est nécessaire, mais toutefois suffisante, 
pour que la réponse de l'animal, en ce qui concerne le poids, soit 
concluante ; Coward (30) poursuit l'épreuve pendant 5 semaines. 

Il est admis que la guérison des lésions de xérophtalmie n'est 
obtenue qu'avec des doses supérieures à celles qui. rétablissent une 
croissance normale (189), (30). Toutes les données que l'on rencontre 
dans la littérature sont parfaitement en accord sur ce point. Cepen­
dant, en valeur absolue, on trouv·e des écarts considérables ; ces di­
vergences sont imputables au fait que les schémas expérimentaux né 
sont pas toujours identiques. 

Le tableau ci-dessous rassemble quelques données rencontrées 
dans la littérature. 

(*) L'angle de croissance est celui qui est déliminé par la droite, qui, par­
tant du pOint de la courbe de croissance correspondant au début de l'épreuve, 
est parallèle à l'axe des temps, et par celle qui, partant du même point, atteint 
celui qui traduit le poids atteint au' 30' jour par l'animal. 
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TABLEAU XIII 

Doses curatives exprimées par kg. de poids et par jour. 

Vitamine A en J).g. 

6,0 - 12,0 

3,8 - 4,6 

3,0 

12,0 

6,0 

Recherches personnelles : 

Auteurs 

HUME et cmCK (110) 

GOSS et GUILBERT (70) 

BAUMANN et coll. (6) 

HORTON et coll. (109) 

LEWIS et BODANSKY (140) 

Les essais portent sur des lots de rats soumis au reglme, de ca­
rence à partir du sevrage. Quand les signes de carence sont manifes­
tes, avec une stabilisation de poids remontant à 10 jours et la xéroph­
talmie intense, on répartit les animaux en deux lots homogènes et 
comportant autant de mâles que de femelles. 

Les animaux reçoivent alors des doses quotidiennes correspon­
dant à : 

Rats du lot l : 0,6 (J.g. de vitamine A, dilué dans 20 mg. d'huile 
d'arachides dévitaminée, additionnée de tocophérol (7 mg. par gram­
me d'huile). 

Rats du lot II : 1,2 [Lg. de vitamine A dilué dans 20 mg. de la 
même huile tocophérolée. 

Les résultats de ces essais montrent qu'une dose de 0,6 [Lg. par 
jour est insuffisante pour guérir la xérophtalmie, mais qu'elle pro­
voque une légère reprise de poids. A la dose de 1,2 (J.g., on observe, 
et la guérison des lésions de xérophtalmie, et une reprise de poids 
importante. 

Les observations relatives à 4 animaux (2~, 2 t), extraites de ces 
E'xpériences objectivent ces résultats : 

Rat t N" 101 : 

- Poids maximum avant traitement 77 grammes. 

Durée du plateau: 10 jours. 

Poids au début du traitement : 69 grammes. 

Dose quotidienne de vitamine A : 0,6 (J.g. 

Observations : 

1 er jour ulcère à l'œil gauche, cornée droite sèche 

17" jour 

» » 

ulcères aux 2 yeux ; 

poids : 72 grammes. 
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Rat t N" 111 : 

_ Poids maximum avant traitement·: 72 grammes 
_ Durée du plateau: 12 jours; 
_ Poids au début du traitement : 63 grammes 

Dose quotidienne de vitamine A : 1,2 (J.g. 

Observations : 
1er jour ulcère (allongé) à l'œil droit, exsudat sangui­

nolent, cornée sèche et brune ; 

15" jour l'ulcère à l'œil droit est réduit à un point, la 
. guérison de l'œil gauche est complète. 

Rat ~ N" 112 : 

- Poids maximum avant traitement : 65 grammes 
- Durée du plateau: 7 jours; 
- Poids au début' du traitement 58 grammes 
- Dose quotidienne de vitamine A : 0,6 (J.g. 

Observations : 
1er jour 

16" jour 
» » 

Rat ~ N" 108 

ulcère central (2 mm de diamètre) à l'œil droit, 
cornée gauche trouble, sécrétions aux 2 yeux ; 
aucune amélioration ; 
Poids : 63 grammes. 

- Poids maximum avant traitement: 67 grammes 
- Durée du plateau: 11 jours; 

- Poids au début du traitement 59 grammes 
- Dose quotidiemie de vitamine A : 1,2 jJ.g. 

Observations : 
1er jour ulcères aux 2 yeux (œil gauche plus atteint) ; 
13" jour amélioration 

17" jour ulcère de l'œil gauche en voie de cicatrisation, 
ulcère de l'œil droit réduit à un point de 2 mm, 
sécrétions diminuées ; 

Poids : 70 grammes. 

b) METHODE PREVENTIVE 

La préparation active à tester ou le milieu naturel dans lequel la 
présence éventuelle de facteurs doués d'activité vitaminique est re­
cherchée, est administrée dès le sevrage, en plus du régime synthéti­
que. 

En faveur de la méthode préventive, on 'peut r·emarquer que l'é­
preuve de la substance à tester est faite sur des animaux sains, et ne 
présentant pas, comme dans la méthode curative un état pathologique 
engendré par la carence et, selon Randoin (190) « aggravé d'affections 
secondaires mal connues ». 

Javillier (116) attire l'attention sur le fait que les eff.ets de doses 
ne sont comparables que si la dose est rapportée à un même poids de 
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rat; ce qui doit rester constant « c'est la proportion entre la quantité 
de matière expérimentée et le poids de matière vivante ". Goss et 
Guibert (70) ont apporté la preuve expérimentale que les besoins du 
rat étaient proportiànnels à son poids (112). 

Pour Lewis et Bodansky (140), Gosse .et Guilbert (70), Hume et 
Chick (110), 5,4 à 6,6 [Lg. de vitamine par kg. de poids représente­
raient la quantité minimum susceptible d'assurer une croissance nor­
male, de prévenir la xérophtalmie et l'apparition de cellules kérati­
nisées. Pour Paul et Paul (185), Veffet de croissance obtenu avec 6 [Lg. 
serait très au-dessous de la normale et 12 fLg. au moins seraient néces­
saires pour que la croissance et la longévité soient normales. 

Le tableau ci-dessous rassemble quelques chiffres à cet égard. 

Vitamine A en ILg. 
par kg. d'animal 

7,7 
6,0 
6,0 
6,0 
6,0 

30,0 
30,0 

TABLEAU XIV 

Auteurs 

BRAUDE et coll. (13) 
CALLISON et KNOWLES (17) 
LEWIS et BODANSKY (140) 
GOSS et GUILBERT (70) 
HUME et CHICK (110) 
SHERMAN et coll. (206) 
PAUL et PAUL (185) 

Recherches personnelles : 

Des rates gestantes reçoivent un reglme soigneusement contrôlé 
(régime E 6) ; il est maintenu après la mise-bas et pendant la pé­
riode d'allaitement. 

Les petits, au sevrage, sont sélectionnés et l'on écarte ceux dont 
le poids excède 30 grammes. On dispose alors d'animaux parfaite­
'ment homogènes' et dont la réserve hépatique ne peut excéder un 
certain niveau. 

Ohaque essai porte sur 8 rats : 4 mâles et 4 femelles. 

Les animaux sont soumis au régime carencé et reçoivent la pré­
paration active sous forme de gouttes délivrées quotidiennement à 
chaque animal. 

Essai l - Régime carencé + 20 mg. d'huile dévitaminée ren­
fermant 0,15 [Lg. de vitamine A. 

Essai II - Régime carencé + 20 mg. d'huile dévitaminée et 
0,9 [Lg. de vitamine A. 

Essai III - Régime carencé + 20, mg. d'huile dévitaminée et 
1,5 [Lg. de vitamine A. 
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Essai IV - Régime carencé + 2.0 mg. d'huile dévitaminée et 
4,5 [Lg. de vitamine A. 

Lot témoin - Régime carencé + 20 mg d'huile dévitaminée. 

L'expérience est poursuivie pendant 100 jours. 

Les résultats suivants sont enregistrés : 

_ A la dose de 0,15 [Lg. les animaux se sont ,comportés comme 
les témoins en ce qui concerne la xérophtalmie, les troubles de xé­
rophtalmie ont été observés dans les mêmes délais, et avec la même 
intensité. 

La courbe de poids traduit un effet de croissance supérieur à 
celui des animaux témoins jusqu'au 35' jour. Au-delà de 35 jours, 
les courbes du Lot l et du Lot témoin se superposent ; on observe 
toutefois une survie d'une dizaine de jours pour le Lot à 0,15 [Lg. de 
vitamine. 

- A la dose de 0,9 [Lg. aucun signe de xérophtalmie n'est obser­
vé. L'examen des frottis vaginaux ne décèle pas de colpokératose (cf. 
page 104). La croissance est presque normale (poids des femelles à 
110 jours: 130 grammes; poids des mâles: 140 g.). 

- A la dose de 1,5 fLg., on ne relève ni xérophtalmie, ni colpoké­
ratose. L'effet de croissance est accentué par rapport aux animaux 
recevant 0,9 fLg. (poids des femelles à 110 jours : 145 g. ; poids des 
mâles: 150 g.). 

- A la dose de 4,5 [Lg., la croissance et la longévité augmentent 
considérablement. 

Les résultats sont exprimés par les courbes ci-dessous. 

~ 
1;.. S )A '? 150 ~ 

~ 1. S f~ 
-i50 ~ 

0·9 f2 
~ 

110 
~ ..... 

ço ~ 

10 

50 ~ 
JOl/rs cie CéJl"ence 

20 40 60 80 100 

c:) RELATION ENTRE LA DOSE DE VITAMINE A 

ADMINISTREE ET LA SURVIE 

Pour Coward (30) parmi les tests classiques - reprises de crois­
sance, guérison de la xérophtalmie et de la colpokératose - aucun 
n'est satisfaisant en raison de la difficulté de déterminer à quel mo­
ment du traitement la réponse physiologique peut être interprétée 
avec certitude. Pour cet auteur, le seul test valable serait celui de la 
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mort de l'animal et ,c'est seulement une question de temps qui en 
exclut l'application. Cependant, de nombreux auteurs se sont attachés 
à préciser la relation entre la dose de substance active et la survie. 

Paul et Paul (185) donnent des précisions de chiffres: audessous 
de 0,3 g. de vitamine A par jour et par 100 g. d'animal, la survie n'ex­
cède pas 80 jours (± 2 jours) ; elle est de 234 jours (± 18) a v e c 
0,6 IJ.g. et de 521 jours (± 21) avec 1,2 fLg. ; par l'administration de 
o IJ.g., la survie atteindrait 643 jours. 

Sherman et coll. (207), (208) ajoutent à un régime normalement 
pourvu en facteurs A, 0,9IJ.g. de vitamine A pro di'e ; la survie est 
prolongée de 5 % pour les femelles, de 10 % pour les mâles. Avec 
des doses quatre fois supérieures, la survie augmente dans les mê­
mes proportions chez les femelles et chez les mâles. 

Pour Lewis et Bodansky (140) au-dessus de certaines doses, 
l'effet de croissance est identique et pour des doses quotidiennes de 
7,5 à 300 IJ.g. par jour, les courbes de poids sont sensiblement super­
posées. 

DONNEES PERSONNELLES. 
a) essais curatifs : 

Des rats parvenus au stade de la stabilisation de poids sont trai­
tés par 0,6IJ.g. de vitamine A pro die. La survie n'excède pas 100 
jours pour les femelles, 110 jours pour les mâles. 

Au-dessous de 0,6 IJ.g. la survie chez les deux sexes est toujours 
inférieurs à 90 jours. 

b) essais préventifs 

Pour une dose de 0,15 IJ.g. pro die, la moyenne des jours de sur­
vie est de 80 jours pour les mâles, 85 jours pour les femelles. 

Avec des doses de 0,6 0g. les feme]es ne survivent pas au-delà 
de six mois, la longévité des mâles est de 7 à 8 mois. 

Enfin, avec des doses de 0,9 IJ.g., la longévité dépasse 18 mois, 
les animaux toutefois se stabilisent autour du 5" mois. 

DISCUSSION 

Dans les essais biologiques, qu'il s'agisse d'expériences de type 
curatif ou de type préventif utilisées pour l'étude de la carence, en 
vitamine A, les résultats obtenus n'ont de signification que si le sché­
ma expérimental est rigoureusement codifié et si, pour diminuer l-e 
coefficient d'incertitude apporté par les fluctuations individuelles (*), 
le nombre d'animaux est suffisamment élevé. 

Dans toutes nos expériences, au cours desquelles près de 1.000 
rats ont été suivis, nous avons veillé avec le plus grand soin : 

1°) à ce que chaque expérience comporte un nombre d'animaux 
égal ou supérieur à 12 ; , 

2°) à ce que chaque lot soit cbmposé d'autant de mâles que de 
femelles; 

(*) Estimé à 25 % d'après Sherman et Batchelder (204) 
Chevallier (23). 

30 % d'après 
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30) à assurer des conditions climatiques favorables ; en effet, les 
. t' ns de température qui retentissent toujours de façon très mar~ 

varIa 10 t' l' , t ft' , r le Rat blanc sont par lCU leremen unes es aux am maux quee su ' 
carencés (51) ; 

40) à contrôler quotidiennement la nut~ition de l'animal. Il est 
1 'quement admis (Simonnet) que les am maux conservent un ap­

c ~~l normal jusqu'à ce que soit atteinte, au cours de la 'carence, la 
P~Jode de poids stationnai~e. N0.us avons cepen~ant, ~onstat~ q.ue pour 
P "i en soit ainsi il est necessalre de flatter 1 appetlt de 1 ammal en 
qu louvelant sa rahon deux fois par jour, en substituant fréquemment 
~:ndextrine au saccharose (et inversement) pour varier la saveur du 
régime. 

C'est en observant strictement ces conditions que le coefficient 
'ndivlduel est réduit au minimum et que les résultats sont obtenus 
~vec la plus grande régularité. 

1 
1 
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Dans le présent chapitre vont être rapportées les expériences 
qui démontre l'activité vitaminique de l'astaxanthine. Nous rappe:-
1er ons tout d'abord les résultats obtenus par administration d'huile 
d'hépato-pancréas, de conjonctif péristomacal et d'hypoderme, 1'étude 
de l'activité de ces extraits ayant été rapportée dans une monogra­
phie d'ensemble de R. Grangaud (72). 

()'est une observation fortuite qui a permis d'établir, dans les 
huiles de Crustacés, l'existence d'un facteur vitaminique nouveau. 
L'administration au Rat blanc carencé en vitamine A, d'huiles d'hé­
pato-pancréas d'Aristeomorpha foliacea à la dose de 20 mg. par ani­
mal et par jour, provoquait la guérison rapide des lésions de xéroph­
talmie sans que, parallèlement, n'ait été enregistrée la moindre re­
prise de poids. 

Dans ces expériences, l'absence d'effet de croissance ne pouvait 
être attribuée à une action toxique de l'huile, car des doses quoti­
diennes de 90 mg. provoquaient alors une nette reprise de poids (81). 

Par ailleurs dès ces premières expériences, il a été constaté que 
l'activité était proportionnelle à la concentration en pigment : les 
huiles d'été fortement pigmentée étant seules actives (76). 

A ce stade des recherches, la question de l'identification du prin­
cipe actif s'est donc trouvée posée ; l'un des moyens d'approche, pour 
préciser l'identité de ce principe a été d'étendre l'expérimentation 
à d'autres extraits provenant d'espèces voisines et possédant des ca­
ractères physico-chimiques assez proches. C'est la raison qui nous a 
incité à étudier les huiles d'Aristeus antennatus dont l'équipement 
pigmentaire est très voisin de celui d'Aristeomorpha foliacea. 

A. - ETUDIE DE L'ACTIVIT'E O'HUILES D'HEPA TO­
PANCREAS D'ARISTEUS ANTENNATUS 

Les huiles ont été extraites œhépato-pancréas de crevettes pê­
('hées en février et en juin. 

L'extraction a été effectuée' suivant la technique précédemment 
décrite (cf. p. 27). 

Comme dans le cas d'Aristeomorpha foliacea, les huiles de juin 
sont rouges sang, celles de février sont jaune orangé pâle. 

Essai curatif. 

Quatre lots A, B, C, D, de rats nourris depuis le sevrage avec le 
régime synthétique R. 12 (cf. p. 44) et présentant en plus d'une sta­
bilisation de poids d'au moins 10 jours, des signes de xérophtalmie, 
ont reçu: 

Lot A: 3 ~, 3 (j : régime synthétique seul ; 
Lot B : 3 ~, 3 (j : régime synthétique + 4,5 IJ.g. de vitamine A; 
Lot C : 3 ~, 3 (j : régime synthétique + 20 mg. d'huile de juin; 
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Fig. 12 Huile d'été. Début de traitement 

Fig. 13 Huile d'été. 20' jour de traitement. 

Fig. 14 Huile d'hiver. 20' jour de traitement. 
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Lot D : 3 9, 3 ;t; : régime synthétique + 20 mg. d'huile de février. 

Au début du traitement, les animaux étaient âgés de 70 à 80 
jours et pesaient entre 65 et 75 g. 

Les animaux du lot.A (régime synthétique seul) sont tous morts 
entre le 15 et le 28"· jour après l'apparition des premiers symptômes 
de carence. Chez les animaux du lot B, les lésions de xérophtalmie 
se sont progressivement atténuées et la guérison a été obtenue en 12 
à 15 jours. Les rats du lot C (2,0 mg. d'huile de juin pro die) ont tous 
guéri leur xérophtalmie en moins de 12 jours, l'amélioration étant déjà 
manifeste après 4 jours de traitement. Pourtant aucun n'a repris de 
poids de façon appréciable et ils sont tous morts les yeux guéris, dans 
les 25 jours qui ont suivi la première administration d'huile (fig. 12 
et 13). Enfin, les rats du lot D (20 mg. d'huile de février pro die) se 
sont en tous points comportés comme ceux du lot A : aucune activité 
de l'huile n'a été enregistrée (fig. 14). 

En résumé, ces expériences démontrent l'activité antixérophtal­
mique d'huile d'Aristeus antennatus à des doses où la reprise de poids 
est cependant nulle. Les variations saisonnières enregistrées sont exac­
tement superposables à celles antérieurement observées chez Aris­
teomorpha foliacea ; elles fournissent donc un argument supplémen­
taire en faveur de l'hypothèse de la nature pigmentaire du principe 
anti-xérophtalmique présent dans les huiles d'été. 

Ces expériences ont été complétées par des essais de type préven­
tif. Nous avons souligné ci-dessus les avantages d'une telle méthode 
particulièrement précieuse dans le cas de l'étude d'un facteur nou­
veau . 

. Essai préventif (82). 

Trente rats Wistar, âgés de 25 à 30 jours et pesant entre 29 et 
30 g. ont été sevrés et divisés en cinq lots de six animaux recevant 
quotidiennement : 

Lot A : régime synthétique seul ; 

Lot B : régime synthétique + 0,15 [J.g. de vitamine A; 
Lot C : régime synthétique + 0,9 [J.g. de vitamine A ; 

Lot D : régime synthétique + 10 mg. d'huile d'Aristeus antennatus; 
Lot E: régime synthétique + 90 mg. d'huile d'Aristeus antennatus. 

Après une trentaine de jours, les animaux se sont rapidement scin-
dés en plusieurs groupes : 

chez les animaux du lot A (régime de base seul) les signes de 
xérophtalmie sont apparus et sont allés en s'intensifiant jusqu'à 
la mort, aucun des rats de ce lot n'ayant survécu au-delà du 
50· jour de carence; 

pour le lot B (0,15 [J.g. de vitamine A), l'atteinte oculaire s'est 
également manifestée vers le 30· jour et les lésions de xéroph­
talmie, quoique moins sévères que chez les animaux du lot A 
ont persisté jusqu'à la mort survenue avant le 60" jour de ca­
rence 
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Fig. 15 - Lot A Régime de base seul, 38' jour de carence 

Fig. 16 - Lot B : Régime de base + 0,15 /lg. de vitamine A., 38' jour de carence. 

Fig. 17 - Lot C : Régime de base + 0,9 /lg. de vitamine A, 38' jour de carence. 

5 
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Fig. 18 - Lot D Régime de base + 10 mg. d'huile d'Aristeus antennatus, 

~8' jour de carence. 

Fig. 19 - Lot E Régime de base + 90 mg. d'huile d'Aristeus antennatus, 

38' jour de carence. 
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_ les rats des lots C (0,9 iJ.g. de vitamine A) et E (90 mg. d'huile) 
n'ont présenté aucun signe de carence; leurs yeux sont demeu­
rés parfaitement sains. 

enfin, les rats du lot D (10 mg. d'huile) se sont écartés des 
animaux des groupes A et B d'une part, et des groupes C et E 
d'autre part. 

En effet, les animaux de ce lot se sont comportés en ce qui con­
cerne la croissance et la survie, éomme les animaux des lots A et B, 
et ils n'ont pas dépassé le 56' jour de carence. Cependant, ils n'ont 
à aucun moment présenté des signes de xérophtalmie; les figures ci­
jointes (fig. 16, 17, 18, 19) objectivent ces faits et soulignent que les 
effets d'une petite dose d'huile d'hépato-pancréas d'Arist.eus anten­
natus sont comparables à ceux enregistrés par l'administration de 
09 iJ.g. de vitamine A. Nous verrons par ailleurs (cf. chapitre .III), 
l~s observations relatives à la croissance et à la survie de ces ani­
maux; mais il est intéressant de faire dès maintenant la remarque 
suivante : tandis que 0,15 iJ.g. de vitamine A administrée pro die 
manifeste une légère action sur la croissance, mais ne suffit pas à 
prévenir l'apparition et l'installation de la xérophtalmie, l'huile 
d'hépato-pancréas d'Aristeus antennatus, à une dose qui cependant 
n'exerce aucune action sur l'augmentation de poids, prévient l'at­
teinte oculaire. 

La conclusion de ces expériences en accord avec celles poursui­
vies parallèlement avec Aristeomorpha foliacea, est que l'activité 
antixérophtalmique est étroitement liée à la concentration en pig­
ment. Dans une étude avec R. Grangaudet C. Chechan (77), nous 
avons montré qu'il s'agit de l'astaxanthine (3, 3' dihydroxy, 4 4' 
dicéto - ~ - carotène). En présence de ·ce résultat qui se trouve en 
désaccord avec les données classiques (176), il était nécessaire de 
vérifier si le produit d'oxydation de l'astaxanthine, l'astacine (3, 4 -
3' , 4' tétracéto - ~ - carotène) possède ou non une activité vitami-
nique. . 
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B. - ETUDE DES EFFETS D'ADMINISTRATION 
D'ASTACINE 

L'astacine est facilement obtenue à l'état de sel de sodium qui 
se présente sous forme de flocons rouges (cf. p. 41). Après sa mise 
en solution dans l'huile dévitaminée, on obtient un extrait fortement 
coloré en rouge. 

Essai curatif. 

Le schéma expérimental est celui précedemment décrit. 

~2 r~ts Wistar (6~, 63) soumis dès le sevrage au régime privé 
d~ .V1.tamme A et présentant des signes de carence manifestes, sont 
dIVIses en 2 lots (A et B) et reçoivent, par animal et par jour : 

l 
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Lot A (4 ç, 4 ~) régime de base (R. 12) + 50 mg. d'astacine en 
suspension dans 80 mg. d'huile dévitaminée. 

Lot B (2 ç, 2~) : régime de base + 80 mg. d'huile dévitaminée. 

Le traitement est poursuivi pendant 25 jours ; aucune améliora­
tion de la xérophtalmie n'est enregistrée (83). Par ailleurs, l'action 
sur la croissance est nulle. 

Chez tous les animaux du lot A, l'évolution de la xérophtalmie, 
la chute de poids et la survie ont été comparables à celles des animaux 
du lot B, soumis au seul régime carencé. 

Cette 'expérience a donc confirmé les données classiqùes l'asta­
cine est dépourvue d'activité vitaminique A. 

C. - ETUDE DE VACTIVITE DES ESTERS 
DE L' AST AXANTHINE . 

Matériel technique. 

La technique de préparation de ces esters par la méthode chr-o­
matographique a été décrite dans le chapitre 1 (cf p. 39). Nous avons 
vu (cf. p. 40) que la seule chromatographie sur alumine sépare l'as­
taxanthine libre et estérifiée de la vitamine A et de ses esters, s,i en 
dépit des contrôles chimiqùes et spectrophotométriques, on admet 
que ceux-ci peuvent être pr,ésents dans les huiles étudiées. 

Après séparation chromatographique, les esters d'astaxanthine 
sont mis en solution dans l'huile d'arachide dévitaminée, additionnée 
d'a tocophéroL La concentration en astaxanthine de l'huile correspond à 
20 [J.g. pour 100 mg. d'huile additionnée de 2,8 mg. d'acétade d'a tqco­
phéroL L'activité de ces esters est testée dans des expériences de type 
curatif et de type préventif. 

Essais curatifs (85) - Protocole expérimental. 

Deux lots A et B de rats Wistar soumis depuis le sevrage au ré­
gime carencé et présentant en plus d'une stabilisation de poids d'au 
moins 10 jours, des troubles de xérophtalmie, reçoivent, par animal et 
par jour: 

os. 

Lot A (5 ç, 3 ~) : régime de base + 15 [J.g. d'esters· d'astaxan­
thine en solution dans 80 mg. d'huile dévita­
minée additionnée d'a tocophérol (28 mg. par 
g. d'huile). 

Lot B (3 ç, 3~) régime de base + 80 mg. d'huile dévitaminée 
additionnée d'a tocophérol (28 mg. par g. 
d'huile). 

La solution hUileuse des esters est délivrée au compte gouttes per 

2 

Les animaux témoins reçoivent l'huile seule dans les mêmes condi­
tions. 
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Résultats expérimentaux. 
Chez les animaux du lot B (témoins) l'évolution de la carence 

'est manifestée par l'intensité croissante des lésions de xérophtalmie, 
~ne perte de poids et la mort est survenue entre le 68e et le 87e jour 
de carence. 

Chez les animaux du lot A, les observations suivantes étaient en-
registrées : 

_ 2 animau~ (femelles) présentaient au début du traitement, une 
vascularisation de la cornée avec ulcère central (O. G.) de 2 à 3 mm 
de diamètre, un ulcère à son début (O.D.). Les paupières étaient rou­
ges et tuméfiées (fig. 20). 

Fig. 20. 

L'amélioration a été manifeste dès le 3e jour de traitement la 
guérison a été obtenue en moins de 12 jours (fig. 21). 

Fig. 21. 

- 2 rats (1 ç, 1 ~) plus atteints présentaient une exulcération 
(O. D. ;t O. G.). Au 3e jour de traitement, aucune amélioration n'est 
constate~ (examen macroscopique) ; on observe, au contraire une 
aggravatlOn (hémorragie O.D.). 

1 1 

! 
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Au 4° jour, on note une très légère amélioration : légère régres­
sion des exsudats, cornée' moins purulente. 

Au 5° et 6" jour, l'amélioration est manifeste : les exsudats sè­
chent. 

Au 7· jour, on observe une réduction de l'ulcère O.G. (de la fe­
melle). 

Au 15° jour, la cicatrisation est presque totale Ghez les deux ani­
maux. 

2 rats (1 'Ï', 1 ~) présentent une perforation centrale avec hernie 
de l'iris (O. G. 'Ï', O. D. ~) - l'amélioration n'apparaît qu'au 8e jour; 
la guérison est lente mais progressive ; elle est totale au 25" jour de 
traitement; seule persiste une taie de la cornée ; par ailleurs, les pro­
cessus infectieux au niveau des paupières (croûtelles, exsudats san­
guinolents) ont complètement disparu dès le 17" jour. 

- 1 rat ('Ï') présente au début du traitement des troubles de 
xérophtalmie moins sévères que ceux des animaux cités ci-dessus : 
on observe seulement une cornée mate; une fente palpébrale réduite, 
des exsudats au niveau des paupières. La guérison est obtenue en 6 
jours. 

Essais préventifs - Protocole expérimental. 

Vingt-quatre rats Wistar, âgés de 25 à 30 jours et pesant entre 
29 et 30 g. sont sevrés et divisés en 3 lots A, B et C. 

Les animaux de chaque lot reçoivent par jour : 
Lot A (3 'Ï', 3 ~) : régime de base seul. 

Lot B (3 'Ï', 3 ~) : régime de base + 80 mg. de solution huileuse 
tocophérolée d'astaxanthine (50 iJ.g.). 

Lot C (3 'Ï', 3 ~) : régime de base + 80 mg. d'huile tocophérolée 
renfermant 0,9 iJ.g. de vitamine A. 

Tous les animaux reçoivent aussi la même quantité d'huile dévi­
taminée additionnée de tocophérol (20 mg. par g. d'huile) délivrée au 
compte gouttes tous les jours à la même heure. Pour éviter une sur­
charge lipidique au moment du sevrage où la diarrhée est quelquefois 
observée, on réduit à 10 % (au lieu de 12) le taux de l'huile du ré­
f:"ime. Les animaux sont surveillés attentivement et pesés tous les 
jours pendant la période de 10 jours 'qui suit le sevrage, puis régu­
lièrement tous les cinq jours pendant la durée de l'expérience. Elle 
est poursuivie pendant plusieurs mois. 

Résultats. 

Chez les animaux du lot témoin (lot A) les signes de xérophtal­
mie sont apparus vers le 30" jour après le sevrage et sont aJés en 
s'aggravant jusqu'à la mort survenue entre le 50· et le 56° jour. 

Parmi les animaux du lot C, deux d'entre eux ont présenté des 
signes discrets de xérophtalmie (clignotements des paupières - di­
minution de la fente palpébrale) ; toutefois, aucun processus infec­
tieux n'a été constaté. 

Les animaux du lot B (50 iJ.g. d'astaxanthine) n'ont, à aucun 
moment, présenté de signes de xérophtalmie. Cette expérience de 
longue durée a été poursuivie pendant 135 à 150 jours pour les fe­
melles (mortes spontanément) et 210 jours pour les mâles (sacri­
fiés). Les cornées sont restéeJ b:'lllantes ; aucun signe d'irritation 
des paupières n'a été observé. 

D. 
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ETUDE DE L'ACTIVITE DES CHROMOPROTEIDES 
(158) 

Les expériences qui vont être décrites ont eu pour but de vérifier 
l' ctivité de l'astaxanthine engagée dans un complexe protéique. Le 
:oupement prosthétique en est réversiblement détachable et nous 

gvons mis le fait en évidence sur des extraits aqueux d'astaxanthino-
a d d' , pl'Otéides d'œufs ·e Iverses especes. 

1" ESSAI PRELIMINAIRES 

Un premier essai a été effectué en faisant ingérer à des rats ca­
rencés des ovaires avec œufs mûrs, mis en suspension dans de l'huile 
végétale dévitaminée (84). 

_ Des œufs d'Aristeomorpha sont broyés au mortier : on me­
sure la quantité d'huile ajoutée de telle sorte que la concentration 
finale en œufs est de 1 g. pour 150 mg. d'huile, le taux d'astaxan­
thine calculée est de 60 [J.g. par g. d'œuf (*). 

Essai curatif. 
16 rats carencés, parvenus au stade de la stabilisation de poids 

ct présentant des signes de xérophtalmie intense, sont divisés en deux 
lots A et B qui reçoivent per os, par animal et par jour: 

Lot A (4 'Ï', 4 ~) : régime de base + 500 mg. d'œufs (30 iJ.g. d'as­
taxanthine) et 80 mg. d'huile végétale dévi­
taminée. 

Lot B (4 'Ï', 4 ~) : régime de base + 80 mg. d'huile dévitaminée. 

Après 18 jours de traitement, aucune amélioration n'est enregistrée; 
les animaux du lot A comme ceux du lot B manifestent des signes 
earenciels de plus en plus accentués. 

Pour interpréter ce résultat négatif, en apparente contradiction 
avec l'activité manifestée par les esters de l'astaxanthine, nous avons 
suggéré qu'au cours du transit digestif, le pigment, rapidement libéré 
de sa copule protéique, devait être transformé par oxydation en asta­
cine inactive. Cette hypothèse a été vérifiée dans un deuxième essai, 
dans lequel une sDlution huileuse d'astaxanthine libre est addition­
née d'a tocophérol qui jour le rôle d'antioxydant. 
2~ ADMINISTRATION PER OS DU GROUPEMENT PROSTHETIQUE 

DETACHE DE SA COPULE PROTEIQUE 

Dans cet essai, le matériel de départ est un chromopr6téide en 
solution aqueuse, extrait du conjonctif péristomacal d'Aristeus anten­
natus. Le tissu est broyé avec du sable et du sérum physiologique 
(CLNa à 9 %0). - 100 ml. de solution aqueuse sont agités avec de 
l'acétone et de l'éther de pétrole (30 ml.). 

Le groupement prosthétique passe en solution éthéro-pétrolique, 
le taux de pigment calculé par la mesure de sa densité optique cor­
respondant à 50 iJ.g. pour la totalité de la solution. Après addition 
d'huile végétale dévitaminée (400 mg.) et .d'a tocophérol (12 mg.) 
elle est évaporée en atmosphère d'azote et sous pression réduite. 

Essai curatif. 

14 rats soumis au régime de base depuis le sevrage et préseIltant 
des signes de carence accusés (xérophtalmie intense et stabilisation 

5*) Pour cette détermination, les œufs ont été agités avec de l'acétone. 
Apres passage du pigment dans l'éther de pétrole, la concentration en asta­
xanthine de la solution est calculée par la mesure de sa densité optique en 

1 % 
prenant E --- :::: 3.300 (120), 

1 cm. 
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de poids) sont divisés en deux lots A et B, qui reçoivent par animal 
et par jour : 

Lot A (4 'i?, 4 ~) régime de base + 80 mg. de solution huileuse 
d'astaxanthine (10 [Lg.). 

Lot B (3 'i?, 3~) régime de base + 80 mg. d'huile dévitaminée. 

Dès le 4" jour, les rats du lot A amorcent un début de réparation. 
La guérison est obtenue en 10 jours en moyenne (min. 8, max. 12 
jours). Chez les animaux du lot témoin, lot B, on constate l'aggrava­
tion des lésions oculaires. 

Il était donc naturel d'étudier les propriétés vitaminiques des 
chromoprotéïdes en les administrant non plus per os, mais par injec­
tions intrapéritonéales. 

30 ADMINISTRATION D'EXTRAITS AQUEUX PAR INJECTIONS 
INTRAPERITONEALES 

Matériel et techniques. 

On. prépare des solutions aqueuses d'œufs de Plesionika edwarsii, 
d'Aristeus antennatus, de Scyllarus latus et de conjonctif péristoma­
cal d'Aristeus antennatus. 

1,5 gramme d'œufs ou de tissu sont broyés avec du sable et addi­
tionnés de sérum physiologique, la concentration finale en astaxan­
tine est de 80 [Lg. pour 30 ml. de solution. 

On injecte 3 ml. par jour et par animal ce qui correspond à 
150 mg. de matériel frais. Ces 150 mg. renferment, dans le cas des 
œufs d'Aristeus antennatus, 0,2 [Lg. de vitamine A (cf. tableau VI), 
moins de deux centièmes de microgrammes pour les œufs de Scyl­
]arus latus, et des traces non dosables dans les œufs de Plesionika 
edwarsii. 

Les solutions sont administrées à raison de deux injections de 
1,5 ml. par jour à des rats carencés présentant des s'gnes de xéroph­
talmie en pleine évolution. 

Résultats expériment~ux. 

Les solutions injectées ont amené en quelques jours 'et dans tous 
les cas, la guérison des lésions oculaires. Les figures 22. et 23 objec­
tivent les :résultats dont l'ensemble 'est réuni dans le tableau suivant. 

TABLEAU XVI 

Matériel étudié 

Œufs de Plesionika edwarsii 
Œufs d'Aristeus antennatus ..... . 
Œufs de Scyllarus latus ......... . 
Conjonctif péristomacal d'Aristeus 

antennatus ................. . 
Sérum humain ................. . 

Nombre 
d'animaux 

3 ~, 

2 'i?, 1 ~ 

2 'i?, 1 ~ 

2 'i? 1 ~ 

1 'i? 4 ~ 

Guérison de 
la xérophtalmie 

en 13 jours 
en 6 jours 
en 13 jours 

en 11 jours 
aggravation ou état 

stationnaire au 
10' jour. 
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Début de traitement 

Après 13 jours 

Fig. 22. - Injections d'extrait aqueux d'œufs 

de Plesionika edwarsii 
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(-

Début de traitement 

Après 6 jours 

Fig. 23. - Injections d'extraits aqueux d'œufs d'Ariste us 

C'est à titre de contrôle que nous avons tenu à injecter à des rats 
témoins de la vitamine A sous une forme hydrosoluble aussi compa­
rable que possible à celle présente dans les œufs de crustacés. Il nous 
a paru que du sérum sanguin où la vitami.ne est engagée dans ?es 
cènapses lipoproté~diques conviendrait parfaItement, po~r ce controle. 
Les volumes injectés quotidiennement aux rats temolllS correspon,­
draient à 0,55 [Lg. d'axérophtol, soit 2, à 3 fois I?lus qu.e dans le ,solute. 
Chez ces animaux, les lésions de xerophtalmle allale~t en s ag~r~­
vant ; pratiquement stationnaires chez un seul des am~au::c. tr,al~es, 
elles ne marquaient cependant aucune tendance à l amehoratlOn 
(fig. 24). 
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Début de traitement 

Après 12 jours 

Fig. 24. - Injections de sérum humain 

En résumé, les solutions aqueuses de chromoprotéides manifes­
tenten injections intrapéritonéales chez le Rat blanc carencé en 
vitamine A la même activité antixérophtalmique que des solutions 
huileuses d'esters' de l'astaxanthine administrées per os. 

Il apparaît donc au terme de ce chapitre que, considérés du seul 
point de vue de la xérophtalmie, 5 fLg. d'astaxanthine manifestent une 
activité comparable à celle qui est obtenue avec 0,9[Lg. de vitamine A. 
Quel que soit le mode d'administration (per os ou par injection intra­
péritonéale) l'astaxanthine amène toujours la guérison des lésions 
oculaires dans des délais très courts. Quand les altérations de la cor­
née atteignent un stade avancé allant jusqu'à l'ulcère et même la 
perforation, la réparation s'amorce beaucoup plus tôt qu'il n'est cons-
taté dans des cas analogues traités par la vitamine A. 
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Deux résultats, obtenus dans des conditions ,expérimentales dif­
férentes de ceux rapportés ci-dessus- et qui, pour cette raison n'ont 
pas été "donnés avec l'ensemble, méritent cependant d'être mention­
nés car ils sont particulièrement démonstratifs. 

1" L'épreuve de Pastaxanthine (10 (J.g.) est instituée après l'échec 
d'un traitement à la vitamine A (0,6 (J.g. pro die) : on observe rapi­
dement la réversibilité des lésions. 

2" On substitue ~ l'administration d'astaxanthine après guérison, 
un traitement à la vitamine A (0,6 (J.g. pro die) : les signes de xéroph­
talmie réapparaissent. 

Oes faits ne font que confirmer la forte activité antixérophtal­
mique de ~'astaxanthine antérieurement établie. 

ESSAI DE TRAITEMENT PAR APPLICATION LOCALE 

D'après ce qui vient d'être exposé, l'astaxanthine manifeste une 
forte action antixérophtalmique quelle que soit la voie d'introduction. 
II était donc intéressant d'étudier l'action du pigment par application 
locale. 

On sait qu'en ce qui concerne la vitamine A et les carotènes, on 
rencontre dans la littérature de nombreuses obs'ervations àce sujet, 
et les résultats expérimentaux montrent,en particulier, que la vita­
mine A intervient pour hâter le processus de réparation d'un tissu 
qui a été lésé. On retrouve l'application ,comme topique de la vitami­
ne A en laryngologie (63), en dermatologie (40), (197), (215) en oph­
talmologie. En 1934, Balachoski (3) a expérimenté l'action du caro­
tène dans lès conjonctivites. Sur des lésions provoquées par incision 
de la conjonctive (chez le lapin) Heinsius (102) fait des instiilations 
de vitamine A en solution dans différents véhicules huileux. Des ~ésul­
tats favorables sont obtenus dans tous les cas. 

Protoçole expérimental. 
La prépliration utilisée est une solution huileuse d'esters d'as­

taxanthine. 

Six rats carencés, présentant des signes de xérophtalmie à divers 
degrés, reçoivent, au niveau de la cornée, des instillations quotidiennes 
de 4 gouttes de la préparation. Le traitement est poursuivi pendant 15 
jours. 

Aucune amélioration n'a été enregistrée, même chez des sujets pré­
sentant des sign~s de xérophtalmie à, leur début. 

CHAPITRE III' 

ACTION DE L' AST AXANTHINE 

SUR LA CROISSANCE DU RAT BLANC 

CARENCE EN VIT AMINE A 
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Dès l'expérience princeps, (80), le facteur vitaminique mis en évi­
dence dans les huiles d'hépato-pancréas se distinguait par son activité 
électivement antixérophtalmique, l'action sur la croissance du Rat 
carencé étant f.aible ou nulle. Or, on sait que par administration de 
vitamine A c'est l'inverse qui est observé, la courbe de poids r~devient 
ascendante avant que ne se manifeste une amélioration des lésions 
oculaires. 

L'éventualité de la présence d'une substance toxique inhibant l"ef­
fet de croissance était à exclure puisqu'à fortes doses, les huiles d'hé­
pato-pancréas exercent à la fois une action antixérophtalmique et une 
action sur la croissance (81), (82), (155). 

Le fait que ces fortes doses d'huiles sont parfaitement tolérées 
écartait naturellement l'hypothèse de toxicité, mais n'apportait cepen­
dant pas la preuve que le pigment à forte dose est seul responsable de 
l'activité enregistrée. En effet, ces fortes doses de pigment sont néces­
sairement accompagnées de fortes doses de lipides et il était permis 
de se demander s'ils participent ou non à l'action sur la croissance. 

La comparaison des ,effets biologiques des huiles d'été et des huiles 
d'hiver était susceptible de préciser les rôles respectifs du pigment et 
des lipides. 

En effet, dans les huiles d'hiver, le pigment n'existe qu'à l'état de 
traces ; il est à la concentration de 1 à 1,5 mg. par g. dans les huiles 
d'été. 

A. - ETUDE COMPARE,E DE L'ACTIVITE D,ES HUILES 
D'ETE ET DES HUILES D'HIVER EXTRAITES DE 
L'HEPA TO-PANCREAS D'ARISTEUS ANTENNA TUS 

Matériel et techniques. 

Les extraits d'hépato-pancréas d'Aristeus antennatus sont prépa­
I-és en été et en hiver et conservés en petits flacons de verre brun, soi­
gneusement bouchés et maintenus à la chambre froide. 

Les essais biologiques sont de type curatif et conduits parallèle­
ment de façon à rendre rigoureusement semblables les conditions expé­
-rimentales des animaux traités aux huiles d'hivers 'et des animaux 
traités aux huiles d'été. 

16 Rats Wistar sont soumis au régime carencé à partir du sevrage. 
La répartition des animaux en deux lots A (huile d'été) et B (huile 
d'hiver) est soigneusement étudiée pour qu'ils soient parfaitement· 
homogènes : lorsque deux rats carencés, de même sexe atteignent le 
même poids, en présentant des atteintes oculaires comparables, l'un 
est traité par les huiles d'hiver, l'autre par les huiles d'été. En défi­
nitiv'e, on dispose de deux lots (A et B) de 8 animaux comparables au 
moment où le traitement est administré : 

Lot A (4 9, 4 ~) : régime de base + 20 mg. d'huile de mai 
pro die (*). 

Lot B (49, 4 ~) : régime de base + 20 mg. d'huile de février. 

Lot C (4 9, 4 ~) : régime de base seul. 

(*) De concentration en astaxanthine égale à 15 IJ.g. 

D 
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Résultats expérimentaux. 

Les rats témoins (lot C) sont tous morts entre le 50· et le 60· jour 
de carence ; c~ux .du lot B (huile de février) se sont comportés comme 
ceux du lot temo~n ; aucune activité de l'huile n'a été enregistrée : 
les courbes de crOls~ance ont continué à s'infléchir et les animaux sont 
morts dans les 30 Jours qui ont suivi le début du traitement. 

Il ressortait de cette expérience: 

1° que les .huilE;s d'hiver à la dose de 20 mg. pro die sont tota­
lement mactIves ; 

2° qu'~ l~ même ~Qse, les huiles pigmentées d'été à forte activité 
an~lxerophtalmlque, ne manifestaient aucune action sur la 
crOlssance. 

Cependan~, l'actiministration de doses relativement considérables 
(90 m,go ~Jro dre) pe:r;met de rétablir une croissance presque normale 
c?ez 1 am,mal carence (81)- Pour tenter de mieux apprécier ces dif­
ferents resultats, un essaI de type préventif était entrepris encadré 
par des essais témoins à la vitamine A. ' 

B. - ETUDE DE VA'CTlVITE DES HUILES D'ETE 
COMPAREE A OELLE DE LA VITAMINE A 

,3~ rats ,Wista: ~~és de .25 à 30 jours ~t pesant entre 29 et 30 g. 
ont e~e sevres et ~lvIse.s en cmq lots de 6 ammaux. A partir du sevrage 
(essaIs type « preventIf ») ils ont reçu : 

Lot A: régime de base seul ; 

Lot B: régime de base + 0,15 (J.g. de vitamine A. 
Lot C: régime de base + 0,9 (J.g de vitamine A ; 

Lot D: régi;ne ~e ~ase + 10 mg. d'huile de mai d'hépato-pan­
creas d Arlsteus antennatus ; 

Lot E: régime de base + 90 mg. de la même huile. 

. Chacun des animaux r'eçoit en outre 2 mg. d'a tocophérol par se­
mame. 

Les résultats ont été les suivants: 

1° Les .r~ts des lo~s C (0,9 l(J.g. de vitamine A) et E (90 mg. d'huile) 
ont poursUlvl ur~e crOlssance normale pour atteindre un plateau vers le 
110 Jour de traItement, la moyenne des poids étant de 135 g. pour le 
lot C et de 132 -g. pour le lot E. 

2° Le~ rB:ts des lots A (~émoins), B (0,15 (J.g. de vitamine A) -et D 
(10 ~-?,. d hUlI~) ont montre des courbes de poids s'infléchissant vers 
le 20 Jour apres le sevrage pour atteindre leur maximum entre le 40' 
et le 45· jour de traitement. A c·e stade, la moyenne des poids était 

- pour le lot A (témoins) de 59 g ; 
- pour le lot B de 63 g. ; 
- pour le lot D de 60 g. 

_ ,Les animaux du lot A (régime de base seul) n'ont pas survécu au 
dela du 50 jour de carence; ceux du lot B (0,1;5 (J.g. de vitamineA) sont 
morts vers le. 60· jour de carence (poids moyen 64 g.). Enfin, les rats 
du lot D (regIme de base + 10 mg. d'huile d'Aristeus antennatus) n'ont 
pas dépassé le 56· jour de carence. 
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C. - ETUDE COMPAREE DE 'L'ACTION DE L'ASTAXAN­
THINE A DIFFERENTES CONCENTRATIONS ET 
DANS DIFFERENTS MILIEUX LIPIDIQUES 

Les résultats obtenus par l'administration de fortes dos'es d'huiles 
entières soulèvent plusieurs objections concernant le rôle éventuel des 
lipides. Les expériences suivantes ont eu pour objet: 

1 ° de dissocier l'action des lipides de celle du pigment enadminis­
trant celui-ci (isolé par chromatographie) dans une huile vé­
gétale dévitaminée; 

2° de comparer l'action d'extraits plus ou moins concentrés en 
astaxanthine, en solution dans le même volume d'huile végétale 
dévitaminée; 

3° de mettre en parallèle les effets des mêmes doses de pigment 
administrés dans des véhicules huileux différents. 

Essais préventifs. 

Ces essais ont été effectués en utilisant : 
soit des extraits de titre variable 'en astaxanthine dans le même 
véhicule huileux ; 
soit des extraits de même titre en astaxanthine dans des huiles 
différentes. 

Préparation des extraits. 
Parmi ces extraits, trois ont été préparés à partir de pigment 

isolé par chromatographie de solutions d'hypoderme et de conjonctif 
pé,ristomacal (extrait nO 1, 2 et 3) ; seul, l'extrait n° 5 est obtenu en 
utilisant une solution épiphasique soumise ensuite à la chromatogra­
phie. 

Extrait nO 1. - 200 ml. de solution éthéro-pétrolique (de pigment 
chromatographié), renfermant 200 fLg d'astaxanthine sont additionnés 
de 1 g. d'huile végétale dévitaminée tocophérolée (à 28 mg. par g.). 
On soumet à la distillation sous pression réduite et en atmosphère 
d'azote. La concentration en astaxanthine est de 20 [Lg. pour 100 mg. 
d'huile. 

Extrait n° 2. - 800 ml de la même solution (800 fLg. d'astaxan­
thine) sont évaporés en présence de 1 g. d'huile végétale dévitaminée 
tocophérolée. La concentration en astaxanthine est de 80 fLg· pour 
100 mg. d'huil~. 

Extrait nO 3. - A partir de 200 ml. de solution éthéro-pétrolique 
additionnés de 1 g. d'huile d'hépato-pancréas d'hiver et de 28 mg. de 
tocophérol, on obtient un extrait dont fa concentration en astaxanthine 
est de 5 [Lg. pour 100 mg. d'huile. 

Extrait nO 4. - Une solution éthéro-pétrolique, obtenue par agi­
tation d'un extrait acétonique d'hépato-pancréas d'hiver est addition­
née d'une quantité d'a tocophérol et distillée sous pression réduite en 
atmosphère d'azote. L'extrait huileux obtenu renferme 28 mg. de toco­
phérol par g. d'huile. 

Extrait nO 5. - Une solution épiphasique de conjonctif péristoma­
cal est soumise à la chromatographie. Le pigment élué en solution 
éthér.o-pétrolique,est additionné d'huile végétale dévitaminée et d'a 
tocophérol. La concentration en astaxanthine de l'extrait est de 50 \kg. 
pour 100 mg. d'huile. 
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Conduite des expériences. 

Des rats Wistar sont sevrés et partagés en 6 lots homogènes com­
prenant chacun 4 mâles et 4 femelles. Chacun des animaux est nourri 
au régime carencé (régime R 12) et reçoit quotidiennement per os : 

Lot 1: 5 [Lg. d'astaxanthine dans 25 mg. d'huile végétale dévi­
taminée. 

Lot 2: 20 [Lg. d'astaxanthine dans 25 mg. d'huile végétale dévi­
taminée. 

Lot 3: 5 fLg. d'astaxanthine dans lOG mg. d'huile d'hépato-pan­
créas d'Aristeus antennatus d'hi ver. 

Lot 4: 100 mg. d'huile d'hépato-pancréas d'Aristeus antennatus 
d'hiver. 

Lot 5: 50 [Lg. d'astaxanthine dans 100 mg d'huile végétale dévi­
taminée. 

Lot 6 : O,9[Lg. de vitamine A dans 100 mg. d'huile végétale dévi-' 
taminée. ' 

Un lot d'animaux témoins 3 S?, 3 rt; reçoit seulement le régime de 
base. Chaque extrait est additionné d'a tocophérol en quantité calculée 
correspondant à une dose quotidienne de 0,7 mg. par animal. L'admi­
nistration des extraits débute 'dès le sevrage et est poursuivie pendant 
100 jours. Des lots témoins sont conduits parallèlement: la survie des 
animaux carencés n'excédant pas 60 jours, on soumet au cours de l'ex­
périence d'autres rats au régime de carence. 

La résultats sont objectivés sur les figures 25 et 26. 

Analyse et discussion des résultats. 

1° La comparaison des résultats obtenus par administration pro die 
de 5 [Lg. d'astaxanthine (dans 20 mg. d'huile dévitaminée) et de 20 fLg, 
dans la même quantité d'huile montre un parallélisme de poids chez 
les femelles des deux lots jusqu'au 60· jour, chez les mâles jusqu'au 70· 
Jour. C'est seulement par la prolongation du traitement que l'on enre­
gis.tre un accroissement de poids chez les animaux traités à 2,0 [Lg. : le 
pOIds moyen des mâles au 80' jour de traitement dépasse d'une dizaine 
de g. celui des mâles recevant 5 [Lg. de pigment. Le poids des femelles 
recevant 5 fLg. se stabilise à partir du 60' jour et décline ensuite entre 
le 70' et le 75' jours, tandis qu'avec 20 [Lg., elles atteignent le 75' jour 
avec un excédent de poids de 12 à 15 g. 

. .2° Les différences enregistrées entre le lot 1 à 5 [Lg. dans l'huile 
vegetale et le lot 3 à 5 fLg. dans l'huile d'hépato-pancréas sont les sui­
vantes : jusqu'au 70' jour de traitement (âge 100 jours) la croissance 
du lot 3 (S? et rt;) est supérieUTe à celle du lot 1 ; au-delà de 70 jours 
le poids se stabilise chez les animaux des deux lots, les animaux d~ 
lot 3 conservant un excédent d'une dizaine de g. chez les mâles comme 
chez les femelles. 

3'° La comparaison du lot 3 (à 5 [Lg. d'astaxanthine et 100 mg. 
d'huile d'hépato-pancrés) et du lot 4 à l'huile d'hépato-pancréas seule 
~ 100 mg.) montre un accroissement de poids parallèle jusqu'au 60' 
Jour~ l'influen.ce de l'addition d'astaxanthine ne se manifestant qu'à 
pa;tœ du 60e , Jour ; au-delà les animaux traités à l'huile d'hépato-pan­
creas déclinent, leur survie n'excédant pas le 80' jour chez les femelles 
le 55' jour chez les mâles. Un essai complémentaire avec les rats re~ 
ce;,a~t une dose double d'huile d'hépato-pancréas (200 mg.) a confir­
me l'mactivité de ces huiles sur la croissance, avec des courbes sensi­
blement superposables à celles des animaux recevant 100 mg. d'huile. 
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Les courbes de croissance (fig. 25 et fig. 26) objectivent ces résul­
tats et mettent en évidence les faits suivants: 

1° L'astaxanthine ne manifeste un léger effet de croissance qu'à 
la dose de 20 ILg. par animal et par jour, dose plus de 4 fois supérieure 
à celle capable de guérir les lésions oculaires. 

2° L'utilisation du pigment paraît légèrement meilleure quand le 
véhicule huileux est un extrait d'hépato-pancréas. 

3° L',huile d'hépato"pancréas administrée seule, ne manifeste 
aucun effet de croissance, le nombre de jours de survie des animaux 
traités étant sensiblement égal à celui des animaux témoins. 

4° Si l'on confronte les courbes de croissânce des animaux ayant 
reçu 50 ILg. d'astaxanthine (lot 5) avec celles des animaux à 0,9 }kg. 
de vitamine A (lot 6), on constate qu'elles sont sensiblement parallèles 
avec toutefois un décalage d'une dizaine de g. (au-dessous) pour le 
lot 5. 

Essais curatifs. 

Dans ces essais, la dose de 50 ILg. d'astaxanthine est administrée 
par animal et par jour et ses effets sur la reprise éventuelle de poids 
comparés avec la reprise enregistrée chez les animaux recevant 0,6 
et 1,2 }kg. de vitamine A également à titre curatif. 

L'extrait administré est pJ;"éparé à partir de pigment épiphasique 
chromatographié et mis en .solution dans l'huile végétale dévitaminée 
additionné de tOéophérol (20: mg. par g.). 

Conduite de l'expérience. 

30 rats sont soumis depuis le sevrage au régime de base (régime 
R 12) et traités quand les signes de carence sont manifestes (stabili­
sation de poids remontant à 10 jours, lésions de xérophtalmie intenses). 
On répartit les animaux en 4 lots A, B, C, D. Chacun des animaux re-
çoit par jour et pe.r os : . 

Lot A (4~, 49) régime de base + 50 v.g. d'astaxanthine dans 
100 mg. d'huile tocophérolée. 

Lot B (49, 4 ~) régime de base + 0,6 ILg. de vitamine A et 100 mg. 
d'huile tocophérolée. 

Lot C (49, 4~) régime de base + 1,2 ILg. de vitamine A et 100 mg. 
d'huile tocophérolée. 

Lot témoin (3 9, 3 ~) régime de base + 100 mg. d'huile tocophé­
rolée. 

Résultats. 

On enregistre une légère reprise de poids sensiblement de même 
amplitude pour les rats des lots A (50 v.g. d'astaxanthirie) et B (0,6 }kg. 
de vitamine A) (fig. 27, courbes A, B). La courbe représentative de 
la croissance du lot C (1,2 ILg. de vitamine) se détache nettement des 
deux autres et au 10e jour de traitement, elle traduit un excédent de 
poids d'une dizaine de g. sur le poids des animaux des lots Aet B. 
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Fig. 27. 

Au 20° jour de traitement, les courbes des animaux des lots A et 
Ccontinuent à être parallèles et tendent vers un plateau . par contre 
~a courbe d~s animaux du lot C reste ascendante et au in" jour, le~ 
ecarts de pOIds entre la courbe C et les courbes A et B atteignent une 
vingtaine de ,grammes. 

Au 55° jour, les courbes A et B sont en plateau les animaux des 
deux lots s'étant stabilisés aux environs de 65 g. ; ce~x du lot C attei­
gnant alors ~8 g., pour les femelles, 75 g. pour les mâles. 

En résumé, administrés ~ titre préventif, 50 v.g. d'astaxanthine sont 
susceptibles d'exercer une action sur la croissance du même -ordre de 
gran~eur que celle de 0,9 v.g. de vitamine A. Cependant un traitement 
~uratlf de 50. }kg., provoque une reprise de poids seulement comparable 
a celle enreglstree avec 0,6 ILg. de vitamine A. 

D. - ETUDE DE L'ACTION DESCHROMOPROTEIDES 

. La techni9-u~ de prépar~tion des extraits et la conduite des expé­
rIences sont decntes au chapItre II. Tous les essais sont de type curatif. 

CHROMOPROTEIDES ADMINISTRES PER OS. 

Œufs d'Aristeomorpha foliacea. - 8 rats carencés (4 9, 4 ~) pré­
sentant des courbes de poids en plateau (poids moyen mâles 78 g., fe­
m~lles 68 f) reçoivent par animal et par jour 80 mg. de préparation 
hUlleuse d œufs (10 v.g. d'astaxanthine) . 

Aucun effet de croissance n'est enregistré; à l'exception d'un sujet 
(femelle) une chute de poids s'amorce chez tous les animaux, entre le 
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3' et 4· jour de traitement l'inflexion de la courbe s'accentue à, par­
tir du 4" jour et les animaux meurent entre le 13" et le 20" jour de trai­
tement. Le poids moyen des mâles est de 65 g., celui des femelle est de 
57 g. ' 

Solution aqueuse de conjonctif péristomacal d'Aristeus antennatus. 
Dans cette expérience, le groupement prosthétique du chromoprotélde 
est délivré en solution huileuse. On administre la préparation à 14 rats 
carencés (79, 7 ~). Au ID" jour de traitement, les courbes de croissance 

. ne traduisent aucun changement, à l'exception d'un mâle chez lequel 
un accroissement de 3 g. est enregistré. ' 

Entre le 10· et le 15" jour, on observe une chute de poids ; pro­
gressive chez 4 animaux, elle est brutale chez les deux autres. La sur,­
vié est de 60 à 70 jours à l'exception du mâle mentionné ci-dessus, dont 
la mort ne survient qu'au 80· jour. 

CHROMOPROTEIDES ADMINISTRES PAR INJECTIONS. 

Solution aqueuse d'œufs de Plesionika edwarsii. On injecte 3 ml. 
ds solution aqueuse à des rats carencés (3~) présentant une stabili­
sation de poids remontant respectivement à 8, 11, 12 jours (poids 
78, 80, 83 g.). 

Après trois jours de traitement, la courbe de croissance cesse 
d'être une droite, une chute de poids se produit par paliers, la mort 
des animaux survient entre le 21" et le 28" jour de traitement (poids 
60, 64, 69 g.). 

Solution aqueuse d'œufs d'Aristeus antennatus. Trois animaux 
sont injectés (29, 1 ~). 

- femelle nO 1 : poids de début 68 g. stabilisé depuis 10 jours. 
Au 6" jour de traitement (*) aucun effet de croissance n'est enregis­
tré. Au ID" jour, le poids décline, l'animal meurt au 12" jour, poids 
58 g. ; 

- femelle rrO 2 : poids de début 66 g. ; entre la 1 r"et la 12· in­
jection - 6 jours de traitement - on relève une perte de poids de 
2 g. suivie d'une stabilisation de poids de 15 jours. Au delà, l'animal 
décline, la mort survient au 29" jour de traitement, l'animal pèse alors 
56 g. ; 

- mâle: poids de début 84 g. Au 10· jour de traitement on enre­
gistre une perte de poids de 6 g., suivie d'un plateau qui se main­
tient pendant 30 jours à 78 g. Le déclin est ensuite rapide, l'animal 
meurt 9 jours plus tard, son poids est de 64 g. 

(*) 3 ml. par jour en 2 injections de 1,5 ml., renfermant chacune 4 '1g, 
d'astaxanthine. 
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Solution aqueuse de ,conjonctif péristomacal d'Aristeus anten­
natus. 

29, 2~, sont traités par injections, poursuivies respectivement 
pendant 12, 30 et 35 jours. Le poids est stationnaire chez tous les 
animaux pendant 20 à 25 jours. Il décline progressivement et la mort 
survient entre 30 et 35 jours, les chutes de poids atteignent de 12 à 
20 g. 

Sérum humain, 
'Le sérum injecté renferme 0,52 tJ.g. par ml. (*). 6 rats (4~, 29) 

carencés, parvenus au stade de la stabilisation de poids sont parta­
gés en deux groupes A et B. 

Le groupe A reçoit par animal et par jour une injection de 0,3 ml. 
de sérum (0,15 tJ.g. de vitamine A). 

Le groupe B reçoit 1 ml. en 2 injections de 0,5 ml', (0,52 tJ.g. de 
vitamine A). 

Le poids des animaux du lot A reste stationnaire les 4 premiers 
jours; une légère reprise est observée à partir du 5" jour (de l'ordre 
de 3 à 4 g.). 

Les animaux du groupe B accusent une augmentation de poids de 
6 à 9 g. 

En résumé, administrée à titre curatif, l'astaxanthine ne mani­
feste un effet de croissance notable qu'à la dose de 50 tJ.g. ; quand les 
animaux sont traités à titre préventif et avec des doses au moins 
équivalentes à 50 fLg., l'effet de croissance est suffisant pour les con­
duire à l'âge adulte. 

(*) Le sérum utilisé renferme 0,52 IJ.g, de vitamine A par ml. Cette teneur 
élevée avait été obtenue par surcharge grâce à l'absorption massive de vita­
mine A par le sujet donneur. 
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Les. expériences rapportées au chapitre précédent établissent qu'il 
est possIble, avec des doses suffisamment élevées d'astaxanthine d'ob­
tenir une croissance normale chez des animaux par ailleurs 'caren­
cés en vitamine A. Les animaux ainsi conduits à l'âge adulte ont un 
poids de sujets sains et un état de santé apparemment exceIient. De 
tels sujets permettent donc l'étude d'une authentique carence en vi­
t~mine A et non plus d'une subcarence, et il est alors possible de pré­
CIser dans que~le me?ure l'astaxanthine possède la propriété de s'op­
poser aux mamfestatIons de la carence. Les expériences qui v0nt être 
décrites ont eu pour objectif d'explorer les fonctions de reproduction. 

De nombreux travaux ont été consacrés à l'étude des troubles 
fonctionnels de la reproduction chez le rat carencé en vitamine A . 
mais la difficulté réside dans le fait que les animaux doivent par~ 
venir à l'âge adulte sans avoir constitué de trop grandes réserves en 
vitamine A, ce qui aurait pour conséquence des carences trop tar­
dives. Les expérimentateurs s'attachent donc à donner à partir du 
sevrage un régime qui ne renferme que des quantités limitées .en fac­
ieur~ A ; mais toutes choses égales d'ailleurs, étant donné que les 
besoms et, par voie de conséquence, l'utilisation et la mise en réserve 
dans le foie varient avec l'âge (118), le poids de l'animal (11'6), (70), 
(112), le sexe (9), (173) il n'est pas certain que la réserve hépa­
tique soit absolument nulle au moment où l'animal parvient à l'âge 
de la maturité sexueLe et est alors soumis au régime privé dé fac­
teurs A. De ce fait, les conditions expérimentales réalisées sont celles 
d'une subcarence et non celles d'une carence totale. 

Dans les expériences qui vont être décrites, les animaux soumis 
aU régime carencé en vitamine A à partir du sevrage, sont conduits 
à l'âge adulte par la .seule administration d'astaxanthine, leur réserve 
hépatique en axérophtol est nulle et l'étude de la carence en vita­
mine A est ainsi abordée sur des bases nouvelles. 

Rappel de données sur le cycle sexuel de la Rate. 

Le rat Wistar normal atteint l'âge de la maturité sexuelle entre 
50 et 60 jours, Longs et Evans (141). 

Durant la phase d'activité génitale, l'ovaire et le tractus femelle 
sont le siège de processus cycliques dont l'ensemble constitue le cycle 
sexuel. De l'examen de 2.000 cycles, Evan et Bishop (56), (57) ont 
montré que dans 71 % des cas, la durée du cycle est de 4 à 5 jours, 
dans 82 %, entre 4 et 6 jours ; la durée moyenne est de 5,4 jours. 
L'étude du cycle est abordée par plusieurs méthodes : la plus cou­
ramment utilisée est celle des frottis vaginaux. On prélève les secré­
tions vaginales à l'aide d'une sonde cannelée préalablement trempée 
dans une solution de sérum physiologique (ClNa à 9 %0). Le frottis 
est déposé sur une lame que l'on examine au microscope directement 
ou après fixation et coloration à l'hématéino-érythrosine. Pendant la 
durée du cycle, des modifications des éléments figurés des sécrétions 
caractérisent quatre phases : 

1) le di-oestrus qui dure environ 48 heures, le frottis comprend 
des cellules vaginales nucléées et de nombreux leucocytes 

2) le pro-oestrus d'une durée de 12 heures environ le frottis 
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est très caractéristique par son uniformité il comprend uniquement 
des cellules nucléées ; 

3) l'oestrus dure en moyenne 48 heures. Le frottis est formé de 
nombreuses cellules anucléées, disposées au début de l'œstrus en lar­
ges placards, puis les cellules apparaissent isolées, fortement éosino­
philes ; 

4) le méta-oestrus dure en moyenne de 6 à 10 heures; de gran­
des cellules basophiles apparaissent. Des cellules acidophiles, de taille 
moyenne sont également visibles. Les leucocytes sont de plus en plus 
nombreux. 

A. - TROUBLES DES FONCTIONS DE REPRODUCTIONS 
CHEZ LE RAT CARENCE EN VITAMINE A 

10 INFLUENCE DE LA CARENCE SUR LE ÙYCLE SEXUEL 

Evans et Bishop (56) ont les premiers montré la répercussion, 
sur le processus du cycle, des déséquilibres alimentaires et en parti­
culier de la carence en facteur A. Les examens des sécrétions vagi­
nales décèlent un cycle anormal : alors que chez la rate normale, 
on ne trouve de cellules anucléées disposées en larges placards qu'au 
début de l'oestrus, chez la rate carencée, ces cellules kératinisées 
apparaissent pendant toute la durée du cycle; on assiste à un véri­
table oestrus permanent. Ce phénomène est désigné sous le nom de 
colpokératose, Holweg et Dohrn (108). La colpokératose apparaît 
toujours et de façon précoce dans l'avitaminose A, ce qui a suggéré 
à Coward (32), une méthode biologique de dosage de la vitamine A, 
basée sur les modifications des sécrétions vaginales : l'examen des 
frottis poursuivi pendant 10 jours consécutifs permet de conclure 
à un cycle normal ou anormal. 

Observations pers!)nnelles. 

1) Des rates sont soumises depuis le sevrage à un régime de sub­
carence (0,6 iJ.g. de vitamine A pro die). A partir de la maturité 
sexuelle, le cycle est régulièrement suivi par la méthode des frottis 
vaginaux. 

L'examen microscopique montre un processus de cycle anar­
chique. 

2) Des rates sont traitées depuis le sevrage par 0,6 iJ.g. de vita­
mine A pro die. On suspend l'administration de vitamine à l'âge de 
la maturité sexuelle. Les signes de carence (xérophtalmie - poids 
stabilisé) apparaissent vers le 20" jour ; on procède alors à l'examen 
des frottis vaginaux ; dans tous les cas il a été observé la présence 
constante de cellule kératinisées. 

3) L'examen des sécrétions de rates soumises à un regime addi­
tionné de 1,7 iJ.g. de vitamine A (pro die) montre les éléments figu­
rés normaux pour chaque phase du cycle. 
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Îolalt'l1lpllt pl'iVl'~ dl' l'l' factE'ul', 011 Ob~l'I \'l' la ~t('l'ili1t', dl' la f('Illl'll, 
(:211), (IBO), ,(B9), (152), Si la (',II'{'ncl' Il\'~t pa~ totalt', Il'" fl'l1H'lll' 
!Jl'UVé'llt l'll'P fl'(,ol1dc'l'" mai" la gbtatiol1 Il't;~t pa~ cOllduit" ;, lt'I'ml' 
E~an et coll. (57) : dan~ Il' ca~ d'um' dl'ficiencp pPl'llll'ttant l'IlCOl'l' Il 
cl('veloppé'n:l:nt el,l1bl'~'()llnai1'l', 011 ()b~l·l'Vl' UIlE' gé'~tation Pl'Ojollgél' 
llnl' parturitIOn dlfÎletle Pl ln mort [c)l'tale, Mason (fl,l), 

Suivallt Ip,,~tadl' ou illlt'I'\,]t'Ilt la Cal'l'Ill'l', la l11i~l'-ba~ peut l'm'o]'( 
~l PI'()dl~ll'e, Gll'oud ((Hi) LI mOlltl'l' alol'~, Clll'Z dl\'el'~e" ('"Pl'Cl'~ dl 
'11ammJ!e'l'p,; é't Il' l'at t'li pal'liculiel' l'appal1tioll dE' tl'oub](,~ du dl'vt'­
loppl'ment du ~qul'll'ttl' cht'z l'l'mbl',\'()]1 , Cannon (18) a ob~el'vt' dl" 
Il,lalfOI~matJ(Jn~, pt de~ alloT1lalil'~ du dl'\ PIOppl'IlH'nt. Andel';;pn (1) " 
slgna:e ?l'S faIts analogues et en pal'tk\1lil'[, de'; hernié's du diaphrag­
me : Wilson et \"':ark~I~.\' (241) de,s ê~ltération'; dE' l'apparl'il urogéni­
tal tellE's qUE' la keratimsatlOn dE' 1 urethn' à b n'lÎss,lnCl' : mais c'est 
surtout au niveau de l'œil fJlIl' I,-,s malforo:ILo:1s dues à la can'nCl' ma­
i('l'llplil>~ ~()lll iL'~ pill': fl'l'quelllllll'nt l'Oll~tatl'E'~, Warkallv l't Schraf­
ll-nbergel' (2;-\8) "ignalent cll'~ ~'t'lIX dl'pourvu" dl' ch~mlJl'l' antl'­
,';t'Ul'l' l'Iri~ l't le p!'ocè" clliairl' IlOIl dl'vl'loppè", Ullt' ~ll'lIdll],(, allar­
lhiqUl' dl' la rétilll', Ip~ allimaux nai'::ipnt a\'l'ugh,,~, 

Oh:-'(,I'\'ation:-. pe\':-.()nn('l1('~ - Protol'ol(' ('xp~l'im('ntal. 

E,,~ai I. -:- Troi~ fplllé'lk" ~oullli~e~ au !'l'gimt' de ha~l' a partir du 
:-l'\'I'age, re<:olvent par allln1al pt par jour 0,6 'J,Il., dt' vitamlllP A : au 
40' jour (ùge 70 jour~) on ~u,pPl1d l'adminbt'I'ation dl' vitamilll', On 
IJroc(\de à de~ ~érib d'eXanH'1l dl.' frottb vaginaux : au 20' jour dE' 
':arellce, lt,~ cellule,; kl'ratini,:é(>~ ,;ont dl'l'pll't.'" plu,;ieur" .iour~ l'on~C:'­
cUtl!,;, Le~ fl'melle" ~ont alor~ accouplée;; à dl.'~ mùle" normaux, 

E~~ai II. Six l'emellv:-' re<:oiv('nt l'Il plu~ du régime de ba"l' 
,1 partir du ';l'vrage 0,9 t'g, dc' vitamine A ' à l'Ùgl' de 80 jours elle~ 
"ont acc()upll'e~ à dl'~ lllùlé'~ normaux, 

E~sai III. -- Six fl'ml.'lll'.- (lot témoin) nounil'" au régime dl.' ba~l', 
rl.'l:oivent pal' <mimai ('1 pal' jour 1.7 :J"g, dl' vitamille A, Elle~ ~ont 
i!('couplée" à dl'" m;Jlt'~ Ilormaux, 

Le~ 1'el11('llp,: dl'~ l.'s~ai~ 1. II. III. l'l'l:oivl'nt t'n outn' 7 mg, pal' 
"l'maine d'" to('ophél'ol. 

Lb ré,;ultab ~ollt Il'~ "uivanl,-; : 

Dan,; l'essai 1 (0,6 ;J.f!" de vitamine) deux femelle" ~ur ~ix ont été 
ré('ondée~ : la gestation a paru évolue!' normalement jusqu'au 20' 
Jour : les rate~ ont aloI';; saigné abondamment, leur poids fait une 
chute bru,;que, 

Dans l'e~sai II. le,; 6 femelles ont donnÉ' des portée~ rnort-ni'e~, 

L'essai III a conduit à de~ portées normales, 

Do,;r'~ lllinilllalp~ 11('c('~~ain'~ pOUl' obtl'nir Ull ('~'cl<' Sl'XUl'l l1O]'­
mal et rl'tablir lE'" fOl1ctioll~ de rp!1l'Odlletiol1, 

Lp~ dOl1lll'e" qLl(' l'OIl 1'E'Ill'Olltl'(, dans la littl'ratlll'(' 1110ntl'(,l1t dc~ 

dlvl'rgl'lll'('~ Ilotabll'~ Pl1t]'(, 1"" din'I'" aLill'ur~ l'n CE' llui ('011 ('(' l'Ill' I('~ 
dose,; l'ul'atin'~ : l'n t'ffet elll'~ dl'pl'ndl'l1t b~l'llti('11E'111l'nt cll' la durc'(' 
dl' la l'al'l'I1(,(" Pllur Coward (:11), si l'animal n'a pa~ {,j(, soumi~ au 
! l'giml' de l'arl'nc'p plus d'tlllP vin,gtailll' dl' jours, UIll' dosp [,liblp dl' 
yitalllilH' ~L1ff;t à l'l'tablir Lin ('~'l'll' nol'llwl. 

Silllonnpt (211) fait intl'l'venil' a l'ùge physiologiqlH' » dc' l'ani­
mal lil' il l':'lgC dl''; divpl''; ti,;~u,.; et ol'gall"" : pour cd autl'Ul'. Il'~ ]'('­
ponsl'~ il UI1t' mt'ml' dO"l' admini~t]'{,l' il la ~uite d'unl' ca l'l'Il l'l' dl' 
'nl'ml' dUl'l'E' di\'Pl'gE'l1t d'Lill illdi\'idu à UI1 altll'(', 

Pour UIW carl'lH'(' totak l11ai~ dl' ('oul'le .JUrl'l', on adlllt't gl'nl"ra­
Jt.mellt qu'ul1e' do~l' dl' 1,2 :J,g, pal' jour reprl',;elltel'ait unE' dos" (,ul'a­
tivE' (110), (IH,')), (:10) 

On rl'I1l'Ol1trl' beaucoup plu~ dl' dOlll1él'~ l'Il Cl' qui ('onCPl'l1l' la 
do~l' pré\'pntivc qui ('orre,;pol1d à la couvel'tul'l' clc~ be~oin~ dE' rani­
maI. dal1s l('~ circ(Jn~tal1cl'~ normail'", pt pOUl' l'état ph::~iologique 
particulier qUl' repré,;entc 1" ge~tatllln, POUl' la plupart dp" expt'­
j";mentatl'ur,; (lH5), (70), (:31), ulle dosl' quotidiel1ne de 0,7 à 0,8 'J,g, 
ctélivr(.(' à partir du ~l'vrag(' préviendrait la colpokél'atosc : la rep;'o­
'Juctiol1 l'Xigl'rait de,,; d(),,('~ dl'ux et troi" f()i~ supl'l'ieul'es (185) et à 
rll'S dosl'~ plu" ('IE'vl'PS on augmenterait Il' tl'mps de la reproduction 
( 205), 

Ll'~ l'é~ultab qU(' nous ,l\'{)n~ E'nl'l'gi~td'~ dan,; dt.,~ l'X pl'I'il' Il l'l',' 
(~P t,\'pl' pl'évl'Iltit nOll~ ont cOllduit il des l'()I1c1L1sion~ analogue~ : 

- un minimum dl' 1.5 'J,g, pal' jour p~t l1éces~ail'(> et suftï~al1t 
!)our obté'nir de" p()rtél'~, no'n ~l'lIl('t~lPnl viables, mai~ l10rmalb ('1 
:obu~tl's (dt' 5 à fi pl,tits d'un poid,: !110,VPll à la nai;;~ant'e), 

Au-d(',;"ouS de l'(,~ do,;e~ minimale~, Il' C'\'C1P n'e,;t plu,; normal. ll'" 
fcnctioll~ dp l'l'pl'oduction ~()nt pl'rturbéf''' et les trouble,; ,;'accompa­
l'm'nt de lé~i()ll~ anatomopathologique . .; qui llP ':P I()l'ali~ent pas d'ail­
ll'Ul''; uniquement à l'apparpil g('nital. 

L'l'tudl' complè1l' l'l'l'a l'objet du chapitl'e V, !\ou,; Il(lU~ Illnitl-­
t'Ullt donc pour l'in~tallt il la dp~('I'ipti(ln dl'~ lési()ll~ dl' l'apparpil 
~l'nital. 

Anatomopathologie de l'appareil génital de:-. femdles ('al'eIH'ée~, 

En 19;~1. Green (95) ,;ignale quP Il''' rate", ge~tallte;; :ioLlmi~l'~ il 
un régi ml' carencé pré,;entent rapidement df' l'infection de,; voie,; gl'­
nitales, POUl' Mellamby (164), plu:i de 40 % de,; rate,; carencées accu­
,'l'nt de,; hémorragie~ vaginale~ et utérine,;, RiC'hard~ (198) signale de,; 
ïait;.; anéllogue~ et la fréquence de:i ky,;tl's de J'utéru,;. 

Observations personnelles, 

15 rates sont soumises à partir du sC'vrage, à un reglme carencé 
en facteurs A pendant 40 à 45 jours ; la réserve hépatique étant 
nulle (cL p, (1) on administre de:; doses quotidienne", minimes (moin,; 
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de 0,6 (J.g.) pro die, correspondant en somme à la dose d'entretien. 

On sacrifie les animaux; l'autopsie montre entre le 55" et le 75" 
jour de carence : 

- hémorragie du vagin (chez 2, femelles) ; 
congestion de l'utérus (chez 1 femelle) 
kystes de l'utérus (chez 2 femelles) 
infection du vagin (chez 2 femelles) 

- abcès de l'utérus (chez 1 femelle). 

Chez 3 autres femelles on a seulement noté l'apparence conges­
tive des cornes utérines. Quatre rates ne présentaient rien d'anormal 
au niveau de l'appareil génital. 

b) CHEZ LE MALE ; 

Toutes choses égales d'ailleurs, on sait que la réserve hépatique 
de la femelle est plus grande que celle du mâle, Moore, Sharman et 
Ward (178), les besoins du mâle doivent être plus élevés, puisque la 
mise en réserve correspond en fait à ce qui n'est pas utilisé par l'or­
ganisme. Ceci est à rapprocher des observations de Simonnet (211), 
qui montre que dans les mêmes conditions de carence, la sensibilité 
du mâle à la carence est plus grande que celle de la femelle. Pour 
une même durée de carence, il observe que les femelles sont encore 
fertiles tandis que les mâles sont inféconds. 

Chez le mâle, la carence en facteur A a pour conséquence une 
atrophie des' testicules au niveau desquels l'examen histologique ré­
vèle une réduction du diamètre des tubes séminifères et la dispari­
Hon des éléments de la lignée germinale. 

L'arrêt de là spermatogenèse peut être transitoire si la carence 
n'a pas été trop prolongée ; mais une carence totale prolongée pro­
voque l'atrophie définitive de la glande. Evans ('55), a montré qu'un 
mâlè soumis à un régime carencé et recevant du tocophérol, devient 
stérile en trois mois ; par contre, si son régime est pourvu en fac­
teur A, l'ànimal est fécond, même en l'absence de facteur E. 

Anatomopathologie de l'ap,pareil génital des t;,âles carencés. 

Moore et Mark (170) ont montré des altérations de la prostate 
la réduction du poids des glandes endocrines provoquées par la ca­
rence a été soulignée par Sure (220) (154), Simonnet précisant les 
variations de poids de divers organes chez l'animal normal et chez 
l'animal carencé a mis en évidence l'atrophie des testicules, se tra­
duisant par un abaissement pondéral atteignant 35 à 43 %. 

Observations personnelles. 

L'autopsie des mâles de notre expérimentation, par ailleurs 
inaptes à la fécondation, nous a fait enregistrer des observations ana­
logues : 

Les testicules de trois mâles en subcarence (0,6 (Lg. de vitamine A 
pro die à partir du sevrage) sacrifiés à 7 mois pesaient respective­
ment : 0,810 g., 0,900 et 0,950 g. Chez des mâles du même âge, au 

- 95 -.. 

taux quotidien de 1,8 (J.g. de vitamine et soumis au même reglme de 
base, les poids des testicules étaient ; 1,320 g., 1,400 et 1.510 g. Par 
aIlleurs l'examen macroscopique, en dehors de l'atrophie, n'a pas révé­
lé d'anomalie ou de lésions apparentes. 

Les enseignements que nous avons tirés des travaux qui vien­
nent d'être rapportés concernant les manifestations de la carence en 
vitamine A, et nos propres expériences nous ont permis d'établir un 
protocole expérimental pour l'exploration des fonctions de reproduc­
tion chez des animaux carencés en vitamine A et recevant des doses 
élevées d'astaxanthine. 

B. - ETUDE DES FONCTIONS DE REPRODUCTION CHEZ 

LE RAT CARENCE EN VITAMINE A ET TRAITE A 

VASTAXANTHINE 

. Ainsi qu'il vient d'être rapporté, l'étude de la carence chez l'a­
dulte et de sa réversibilité par l'administration d'un facteur actif pose 
plusieurs problèmes sur la mise au point des schémas exprimentaux. 
En particulier, en ce qui concerne la prépériode des essais (*), il 
s'agit de trouver un compromis entre la dose de vitamine A suffisante 
pour conduire l'animal à l'âge adulte et celle qui risque d'entraîner 
une surcharge hépatique. 

Or par l'administration d'astaxanthine à partir du sevrage, ce 
problè~e se trouve simplifié et l'étude de l'éventuelle interventio? 
de l'astaxanthine sur les fonctions de reproductton est de ce fait 
abordée avantageusement dans les conditions expérimentales sui­
vantes; 

le rat parvient à l'âge adulte en présentant un poids normal 
et un état général apparemment excellent ; 

sa réserve hépatique en facteur A est entièrement nulle (**). 

Il est donc possible de preciser dans quelle mesure l'astaxan­
thine possède la propriété de s'opposer aux manifestations de la ca­
rence en vitamine A. 

Deux types d'expériences ont été entreprises : 

dans la première, les animaux reçoivent des huiles extraites 
de l'hépato-pancréas (huiles d'été) d'Aristeus antennatus ; 

dans la deuxième, des esters d'astaxanthine en solution hui­
leuse sont administrés. 

(*) Période débutant au sevrage jusqu'à la maturité sexuelle. 

(**) Elle est épuisée avant le 20' jour de carence (cf. p. 61). 
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1° ADMINISTRATION D'HUILES ENTIERES (15'7) 

Essai préliminaire : 

- Un lot de 3 femelles (lot A) reçoit, à partir du sevrage, en 
plus du régime carencé, 90 mg. d'huile d'hépato-pancréas ,d'Aristeus 
antennatus. Elles sont accouplées au 100~ jour après le sevrage avec 
des mâles du même âge, soumis au même régime de base, mais rece­
vant par jour et par animal 0,9 p.g. de vitamine A. 

- Parallèlement à cette expérience, un lot de trois mâles (lot 
B) reçoit à partir du sevrage et pendant 100 joursl en plus du régime, 
carencé, 90 mg. d'huile d'hépato-pancréas d'Aristeus antenna:tus (ex­
traction de juillet). Ils ont été ensuite accouplés avec trois femelles 
du même âge, ayant reçu depuis le sevrage, en plus du régime 
carencé 0,9 p.g. de vitamine A. 

- Un lot de 3 mâles et 3 femelles (lot C) reçoit à partir du 
sevrage 0,9 Ilg. de vitamine A. Les résultats ont été les suivants : 

Les trois femelles du lot A ont mis bas des portées mort-nées (*). 
Les animaux ont été sacrifiés au 5e mois : chez les femelles, la vita­
mine A n'a pu être décelée dans le tissu hépatique ; dans le foie des 
mâles des traces d'axérophtol étaient présentes. 

, Aucune des femelles du lot B n'a été fécondée. Les animaux ont 
été sacrifiés 'au 5e mois. Aucune trace de vitamine n'était présente. 
Chez les femelles, une réserve de 6 p.g. au g. de tissu hépatique a été 
décelée. 

Lots 

A: 3 mâles 
3 femelles 

B: 3 mâles 
3 femelles 

C: 3 mâles 
3 femelles 

TABLEAU XVII 

Régime standard 

0,9 ILg. de vitamine A 
huile d'hépato-pancréas 
d'Aristeus antennatus 

huile d'hépato-pancréas 
d'Aristeus antennatus -

0,9 1J.g. de vitamine A 

0,9 'ILg. de vitamine A 
0,9 1J.g. de vitamine A 

Portées 

avortements 

néant 

néant 

Réserve 
hépatique 

de vitamine A 

tracés 
néant 

6 J).g. p. g. 

6 y.g. p. g. 
6 J).g. p. g. 

Ces expenences préliminaires font donc apparaître que chez le 
rat blanc carencé, il est impossible d'obtenir une reproduction nor­
male par administration d'huile entière contenant de l'astaxanthine à 

(*) Par ailleurs des frottis vaginaux effectués antérieurement accusaient 
une cOlpokératose manifeste. 
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d.es dose,s capable~ par ~illeurs non seulement de prévenir et de gué­
nr la xerophtalmle, malS encore d'assurer une croissance normale. 
Cependant le lot d'animaux à 0,9 p.g. de vitamine A par animal et 
par jour n'ayant pas donné de descendance, on pouvait dès lors se 
d~mander si, dans ces expériences préliminaires, la quantité de vita­
mme A 0,9 p.g. pro die administrée aux mâles du lot A et aux fe­
melles du lot B n'était pas insuffisante pour permettre' aux fonctions 
de reproduction -de s'exercer normalement ; on pouvait également 
penser que' l'addition de vitamine E au régime aurait pù conduire à 
des résultats différents. 

Essai 1. - Pour répondre à ces :deux questions des expériences 
ont été ent~epri..ses sur 5 nou~eaux lots A, B, C, D, 'E composés cha":' 
cun de trOIS males et de trOIS femelles. Chacun de ces Ibts recevait' 
le régime de base carencé et 1 mg. d'atocophérol par semaine (*) et 
par animal. On administrait en outre : 

Lot A: mâles et femelles reçoivent 90 mg:' d'huile d'hépato­
pancréas (d'été) d'Aristeus antennatus. 

Lot B: 

Lot c: 

femelles: préparation de conjonctif péristomacal d'Aris­
teus antennatus de même concentration en astaxanthine 
que la 'préparation destinée au lot A. 
mâles : 4,5 p.g. de vitamine A pro die. 
femelles : 4,5 p.g. de ,vitamine A prodie. . 
mâles : 'préparation de 'conjonctif péristomacal (cf. lot 
B). 

Lot D : mâles et femelles : 1,5 Ilg. de vitamine A prodie .. 
Lot E : mâles et femelles : 4,5, P,g. de vitamine A pro die., 

Les rêsultats peuvent se résumer ainsi : 
Le lot A n'a pas donné de portées. 
Le lot B a donné 'des portées mort-nées. 
Le lot C n'a pas donné de portées. ' 
Les .lots Det E ont donné des portées normales. 

," TABLEAU XVIII 

Régime standard "'4~ Réserve 
Lots' 1. mg. d'ex tocophérol Portées hépatique 

par semaine d'axérophtol 

A: 3 mâles huile d'hépato-pancréas néant 
"" 3 femelles » » néant néant 

Ï3: 3 mâles 4,5 reg. d'axérophtol 75 (J,g. par g. 
3 femelles hui e de conjonctif avortements néant 

péristomacal 

C: 3 mâles huile de conjonctif 

3 femelles 
' péristomacal 

4,5 ILg. d'axérophtol néant 60 (J,~. par g. 

D: 3 mâles 4,5 1J.g. d'axérophtol portées 6 f.Lg. par g. 
3 femelles 4,5 ILg. d'axérophtol normales 5,4 ,(J,g. par g. 

< 

E: 3 mâles 4,51J.g. d'axérophtol portées 60 f.Lg. par g. 
3 femelles 4,51J.g. d'axérophtol normales 66 (J,g. par g; 

~ . """'0'--" 

(*) Dose préconisée par Goward (30). 



- 98-

20 ADMINISTRATION DES ESTERS DE L'ASTAXANTHINE (159), (160), 
(160 bis). 

f 

Matériel et technique. 

Les esters d'astaxanthine sont préparés suivant la technique dé­
crite ci-dessus et mis en suspension dans de l'huile végétale dévita~ 
minée additionnée de tocophérol : la concentration en pigment est 
de 200 !).g. par gramme d'huile additionné de 25 mg. d'a tocophérol. 

12 animaux : 6 <;', 6 <1 sont soumis depuis le sevrage au régime 
carencé et reçoivent en outre par animal et par jour 80 mg. de sus­
pensioJ? huileuse d'esters d'astaxanthine (50 !).g.). 

Cette dose est délivrée pendant 6 mois sans interruption. Du­
rant ces 6 mois, deux types d'expériences ont été entreprises : 

Dans la première, les 12 animaux sont divisés en 6 couples. 

Dans la deuxième, deux lots ont été constitués : les 6 femelles 
de la première expérience, tout en continuant à recevoir la prépara­
tion des esters de l'astaxanthine, ont été accouplées à des mâles nor­
maux (*) (lot A). Quant aux mâles, traités à l'astaxanthine, ils ont 
été accouplés à des femelles normales (*) (lot B). 

Parallèlement des expériences sont entreprises avec un lot: té­
moin (lot C) composé de 2.'femelles et 2 mâles. Ces' témoins re,Çoi­
vent en plus du régime de pase 4,5 !).g. de vitamine A -et 2,5 mg: d'a 
tocophérol par animal et p~r jour. 

Première expérience : mâles et femelles recevant la préparation 
d'esters de l'astaxanthine : 

5 femelles sur les 6 n'ont pas été fécondées. La sixième à l'âge 
de 85 jours a donné une portée viable de trois petits. Ces trois p~tits, 
soumis au régime carencé qiepuis le sevrage, ont présenté dès +e 56 
jour des signes de xérophtalmie. L'administration d'esters de l'as­
taxanthine (à la dose de 50 !).g. par animal et par jour) a fait réires­
seren quelques jours les lésions oculaires. Cependant leur état gé­
néral est demeuré précaire, et ils sont morts respectivement à 45, 
110 et 120 jours. L'autopsie a confirmé les signes extérieurs d'avita­
minQse A : les trois animaux présentaient des abcès, l'un dans la ré­
gion anale, l'autre dans l'anse duodénale, le troisième au niveau des 
glandes sous-maxillairès. On constatait chez l'un d'eux' une hémor­
ragie de)a vessie et chez un autre une hémorragie intestinale. 

Deuxième expérience. 

Lot' A (femelles traitées à l'astaxanthine, mâles recevant de la 
vitamine A). Toutes les femelles ont été fécondées ; alors que leur 
poids était précédemment en plateau, on a enregistré à partir du 10· 
jour après la copulation, un accroissement pondéral atteignant jus­
qu'à 30 g. (courbes fig. 28, 29, 30 et 31). 

(*) Les- animaux reçoivent à partir du sevrage en plus du régime carencé 
80 mg.' d'huile végétale dévitaminée additionnée de 4,5 \1og. de vitamine A et 
2,5 d'a tocophérol. 
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En même temps se manifestait un élargissement de la paroi abdo­
minale signant la gestation. Cependant entre le 20e et le 25e jour, tou­
tes les femelles gravides ont avorté ou mis bas des portées mort-nées, 
la chute de poids atteint jusqu'à 35 g., en 24 heures, l'avortement est 
ac.coinpagné d'abondantes hémorragies ; la femelle qui, seule dans la 
première expérience avait été f(~condée s'est comportée comme ses 
congénères dîms les expériences ultérieures. 

Les accouplements ont été répétés trois fois (*) les mêmes phé­
nomènes ont été observés. Cinq des femelles sont mortes âgées de 
5 mois et demi "et une à 6 mois. La sixième dont la maturité sexùelle 
avait été précoce a survécu 2, mois après le dernier avortement. 

Les mâles ont été sacrifiés au ge mois. 

Lot B (mâles traités à l'astaxanthine, femelles recevant de la 
vitamine A). Aucune des femelles n'a été fécondée. ~es mâles ont 
été sacrifiés au ge mois. Leur poids s'était stabilisé à partir du 7e mois, 
quatre d'entre eux ont décliné lentement, au 9" mois les chutes de 
poids enregistrées sont de 20 à 30 g. ' 

3° EXAMENS ANATOMOPATHOLOGIQUES 

L'autopsie des animaux morts spontanément ou sacrifiés a con­
duit aux observations suivantes : 

1) Mâles: 18 mâles ont été examinés; deux d'entre eux étaient 
morts spontanément, 16 ont été sacrifiés 'entre le 8e et le ge mois. 
L'autopsie a révélé une dégénérescence des testicules chez 14 d'entre 
eux, le poids de la glande étant inférieur à 0,9 g. 

2) Femelles : sur 18 sujet~ examinés, 13 sont morts spontané­
ment entre le 5e et le 6e mois de traitement (âge 6 et 7 mois) ; 4 fe­
melles ont été sacrifiées au ge mois, une femelle malade au 7" mois. 
Les résultats d'autopsie s,ont les suivants : 4 d'entre elles présen­
taient des hémorragies utérines ; deux des kystes de l'utérus ; une, 
une hémorragie vaginale en même temps que des kystes suppurants 
au niveau de l'utérus ; chez trois autres, il a été observé de l'infection 
vaginale. ' 

Chez ces femelles, on a relevé par ailleurs, d'autres processus 
infectieux (calculs de la vessie chez trois d'entre elles, volumineux 
abcès dans la région du cou). 

40 DISCUSSION 

De ces résultats expérimentaux, il ressort que l'administration­
aussi bien d'huiles entières extraites de l'hépato-pancréas que d'es­
ters de l'astaxanthine ne permet pas d'assurer des fonctions de re­
production normales .. 

Le fait qu'au cours de la première expérience (*), une femelle 
a mis bas trois petits vivants peut être attribué à une puberté pré­
coce (45 jours) . 

(*) Les femelles sont laissées 2 semaines au repos à la suite de chaque 
gestation. 

(**) Première expérience aux esters de l'astaxanthine. 



- 102-

Il est d~nc logique d'admettre que cette femeU,e" au moment de 
Ji;l fécondation,. et au cours de la gestation dispQsait ·encore d'une pe­
Jite r,éserve hépatique ,en vitamine A. Nous avorii] en effet montré 
ci-dessus que d'une façon générale, chez l~s .rats ~e. notre élevage, la 
réserve hépatique est épuisée avant le ~,O' jo,ur:.de .. s~yrag~ (âge 4~s 
animaux .': 5,Qjours). 

Ces expériences établissent donc que l'astaxanthine, sus'ceptible 
à fortes doses d'entretenir une cr.oissance normale perm~ttant de 
c.<?n~Jlire des. anit~aux à l'âge. adulte, n'est cependant pas cap~~.e de 
se substituer ~ la vit!!-mine A en ce qui conçerpe les fonç~ions dl;! 
reprod,uction~ .. ,. 
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CHAPITRE V 

LOCALISATION .DE L'ASTAXANTHINE 

DANS L'ORGANISME DU RAT TRAITE 
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Etant donné les résultats enregistrés ci-dessus, c'est-à-dire essen­
tiellement la dissociation de l'action antixérophtalmique et de l'ac-

. tion sur la croissance et sur les fOnctions de reproduction, il était 
intéressant pour tenter d'approcher le problème général du méca­
nisme biochimique de l'activité vitaminique de l'astaxanthine d'étu­
dier la localisation du pigment dans l'organisme du rat traité. 

Il a été établi par R. Grangaud (70), que le pigment administré 
au rat carencé en vitamine A ne s'accumule pas dans le foie, mais 
se retrouve régulièrement au niveau de la rétine. Sa présence a été 
recherchée dans d'autres organes ou tissus, avec R. Grangaud et Th. 
Douard (89), et afin de préciser l'éventuelle spécifité de sa localisa­
tion et de comparer son comportement à celui d'un autre caroténoïde 
à noyau de ~ ionone oxygéné, les mêmes recherches ont été effec­
tuées dans les organes de rats ayant reçu de la zéaxanthine. 

Ces expériences ont été complétées par de nouveaux essais en 
augmentant la concentration en astaxanthine et en en prolongeant la 
durée. 

. Enfin, nous avons cherché à déterminer si la localisation préfé­
rentielle à certains niveaux était liée à la forme chimique du pig­
ment en comparant les résultats trouvés chez des animaux traités 
par l'astaxanthine libre et estérifiée ou par des chromoprotéides (ad­
ministrés per os ou par inj ections). 

A. - LOCALISATION DE L' AST AXANTHINE ET DE LA 

ZEAXANTHINE (89) 

MATERIEL ET TE~HNIQUE. 

Préparations administrées : 

Astaxanthine : Il s'agit d'une solution huileuse de pigment isolé 
par chromatographie de conjonctif péristomacal d'Aristeus antenna­
tus suivant la technique précédemment décrite et renfermant 7 mg. 
d'a tocophérol par g. 

Zéaxanthine : Du maïs moulu est mis à macérer dans de l'acé­
tone additionné d'alcool méthylique (500 : 50). La solution, diluée 
avec de l'eau, est reprise par l'éther de pétrole. Après déshydratation 
par contact sur du sulfate de sodium anhydre, la solution éthéro­
pétrolique est distillée sous vide. On obtient un résidu pâteux (8,3 g. 
pour 225 g. de maïs). 

Le résidu, remis en solution éthéro-pétrolique est chromatogra­
phié sur alumine. Le pigment est retenu à _5 à 6 mm du sommet for­
mant une zone jaune de 12 mm de hauteur. Le développement par 
l'éther de pétrole additionné de méthanol (2 %) détache une frac­
tion jaune qui passe dans le filtrat. Après lavage du chromatogram­
me avec de l'éther de pétrole, on isole la zone pigmentée restée sur 
la colonne, avec de l'éther de pétrole additionné de 5 % de métha­
nol. Après distillation sous vide on obtient un résidu huileux de 
0,340 g. que l'on additionne de 2,5 mg. d'a tocophérol. 
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Conditions et dllrée d'administration des pigments. 

Les essais ont porté aussi bien sur des animaux soumis au ré­
gime carencé en vitamine A depuis le sevrage que sur des sujets nor­
maux alimentés avec du blé et de la salade (régime E 6). 

Les tests sont de type préventif : 

Soixante animaux ont reçu à partir du sevrage, en plus de leur 
régime, soit 20 à 30 [Lg. d'astaxanthine sous forme d'extrait huileux, 
soit des doses variables de zéaxanthine en solution dans le même 
volume d'huile. Les esais ont été poursuivis pendant plusieurs se­
maines. 

Recherche des pigments - Protocole expérimental. 

A l'issue de l'expérience, les animaux ont été sacrifiés et les or­
ganes prélevés (yeux, hypophyse, thyroïdes, surrénales, ovaires). Dès 
leur prélèvement, ils sont soumis à l'extraction selon la technique 
habituelle (cf. p. 27). Pour cela, ils ont été finement broyés avec du 
sulfate de soude anhydre et épuisés à l'acétone. Les solutions acéto­
niques sont additionnées d'éther de pétrole et d'eau. La phase éthéro­
pétrolique a été séparée, séchée sur sulfate de sodium anhydre, fil­
trée et chromatographiée sur alumine. La colonne utilisée est de 
5 mm de diamètre : dans ces conditions la présence d'astaxanthine 
dans la solution examinée se traduit par l'apparition d'un anneau très 
net à la partie supérieure de la colonne, rose orangé dans le premier 
cas, jaune dans le second. 

Après développement du chromatogramme par l'éther de pétrole, 
le pigment rose orangé, retenu au sommet de la colonne est acidifié 
par l'acide acétique : la teinte vire au rose cyclamen. Le pigment 
est identifié par ses caractères spectraux et par sa transformation en 
astacine. 

Résultats. 

a) En ce qui concerne l'astaxanthine, comme dans les expériences 
antérieures le pigment a été retrouvé dans les yeux au niveau de la 
rétine et, à l'état de traces dans le tissu hépatique. En outre, il a été 
possible de le déceler dans les hypophyses, les thyro'ides, les surré­
nales et les ovaires. Le pigment n'a été décelé ni dans les reins, ni 
dans le testicule. 

b) En ce qui concerne la zéaxanthine, des traces de caroténoïde 
ont été décelées dans les hypophyses, les thyroïdes, les surrénales et 
les ovaires, Il n'en a pas été trouvé au niveau de l'œil et pas davan­
tage dans le foie, le rein et le testicule (tableau XIX). 

Ces résultats appellent quelques commentaires : 

Pour l'astàxanthine, c'est incontestablement au niveau de l'œil 
Que la localisation est la plus manifeste ; à la dissection, les rétines 
de rats ayant reçu le pigment présentent le plus' souvent une teinte 
saumon qui révèle déjà la présence du caroténoïde avant toute ex­
traction et dans bien des cas, l'extrait d'une seule paire d'yeux donne 
un chromatogramme encore parfaitement lisible. 

21 
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Dans les surrénales, le pigment a été régulièrement retrouvé, 
mais en très faible quantité. Un animal cependant a présenté des 
glandes nettement hypertrophiées de couleur saumon, la teneur en 
caroténoïde était beaucoup plus élevée que chez les autres sujets et 
nous ne pouvons donner aucune explication de ce cas exceptionnel. 

Dans les ovaires, la teneur en astaxanthine est extrêmement fai­
ble ; dans les premières expériences où l'animal ne reçoit que de 
très petites doses de pigment, l'astaxanthine est totalement absente ; 
toutefois, chez 8 femelles, recevant de 20 à 30 IJ.g. d'astaxanthine, on 
en a retrouvé chez 4 d'entre elles. 

Chez les animaux traités à la zéaxanthine, la recherche du caro­
iénoïde a été effectué au 45" jour de traitement. Les rats étaient alors 
en pleine carence ,vitaminique A ; en particulier, les yeux présen­
taient d'énormes ulcères. Il est possible que le caroténoïde n'ait pu 
être décelé pour cette raison. A un stade moins avancé de la carence, 
le résultat eut pu' être différent. 

Une dernièrë remarque :' l'astaxanthine n'a aucune tendance à 
s'accumuler dans le tissu hépatique. L'organisme du rat traité ne 
constitue aucune réserve, ce qui explique que l'interruption du trai­
tement amène rapidement, souvent en deux ou trois jours, ·une in~ 
tense poussée de xérophtalmie. 

TABLEAU XIX 

Astaxanthine Zéaxanthine 
, Organes régime normal régInie carériêé régime normal régime Carencé 

_, ~.J • ~ 

. , 

~ !il ~ !il !il ~ !il 
Yeux .......... + + + + 
Hypophyses + + + + 
Thyroïdes + + + + + + + 
Surrénales .... + + +. + + + + 
Reins ..... .. ,'" ,-
Foie .......... traces' traces trâces -traces 
Ovairés + + + 
Testicules 

B. - LOCALISATION D,E L' AST AXANTHINE APRES 
ADMINISTRATION DE LA FORME ESTER 

- -

~ 

+ 
+ 

Dans cette deuxième série d'expériences, les rats examinés ont 
reçu de l'astaxanthine (test curatif) sous forme d'esters et à des 
~oses 3 et 4 fois supérieures à celles administrées dans, les premiers. 
essais. 

Les examens ont également porté sur des animaux traités par 
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c.e,S mêmes eX,traits à des doses. équivalentes, au cours d'expériençE;s 
de type préventif ·et de longue durée. 

Matériel et techniques. 
Préparations administrées 

La technique de préparation des esters est celle précédemment 
décrite (cf. pp. 39 et 27) ; les esters sont délivrés en solution huileuse 
tocopl).érolée. 

: Conditions et durée d'administration:'du : pigment : 
a) Test '·curatif : 'l'extrait huileux a:été administré à 12 rats ca­

rencés (6 !il, 6~) pl'ésentant des signes de càrence manifestes; chaque 
animal a reçu Par jour 100 mg. d'huile renfermant 50IJ.g. d'astaxan­
thine (extrait nO 5). Le traitement a été poursuivi pendant 5 semai-
~les (*).: . . 

_ .. ; 
b) 'Te~t prévèntif : 14 animaux (5 !il, 9~) ont reçu à partir du 

sevrage un extrait d'esters (extrait nU 5). Il est administré per 08 à 
la; ,.~~s~. del:I~O~ m~. (r~.~~ermant 50 IJ.g. 9-~astaxanthine) par jour et 
par amma. '. ,. 

Le traitement est pourSUivi pour les 5 femelles jusqu'à leur mort 
(spontanée), survenu au 5· mois, 5e 1/2, 6", et 6· mois de traitement. 

L'administration de l'extrait a été prolongée chez tous les mâles, 
sacrifiés après 7 mois de traitement sans interruption. 

Recherches des pigments. 

Le protocole expérimental est celui qui a été décrit dans l'expé­
rience 1. Chez les animaux morts spontanément ou sacrifiés, la re­
cherche du pigment a été poursuivie comme précédemment sur les 
yeux, les foies; les thyroïdës; les hypophyses, les surrénales, les ovai­
res : elle a été corp.plétée par des examens portant sur la rate, le 
rein, le pOumon, l'encéphale, i~ sang, l'aponévrose . 

L'extrâc"tion est faite sur la totalité 'de l'organè à'l'exclusion du 
foie où l'on traite une partie aliquote (5 g.). 

Les . hypophyses ( ** ) et les thyroïdes ( * * ) sont extrai tes pa~'~ 3 
(mâles et femelles séparément). Les surrénales par paires. Pour le 
sang prélevé par ponction cardiaque 1 ml. est utilisé. La techniqU:~ 
chroma1ographique est la même que celle précédemment décrite. 

, Résultats. 

: Animaux trait.és par la méthode curative : 
, L'astaxanthine est retrouvée régulièrement (sans aucune -excep­

tion) d/ms les rétines, les hypophyses, les thyroïdes, les surrénales 
et les ,ovaires.,' 1 

Chez les mâles comme chez les femèlles, des traces infimes sont 
retrouvées dans le tissu hépatique. Dans le pancréas, le rein, la rate, 

(*) Les lésions oculaires étaient guéries avant la 2' semaine de traitement. 

(**) Poids moyen de. 3 hypophyses.......... 10 à 11 mg. 

Poids moyen de 3 thyroïdes ............ 20 à 30 mg. 

poias moyen des surrénales (paire)..... 22 à. 28 mg. 
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le poumon, le sang, l'encéphale, aucune trace de pigment n'a été 
décelée. 

Animaux traités par la méthode préventive. 

Les mêmes résultats ont été retrouvés en ce qui concerne les 
yeux (*), les hypophyses, les thyroïdes, les surrénales et les ovaires. 

Le pigment n'a pas été retrouvé au niveau du rein, à l'exception 
d'un résultat positif chez une femelle. L'identité du pigment après 
chromatographie a été confirmée par les caraétères spectraux (le 
spectre d'absorption est à large bande unique max. 490 mfL dans la 
pyridine). 

Dans le foie, des traces infim~s ont été retrouvées ; les recher­
ches effectuées sur le pancréas, la rate, le poumon, l'encéphale et le 
sang ont été négatives. 

Dans le tableau suivant (tableau )(,(X) figure l'ensemble des résul-
tats. . , 

TABLEAU XX 

Test curatif Test préventif 

6 ~ 6 1> 5 ~ 9 1> 
Organes durée durée durée durée 

5 à 7 mois 7 mois 30 à 38 jours 35 jours 

,Yeux ................ + + + + 
Hypophyses o ••••••••• + + + + 
Thyroïdes ............ + + + + 
Surrénales .......... + + + ..L 

Reins " •••••• 0 .• 0 •••••• néant*-l:' néant néant néant 
Ovaires .............. + + 
Testicules ............ néant néant 
Vésicules séminales néant néant 
Foie ................ traces néant traces traces 
Pancréas ............ néant néant néant néant 
Rate ................ néant néant néant néant 
Poumon ............ néant néant néant néant 
flang .. , .............. néant néant néant néant 
Enpéphale .......... néant- néant néant néant 
Aponévrose .......... néant*i(· néant néant néant 

(*) Les animaux sacrifiés ou morts spontanément présentaient des yeux 
parfaitement sains. 

(*'lf) Résultat positif chez une femelle. 

C. - LOCALISATION D'E L'ASTAXANTHINE APRES 

TRAITEMENT PAR. DES SOLUTIONS AQUEUSES 

INJECTEES PAR VOIiE INTRAPERITONEAlJES 

Préparations administrées : 

Dans cette 3" série d'expériences, les rats exammes ont reçu des 
chromoprotéides en solution aqueuse, préparés à partir d'œufs de 
différentes expèces (A,risteus antennatus, Plesionika edwarsii, Scylla­
rus latus) et à partir de conjonctif péristomacal d'Aristeus antenna­
tus. 

Conditions et durée d'administration du pigment : 

Les essais sont de type curatif ; la durée du traitement n'excé­
dant pas 18 jours dans le cas général. Toutefois chez 3 animaux, après 
guérison, le traitement par injection de conjonctif péristomacal a été 
poursuivi pendant 35 jours ; les doses administrées correspondent 
pour chacun des essais à des quantités d'astaxanthine inférieure à 
10 (Lg. 

Les animaux ont été sacrifiés 24 heures après la dernière injec­
tion. 

Résultats. 

Les résultats sont superposables à ceux qui ont été enregistrés 
dans les expériences précédentes : au niveau des yeux, des hypophy­
ses, et des surrénales, l'astaxanthine a été décelée et identifiée sui­
vant le procédé déjà décrit. 

Le pigment n'a pu être recherché dans les thyroïdes ; en effet 
3 animaux sont morts en présentant des abcès dans la région thyroï­
dienne ; chez les autres animaux traités, le nombre de mâles ou de 
femelles survivants d'un même groupe n'atteignaient pas 3, l'examen 
des thyroïdes n'a pu être entrepris. 

Dans les ovaires, il n'a pas été retrouvé de pigment. Chez un mâle 
ayant reçu des injections aqueuses de conjonctif péristomacal, le pig­
ment était présent dans le testicule (J5 jours de traitement). 

Dans le tableau ci-dessous figure l'ensemble des résultats. 



Organes 

Yeux 
Hypophyses 
Thyroïdes 
Surrénales ... . 
Reins ". :" .. ' .... : 
Ovaires 
Testicules 
Foie ......... . 
Rate ......... , 
Sang ......... . 

, Encéphale 

Pigment 
d'œufs 

de 
Pandalus 

durée: 
18 jours 

'2 ~ 

+ 
+ 

+ 
néant 

néant 
néant 
néant 
néant 
néant 

D. - DISCUSSION 
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TABLEAU XXI 

TEST CURATIF 

Pigment Pigment de 
Pigment d'œufs d'œufs conjonctif péris-

d'Aristeus de tomacal d'Aristeus 
Scyllarus antennatus 

durée 8 jours durée: durée : 35 jours 18 jOllrs 

2 ~ 1 $ 2~ 2~ 2$ 

+ + + ,+ + 
+ + + + + 

+ + traces traces traces 
néant néant néant néant + 
néant, néant 

néant néant + 
néant néant néant néant traces 
néant néant néant néant traces 
néant néant néant néant néant 
néànt néant néant néant néant 

Les résultats obtenus dans les trois séries d'expériences mon­
trent que, dans les différentes conditions adoptées et dont les prin­
cipales variables sont d'une part la quantité et la forme d'astaxan­
thine administrée, et d'autre part la voie d'introduction, le pigment 
est toujours localisé au niveau de la rétine, des hypophyses et des 
thyroïdes. 

En"ce qui concerne la retine, le pigment y est relativement très 
abondant puisqu'une seule paire d'yeux dorme une solution colorée 
suffisante pour en permettre l'identification par voie chimique' ou 
par voie spectrale. . 

Dans les autres -organes où l'astaxanthine est retrouvée, la con­
centration rapportée au gramme d'organe est extrêmement faible. 
Dans le foie en particulier le pigment n'est décelé qu'à l'état de tra­
ces ou est totalement absent. A cet égard l'astaxanthine ne se com­
porte pas comme la v~tamine A qui constitue des réserves. 

Il était dès lors intéressànt de rechercher si le niveau de la ré­
serve hépatique de rats au régime normal ou au régime carencé était 
modifiée par l'administration du pigment. 
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E. - RECHERCHE -ET DOSAGE DE, LA VITAMINE A DU 

FOŒ DE RATS TRAITES PAR L'ASTAXANTHINE 

La vitamine est recherchée à l'issue de différents types d'expé­
riences, en vue de déterminer si l'administration de pigment est sus­
ceptible de modifier le niveau de Ill, réserve hépatique. 

Les foies de 4 lots de rats ont été examinés : 

Lot I: rats soumis au régime normal de l'élevage (régime E 6 , 
limité en facteur A). 

Lot II: rats soumis au même reglme additionné de 90 mg. de 
solution huileuse d'esters d'astaxanthine par animal et 

par jour. 

Lot III : rats soumis au reglme carencé en facteurs A (régime 
R 12) et recevant 90 mg. de solution huileuse d'esters 
d'astaxanthine par animal et par jour. 

Lot IV:. rats soumis au régime carencé (régime R 12) et rece­
vant 0,9 p.g. de vitamine A par animal' et par jour. 

Selon la technique déjà décrite, les foies sont prélevés et le do­
sage de la vitamine A effectué sur 5 g. de tissu. 

Les résultats sont rassemblés dans le tableau (Tableau XXII). 

TABLEAU XXII 

No . Nbre Trai-
Quantité Durée de Vitamine A 

du de Régime te- admi- l'expé- du foie 
nistrée , rience 

lot rats ment en IJ.g. en jours en IJ.g. par g. 

c;? ~ ~ ~ 

l 6 7 E 6 0 0 30 23,9 22,6 

II 7 7 E 6 As. 50 30 21,9 21,6 

III 6 6 R 12 As. 50 35 0 0 

IV 6 6 R 12 V.A 0,9 35 15 14,3 

E 6 : régime de blé + salade 2 fois par semaine. 

R 12 : régime carencé en facteur A. 

As : astanxanthine. 

V. A : vitamine A. 
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Ce chapitre est consacré à l'étude des lésions anatomiques obser­
vées au cours de la carence en vitamine A et à celles également enre­
gistrées chez les animaux carencés traités par l'astaxanthine. 

On trouve déjà de nombreuses données dans la littérature en ce 
qui concerne les observations anatomo-pathologiques au cours' de la 
carence en vitamine A. La première partie de ce chapitre sera donc 
consacrée au rappel des travaux à ce sujet et à leur confrontation avec 
nos propres observations sur nos animaux témoins. 

Dans la deuxième partie, seront examinés én détail les résultats 
d'autopsie de nos animaux traités à l'astaxanthine. 

A. - EXAMENS ANATOMO-·PA THO LOGIQUES DE RATS 

CARENCES EN VITAMIN,E A (:t:) 

Wolbach et Howe (244) portant leur attention sur les lésions sur­
venues au début de la carence montrent que celles-ci consistent prin­
cipalement dans une transformation des épithéliums qui se stratifient 
progressivement. Cette constatation s'étend à tous les tissus épithéliaux 
au rtiveau des appareils respiratoire, digestif, génito-urinaire ; l'épi­
théliumcubique se transforme en épithélium squameux avec des lé­
sions de kératose. 

Tous les tissus en général sont affectés par la carence, mais Wol­
bach (243) remarque que ces phénomènes de métaplasie épithéliale se 
manifestent très généralement dans le même ordre : les glandes sali­
vaires, sous-maxillaires et parotides sont les premières affectées, puis 
la langue, le pharynx, le tractus respiratoire avec la trachée, les appa­
reils génitaux et urinairès, l'œil et ses annexes glande de Rarder, 
glande de Meibomian, la peau. 

La kératinisation est rare au niveàu du foie, des reins, des surré-
nales et de l'hypophyse. ' 

Cette évolution de la carence, au niveau des différents appareils 
ou tissusconeerne les animaux en croissance. Chez l'adulte, la kéra­
tinisation est moins générale et l'ulcération plus fréquente, Richards 
(198). Des travaux récents d'Irving et Richards (114) ont confirmé que 
la sensibilité des différents tissus à .a carence varie avec l'âge. 

Richards et Simpsons (198) se sont surtout préoccupés des lésions 
causées..par la carence chez l'adulte: aucun processus infectieux n'est 
observé avant le 25" jour; les inflammations du coecum apparaissent 
d'abord (83 p. 100 des cas) ; elles s'étendent à l'intestin grêle et au 
duodenum ; la kératose de l'estomac apparaît plus tard et à partir de 
la 6" semaine, on note la fréquence des abcès de la langue, des points 
hémorragiques et des' ulcérations de la muqueuse gastrique. 

(*) Une étude détaillée de cette question a été faite récemment par Wol-
bach (243) et Moore (169 bis). J 
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Chez le jeune rat, Plan el (187) souligne la fréquence des accidents 
bucco-pharyngiens, des ulcérations de la muqueuse du grêle; aucune 
altération histologique n'est constatée au niveau du gros intestin ; il 
souligne aussi la fréquence de la kératose de la muqueuse oesopha­
gienne et stomacale. .. 

En ce qui concerne les voies respiratoires, Wolbach et Howe (248) 
signalent du catarrhe nasal, des infections pulmonaires et pleurales, 
Bradford (11), Coward, Key, Dyer et Morgan (33), des abcès du pou­
mon: 

Les altérations. du tractus urinaires sont souvent constatées : kéra­
tinisation de l'épithélium dé la vessie, des uretères, Hedenberg (101), 
des hémorragies vésicales, Busson (16). .... . . 

La desquamation des cellules kératinisées est à l'origine de cal­
culs, Wolbach, Osborne et Mendel (182) signalent la présence de ces 
calculs chez 10 % des animaux carencés. Van Leersum (227) dans des 
expériences déjà anciennes, relève 197 cas de lithiase vésicale sur 645 
rats carencés (*). Clausen (27) attribue la formation de cés calculs 
à la fois à l'action conjuguée des avitaminoses A et D et à un déséqui­
libre minéral. Par ailleurs, les variations du métabolisme calcique ont 
été signalées dès 1933 par Emerique (50) qui souligné que 'chez le rat 
carencé en facteur A, la teneur globale en calcium est plus élevée que 
chez l'animal normal. ' 

Au niveau des dents c'est au contrÇl,ire 'un abaissement du taux 
du calcium que notent Smith et Lantz (213). En dehors de ces altéra'­
tions de structure, Orten, Burn et Smith (181), Paul et Paul (185) si-:­
gnalent des modifications de la pigmentation : alors. que chez le rat 
normal, on observe 'les incisives translucides et de teinte orangée, elles 
sont opaques et d'un blanc crayeux chez le rat carencé (245), (200). 

En ce qui concerne l'os, c'est seulement chez le jeune rat que l'a­
vitaminose A engendre des troub'es graves. Giroud et Martinet (66) 
ont souligné la fréquence des malfor.mations du squelette chez le jeune 
et chez l'embryon. 

Les troubles engendrés par la carence au niveau des voies géni­
tales ont été mentionnés dans un chapitre précédent : kéra~inisat.ion 
précoce de la muqueuse vaginale, infections utérines et valginales ; 
atrophie des glandes et de ses annexes chez le mâle. L'influence de la 
carence sur le poids des glandes endocrines a été soulignée par Simon­
net (211), Sure (220), Serfaty et Olivereau (201). 

Recherches· personnelles. 

Les observations sur des sujets vivants et les résultats d'autopsie 
concernent: 

1) D~s rats témoins soumis au régime synthétique carencé :en 
facteurs. A, à partir du sevrage et morts spontanément ,entr~ le 60· 
et le 80· jour de carence. 

2) Des rats soumis au même régime mais ayant reçu à partir du 
sevrage des doses de vitamine A de l'ordre de 0,6 (J.g. suffisantes pour 
les conduire à l'âge adulte. 

(*) Oa:lruls <llo~a1ate de caJciUJIn ,et de phœphare de magnésium 'Ou de phos­
ph8.lte de chaux. 
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Animaux témoins : 

a) observations du sujet vivant. 

Sur une centaine d'animaux témoins, plus de soixante présen­
tent des abcès au niveau des glandes sous-maxillaires et des glandes 
sublinguales. Sur une trentaine d'animaux, on note des abcès à l'ab­
domen. ,Quinze sujets manifestent de la paralysie du train postérieur. 

'" .. ~ 

h) résultats d'autopsie. 
Au sacrifice des animaux ou à leur mort spontanée, on procède 

à l'examen immédiat, des organes et à leur pesée. 

On constate : 

.,...- dans' la plupart des cas ,chez les mâles comme chez les fe­
melles une extrême maigreur ; 

- 'chez les femelles, au niveau ,du vagin, des hémorragies et des 
phénomènes de suppuration (chez 20 à 30 % des sujets), des 
abcès en pleine évolution au niveau du sternum ou aux ais­
selles:' ' ' 

Animaux adultes 

Observations des sujets vivants. 
. Les abcès au niveau de la trachée dont la taille atteint fré­

quemment celle d'une noisette sont rencontrés chez plus de la' moitié 
des animaux. Les femelles présentent des infections vaginales carac­
térisées' par une paroi abdominale' tendue, violacée, et humide. Des 
suintements hémorragiques sont souvent obs'ervés. 

Résultats d'autopsie: 

Chez les mâles et les femelles, le coecum (toujours volumineux, 
chez l'ànimal normal) paraît encore dilaté; on distingue macroscopi­
quement des points hémbrragiques. 

Des ulcères de l'estomac ont été enregistrés sur 6 adultes (mâles 
et femeiles)' 'appàrtenant à un lot de 12 animaux, morts ou sacrifiés 
le 6'5· 'jour de carence. " 

L'autopsie révèle chez les femelles d'abondantes hémorragies va­
ginales, des kystes de l'utérus suppurants ou durcis, des abcès dila­
tant les cornes utérines. 

Le foie est généralement sain ; cependant il a été constaté chez 
plusieurs sujets l'existence de petits nodules blanchâtres parsemant 
le tissu hépatique. 

Des 'calculs de la vessie sont souvent observés plus fréquents 
chez les femelles que chez les mâles. 

Plus rarement le poumon et le cerveau présentent des abcès (4 
abcès du poumon, 2 abcès du cerveau sur une soixantaine d'adultes). 

B. - EXAMENS ANATOMOPATHOLOGIQUES DE RATS 
CARENCES TRAITES PAR 1.1 ASTANXANTHINE 

Lès examens ont 'porté sur tous,'les animaux des expériences dé­
crites dans les chapitres précédents morts spontanément ou sacrifiés. 
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Dans certains cas, on sacrifie l'animal dans lès mêmes délais que 
ceux où le mort d'un témoin est enregistrée dans le but de confron­
ter les agressions chez deux animaux de même âge. L'animal mort ou 
sacrifié est autopsié, ses organes prélevés sont pesés et examiIlés. 

1" RATS TRAITÊS PAR DES HUILES ENTIERES D'HEPATO-PANCREAS 

D'ARISTEUS ANTENNATUS 

Test préventif : 

Nombre d'animaux 9~, 9 ~. 
Durée du traitement : 178 jours. 
Age des animaux à l'autopsie : 7 mois . 

Femelles (9) : 

mortes spontanément (2) au 120' ·et 140' jour. 
infection vaginale (chez les 2). 
abcès dans l'intestin (1). 

- sacrifiées au 178" jour (7). 
abcès au niveau de la trachée (2). 
abcès au ventre (paroi abdominale (1) . 
inflammation du coecum (3). 
lithiase de la vessie (1). 

Mâles '(9) : 

Deux sujets avaient présenté des abcès au cours du traitement: 
l'un au niveau du sternum (entre les aisselles) ; l'autre dans la ré­
gion de l'oreille. Ces abcès avaient guéri spontanément ; on a noté 
cepelldant plusieurs récidives d'abcès au niveau de l'arcade zygoma-
ti~~ , ' 

Résultate d'autopsie : 

- ulcération de la II;luqueuse stomacale (2). 
abcès dans la région des glandes sous.-maxil~aires c: (2). 
abcès du poumon (1). 

Test curatif: 

Nombre d'animaux 26. 
Durée du traitement 15 à 20 jours. 
Age des animaux 90 à 95 jours. 

Sur les animaux vivants, on ,a seulement .noté des abcès' du cou 
ou de l'aisselle de l'alopécie de la tête, des poils secs et hér:issés sur 
le dos. ' 

A l'autopsie on trouve chez deux femelles un abcès dans l'anse' 
duodénale, des points hémorragiques dans l'intestin, des abcès des 
glandes maxillaires (apparents sur le viv'ant) un abcès aU cerveau 
(1~) ; un ulcère de l'estomac (portion pylorique chez une femelle; 
le foie (lobe médian) d'un mâle présentait un mouchetage grisâtre. 
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2° RATS TRAITES PAR LES ESTERS D'ASTAXANTHINE 

Test préventif : 

Nombre d'animaux : 12 (6~, 6 ~). 

Durée du traitement: 161, 163, 165, 230, 260, 262 jours pour les 
femelles. 

Observations 

femelles. 

210, 215, 220, 240, 260 jours pour les 
mâles. 

- mortes au 161· et 1'63· jour de traitement 
infection vaginale chez les deux . 
vessie dilatée par des calculs (1);' 

- morte au 165" jour : 
hémorragie utérine ; 
abcès dans la région g,e l;oreille 

- morte au 230· jour: 
animal maigre ; 
vessie entièrement remplie de calculs 
kystes de l'utérus ; 
abcès sous le cou ; 
inflammation du coecum 

- morte au 260· jour: 
vessie dilatée par des calculs (grosseur de 2, à 6 mm) ; 
hémorragie utérine; , 
abcès dans la région sous-maxillaire,; 
tumeur au cerveau ; 

- morte au 262· jour: 
. 'quelques calculs dans la vessie. 

Mâles. 

Les I? mâles ont été sacrifiés; (les esters d'astaxanthine avaient 
~té administrés à partir du sevrage pendant 210, 211, 220, 240, 260 
Jours) , 

~es mâles sacrifiés au 210·, 215" et 220· jour de traitement pré­
sentaient une courbe de poids descendante les trois autres une sta­
bilisation de poids depuis le sixième mois de traitement. 

Observations 

- mâle sacrifié au 210' jour d,e traitement 
testicules atrophiés ; ,. 
abcès àu cou ; 
inflammation ducoecum 
animal maigre ; 

- mâle sacrifié au 215· jour de traitement 
testicules atrophiés ' 
ulcère de. l'estomac 
animal maigre ; 
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- mâle sacrifié au 220· jour de traitement 
testicules atrophiés ; 
abcès anse duodénale ; 
animal maigre ; 

- mâles sacrifiés au 260· jour de traitement (3) 
testicules atrophiés (chez les 3) ; 
abcès région de l'oreille (1 animal) 
coecum enflammé (chez les 3). 

Test curatif: 

Nombre d'animaux: 27. 
Durée du traitement: 2,0 à 30 jours. 
Age des animaux: 90 à 100 jours. 

19 animaux présentent des abcès de la région sous-maxillaire, 
où dans la région de l'oreille, ou au-dessous de l'œil - 1 seul ani­
mal présente une tumeur au cerveau, des kystes du foie (6 à 10 petits 
kystes, plus nombreux dans le lobe médian) chez 4 femelles et 2 
mâles ; inflammation du coecum plus ou moins accentué (chez 10 
sujets), ulcères de l'estomac (chez 4 animaux 3~, 1~) calculs de la 
vessie (chez 1 mâle - durée du traitement 40 jours). 

3° RATS TRAITES PAR INJECTIONS DE CHROMOPROTEIDES 

Test curatif : 

Figment d'œufs de Plesionika edwarsii. 
:Nombre d'animaux: 2 mâles. 
Durée du traitement : 18 jours. 
Age des animaux: 110 jours. 

-' testicules atrophiés (chez les 2) ; 
énorme abcès au cou (chez 1 sujet). 

Pigment d'œufs d'Ariste us antennatus. 
Nombre d'animaux : 3 (2~, 1 ~). 
Durée du traitement : 8 jours. 

Femelles: 

- infection vaginale (1) ; 
kyste utérin (chez la même) 
abcès glande sous-maxillaire. 

Mâle: 

1 abcès au niveau de la thyroïde. 
Pigment d'œufs de Scyllarus latus. 
Nombre d'animaux: 2 femelles. 
Durée du traitement ,,: 18 jours. 

Observation: abcès (énorme) sous le cou (1). 

,Pigment de conjonctif péristomacal' d'Ariste us antennatus. 
Nombrè d'animaux: 4 (2~, 2 ~). 
Durée du traitement : 35 jours. 



Femelles '

—— abcés au cou (1) ;

surrénales hypertrophiées (1).

'Ma1-es 2

—— testicules atrophiés (2) ;

ulcére de l’estomac (1) ;

abcés‘ du pharynx (1).

4o DISCUSSION.
4

La confrontation des deux séries d’examens, animaux carencés
témoins et animaux carencés traités £1 1’a—staxant-hine appelle les com-
mentaires suivants :

1° L’étude systématique «des altérations provoquées par la carence
en vitamine A montre que les lésions anatomo—patho1ogiques sont
cell-es decrites classiquement par tous les expérimentateurs, aussi
bien chez l’animal vivant que sur 1’anima1 a-utopsié : colpokératose
précoce, abcés sous—maxi1laires affectant 60 a 70 % des sujets jeu-
nes a partir du 25‘ jour de carence, état ode misére physiologique se

traduisant par de la maigreur, de la prostration, Ade laiparalysie du
train postérieur ; chez 1’ani1:na1 adulte les abces du cou, les infections
vaginales ret 1’atrophie testiculaire affectent une forte majoritérdes
sujets. Les ulcéres de. 1’estorn_ac, les cas de :1it-hiase vésicale, moins
généraux. sont ‘cependant constatés fréquemment.

2° La comparaison des résultats entre les rats carencés témoins

et les rats carencés traités a Pastaxanthine montre‘ les memes proces-
sus infectieux quand le pigment est administré,‘ a petite dose, atitre
curatif, et l’état de misére‘physio1ogique est comparable 5 celui des
animaux témoins. Les abcés des régions sous-maxillapires, la colpoké—
ratose, les infections vaginales s’observent. avec la meme fréquence.
A l’exception de l’oeil et de ses annexes, au niveau desquels 1’admi-
nistration d’astaxanthine a rétabli Pintégrité des tissus et a fait rétro-
céder les processus infectieux, les résultats d’autopsie sontventiére-
ment -comparables dans les deux cas.

Quand l’astaxanthine (également 51 titre curatif) est administrée
:11 doses élevées (égal-es ou supérieures £1 50 pg.), on constate déja sur
le vivant un ralentissement dans 1’évo1ution des processus infectieux.
Si la colpokératose est caractérisée dans tous les cas, 1’autopsie ré-
véle plus rarement des phénoménes de suppuration des voies géni—
tales ; les mémes ‘constatations sont faites au niveau de l’appareil
digestif ou les lésions sont plus discrétes. Par ailleurs les états cachec-
tiques sont plus rares. ' '

‘Dans les rexpériences d-e type préventif, les résultats confirment
que Padministration de fortes doses retarde Papparition des lésions :

chez les femelles traitées par des doses de 50 pg. pro die 'et dont la
croissance a évolué presque normalement c’est seulement vers le 5'
mois de traitement que l’on constate des abcés du cou ' cependant

)

prématurément la colpokératos-e est décelée, et ap_rés.1e 6°-mois de
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carence (avec traitement), on observe des infections vaginales et des
calculs de la vessie. Chez tous les males traités par 50 pg. d’astaxan-
thine a titre préventif, les processus infectieux ne sont pas observés
jusqu’au 7” mois et la survie des animaux est la méme pour tous les
sujets (supérieure au 8*’ ou 9“ mois). Cependant l’appareil genital
n’est pas épargné et 1’atrophie testiculaire constatée dans la majorité
des cas (*).

3° En -ce qui concerne les observations sur les animaux ayant
‘été traités par injections de chromoprotéides, les résultats rejoignent

ceux qui ont été enregistrés chez les rats traités per os par de petites
doses d’astaxanthine ou chez les rats témoins soumis au seul régime
de base : la encore, on observe des états de misere physiologiqu-e
accentués et, a 1’autopsie des lésions ou des processus infectieux qui
montrent que 1’astaxanthine injectée 21 faible dose n’a exercé aucun
effet de protection en dehors de l’appareil oculaire.

En résumé les perturbations constatées chez les animaux traités
a l’astaxanthine s’apparentent a celles d’une carence ou d’une subca-
rence en vitamine A : les processus infectieux -dont Pévolution et le
siege sont identiques, se retrouvent toujours, affectant dans le me-
me ordre d’apparition les tissus du méme age. Cepen=dant 1’oeil et
ses annexes sont parfait-ement sains ce qui confirme, qu’a ce niveau
Pastaxanthine remplit, comme la vitamine A une fonction essentielle
dans la nutrition de la conjonctive et de la cornée. La localisation
du pigment dans la rétine fait d’ailleurs prévoir la possibilité de son
intervention dans la constitution de pigments rétiniens (236), (72).
-Sans pouvoir préciser sur quel point un mécanisme enzyrnatique en-
tre en jeu, i1 apparait que l’astaxanthine pourrait agir sous forme
d’un dérivé proche et sans coupure oxydante de la molécule. Cette
hypothésve ne sera toutefois discutée qu’a la fin de la deuxiéme partie
a la lumiére des données acquises sur la biogenése de la vitamine A
des poissons et sur les expériences qui ont permis de suivre et d’in-
terpréter la transformation de l’astaxanthine -en vitamine A chez
Gambusia nolbrooki.

(*) La dégénéressence testiculaire et celle des glandes annexes a été invo-
quée par Giroud et Desclaux (64) comme conséquence de la dénutrition. Dans
nos experiences cle longue durée de type préventif 1’atrophie testiculaire a été
constatée sans que par ailleurs se manifestent des signes de dénutrition.

L’atrophie testiculaire a été également signalée a la. suite d’administration
d’hui1es de foies de poissons et attribuée aux acides gras de ces huiles (28),
(166). Or, nous avons observé cette dystrophie dans des experiences ou le pig-
ment, isolé par chromatographic, était délivré non plus dans des huiles extraites
de l’hépa.topancréas de pénéidés, mais dans de l’hui1e’d’arachide.
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La question de 1’origine de la vitamine A des Poissons s’inscrit
parmi les problemes de Biologie générale qui, en dépit d’un. nombre
considerable de recherches n’ont pas encore rIegu.de solution entie—
rement satisfaisante.

I1 n’est pas en effet actuellement démontré que 1’apport alimen-
_taire fournisse intégralement en nature ou sous forme de carotene
l’axérophtol-présent, parfois en grandes quantités, dans les visceres
de certains poissons. D’apres les données biologiques, les poissons se
nourrissent :de crustacés -et ceux-ci de Diatomées ; or les Diatomées
contiennent du carotene, n’ont pas de vitamine A (115) et on trouve,
chez les Poissons, seulement de la vitamine A. -Comme l’a fait remar-
quer Lederer, chez les Copépodes, qui constituent le maillon inter-
médiaire de‘la chaine « Diatomées — Crustacés — Poissons », le'caro-
tene a presque -disparu et la vitamine A « n’y est pas encore for-
mée », ce qui suggere a l’auteur Phypothese de la possibilité d’une
synthese de la vitamine A par les Poissons, indépendante du caro-
tene (137). '

I1 était donc logique de se demander si les Poissons ne sont pas
capables d’utiliser comme précurseurs -de ’la vitamine A des subs-
tances de nature caroténoide présentes dans leur alimentation et, en
particuli-er Pastaxantvhine si largement répandue dans la faune aqua-
tique (_136), (132), (121), «et particulierement abondante chez les
Crustacés. ‘

1

A. —— DONNEES A‘CTU‘*ELLES SUR L’ORIGIN.E DE LA

VITA*M'INE A DES POISSONS

Il est actuellement bien établi (Lederer, Kon) et contrairement
E1 l’opinion de Wagner (cf. p. 26), que dans l’organisme des Crustacés,
le carotene est le plus souvent abs-ent ou est seulement présent a l’é—
tat de traces. Par rcontre nou-s avons vu que la vitamine A y a été
caractérisée sans ambiguité 2 Wald (234), Kon et Thomson (127),
Fisher, Kon et Thomson (62) en ont démontré la présence dans la
plupart des espec-es qu’i1s ont examinees ; nous—mémes 1’avons carac—
térisée chez les Peneidae et les Pandalidae et montré que la Vit-amine A
qui n’est pas décelable dans le reste de l’organisme est cependant ré-
gulierement présente dans les yeux (cf. tableau VI) quoique en quan-
tités toujours faibles.

Il est donc indiscutable que les Crustacés sont susceptibles de
fournir un apport alimentaire de vitamine A, certaines especes étant
meme relativement riches en ce facteur : t-e1 est le cas des Euphau-
siacés qui constituent le « krill » dont se nourrissent les baleines.
Cel1es—ci ainsi que 1’on‘t démontré Kon et coll. puisent donc dans leur
nourriture les quantités de vitamine A préformée qui constituent
leurs énormes réserves hépatiques ; mais si l’on se reporte au ta-
bleau I (cf p. 19) il est facile de se convaincre qu’a cet égard les
diverses especes de Crustacés ne sont pas quantitativement équiva-
lentes ; de ce point de vue, les Euphausiacés occupent une situation
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privilégiée -et parmi‘ eux Megany-ctiphanes norvegica, Thysanoessa
raschii et Thysanoessa inermis, especes particulier-ement abondantes
dans le « krill », présententles teneurs vitaminiques les plus élevées.
Ch-ez_»“d’autres Crustacés,, au contraire, la vitamine A est essentie1le-
ment localisée au niveau des yeux et sa concentration rapportée a
l’organisme entier esttoujours faib1e“(tableaux II, III, IV). Les tra-
vaux de Kon let coll. sont a cet égard en parfait accord av-e-c nos pro-
pres observations sur les Peneidae et les Pandalidae (cf. tableau 1).
Le cas de la Baleine ne saurait done etr-e généralisé ; i1 n’est pas du
tout certain que les Poissons se ‘trouvent dans une situation compa- .
rable et qu’i1s rencontrent toujours dans leur alimentation la vita-
mine A préformée en quantités suffisantes pour leur permettre a
elle seule, d’assurer' la couverture de leurs besoins et de constituer
des reserves. Chez M-erluccius vulgaris par exemple (90) les varia-
tions de concentration en vitamine sont particulierement suggestives
et 1’on observe des écarts de 390 a 1.500 gig. par g. d’insaponifiab1e
pour le foie et de'750 a 75.000 p,g. pour Yintestin. Chez un meme
sujet, la teneur en vitamine rapportée au gramme de tissu est, dans
la moitié des cas, plus élevée dans Pintestin qu-e dans le foie 2 il arrive
meme que la quantité de vitamine de 1’intestin entier, dont le poids
est quatre a cinq fois inférieur a celui -du foie, dépasse de beaucoup
celle mise en, résverve dans la totalité de cet organe (*).

Le cas de Merlucci-us n’est pas une exception et les travaux de
Lovern, Edisbury et Morton. (sur le flétan (142) montrent que la t-e-
neur en vitamine A des visceres est plus élevée__que celle du foie.
Ces faits évoquent pour la vitarnine A de 1’intestin une signification
autre que celle d’une simple réserve. L’absence de corrélationentre
les taux devitamines hépatique et intestinale, Pamplitude des écarts
de concentration enregistrés pour cette derniere et sa localisation
au lieu meme ou s’effectue la conversion d-es Aprovitaminevs en vita-

mine A (68), (2.09), (224), (240), (162) suggerent l’hypothese qu’e11e
représente une produit soumis aux fluctuations de l’approvisionne-
ment en provitamin-es alimentaires. ‘

Or, '.Mer1uccius vulgaris poursuit ties bancs de crevettes dont i1
se nourrit ; celles-ci ne renferment pratiquement pas de carotene
(cf. p. 26) et peu de vitamine A ; les especes méditerranéennes (en

particulier. Aristeomorpha foliacea et Aristeus antennat-us) sont for—_
tement rpigmentées et nous avons vu que le principal pigment est

l’astaxant_hine. '

Pourtant, chez Merluccius, ce" caroténo'17d-e ne s’accumu1e pas com-
me chez de nombreux poissons. Bien plus, il n’est pas rare -de trouver
descrevettes a demi—digérées et complet-ement décolorées dans le trac-

tus digestif. Certes, on peut imaginer que le pigment est simplement
détruit,_au7~cours _du transit digestif, mais il n’est pas non plus, a priori,
exclu qu’il.subisse une autre destinée. On peut rappeler a cet égar-d les
experiences déja anciennes de Mc Walter -et Drummond, (-149) qui dé-

r

(*)Lovern aienregistré des faits du méme ordre et _souligné que chez‘ le
f1étan.(péche.de mai, la teneur en vitamine A dans les visceres -est plus elevée
que celle du foie (144). » ’
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montrent que; chez de jeunes poissons issus d’oeufs renfermant un pig-
ment caroténoide (probablement 1’astaxanthine:), la teneur en pig-‘

ment décroit au cours -du Adéveloppement tandis que -celle de vita-
mine A augmente parallélement. Et i1 n’est pas non plus sans intérét
de rappeler les expériences de Steven (218), qui démontrent l’uti1isa-
tion de Pastaxanthine par la truite : chez la truite vivant en liberté

les deux pigments car,oténo'_1'des principaux sont la lutéine et l’asta-
xanthine. Les animauxf élevés en aquarium conservvent leur pigmenta-

tion normale ‘a condition, que leur, régime alimentaire soit de mémé
nature ; mais s-i le régime est eomposé de vers de terre et de viande
hachée, seule la lutéine‘ subsiste-, tandis que l’astaxanthine disparait
complétement-(*) ; bien que l’on n'e posséde aucun renseignement sur
sa destinéefson utilisation ne saurait donc faire de doute. ‘

Quoi qu’i1 en soit, les observations qui viennent d’étre rapportées

suggérent de suivre la destinée de 1’as‘taxanthine dans 1’organisme"des
Poissons par l’ét.ude de la concentration en vitamine A du foie, des
yeux et de Pintestin (86), (87).

B. —— CONTRIBUTION ‘EXP-ERIMENTALE

1° MATERIEL D’ETUDE

Choix pde‘ 1’animal réactif.

Nous nous sommes adressé a -Gambusia holbrooki Grd, petit Cypri-
‘nodontidé ovovivipare, originaire du Texas (dont la latitude vest celle
“cle 1’Afr'i'q-tie -du Nord) que Edm. et Et. Sergent (202), (203) ont im-
porté en 1926. L’Institut Pasteur d’A1gérie en assure Pélevage et favo-
rise la-rgément la diffusion dans les oueds et marais algériens car, en
faisant disparaitre les larves d’anophé1es, Gambusia représente un
moyen efficace de prophylaxie biologique dans la lutte antipaludique.
Les Gambusia sont carnassiers, mais extrémemen-t voraces ; ils accep-
tent les‘-nourritures les plus variées et ils se contentent parfaitement
d’un régime exclusivement constitué de semoule. . ' .

Les femelles sont ovovivipares, les oeufs éclosent au moment me-
me de la ponte ; leur pullulation est rapide et abondante ; ils don-
nent 6 a 7 générations pour une saison, 1e nombre de jeunes atteignant
jusqu’a la centaine dans une seule portée. On isole les femelles au mo- K
merit de'la ponte dans une enceinte grillagée immergée dans 1’aqua-
rium, car les gambouses pratiquent volontiers l'e cannibadsme.

La taille des femelles adultes ne dépasse guére 40 mm en moyen-
ne et celles des males -30 mm. 11 eut sans doute été plus rationne1~*de

fixer notre choix sur un poisson de plus grande taille mais les avari-o

(*) Lorsque la nourriture comporte de Yastaxanthine en quantité surabon-
_dante, il en résulte une « saumonisation » des animaux par mise en réserve
du pigment dans le tissu musculaire. Avec R. Grangaud, R. Dieuzeide et Th.
Douard, nous avons réaliséi artificiellement cettersaumonisation en nourrissant
des truites arc-en-ciel avec du conjonctif péristomacal d’Aristeomorpha. folia-
cea (79) . 
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tages que présentent les gambouses pour le type d’expérience envi-
sage sont de plusieurs ordres.

_ — 1eu,x: pullulationvest rapide-et abondante (*) et il est possible de
disposer dun nombre considerable d’an1maux suivant les besoins ;

— ils se laissent facilement carencer -en vitamine A.

Ces deux -caractéres sont essentiels pour l’étude du probléme posé.
Les premiers -essais nous ayant montré tout le parti que l’on pouvait
tirer d’un élevage de gambouses, et surtout les résultats s’étant mon-
trés encourageants au dela de nos espoirs, les s-chémas expérimentaux
suivants ont utilisé ce meme’ animal réactif.

Sources d’astaxanthine et préparation des extraits.

_Les extraits (‘esters d’astaxanthine) sont préparés 5. partir du
conjonctif péristomacal d’Aristeus antennatus suivant la technique
déja décri.te, (cf. p. 39). Les esters d’astaxanthine obtenus -en solu-

tion liuileuse tocophérolée (2 mg. d’oz tocophérol — comme anti-
oxygene — par gramme d’hui1e) sont incorporés au régime des
gambouses.

Régimes.

Dans les premiers essais, le régime de' base était exclusivement
constitué Ade semoule. Pou-r éviter 1-es effets de carences multiples
(en acides aminés indispensableset en facteurs vitaminiques), nous
avons administré aux galmbouses un régime complexe dont la com-
position est la suivant-e :

—— semoule ou mie de pain blanc grillé, pulvérisé et tamisé. 85 %

. . . . . . . . . . . 10 %

—- 1evur-e de biére séche irradiée . . . :3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 %

— caséine dévitaminée

( — vitamine D '(ca1cif~éro1 cristallisé) i00 U.I./g. de régime.

A vchaque gramme de ce mélange estincorporé pour les animaux
tra-ités, 0,6 g. d’extrait hui1eux~de pigment.

Protocoles expérimentaux.

Nous avons constaté que la carence en vitamine A peut étre ra-
pidement obtenue chez Gambusia holbrooki : aprés 30 jours d’un ré-
gime privé d’axérophtol, la vitamine A n’est plus décelée dans son or-
ganisme. '-Ce point établi, le protocole expérimental a été établi com-
me suit :

Les lots d’animaux en experience sont soumis pendant 35 jours
au régime de base carencé. Au bout de ce “temps les témoins sont sa-
crifiés et la caren-ce est contrélée par la recherche de la vitamin-e A :

on saponifie 1’anima1 entier, ou les organes séparés (yeux, foies, in-
testins, oeufs) et l’on effectue ‘la réaction de Carr et Price selon la
technique Ihabituelle.

> I’ \.» I: ~ i

, . , ‘ .9 .’

(*) A condition que l’eau soit au voisinageudle 25°; C.
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On distribue alors aux animaux, soit des fragments de conjonc—
tif péristomacal, soit 1e régime de base -complexe additionné d’eXtrait
huileux du pigment. A la fin de 1’expérience les animaux sont sacri-
fiés et la vitamine A recherchée suivant la méme technique que pour
les témoins’. ’

20 RESULTATS EXPERIMENTAUX

Essais préliminaires : ,

Premier essai : .cinq gambouses (4 9, 1 8) ont été nourris pens-
dant 3'5 jours a la semoule. Au bout de ce temps, .d-eux males ont été
sacrifiés. La réaction de Carr et Price effectuée sur 1.’insaponifiab1e
de l’anima1 entier n’a révélé aucune trace de vitamine A. Les trois

poissons restants ont regu pendant les 26 jours suivants des fragments
de conjonctif péristomacal. Ils ont été ensuite sacrifiés. La réaction
de Carr et Price -effectuée sur 1’insaponifiable a mis en évidence la

présence de vitamine A a la concentration de 3,6 pug. au gramme de
tissu frais.

Deuxiéme essai : exécuté.sur 10 animaux (cinq traités : 2'8,» 3 S?
et cinq témoins : 3 8, 29) cet essai a été conduit comme le précé-
dent. La vitamine A n’a pas été décelée chez les témoins ; elle était
présente au taux de 3,6 ug. par g. de tissu frais chez les gambouses
traités.

Un troisiéme et un quavtriéme essai (4 animaux et 14 animaux)
ont donné des résultats identiques : pas de vitamineA chez les té-

moins ; respectivement 3 ug. de vitamineA_ au gramme chez les ani-
maux de la troisiéme expérience, 1,8 pug. chez les animaux de la qua-
trieme. ’ '

Expériences définitives.

Premiere expérience 2 '

11 animaux (4 3 et 7 S2) regoivent le régime de base pendant 35
jours. On constate sur 4 animaux, au terme de cet_te'période, que la
carence est totale (réaction de Carr et Price négative).

On traite alors 1-es 7 animaux restants (2 86,‘ 5 9) en incorporant V
au régime‘ de base 1a solution huileuse de pigment. extrait du con'jonc-
tif péristomacal. Le taux de vitamineA trouvé est de 1,5 p.g. par g.

Deuxiéme expérience :

Les animaux (25 9 et 9 3) ont regu le régime de base complexe.
Au bout de 35»jours 1a carence ayant été vérifiée sur onze témoins
(992 et 2 8), ‘les animaux restants ont été traités pendant 2-6 jours
comme ceux- de la premiere expérience (régime de base additionné
d’extrait huileux de pigment de conjonctif péristomavcal), puis sacri-
fiés et disséqués en séparant les males ‘et les femelles. Chez les males,
la vi-tamine A était présente dans les yeux au taux de 10,2 p.g. par g.
d’organe frais ; elle n’a été «décelée ni dans le foie, ni dans 1’intes_-
tin. Chez les femelles, la VitamineA était Hégalement présente dans
les yeux au taux de 10,5 p,g. et aussi —a 1’état de traces dans .1’intestin.
Elle était absente dans les foies et les oeufs.~

Troisiéme expérience :

Les animaux de ce lot (37 8 et 20 Se’) ont été soumis au régime
de base complexe pendant 35 jours au term'e'\desque1's il a été vérifié

...._,.w.,...u<.;~..w»x~.A,.H;
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sur onze témoins (3 8, 89) que la carence était totale. Les animaux

restant ont regu pendant 25 jours 1e régime de base additionné d’ex-
trait huileux de pigment d"hypoderme,, . '

Chez les males, 1e taux de vitamine A trouvé était pour les yeux

de 634 pug.‘ par g. Des traces de vitamine étaient présentes dans le foie
et lmtestm ; chez les femelles, 11 a été trouvé 12 ,ug. de vitamineA

par gramme dans les yeux. Aucune trace n’a été décelée dans le foieet 1’1ntestin.

Les résultats ont été groupés dans les tableaux. suivants :

. TABLEAU XXIII

Essais préliminaires

Nombre lguriée Durée ’Source Vitamine A
d, . e a , du trai- dastaxan- par grammeanimaux ,

carence tement tine en ug.

Témoins : 2 35 jours — — néant

Traités : 3 » 26 jours C* 3,6 “g. *‘*
Témoins : 5 » _ ‘ __ néant
Traités : 5 » 26 jours C* 3,6 mg. **
Témoins : 2 » —— — néant ‘

Traites : 2 » 26 jours 0* 3,0 mg. **

Témcgins : 5 » ._ _ néglnt -
Traitiés : 9 » 26 jours C* 1,8 ug. **;

(*) C : fragments de conjonctif péristomacal.

C”) Le dosage a été effectué sur les animaux entiers.

TABLEAU XXIV

Conversion de Pastaxanthine en vitamine A chez Gambusia Holbrooki Grd.

Nombre Durée Durée S’ource _Vitamine A, de la du trai- dastan- par grammedanimaux
/ carence tement thine ° en ug.

Témoins : 4 35 jours —— — néant
Traités : 7 » . 26 jours E.C.* 1,5 ug.**

yeux foie intestin
Témoins : 11 » — — néant vnéant néant

Traités : '7 3 » 26 jours E.C.* 10,2 néant néant
16 9 » 26 jours E.C. * 10,5 néant traces

Témoins : 11 » —— -—— néant néant néant

Traités :34 3 » 26 jours E.H. * 8,4 traces traces
12 9 » 26 jours E.H. * 12,0 néant néant

(*) E.C. :-extrait huileux de conjonctif péristomacal.
E.H. : extrait huileux d’hypoderme.

(**) Le dosage a été effectué sur les animaux entiers.

9
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30 DISCUSSION DES RESULTATS

a) DEMoNsTRAT1oN DE LA TRANSFORMATION DE L’ASTAXANTHINE

EN VITAMINE A. '

_ Les essais preliminaires ont montré que, chez des gambouses
nourris av-ec de la semoule, la Vitamine A cesse régulierement d’etre
decelable apres moins de 35 jours de regime. Lorsqu’on prolongela
carence les animaux depérissent et meurent en general en moins de
trois mois apres avoir presente des signes de misere physiologique 2
les nageoires sont dentelees, la nageoire caudale, normalement etalée
en éventail, se referme en un mince pinceau, le corps se replie en are
de cercle, donnant a 1’animal une attitude caractéristique. Si, apres
35 jours, on substitue au regime carence des fragments de conjonc-
tif peristomacal d’Aristeus antennatus, aucun de ces‘ symptémes de
carence n’apparait -et, apres 25 jours, la vitamine A.est decelable en
quantite notable dans 1’organisme de 1’anima1 traite. -C’est done que
dans le conjonctif peristomacal d’Aristeus —~ 01‘). ne se trouvent, ni
vitamine A preformee, ni carotene —- existe u'n facteur doue de pro-
prietés. provitaminiquves A pour Gambusia holbrooki Grd. I1 etait vrai-
semblable que la provitamine mise en evidence n-’etait autre que l’as-
taxanthine étant donné la richesse du conjonctif peristomacal d’Aris-
teus en ce facteur.

L’administration aux animaux carencés'de ce pigment separe par
chromatographie permet de demontrer qu’i1 en est bien ainsi : la
technique de preparation de ,l’extraitVactif exclut, en effet, l’eventua-
lite de la participation dfunedsubstance autre que 1’astaxanthine pour

rendre compte de la formation de vitamine A observée. -"

La technique d’identification et de dosage utilisee (reaction de
Carr et Price, technique cinetique) permet d’aff,irmer, sans aucun
doute que la substance qui a pris naissance chez les Poissons traités
est bien de la vitamine -A. - '

/

Oes premiers resultats experimentaux ont permis de conclure
que Pastaxanthine est une provitamine pour Gambusia holbrooki
Grd., mais ne précisaient pas s’il s’agit exclusivement de vitamine A1
ou d’un mélange de vitamines A1 et A2. ‘

Les experiences suivantes ont eu pour objectif :

1° de rechercher si la vitamine A synthetisee etait uniquement
la vitamine A1 (rétinol) ou si la vitamine & (hydroretinol) etait
egal-ement présente ;

2*’ ‘de preciser la cinetique et les étapes de la transformation de
Pastaxanthine en vitamine A.

b) ,ETUDE ‘DE LA NATURE DE LA VITAMINE A NEOFORMEE (92).

"Chez les Poissons d’-eau douce, il est de regle de rencontrer si-
multanément les vitamines A1 (rétinol) et A2 (hydrorétinol) (235),
(139). Morton et Creed (175) administrant a des perches (Perca flu-
viatilis) un regime enrichi en carotene, ont enregistre une augmenta-
tion considerable des reserves en vitamines A1 et A2 et ont pu con-
clure que chez les Poissons d’eau douce, 1e carotene peut jouer 21 1a
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fois le r61-e de provitamine A1 et de provitamine A2. Inhoffen et Pom-
mer (113) estiment — sans d’ai11eurs fournir d’argument experimen-
tal :1 l’appui de leur hypothese — qu’i1 doit en etre de meme pour
d’autr—es provitamines A bien que la conversion de la vitamine A1 en
vitamine A1 n’ait jusqu’ici jamais été observée in vivo (210).

Materiel et techniques :

Dans les premiers essais, les gambouses utilises étaient indiffe-
remment des meles et d-es femelles, l’évolution de la carence, en par-
ticulier les anomalies de la nageoire caudale étant constatées sur les
deux sexes ; par ailleurs, la femelle adulte atteint un-e taille pres de
deux fois supérieure et la dissection en est beaucoup plus facile. Les
femelles gestantes ont été ecartées : bien que nous n’ayons fait au-
cune observation a cet égard, on pouvait redouter qu-e la gestation
ne vienne perturber le métabolisme de la vitarnine A et,des pigments
carotenoid-es et que, de ce fait, une cause d’erreur soit introduite.

Regimes :

Le regime synthetique utilise dans les premieres experiences a
été legerement modifié dans sa composition, la dextrine blonde ayant
eté substituee e la mie de pain blanc. La formule est alors la sui-
vante :

Regime n° 1 : Caseine dévitaminee
Dextrine blonde
Levure de biere irradiee . . . . . . . . ..

Huile végétal-e dévitaminee . . . . . . ..
(e 1 % d-e tocophérol).

On mélange la caseine 21 la dextrine et 21 la levure de biere. Par
addition d’eau et malaxage on obtient un paton que l’on seche £1 1’é—
tuve. La masse dessechee est pulverisee et additionnée de l’hui1e toco—
phérolée.

Regime n° 2 : Ce regime est prepare a partir de la formule de
base n‘‘’ 1 et sa preparation est identique jusqu’a 1’addition d’hui1e.
Avant d’incorporer 1’huile dévitaminee tocopherolee, on ajoute une
quantite calculee d’une‘solution d’esters de 1’astaxanthine, de fagon
e. obtenir une solution huileuse de pigment de titre connu. Pour cela,
on mélange les 4 g. d’huile :1 1.000 ml. d’une solution ethero-petro-
lique renfermant 5 mg d’esters d’astaxanthine (concentration evaluee
par spectrophotométrie 5. 1 = 470 mu), obtenue selon 1e mode ope-
ratoire precedemment décrit (cf. p. 39) ; puis on chasse le solvant
par evaporation sous pr-ession réduite et en atmosphere inerte.

Recherche et dosage des facteurs vitaminiques A.

Les Gambouses aussitét péchés, sont maintenus a 0” C. Les or-
games immediatement prelevés sont immerges dans 3 ml. d’a1cool
absolu. places dans des ballons tarés et plongés pendant toute la du-
rée de la dissection dans un mélange refrigerant de glace et de sel.
II a éteverifie qu’en opérant dans ces conditions l’a1coo1 ne s’evapore
pas et que la pesee des organes est significative 21 i 0,01 g. pres.
Apres pesee, les organes sont saponifiés suivant la methode due Lewis



—132—

et Bodansky (cf. p. 22). Le résidu de saponification est repris par
2,5 ml. de chloroforme rectifié anhydr-e et on procede, sur des parties
aliquot-es de solution chloroformique, —a la"caractérisation et au dosage
des vitamines A1 et A2, par la réaction de Carr et Price (technique
cinétique de Meuni-er et Raoul).

Les mesures sont eeffectuées au spectrophotometre de Beckman a

1 ‘7
‘y = 620 mp. (E 0 = 5070) pour la vitamine A1 et 31 X = 693 my

1 cm

1 %
(E = 4100) pour la vitamine A2.

1 cm

Protocoles e-t résultats expérimeii-_taux :

a) Premiere expérience : il s’agissait de caractériser les vitamines

A1 et A1 eventuellement néoformées apres administration d’astaxan-
thine.

807 gambouses (S? et 8) ont été soumis pendant 12. jours au régime
de base carencé en vitamine A (régime n” 1). Au bout de ce temps,
300 sujets (150 9 et 150 3) pris comme témoins (lot I) ont été sacri-

fiés et les vitamines A1 et A2 ont été recherchées -et dosées dans‘ les in-
testins, les foies et les yeux.

Les 507 gambouses restants (lot II) ont alors regu pendant les 15
jours suivants, le régime de base additionné d’astaxanthine (régime
11° 2). Ils ont été ensuite sacrifiés et les memes examens que sur les
témoins ont été pratiqués. L’-ensemble des résultats de cette premiere
experience est rapporté au Tableau XXIV.

TABLEAU XXV

i
 

‘vitamine A, Vitamine A,
en ug. par g. en pg. par g.
de tissu frais de tissu frais

Lot I Intestins néant néant
300 témoins Foie 4,0 1,8

Yeux 7,6 212

Lot II. Intestins 4,3 2,0
507 sujets Foies 8,2 5.6

Yeux 12,5 traces 

Ces résultats montrent que chez l-es animaux carencés, les vita-
mines A1 et A2 disparaissent rapidement de la muqueuse intestinale et
que Padministration d’astaxanthine provoque la néoformation des deux
facteurs.

Deuxieme experience : cette seconde experience avait pour but
de préciser la cinétique de la transformation de l’astaxanth1ne apres
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administration a des gambrouses carencés d’un repas unique du régime
additionné d’astaxanthine.

600 gambouses 8 (*) ont été soumis pendant huit jours au régime
care_n_ce. Apres cette période, 150 animaux servant de témoins ont été
sacrifies, et il a été constaté que la vitamine A1 avait totalement dis-

paru de l’intestin ; "les traces de vitamine A2 (non dosables) y subsis-
taient encore.

Les 450 gambouses restants ont alors été partagés en trois- lots
égaux et ont recu un repas abondant unique du régim-e n“ 2. Ils ont
ensuite été sacrifiés respectivement 2, 3 et 7 heures plus tard et les
vitamines A1 et A2 ont été rechverchées et dosées dans 1’intestin.

Les résultats suivants ont été enregistrés (Tableau XXVI).

TABLEAU XXVI

Vitamine A, en ‘L g. Vitamine A, en ug.
par g. de tissu frais par g. de tissu frais

Lot I (150 animaux) néant néant

Lot II (150 animaux) 6,6 néant

Lot III (150 animaux) 1,65 traces
 -j

c) CINETIQUE ET ETAPE DE LA TRANSFORMATION DE L’ASTAXAN-
THINE EN VITAMINE A. ‘

Cette experience montre donc que la vitamine A1 apparait en
quantité importante des la 3°‘heure qui suit 1’administration d’asta-
xanthine. A la 7° heure, la concentration du rétinol dans la muqueuse
intestinale est encore notable, mais déjla fortement décroissante. Quant
a la vitamine A2 dont de petites quantités ont été décelées dans les in-
testins des animaux du lot III (sacrifiés 7 heu-res apres 1e repas uni-
que) il n’est pas possible d’affirmer qu’il s’agit d’une néoformation
puisque des traces de "cette vitamine étaient également présentes dans
la muqueuse intestinale des témoins. 1

Au cours de cette experience, 2 ml. de la solution ét-héro-pétrolique
(représentant 1/5° de 1’extrait -des intestins du lot III) ont été chro-
matographiés, sur microcolonne d’alumine de 0,5 cm. de diametre.
Apres lavage par 1’éther de pétrole (2 ml.), 1e chromatogramme est
développé avec de l’éther de pétrole additionné de 0,5 %o d-e méthanol.
Tandis que l’astacine (produite au, cours de la saponification par
oxydation de l’astaxanthine) restait fortement absorbée 51 la partie
supérieure de la colonne, un anneau orangé s’est détaché puis est des-
cendu lentement. Cette opération a done permis de révéler dans l’ex-
trait la présence d’un pigment caroténoide dont le comportement chro-
matographique indiquait qu’il pouvait s’agir de carotene. Pour tenter

son identification, une troisieme experience a été entreprise. 1

(*) Cette expérience ayant été réalisée en juin au moment 01] la‘p1upa.rt
des femelles se trouvaient en gestation, celles-ci ont été écartées. «
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Troisieme experience : dans cette experience, les femelles ont été
choisies de préférence aux males :5. cause de leur taille r-elativement
grande, mais les femelles gravides ont été écartées (*) et la durée de
la -carence a été fixée A 23 jours.

630 sujets ont été utilises :

150 animaux servent de témoins : 1’absence des vitamine A1 let A2

est vérifiée apres 23 jours. .

480 gambouses sont partagés en trois lots égaux. Avec un deca-
lage d’une heure, on administre a chacun d-es lots un repas unique
de regime surcharge en astaxanthine, puis les animaux sont sacrifiés
3 heures plus tard. On procede rapidemwent :21 la dissection (sur les
animaux refroidis) et les intestins sont immergés au fur et 21 mesure
de la dissection dans 1’a1coo1 refroidi pour éviter que ne se prolon-
gent les phénomenes enzymatiques au—de1e des trois heures fixées.

Les intestins des trois lots ont étéeréunis. L’ensemb1e représen-
tant 5,150 g. de tissu frais a été saponifié ("*) et Yinsaponifiable mis
en solution éthéro—pétro1ique. La solution éthéro-pétrolique lavée, puis
déshydratée par contact sur du sulfate de sodium anhydre a été chro-
matographiée. Le développement du chromatogramme par 1’éther de
pétrole additionné de 0,5 %o de methanol a permis d’iso1er un pigment
migrant lentement et de la meme fagon que 1e 8 carot.ene. II a été
élué pa-r agitation de 1’a1umine colorée avec die 1’éther de pétrole addi-
tionné de 1 % de methanol ; l’éluat, lavé, déshydraté «est de nouveau
chromatographié. Apres élution, on procede :31 une mesure spectrale :
ton constate que le spectre est comparable a ce-lui du Q carotene, avec
un léger décalage vers les courtes longueurs d’ondes pdu maximum

principal (448 mp. au lieu de 452 m,u pour le carotene entierement
trans) pouvant etre imputé a la présrence de stéréoisomeres.

Une experience complémentaire a complété 1’id-entification :‘1a
solution éthéro-pétrolique du pigment a été additionnée d’un égal vo-

lume de solution de (5 carotene dans le meme solvant et de méme
concentration : au dév-eloppement, une zone unique s’est formée confir-
mant que le pigment présent dans Pextrait était bien du (3 carotene.

d)

L’ensemb1e des résultats des’ expériences sur Gambusia holbrooki
Grd. fait apparaitre que :

l‘° les gambouses peuvent etre rapidement carencés (en moins d-e
35 jours) lorsqu’i1s sont soumis a un régime privé de vitamine A ;

2° les symptémes de carence n’apparaiss-ent pas et la survie est
normale si on administr-e £1 1’anima1 des fragments de conjonctif péris-
tomacal ou d’hypoderme d’Aristeus antennatus ou si on incorpore au.

,» ..

(*) Les femelles gravides présentent une tache noire abdominale camc-
téristique qui permet de les distinguer des autres femelles.

(*")V La saponification a eu pour but de permettre;~1’é1imination de la ma-
jeure partie de Pastaxanthine non transformée. :.-:;

—-135-

régime carencé un extrait huileux d’astaxanthine ;

3° chez les animaux ainsi traités pendant 25 jours des quantitésnotabl ' ' A r » . .
1 e_s d_e vitamine A peuvent etre decelees, la vitamine s’accumu-am Drlnclpalement dans les yeux '

9

o a . ‘ _

4 lastaxanthine se comporte a la fois ‘comme une provitamine
A: «et comme une provitamine A2 ;

temp: :13)r‘g1st8.1I,Ii11.'11ne 21 esti dec_e1ee dans la muqueuse intestinale peu de
~é 1a 3a heme Laggistaon uAp1gment,A1a concentration etant‘ maximum
sa formation- I mine 3 apparalt apres ce qui conduit a envisager

par deshydrogenation en Cs de la vitamine A1 ;

6° on constate la presence de (5 carotene, ce qui semble indiquer
p

qu’i1 représente 1’etape intermédiaire de la transformation de l’asta-
xanthine en vitamine A, la reduction des fonctions oxygénées précé- .
dant la coupure oxydante de la molécule ; mais il n’est pas établi que
cette vAoie soit la principale et des expériences complémentaires de-
vront etre tentees dans ce domame.



  
RESUME GENERAL ET CONCLUSIONS

Au cours de ce travail consacré aux propriétés vitaminiques de
1’as.taxanthine,1 nous avons en premier lieu porté' notre attention sur
J.e matériel d’étude.

Nous avons donné une description détaillée des Crustacés qui nous

ont fourni les extraits ; nous avons surtout étudié’ avec le plus grand
soin leurs pigments caroténoides et r-echerché la présence de vita-
mine A et. de caroténes. Nous avons pu ainsi montrer que chez Ariste-
omorpha foliacea, comme chez Aristeus antennatus, la vitamine A ne
peut étre décelée ni dans l’hépato-apancréas, ni dans Phypoderme, ni
dans le conjonctif péristomacal. Elle se localise en quasi-totalité au‘
niveau des yeux ou sa concentration est de l’ordre de 3 ‘a 11 pg. par
gramme d’organe frais. L’intervention de ce fact-eur ne saurait donc
étre invoquée pour rendre compte partiellement ou en totalité des
effets obtenus, chez le Rat blanc carencé en vitamine A, par 1’admi-

nistration d’hui1e d’hépato—pancréas, d’extraits dihypoderme ou de
conjonctif péristomacal. , »

De plus dans la partie technique consacrée a la séparation des
esters d’astaxanthine nous avons pu montrer que la méthode _d;e pré-
paration éliminerait complétement les caroténes et la vitamine A si
ces facteurs avaient été présents. '

Une autre fraction de notre matériel d’étude a fait aussi l’objet
d’une étude minutieuse : il s’agit de chromoprotéides de colorations
variées provenant d’oeufs, de tissus ‘et de membranes de six espéoes de
Crustacés. En faisant agir un agent de dénaturation des protéides, 1ibé—
rant 1e groupement prosthétique par floculation de la protéine, nous
avons pu montrer qu’il s’agit, dans tous les cas, de Pastaxanthine en-
tiérément trans (7 maximum 492 mu). La vitamine A a été recher-
chée dans ce matériel et les résultats indiquent que, par gramme de
substance fraiche, la teneur en vitamine A n’excéde pas 1,2 Mg. pour les
ovaires mfirs d’Arist~eornorpha foliacea et ceux d’Aristeus antennatus ;

dans le cas des oeufs de Plesionika edwarsii et de Scyllarus latus, des
traces seulement sont décelées.

Ces chromoprotéides ont pu étre obtenus en solution aqueuse et
nous avons pu établir que la aussi, la technique de préparation des
solutions hydro-solubles injectées implique l’é1imination de la vita-
mine et des caroténes.

Ce sont donc essentiellement :

— des esters d’astaxanthine, isolés par chromatographie et redis-
sous dans de 1’hui1~e végétale dévitaminée ;

:— des astaxanthino-protéides sous leur forme hydrosoluble, qui
ont servi a nos essais biologiqu-es.

10
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Nous avons au préalable étudié avec soin l’évolutio_n de la carence
chez le Rat Wistar, précisé en particuli-er l’importance des réserves
hépatiques et suivi dans le temps la disparition de ces réserves. Deux
types d’esais nous ont permis d’étudier et de comparer les caractéres
vitaminrques de l’astaxanthine : des essais de type curatif et des
essais de type préventif.

Nous avons pu ainsi retrouver et préciser un résultat obtenu an-
térieurement avec 1-es huiles entieres extraites de l’hépato-pancréas
l‘effet anti-xerophtalmique est déja notable pour des doses qui n’en-

trainent aucune reprise de poids. -

Un résultat comparable a été enregistré lorsque le pigment sous
forme d’une solution aqueuse d’astaxanthino—protéides est injecté dans
1-e péritoine : les lésions oculaires régressent en quelques jours tandis

que le poids de l’animal demeure stationnaire ou décline. '

A doses plus élevées se manifeste une action sur, l’accroissement
pondéral ; des expériences antérieures avaient souligné qu’adm1n1s-

«trées a titre préventif, les huiles entiéres d’hépato-pancréas (90 mg.
par animal et par jour) rexergaient un effet de croissance. Nous avons
systématiquement étudié dans quelle mesure l’action des lipides de
l’hépato-pancréas' pouvait étre concomitante de celle de l’astaxan-
thine. En administrant des extraits de titre variable en astaxanthine
et des extraits de-méme titre délivrés dans des véhicules huileux dif-

férents (huile extraite de l’hépato-pancréas ou huile végétale dévita-
minée; nous avons pu montrer 2

— que les esters d’astax‘anthine, administrés a fortes doses (50 pg.
pro die) sont seuls responsables de l’accroissement pondéral normal
du jeune Rat traité dés le sevrage let soumis, par ailleurs, a un régime
carencé en facteurs A ;

— que meme a la dose de 200 mg. par animal et par jour les li-
pides extraits de l’hépato-pancréas n’exergaient aucune action sur la
croissance.

Les animaux ainsi conduits a Page adulte par la seule adminis-
tration (l’astaxanthine ont un poids de sujets normaux et un état de
santé apparemment excellent. L’exploration des fonctions de repro-
ductionchrez ces sujets n’ayant pas regu la moindre trace de vita-

umine A ou de carotene depuis leur sevrage a été entrepris-e. Des eXpé-
riences poursuivies pendant plusieurs mois sur des animaux traités
avec des hui.es d’hépato—pancréas ou avec des esters d’astaxanth1ne
ont conduit aux observations suivantes :

— les femelles présentent un oestrus permanent signé par la_ pré-
sence de cellules cornéwes dans les frottis Vaginaux ; elles sont cepen-
dant susceptibles, par accouplement avec des males normaux d’étr~e
fécondées mais l’avortement avant terme ou la mise—bas de portées
mort-nées témoigne d’une évolution pathologique de la gestation ;

—*- les -males sont frappés de stérilité ;

—— ces perturbations fonctionnell-es chez les males et chez les fe-
melles s’observent quelle que soit la dose d’astaxanthine administrée.
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En résumé, l’ensemble des résultats des essais biologiques
apporte la confirmation de l’activité vitaminique de l’astaxanthine
anterieurement etablie -et precise les points suivants

’_ 1° Faction antixérophtalmique se retrouve quel que soit le mode
dintroduction du pigment 1 voie buccale ou vole intrapéritonéale ’;

_2‘° l’etf~et de croissance n’est obtenu qu’en mettant en jeu des doses
environ dix fois superieures a celles qui previennent la xérophtalmie ;

3° un excés d’astaxanthine administré a partir du sevrage ne pré-
vient m la colpokératose, ni les troubles des fonctions de reproduction.

Ces résultats ont été complétés par l’examen anatomo-pathologi-
que des rats traités. Les résultats d’autopsie des animau-x morts spon-
tanément ou sacrifiés ont révélé, dans tous les cas, des troubles et
des lésions caractéristiques de l’avitaminose A. Cependant l’adminis-
tration de pigment dés le sevrage s’oppose dans une certaine mesure
aux accidents provoqués par la -carence en facteurs A qui apparaissent
alors beaucoup plus tardivement et sont moins sévéres. Par ailleurs, le
temps de survie des males traités a l’astaxanthine a partir du sevrage
est s-ensiblement normal : il n’en est pas de méme des femelles qui ne
survivent pas au-dela de six mois en présentant, dans la majorité des
cas, des infections vaginales. '

L’étude de la localisation du pigment dans Yorganisme du Rat
traité a également retenu notre attention. Nous avons effectué la re-
cherche systématique de l’astaxanthine dans les organes et dans les
tissus’ des animaux traités. - '

— En ce qui concerne la rétine nous avons retrou.vé les résultats
obtenus antérieurement avec des huiles d’hépato-pancréas et des ex-
traits d’hypoderme : chez le Rat traité l’astaxanthine ou 1’un de ses
produits de transformation se retrouve au niveau de l’oeil.

—— Dans le foie le pigment est absent ou présent a 1’état de traces

ce qui confirme l’inaptitude a la mise -en réserve dans cet organe.

En ce qui concerne l’hypophyse, la thyroide, les surrénales, les
résultats sont toujours positifs.

—— La localisation au niveau des ovaires et des testicules n’est pas
observée réguliérement.

— Aprés administration de zéaxanthine ce caroténolde n’est ja-
mais retrouvé au niveau de la rétine ; cependant des traces sont déce-
]ées~ dans d’autres organes ce qui démontre qu’on ne peut attribuer
l’absence de pigment au niveau de l’oeil a son inaptitude a franchir la
barriére intestinale.

En fait, la localisation prépondérante de l’astaxanthine dans la
rétine permet de comprendre l’action élective de l’astaxanthine au
niveau de l’oeil et de ses annexes. Les premiers résultats avaient sug-
géré que, en nature ou sous forme d’un dérivé proche, l’astaxanthine
est susceptible d’entrer dans la constitution de pigments rétiniens en
tenant la place normalement dévolue a l’axérophtol.

Cependant les résultats obtenus dans la deuxiéme partie de ce tra-
- Vail permettent d’envisager une autre hypothése. En effet en expéri-
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mentant sur Gambusia holbrooki nous avons pu établir la transforma-
tion cle 1’astaxanthine en vitamine A. L’astaxanthine apparait donc

pour les Poissons comme une provitamine A.

En présence de ces résultats nous avons cherché A préciser si la
vitamine A néoformée était uniquement de la Vitamine A1 ou si la
vitamine A2 était également présente ; nous avons tenté aussi de pré-
ciser la cinétique et les étapes de la transformation de 1’astaxanthine
en vitamine A. Nous avons ainsi constaté : 1

1° que (pour Gambusia holbrooki Grd.) Pastaxanthine se com-

porte a la fois comme une provitamine -et c‘or.nme.une.p_rov1ta,m1.ne_
A2 ; la vitamine A2 apparait dans 1’intest1n apres la vitamine A1 ce qui
plaide en faveur de sa formation a partir de celle-ci :

— astaxanthine —— vitamine A1 — vitamine A2 et non par une
voie directe.

2° que du 6 carotene se forrne transitoirement ce qui parait indi-
quer que la réduction des fonctions oxygenees ole 1’astaxanth1n-e do~1t
précéder la coupure oxydante de la rnolécule. ‘

‘Les résultats qui viennent d’étre rapportés soulignent _1:importance
biochimique générale de 1’astaxanth1ne et mettent en lumiere sa place
privilégiée dans la série des caroteno1des a noyaux ole (5 ionone oxy-
génés. Comme dans toute ex'périmentation, ils révélent de nouvelles.
inconnues et dictent de nouvelles recherches dont le but sera de reu-
nir en un ensemble synthétique les quelques donnees parcellaires qu 11s
ont permis d’étab1ir. '
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