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Summary. Large doses of hydrochloro th iaz ide  (50-- 
200 m g / k g / d a y  p.o.)  g iven  for 5 to 6 weeks did no t  induce 
any  increase in the  fast ing blood-sugar  concentra t ion,  
nor  any  decrease of glucose tolerance in normal  ra t s  and  
in ra t s  " sens i t i zed"  t oward  d iabetogenie  agents  by  a sub- 
to t a l  p a n c r e a t e c t o m y  or by  a sub-diabetogenie  dose of 
al loxan.  No increase in b lood sugar was found in the  8 h 
fol lowing a single oral  dose of 50 mg /kg  of hydrochloro-  
thiazide.  --  Large  doses ( >  3.5 ml/kg)  of the  so lvent  N-me-  
nome thy l - ace t amide  (NMMAA), used a t  one t ime  in the  
p repa ra t ion  of one b rand  of hydroch loro th iaz ide  for in- 
jeet ion,  on the  o ther  hand,  exer ted  m a r k e d  diabetogenie  
effects in the  rat .  Le tha l  doses of N M M A A  always in- 
duced a diabet ic  syndrome,  i.e. progress ive  hyperg lycae-  
mia  wi th  ke tonaemia  and metabol ic  acidosis resembl ing 
the  d iabet ic  syndrome  induced by  large doses of ant i -  
insulin serum. Frac t ions  of le tha l  doses g iven  r epea ted ly  
on successive days  had  add i t ive  d iabetogenic  and  le tha l  
effects: the  drug  or its toxic  metabo l i t es  appeared  to  
pers is t  for  a long t ime  in the  organism. - -  Suble tha l  doses 
of N M M A A  induced a reversible  hype rg lycaemia  of some 
days '  dura t ion .  Thus  t h e  d iabetes  induced by  N M M A A  
was e i ther  t r ans i to ry  or lethal .  Chronic t r e a t m e n t  w i th  
doses < 0.8 m l / k g / d a y  did no t  induce any  signs of toxi-  
c i ty  wi th in  6 - - 8  months .  I n  t he  ra ts  i n tox ica ted  wi th  
le tha l  doses of NMMAA,  the  se rum concen t ra t ion  of 
i m m u n o r e a e t i v e  insul in (II~I) increased s imul taneous ly  
wi th  the  g lyeaemia ,  and  a t t a ined  the  same levels as in 
normal  ra ts  w i th  s imilar  b lood glucose concent ra t ions  
establ ished by  oral  or  i .v .  loads wi th  glucose. --  The  in- 
sulin secreted dur ing N M M A A  hyperg lyeaemia ,  thus,  did 
no t  lower t he  b lood sugar. Dur ing  N M M A A  hyperg ly-  
eaemia,  in con t ras t  to  glucose- induced hype rg lyeaemia  
in normal  rats,  t h e  f rac t ion of the  insul in- l ike-act iv i ty  of 
the  se rum suppressed by  ant i - insul in  sermn (SILA) d id  
no t  rise to de tec tab le  levels : i .e. the  I I~I  of the  in tox ica ted  
animals  did no t  appear  to  exer t  an  insulin-l ike effect on 
normal  isolated adipose tissue. --  The  blood-sugar- lower-  
ing effect of exogenous porcine  insulin was depressed in 
ra t s  i n tox ica ted  wi th  NMMA2k in compar ison  wi th  normal  
animals  or  animals  wi th  a l loxan- indueed  diabetes.  --  The  
findings lead to  the conclusion that rats intoxicated with 
NMMAA inactivate exogenous as well as endogenous in- 
sulin. Although losing its metabolic activity, the inacti- 
vated endogenous insulin remains immunologieally com- 
petent. 

Rgsumg. Aueun effet diabTtog@ne ni hyperglycTmiant 
aigu de l'hydroehlorothiazide (HCT) n'a 6t6 dTcel6 par des 
dTterminations de la glycTmie ~ jeun (avant et 2--8 h 
apr@s l'administration d'I-ICT) et de la tolTrance au glu- 
cose effeetu@es chez des rats normaux et des rats sensi- 
bilis@s ~ un effet diabTtog~ne par une pancrTatectomie 

* Ce travail a bTn6fici6 du soutien financier du Fends 
Nat iona l  Suisse de la Recherche  Scientif ique (CrTdit No  
4:189). 

** Communica t ions  pr@liminaires. GUmOUxetPETE~S,  
I965;  PE~El~S et  coll., 1966. 

sub to ta le  ou par  l ' in jec t ion  d 'une  dose subdiab@tog@ne 
d 'a l loxane,  au  COUl'S d ' u n  t r a i t e m e n t  de 6 semaines par  des 
doses de 50- -200  m g / k g ,  jour  d ' H C T  p. o. --  De fortes 
doses (plus de 3 ml/kg)  de N-monomTthy l amide  de l 'aci-  
de aeTtique (NMMAA), so lvant  qui  fur utilis6 dans la prT- 
pa ra t ion  d 'une  solut ion in jectable  eommere ia le  d ' hydro -  
ehlorothiazide,  on t  par  cen t re  exere6 des effets diab@to- 
g~nes tr@s marquTs ehez le rat .  Tou te  dose 16thale de 
NMMA2~ a indui t  ehez cet  an imal  un  syndrome  diab@ti- 
que, e 'est-~-dire une hyperglycTmie progress ive  avec  aei- 
do-eTtose mTtabol ique,  ressemblan t  au  syndrome  dia- 
bTtique aigu indui t  par  l ' in jee t ion  d 'une  for te  dose de 
s t r u m  ant i - insul inique.  - -  Des fract ions de doses l@thales 
administrTes quo t id i ennemen t  pendan t  plusieurs jours 
on t  exer t6  des effets diab@toggnes et  l@thaux eumula t i f s :  
la subs tance  ou Fun  de ses mTtabol i tes  tox iques  appa ra l t  
persis ter  longtemps  dans l ' o rgan isme du ra t .  - -  Des doses 
sublTthales de N M M A A  ont  indui t  une hyperglye@mie 
rTversible d 'une  durTe de quelques  jours.  Nous  avons  done 
constat6  que le diab~te p rodu i t  pa r  le N M M A A  6fair soit  
t rans i to i re  soit  16thal. Aucun  signe de toxici t6  ne s 'es t  
manifest@ au tours  d ' u n  t r a i t e m e n t  de 6 - - 8  mois  pa r  des 
doses infTrieures ~ 0,5 m l / k g ,  jour.  - -  Chez les ra ts  intoxi-  
quTs par  une  dose 16thale de NMMAA,  une  corrTlat ion 
positive trgs significative a @t@ not@e entre les valeurs 
s@riques d'insuline immuno-r@active (IRI) et les valeurs de 
glye6mie. Bien qu'ils aient @t@, ~ glye@mie comparable, 
sup@rieurs k ceux eonstat@s dans le s@rum de rats nor- 
maux aprTs surcharge de glucose, les taux d'IRI se trou- 
vant dans le s@rum des rats intoxiqu@s n'ont pas @t@ en 
mesure de s'opposer k l'@l@vation r@guliTre de la glycTmie 
jusqu'~ la mort. -- L'effet hypoglyc@miant d'insuline 
eristalline porcine est apparu inhib@ ehez les rats intoxi- 
qu@s par le NIVIMAA, compar@ k l'effet observ@ ehez des 
rats normaux ou en diabTte alloxanique. -- Utilisant 
l'augmentation de l'oxydation du premier atome de car- 
bone du glueose-l-C 14 par le tissu adipeux @pididymaire du 
rat, in vitro, comme index m@tabolique de l'activit@ in- 
sulinoide du strum (ILA), nous n'avons pas constat@, dans 
le s@rum des rats intoxiquTs et en @tat de forte hyper- 
glyeTmie, des taux d'ILA significativement sup@rieurs 
eeux prTsents dans le sdrum de rats t@moins k jeun. Alors 
que, chez des rats normaux, la fraction de I'ILA s@rique 
supprimable par strum anti-insulinique (SILA) s'glevait 
fortement, comme l'Ii%I, au eours de l'hyperglycTmie in- 
duite par une surcharge de glucose, eerie fraction SILA 
n'est pas apparue en quantitTs dgcelables dans le sgrum 
des animaux intoxiquTs. L'IRI s@rique de ces animaux 
n'a done semble-t-il pas exere6 d'effet *insulin-like,) sur 
le tissu adipeux isol6 de rat normal. -- Les fairs observ@s 
amTnent k la conclusion que les rats intoxiqugs par le 
NMMAA inaetivent et l'insuline endogTne et l'insuline 
exogTne. Bien qu'ayant perdu son activit6 mTtabolique, 
l'insuline endog@ne inactivTe reste immunologiquement 
eompTtente. 

Diabetogene Effekte der Thiazid-Diuretika und des LT- 
sungsmittels N-Monomethylacetamid bei Ratten 

Zusammenfassung. Grol~e Dosen  yon  Hydroch lo ro -  
th iaz id  (50--200 mg/kg /Tag ,  oral) t iber e inen Zeit- 
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raum von 5--6  Wochen riefen weder eine Steigerung der 
Nfichternblutzuckerspiegel, noch eine Herabsetzung der 
Glucosetoleranz bei normalen iAatten oder l~a%ten hervor, 
deren Empfindlichkeit gegenfiber diabetogenen Substan- 
zen durch eine subtotale Pankreatektomie oder dutch 
subdiabetogene Rosen yon Alloxan erh6ht worden war. 
8 Std. naeh einer Einzeldosis yon 50 mg/kg Hydrochloro- 
thiazid fend sieh keine BlutzuckererhShung. Dagegen 
hatten grebe Dosen (fiber 3.5 ml/kg) des L6sungsmit- 
tels lkT-Monomethylacetamid (NMMAA), des vorfiber- 
gehend zur Herstellung eines injizierbaren Hydrochloro- 
thiazidprs gedient hat, deutliche diabetogene Ef- 
fekte bei l%atten. Letale Dosen von IqMMAA ffihrten im- 
mer zu einem diabetischen Syndrom, d.h. fortschreitende 
Hyperglyks mit Keton/~mie und metaboliseher Aci- 
dose, des mit dem diabetischen Syndrom nach Verab- 
reichung groBer Mengen yon Anti-Insulin Serum grol~e 
Ahnliehkeit aufwies. Bruchtefle der letalen Dosis, die 
wiederholt an aufeinanderfolgenden Tagen gegebcn wur- 
den, summierten sich in ihrer diabetogenen und letalen 
Wirkung: NMMAA odor seine wirksamen Abbauprodukte 
scheinen ls Zeit im Organismus zu persistieren. Sub- 
letale Dosen von NMMAA 15sten eine reversible Blut- 
zuekererh6hung ffir einige Tage aus. Der durch NMMAA 
hervorgerufene Diabetes war also entweder reversibel 
odor t6dlich. Die Langzeitbehandlung mit  Dosen unter 
0.8 ml/kg ffihrte auch nach 6--8 Monaten zu keiner- 

lei toxischen Anzeichen. Bei Ratten,  die mit letMen 
Dosen yon NMMAA vergiftet wurden, stiegen die 
Insulin- und Glucose-Spiegel im Blur gleichsinnig an, wo- 
bei das Insulin ~hnliche Konzentrationen wie bei nor- 
malen Rat ten erreichte, bei denen orale oder i.v. Glucose- 
zufuhr zu einer entsprechenden Blutzuckersteigerung ge- 
fiihrt hatte. -- ])as w/ihrend dcr NMMAA Hyperglyk/~mic 
sezernierte Insulin bewirkte also keine Blutzuckersenkung. 
Im  Gegensatz zu der glucoseinduzierten Hyperglyk~tmie 
bei der normMen Rat te  stieg die mit Antiinsulin heroin- 
bare insulin/ihnliche Aktivit/it w~hrend der h~MMAA- 
I-Iyperglykamie nicht auf mel~bare Werte an, d.h. das I R I  
der vergifteten Tiere sehien auf normMes, isoliertes Fett-  
gewebe keinen insulin~ihnlichen Effekt auszufiben. -- Die 
blutzuckersenkende Wirkung yon exogenem Schweine- 
Insulin war bei mit NMMAA vergifteten Rabten niedriger 
a]s bei Normaltieren oder l~atten mit Alloxandiabetes. 

- -  Diese Befunde veranlassen zu der Schlul~folgerung, 
da~ mit NMMAA vergiftete Rat ten exogenes und 
endogenes Insulin inaktivieren, wobei des inaktivierte 
endogene Insulin trotz des Verlustes seiner Stoffwechsel- 
wirkung immunologisch aktiv bleibt. 

Key-words: Rat,  experimental diabetes, hydrochlo- 
rothiazide, N-monomethyl-acetamide, discrepancy be- 
tween serum immunoreactive insulin and suppressible in- 
sulin-like activity. 

1. Introduction 

Los diur6tiques thiazidiques cngendrent  rapide- 
ment  des alt6rations de la glyc6mie chez des sujets dia- 
b6tiques ou pr6diab6tiques:  un  t ra i tement  de 1 s 4 
semaines par  le ehlorothiazide, l 'hydrochlorothiazide,  
ou le tr iehlorm6thiazide produi t  chez cos sujets une 
p6joration de la tol6rance au glucose et une 616vation 
de la glycdmie ~ jeun (FIN~v, aTY, 1959; SHAPIaO et 
coll., 1961; SA~AA~ et coll., 1963~; C A ~ L I ~  et coll. 
1965; CI~AZA~ et BOSKEL~ 1965). Au  cours de traite- 
ments  prolong6s de sujets hyper tendus  ou en insuffi- 
sance cardiaque, non  pr6diab6tiques, il a aussi 6t6 
observ6 une diminut ion de la tol6rance au glucose 
( S ~ A A ~  et coll., 1963a; C A n ~ E R  et coll., 1965; 
W ~ n ~ a  et Bo~o~DY 1965) ainsi qu 'une  616ration 
faible mais significative de la glyc6mie ~ jeun (WoLF~ 
et coll., 1963). Cos altgrations sent  g6n6ralement r6ver- 
sibles; quelques observations font  cependant  douter  
qu'fl  en soit toujours  ainsi (Wo~F~ et coll., 1963; 
S ~  et coll. 1963a). 

Afin do l '6tudier et  de t rouver  des moyens  de le 
pr6venir, plusieurs exp6rimentateurs  on t  cherch6 s 
reproduire ehez le ra t  l 'effet dit  ((diab6tog6ne}> des 
diur6tiques thiazidiques. Quelques r6sultats contradic- 
toires ont  6t6 obtenus. WA~so~ et coll. (1964) n ' o n t  
d6cel6 aucunc modification de la glyc6mie lors de 
t ra i tements  prolong6s par  des doses tr6s fortes de 
chlorothiazide et d 'hydrochlorothiazide.  MV,~G et 
K a o ~ , ~ E a ~  (1965) on t  observ6 apr6s 12 j ours de traitc- 
men t  par  50 m g / k g ,  jour  d 'hydrochlorothiaz ide  par  
vole orale une 616vation faible et  transitoire de la gly- 
c6mie ~ jeun sans changement  de la tol6rance au glu- 
cose. L o s ~ w  et coll. (1965) ont  par  centre constat6 une 
616ration consid6rable de la glyc6mie ~ jeun apr6s 1 so- 

maine de t ra i tement  par  la m~me dose d 'hydrochloro-  
thiazide. 

Dens cos exp6riences, seuls LOSEaT et coll. ont  uti- 
lis6 des ampoules eommerciales d 'hydroehlorothiazide 
(SENFT, communica t ion  personnelle) qui, ~ leur insu, 
eontenaient  alors 60 ~o du solvant  N-monom6thylamide  
de l 'aeide ac6tique (NMMAA). Ce solvant  poss6de lui- 
m@me un effet diab6tog6ne marqu6 (GuIDOUX et PE- 
TEAS, 1965; PETEaS et coll., 1966; SITTet  coll., 1966). 

Los exp6riences ~ d6crire ont  eu pour  bu t  de:  1. 
v4rifier si l 'hydrochlorothiazide exergait lui-m~me un 
effet diab6tog6ne chez le rat,  si un  tel effet pouvai t  ~tre 
m i s e n  6vidence chez des an imaux <~sensibilis6s~> par  
une pancr6atectomie subtotale ou par  l ' injection d 'une  
dose subdiab4tog6ne d 'a l loxane;  2. caract6riser los effcts 
toxiques et diab6tog6nes du NMMAA; 3. 6claircir le 
m6canisme de Faction diab6tog6ne du NMMAA. 

2. Mgthodes 

2.1. Les animaux utilis6s ont 6% des rats blancs de type 
Wistar. Le terme ~& jeun~> d6signe des animaux priv6s 
de nourriture depuis 14 ~ 17 h, ayant  eu libre acc6s b~ 
l'eau. 

2.2. Los mgdications administr6es ont 6t6 l 'hydrochlo- 
rothiazide (Esidrex| Ciba en substance1), le l~-mono- 
m6thylamide de l'acide ae6tique (N-m6thylac4tamide 
purum Fluka), l'insuline porcine cristallis6e (Actrapid| 
Novo2), l'alloxane (hydrate d'alloxane Fluke), le glucose 
(monohydrate de glucose ou glucose anhydre Fluke). 

1 Nous romercions la maison Ciba S.A. BMe de nous 
avoir fair cadeau de cette substance. 

2 lkTous remercions la maison Novo Industri, Copen- 
hague, de nous avoir aimablement effort de l'insuline 
porcine oristallis6e ainsi que des 4chan%illons d'insuline 
commerciale. 
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Les substances administr@es par vole intra-veineuse 
(veine de la queue) ont 6t6 dilutes dans une solution de 
NaC1 k 0.9% (2 rnl/kg poids), les substances administrTes 
par vole orale (sonde gastrique rigide) dans l'eau, saul 
l'hydrochlorothiazide qui a 6t6 dissous dans une solution 
de l~laOI-I 0.05 ou 0.i N (10 ml/kg poids). Les cristaux de 
N-monom@thylamide de l'aeide acTtique ont 6t6 prTalable- 
ment liquTfiTs k 28~ Toutes les solutions ont 6t6 prT- 
parTes dans l'heure pr@cTdant leur utilisation; elles ont 
6t6 administr@es k des animaux non anesth@siTs. 

2.3. Les precedes utilis~s pour sensibiliser les rats ~ un 
dventuel effet diabdtog~ne de l'hydroehlorothiazide ont 6t6 la 
pancrTatectomie subtotale, effectu@e sous anesthTsie 
l '6ther ( I ~ L E  et G~I~I~H, 1949) (les animaux tdmoins 
ont subi une laparotomie) et l 'alloxanisation partielle par 
injection intra-veineuse de 35 mg/kg d'alloxane apr~s 
48 h de jefine; les rares anlmaux devenus diabTtiques 
(glucosurie ou glycdmie k jeun supdrieure h 100 rag/100 
ml) ~ la suite de l ' injection n 'on t  pas @t6 utilisgs. 

2.d. L'effet @lab@tog@he do l'hydrochlorothiazide (HCT) a 
@t6 recherch6 chez les rats ((sensibilisds)) et non (~sensibi- 
lisds)): les doses administrTes ont @t6 de 40, 100, ou 200 
mg/kg. jour  d 'HCT pendant  6 semaines (traitement oral 
biquotidien). Les rats tgmoins de chaque groupe ont regu 
la m~me quantit6 de solvant que les rats traitTs. L'effet 
diab~tog~ne du N-monomdthylamide de l'aeide acdtique 
(NMMAA) a 6t6 recherch@ ehez des animaux non prT- 
traitds. Le NMMAA a 6t6 administr6 k 3 r@gimes de doses : 
a) administrat ion de doses tmiques de 3--10 ml/kg p .o2 ;  
b) administrat ion quotidienne de fortes doses (1.0--3.2 
ml/kg �9 jour p.o. ou s.c.) (effet subaigu) ; e) administrat ion 
quotidienne de faibles doses (0.2-- 1.0 ml/kg,  jour p.o. on 
s.c.) pendant  plusieurs semaines (effet chronique). Pore" 
certaines expdriences, les animaux tdmoins ont dr@ ((pair- 
fed)~ avee les animaux traitds, c'est-~-dire qu'ils ont re9u 
par t~te de rat  la mTme quantit@ de nourri ture que la 
quantit6 moyenne ing@r@e le jour pr@eTdent par rat  trait@. 
l~our d'autres expTriences, des rats tdmoins en @tat d 'hy- 
perglycdmie ont 6t@ obtenus par l ' injection d'tme dose 
diabdtog~ne d'alloxane (40 mg/kg i.v., apr@s 48 h de 
jefine) ou par l 'administrat ion de glucose (3 g/kg p.o. ou 
1 g/kg i.v.). 

2.5. Los dehantillons de sang ont dr6 gdngralement prT- 
levds de veines de la queue des rats (plac@s dans des cages 

contention) ; pour la mesure de l 'activit6 insulinoide, ils 
ont dr@ pr@levds de l 'aorte des rats anesthdsiTs ~ l'@ther. 
Le s@rum a 6t@ obtenu par centrifugation moins de 60 rain 
apr~s le pr@l@vement du sang; il a @t6 congel6 ~ --20~ 
jusqu 'au  jour de la ddtermination. 

2.6. Mesures. La concentration do glucose du s t rum ou 
du sang (glycdmie) a @t6 d@termin@e par une mieromd- 
rhode colorimdtrique uti l isant les enzymes glueose-oxy- 
dase et peroxydase (rdactifs Schweizerhall). Chaque 
d@termination a @t6 faite en double. L'osmolalitd du sgrum 
a 6t6 obtenue par mesure de l 'abaissement cryoscopique. 
Acide acdtylacdtique et acgtone ont @t@ ddtectTs dans le s6- 
rum ~ l'aide du r@actif de RO~ElZA (nitroprussiate de R~a 
+- NHa0I-I + (NI:Ia)~SOa) (WEs~ et coll., 1966). Le p H  
sanguin a @t@ mesur6 dans des conditions ana@robies 
l 'aide d 'une @leetrode en verre et d 'un  pH-m~tre (Beck- 
man Research); le CO~ sanguin ~ l 'aide de l 'appareil ma- 
nomTtrique de vA~ SLY~E ; les bicarbonates ont @t6 calcnlds 
sur la base de l'@quation de I~EI~DERSOI~-HAssELBALCH. 
Les ddtails de la mgthode ont 6t6 ddcrits par GUI~A~D 
(1966). Les taux 8griques d'insuline immuno-rdactive (IRI) 
ont 6t6 dosgs par la mdthode de HALES et I~A~DLE (1963) ; 
ils ont 6t6 exprimds en ~U d'insuline humaine par ml. de 
sdrum (insuline humaine cristallisde de Nero  Industr i ,  
Copenhague; insuline I 125 ct (dnsulin binding reagent)) 
de Radiochemieal Center, Amersham, Royaume Uni). 

La densit6 du X-monomTthylamide de l'acide ac@ti- 
que liqu@fi@ k 28~ est de 0.95. 

L'activitd insulino~de (insulin-like-activity ~ ILA) a ~t@ 
mesurTe in vitro sur du s t rum diluT1/5, en uti l isant comlne 
index mdtabolique l 'oxydation de l 'atome C 1 14 du glu- 
cose-l-C 14 par le tissu adipeux 6pididymaire du rat  
(I~ENOLD et coll., 1960) (Glueose-l-C 14, New England 
Nuclear Corporation ou l~adioehemical Center Amer- 
sham). Dans chaque s t rum nous avons 6valud par cette 
mTthode I ' ILA totale et la NSILA (aetivit6 insulino~de 
non supprimable par strum anti-insulinique) (FIaOESC~ et 
coll., 1963; SA~-~N et coll., 1963b). l~ous averts dans ce 
but ajout6 au milieu &incubation, 30 rain. environ avant 
l'apport du tissu, du strum de cobayes immunisTs par 
l'insuline bovine en quantit6 4 lois sup@rieure k celle 
suffisant k neutraliser l'activit6 de l'@talon d'insuline por- 
cine le plus 61ev6 (240 ~U/ml); ~ ce taux, le s@rum anti- 
insulinique n'exergait pas d'effet insulino~de ni anti-in- 
sulino~'de propre. 

Le tissu adipeux @pididymaire a 6t@ prTlev6 de 5 rats. 
Ces animaux, de 160--200 g, nourris ad libitum, ont requ 
des concentrations eroissantes de glucose de 5, I0, et 15% 
dans l'eau de boisson all tours des 5--8 jours prTcTdant 
l'@preuve. Le tissu a 6t6 rTparti dans 20 flacons d'ineuba- 
tion selon un mode semblable k eelui utilis6 par FRO]~SCH 
et coll. (1963): chaque lambeau de tissu a 6t@ divis6 en 12 
fragments de faille semblable. AussitTt pr@levTs, ces frag- 
ments ont 6t6 places dans les flacons @'incubation selon 
un ordre tel que chaque flacon re9oive du tissu des 5 rats 
et, en proportions identiques, des fragments provenant 
de lambeaux gauches et droits, des fragments proximaux 
et distaux. 

Selon le proc@d6 adopt@ par le laboratoire de A.E. 
REI~OLD, la base utilis@e pour capter le CO 2 libTr6 par le 
tissu a @t@ l'hydroxyde de hyamine-lo-x (Packard) (solu- 
tion i I~, clans le mTthanol), introduite en fin d'incubation 
(aussit6t aprTs l'adjonction au milieu de 0.2 ml de H2SO 4 
i0 I~) dans de petites cupules en plastique suspendues k 
l'intTrieur des flacons (0.4 ml par cupule). Les flacons 
d'ineubation ont ensuite 6t6 laissTs 90 min h tempTrature 
ambiante, puis ont 6t6 dTbouchTs, ct les eupules et leur 
contenu ont @t6 versts dans 15 ml de liquide ~ scintilla- 
tion, solut6 de 2,5-diph@nyloxazole (PPO) et de 1,4-bis-2- 
5-ph@nyloxazolyl-benzTne (POPOP) (PACKARD) dans 
du toluene. Les dTsintTgrations ont 6t6 mcsurTcs dans nn 
eompteur k scintillation liquide (NUCLEAI~ Chicago) et 
exprimTes en coups par rain (cpm). IYne relation linTaire 
entre le logarithme de la concentration d'insuline (de 16 
250 BU/ml) et le logarithme des epm/mg de tissu a 6t6 
vTrifiTe, l~ous avons exprim6 les valeurs de I'ILA cn ~U 
d'insuline porcine/ml de s@rum non diluT. Les taux d'ILA 
supprimable par strum anti-insu]inique (SILA) ont 6t6 
obtenus en soustrayant les valeurs d'ILA non suppri- 
mable (NSILA) des valeurs d'ILA totale. L'erreur de 
mensuration 6fair faible: sur 90 dTterminations doubles 
des valeurs soit d'ILA totale soit de I~ISILA, le rapport 
de la valeur obtenue lors de la seeonde mesure ~ celle 
obtenue lors de la premi@re mesure a 6t6 de 1.05 :J= 0.044. 

2.7. Expression des r~sultats. Les donnTes num@riques 
ont 6t6 exprimTes en moyelmes ~ @carts moyens des 
moyennes (~ =L S.E.). Les droites de r@gression, ainsi que 
les significations de diffgrences entre moyennes et coeffi- 
cients de r@gression ont dt6 calcul@es scion les m~thodes 
statistiques habitue]les (S~EDEOOI~ et COCtI~AI% 1967). 

3. B~sultats 

3.1. Effet diabdtog~ne de l'hydrochlorothiazide: l 'hy-  
drochlorothiazide (IICT) adminis t r6  p e n d a n t  5 s 6 

semaines ~ raison de 40 ou 100--200 m g / k g ,  jour  p.o.  

Nous remercions le Dr. B.A. Hln~z% 2VI.D.MC Path. 
des Wellcome Research Laboratories d'avoir pr@par6 et 
mis ~ notre disposition le s t rum anti-insulinique. 
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des rats prdtrait6s 3 jours avant  le ddbut du tralte- 
ment  s I 'HCT par une dose subdiab6tog~ne d'alloxane 
(35 mg/kg i.v.) ou 2 semaines avant  le ddbut du traite- 
ment  s I 'HCT par une panerdatet tomie subtotale, ainsi 
qu'~ des animaux normaux pstudo-opdrds (tdmoins), 
n 'a  provoqu6 ni dldvation de la glyc6mie ~ jeun, ni 
dhninution de la toldrance au glucose (Tableau 1.) 

T a b l e a u  1. Effet de l'administration ehronique d 'HCT sur 
la glycdmie ~ ]eunet  la toldraz~ce au glucose des rats ~<sen- 
sibi~isds ~) par une dose subdlabdtog~ne d' altoxane (35 mg /kg 
i .v . )  ou par u~e panerdatectomge subtotale et des rats nor- 

m a u x  pseudo-opdrds 
Sent indiqu6es les valeurs de glycdmie (rag/t00 ml), 
jeunet  apr~s surcharge de glucose (3 g/kg p.o.), not6es au 
cours de 1~ 6brae semaine de traitement par 100 mg/kg �9 
jour d 'HCT p.o. (200 mg/kg �9 jour pendant les 2 derni@res 

semaines de traitement des rats alloxanis6s) 

HCT Solvant 

Rats alloxanis~s n = 9 n : t 0  
jetm 65 ~ 4 76 • 3 
90 mill apr6s glucose 119 =E 4 130 J- 7 
240 rain apr~s glucose 84 =i= 4 85 =E= 5 

Rats  paner~atectomisds n ~ 4 n = 5 
jeun 69 ~: 4 66 ~: 3 
90 mill apr~s glucose 108 ~: 7 115 ~- 7 
240 min apr~s glucose 82 ~ 3 77 4- 3 

Rats pseudo-operas n = 3 n = 3 
jeun 81 =E 7 74 =E 5 
90 mill apr~s glucose 114 =E 5 117 =j= 4 
240 rain aprSs glucose 90 =E 3 86 ~ 2 

I1 n ' a  ell outre 6t6 observ6 aucun effet hypergly- 
c6miant aigu de I 'HCT s la dose de 50 mg/kg p.o. 
(glye6mie mesurge 2,5 et 8 h apr6s l 'administration). 
Cet effet a 6t6 recherch6 sur 6 rats pancrdatectomisds 
et 5 rats  t6moins pseudo-opdrds, avant  et au tours du 
t r a i t emtn t  de 100 mg/kg �9 jour d 'HCT.  

3.2. Ef fe t  ldthal et diabdtog~ne de l 'adminis t ra t ion  

subaigug ou chronique de N . m o n o m ~ t h y l a m i d e  de l' acide 

acdtique: la Fig. 1 montre  les temps de survie moyens 
de groupes de rats  traitds une lois par  jour par  diff@- 
rentes doses de N M ~ A ,  et indique que b doses quo- 

tidiennes de b ml/kg avaient  en gdndral le mbme effet 

ldthal qu'une dose unique de a ml/kg, c'est-s ClUe 
la toxicit6 6tail cumulative. La courbc en trai t  continu 
indique lts temps de survie a t t tndus  en admet tan t  
qu'une dose orale de 13 ml/kg de 1NMMAA soil mor- 
telle au bout  d 'un jour et que la totalit6 du NMMAA 
administr6 s doses fraetionndes reste duns l 'organisme 
et contribue ~ par t  entibre ~ l 'effet ldthal des doses 
suivantes. Cette repr6sentation montre  que les temps 
de survie ne d@assent  ceux at tendus en cas de cumu- 
lation intdgraIe qu'~ des doses quotidiennes inf6rieures 

1 ml/kg �9 jour p.o.  
Les animaux soumis ~ des administrations quoti- 

diennes de 1 ml/kg de NMMAA p.o. (rats femelles 
d 'envh'on 200 g) out rapidement  cess6 de s 'alimenter. 
La faim volontMre a dtd accompagnde par  une pe r t t  
de poids excessive ( - -53  • 3 g en 6- -7  jours), signifi- 

ta t ivement  supdrieure ~ la perle de poids constat6e 
ehtz Its animaux tdmoins <(pair-fed~> (--34 4- 3 g). 75% 
des animaux sent morts  en 14 jours, 50% en 9 jours. 
Un effet semblable & 6td trouv6 dams un groupe de 8 
rats recevant ta re@me dose de NMMAA par vole sous- 
cutande. La mor t  de ces animaux a 6t6 pr6cgdde par  
une hyperglycdmie: sur les 19 rats  examinds au tours 

SURVIE 70- 

JOURS 50 - 
40- 
3O: 

20 -- 

10 
8 
6 

i 

1 2 3 ~ 5 6 7 8 9101112131415 
m[ MMAA / kg,jour p.o. 

F ig ,  1. Du r6e  de su rv le  de g roupes  de 8--9.0 ra t s  t ra i t6s  
par diff~rentes doses quotidiennes de NMMAA par vole 

orale 
Les points et barres ddsignent les moyennes ~: erreurs 
moyennes des moyennes (S. E.). La ligne continue indique 
les temps de survie attendus ell admettant qu'une dose 
unique de 13 ml]kg de NMMAA rue ell 1 jour, et que des 
doses plus petites dorm6es & 1 jour d'intervalle s'accumu- 

lent totalement 

d 'un  tel t ra i tement  par  vole orale, la glycgmie g jeun 
(mesur6e 15 h aprbs Ia prgcgdente administration de la 
substance) 6tail significativement plus dlevge chez les 
10 rats  qui allaient succomber ~ l ' intoxication dans 
Its  3 jours ~ venir (117 4- 9 mg/100 ml) que chez les 9 
rats qui devaient survivre plus longtemps (78 4- 5 rag/ 
100 ml) (p < 0.001). La glycdmit g jeun de ces derniers 
ne se distinguait pas de celle constatde thez 10 rats  
tdmoins (qpair-fcd~) (68 4- 3 mg]100 ml), mais leur to- 
ldranee ~, une surcha.rge de glucose (3 g/kg p.o.) glair 
ne t tement  dJminu6e: la glycdmie s 'est dlevde de + 7 5  
-~ 10 rag/100 ml chez ees animaux au tours des 90 
rain suivant l 'admhfistrat ion de glucose, a]ors qu'elle 
ne s'est dlev6e que de + 4 5  4- 3 rag/100 ml pendant  
la m~me pdriode chez Its rats  t6moins (cpair-fed)> (p < 
0.001). 

Afin de prdciser la relation entre l 'cfft t  hypergly- 
c6miant et l 'effet ldthal du NMMAA, nous avons inter- 
rompu un t ra i tement  de 1 ml/kg �9 jonr de NMMAA p. o. 
aprbs 5 - -6  administrations quotidiennes et contr6t6 la 
glyc6mie ~ jeun et aprgs surcharge de glucose lots des 
3 jours suivant l 'arr~t du t ra i tement ;  les rdsultats out 
6t4 groupds d'apr@s la survie ultdrieure des animaux 
(Tableau 2). Les animaux qui allaient p6rir 24--72 h 
plus lard  pr6sentaient une glyc6mie ~ jeun 61ev6e t t  
une tol6rance au glucose diminu6e. Duns le lot d'ani- 
maux  moins gravement  intoxiqnds, qui tous allaient 
survivre plus de 3 semaines, la glyc6mie ~ jeun n '6tai t  
pus 6levde; la tol6rance au glucose 6tail par  centre 
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significativement abaissde, phdnomgne transitoire qui 
n 'a  pas dtd retrouvd 6 jours aprbs l 'arr~t du traite- 
ment.  

Au cours d 'un t ra i tement  chronique par  0.5 ml/kg �9 
jour de NMM_AA p.o.,  des t aux  61evds de glucose n 'on t  
dtd constatds que dans les dchantfllons de sang prd- 

LEetIAT et coll. (1960) (durge d 'observation de 7 jours) 
e t la  DLm chez la souris est de 5.2 g/kg p.o. ( =  5.5 ml/ 
kg p.o.) selon SCHOLZ (1939). Darts nos expdriences, la 
mor t  de la souris et du ra t  intoxiquds par  le NMMAA a 
toujours dtd prdcddde d'une phase hyperglycdmique. 
La Fig. 2 indique les droites de rdgression (et leurs 

Tableau 2. Rapport entre glyegmie (et tolerance au glucose) et survie apr~s traitement par 1 ml/kg. ]our de N M M A A  p.o. 
pendant 5 d 6 ]ours 

Parmi les valeurs obtenues 2--3 jours aprbs l'arr6t du traitement, nous avons distingu6 cellos notdcs chez les rats qui 
allaient mourir en quelques jours (5 rats: premibre colonne) de celles hordes chez les rats qui devaient survivre ul- 
tdrieurement (1~ rats: deuxi~me colorme) ; ces derniers ont dtd examinds ~ nouveau 6 jours apr6s l'arr6t du traitement 
(derni~re colonne). Sont indiqudes (en rag/100 ml) les valeurs de glyedmie avant la surcharge de glucose (~ jeun), et les 
dldvations de glycdmie rdsultanb de cette surcharge (3 g/kg de glucose p.o.) 

2--3 jours aprgs arrgt 
du traitement 

6 j. aprgs arrgt 
du traitement 

24--72 h p survie > p tdmoins p survie > 3 sere. 
avant ~ 3 sere. 

Glycdmie ~ jeun 181 4- 41 <0.001 68 • 3 N.S. 71 ~= 2 N.S. 66 • 5 
5 glycdmie 90 min apr6s 
glucose -- jeun 4-70 4- 21 N.S. ~-63 ~ 4 <0.001 ~41 ~= 2 N.S. -t-47 4- 11 
A glycdmie 240 rain apr~s 
glucose -- jeun -t-48 4- 16 N.S. ~39 4- 9 <0.001 -t-13 4- 2 N.S. -[-15 4- 5 

levds moins de 5 jours avant  la mor t  des animaux. 
L 'adminis trat ion quotidienne de 0.2 ml/kg de NMMAA 
par  vole orale s 20 rats  m~les pendant  10 mois n 'a  in- 
fluencd ni la croissance, ni la mortalitd, ni la glycdmie 

jeun, ni la toldrance au glucose, par  eomparaison aux 
valeurs notdes sur un groupe de rats tdmoins tenus dans 
les mgmes cages. 

GLYCEMIE : 2.": 10 rnl/kg, p.o. 
mg/100 m[ 

400" ~ 6.7 rnl/kg, p.o. 
,-I-. 

I 

i~ ~ 

300- ,/ + 
j I ! 

,, , ,..'k:.;-~ 
�9 ' ,v'g,;"" 

200" ,," ,' ~-.-'."-"" 
/ f f  ~ ~r ,':-- 

100. 

10 20 30 4'0 5'0 6'0 7'0 8'0 HEURES 
APRES NMMAA 

Fig. 2. Effet hyperglycdmiant de doses ldthales de NMMAA 
en fonction du temps dcould depuis l'administration 

Chaeune des 2 doses de NMMAA a dtd administrdc ~ 6 
rats (mis ~ jeun aprgs l'administration). La glycdmie a 
6td mesurge sur des @hantillons de sang prdlevds ~ des 
intervalles de 2 h. Les droites de rdgression sont indiqudes 
avec leurs erreurs moyennes (voir ldgende tableau 4). La 
durde moyerme de vie (trait vertical) est indiqude avec son 
erreur moyenne de la moyenne (S.E.) (traits verticaux 

pointillds) 

3.3. Effet lgthal et hyperglyc~miant aigu du N-mono. 
mdthylamide de l'acide ac~tique: La DL~o du NMMAA 
chez le rat  est de 3.6 g/kg p.o. ( =  3.8 ml/kg p.o.) selon 

erreurs moyennes) des valeurs de glyc~mie en fonction 
du temps dcould aprgs l 'administrat ion de 2 diff6rentes 
doses ldthales (troupes de 6 rats;  glycdmie ddterminde 

intervalles de 2 h). 
L'dldvation de la glycdmie a dtd gdndralement con- 

tinue jusqu's  la mort ;  ehez 2/12 animaux toutefois, 
apr~s s'~tre dlevde eonsiddrablement, la glyedmie est 
retombde ~ des valeurs plus basses 6- -  12 h avant  la mort.  

Les valeurs de glycdmie hordes au cours des pre- 
mitres 30 rain suivant l 'administrat ion des m~mes 
doses lgthales de NNMAA ont dt6 significativement 
plus dlevdes que celles constatdes sur les m~mes rats 
avant  l 'administrat ion de la substance (-~25 4- 5 rag/  
100 ml). Nous n 'avons pas constatd de phase hypogly- 
cdmique initiale. 

La dose unique de 3 ml/kg p. o., infgrieure ~ la DL~o, 

a provoqud ehez tous les  rats  une dlgvation de la gly- 
edmie, s jeun et apr6s surcharge de glucose; la toldrance 
au glucose dtait significativement plus abaissde chez 
les rats  intoxiquds mortel lement que chez les futurs 
survivants (Fig. 3). Le contrSle homdostasique de la 
glye6mie de ees derniers s 'est rdtabli dans les 8 jours 
suivant l 'administrat ion de NMMAA. 

3.4. Tableau du diab~te provoqud par le N.mono- 

mdthylamide de l'acide ac~tique: le eomportement  du 
ra t  apr6s l 'administrat ion d'une dose ldthale de 
NIVIMAA est devenu rapidement  anormal. Dd]~ 5 h 
apr6s l 'administrat ion de 8 ml/kg de NMMAA p.o.,  les 
animaux 6talent somnolents, une par4sie des membres 
postdrieurs s 'dtait  installde; les animaux avaient  cessd 
de prendre de la nourriture. La l~thargie s 'est accen- 
rude au cours des heures (d 'autant  plus r i t e  que la 
dose administrde avait  dtd plus forte), les rdactions du 
ra t  aux stimulations externes se sont affaiblies, la 
faiblesse musculaire a augmentd et finalement un coma 
profond a dtd constatd. 
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A la phase de l&hargie, les rats  dtaient en acidose 
m&abolique, avee c&ondmie (nettement plus pro- 
noncde que chez les rats  tdmoins ~ jeun), chute nette 
des bicarbonates plasmatiques, et mdme abaissement 

GLYCEME 
mg lt00ml 

200 

100 

..... RATS DECEDES 2-3 JOURS PLUS TARD 

~-----~ RATS BIEN PORTANTS 3 SEMAINES 
PLUS TARD 

~---~ RATS TEMOtNS SANS NMMAA 

J i > =  ...... ............ 

~," / / v.[~. ~ ~ . ~ l  

N S ~/~ " /  . /  ~ ' " " - -  

() 90 2Z*0 MIN 

APRES GLUCOSE 

Fig. 3, l~apport e n t r e  glycdmie (e t  t o l d r a n c e  a u  g lucose)  
et m~vvie apr~s l'~dministration dkme dose unique de 3 

mlfl~g de I~MI~AA p.o. 
Les valeurs de glycdmie ~ jeun et aprbs surcharge de glu- 
cose (3 g/kg p.o.) on~ dtd not.des aucours  des 3 premiers 
jours suivant l 'administration de la substance. L~ signi- 
fication statistique de 1~ diffdrenee entre moyennes est 
indiqu~e par : 
* ---- ,io < 0.05; ** ---- p < 0.01; *** = p < 0.001 

du pI-I (Tableau 3), moddr6 en raison de l'efficacitd de 
la contre-rdgulation respiratoire par  hyperventflat ion 
manffeste. Une diarrhde survenait  parfois;~ au stade 
terminal, les rats  &aient  anuriques. 

Tableau 3. Perturbations de l'~quiIibre aeido-basique san- 
guin eonstatdes chez lee ~ats intoxiqugs par une dose Igthale 

do hT ~/I M A A  
*** : p < 0 .001  

pi t ,  [ttCOs] pCO~ 
arteriel plasm, mm Hg 

mEq/1 

Tdrnoins 7.40=k 0.01 22q-2 29=~3 
18--40 h aprgs *** *** 

8-- 10 ml/kg NMMAA 
p.o. 7.30=k 0.02 10~1 21=~3 

L'osmolaht6 du sdrum s'est 61evde de 307 4- 6 
mOsm/kg H20 avant  l 'administrat ion s 382 4- 7 
m 0 s m / k g  I-I~O 15--20 mh~ apr~s l 'administration, puis 
s 'est abaissde ~ 345 4- 7 m 0 s m / k g  l=I20 40--60 rain 
aprbs l 'administration. Elle s 'est par  la suite maintenue 
entre 360 et 390 m 0 s m / k g  H20 avan t  de s'dlever 
nouveau g 461 =]= 15 m 0 s m / k g  ~I~O an sours des 5 h 
prdcddant la mort .  

Le sdrum des rats  intoxiquds par  le NMMAA 
n '&ai t  pas hdmolysd. A l 'autopsie, l 'estomac dtait dis. 
tendu, l ' intestin &air p&le, d 'aspect  vitreux. Pas d 'au- 
tres particularit@s notables ~ l 'examen externe des 
organes. 

A l 'examen histochimique du role, le contenu eel- 
lulaire en glycogens est apparu fortement diminu6 5 h 
~prds l 'administrat ion de la substance. A l 'examen 
histologique du panerdas, un plus grand hombre de 
granulations a 61~ trouvd duns les eellules fi de rats  20 

40 h aprds l 'administrat ion de la substance que duns 
les cellules fl de rats  tdmoins (MdsLI, I~I~)~L et Gcz- 
DOCX: observations non publides). 

3.5. M~canisme de Faction diabdtog~ne du N-mono. 

mgthylamide de l'acide acdtique: 

3.5.1. Effet hypoglycgmiant de l'insutine : diff~rentes 
doses d'hlsuline (1,25--80 U/kg) ont 616 inject@es par  
vole intra-veinense ~ des rats  qui avaient  repu une dose 
tdthale de NI~L~L&A 5--36  h auparavant .  L'effet hypo- 
glyedmiant de l ' insuhne ehez ces animaux (dont la 
glye@mie avant  l ' injection &air  de 193 4- 14 rag/100 
ml) a dr@ eompar~ ~ celui constatd chez des rats nor- 
maux  non traitds (glyedmie avant  l 'injeetion: 85 4- 2 
rag/100 ml) et chez des rats  en diabbte alloxanique 
(glye~mie avant  l 'injection: 335 4- 23 rag/100 ml). 

CHUTE DE LA 
GLYCEMIE 

% 1.25 Ulkg 

20 

40 z/, 

6O 

5Ulkg 

I--JNORMAUX 

[ ]  NMMAA 

80 [~ALLOXAN 

20Ulkg 80 U/kg 1NSULINE 

f 

I 
Fig. 4. Effet hypoglyedmiant de l'insuline exprlmd en fone- 

tion de la glycdmie initials 
Sont reprdsentdes en pourcentages les moyennes (=k 
S.E.) des chutes de glyedmie produites en 60 ram par 
l'injeetion intra-vcineuse de diffdrentes doses dqnsuline 
porcine aux rats normaux, aux rats intoxiqugs par 8 ml/kg 
de NMIRAA p.o. 5--36 h auparavant, et aux rats en dia- 
bdte alloxanique 

Exprimde en fonetion de la glycdmie initiMe, la 
chute de glycdmie provoqude par  une dose donnde 
d'iusuline a dt6 approximat ivement  la m@me chez les 
rats  normaux et les rats  en diab~te alloxanique (Fig. 
4). Elle a par  eontre dt6 significativement plus fMble, 
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apr~s chaque dose d'h~snline, chez les rats intoxiqu6s 
par le NMMAA. 

L'effet hypoglycgmiant de l'insuline exoggne est 
donc affaibli d'une fagon marqu@e chez les rats intoxi- 
quds par une dose 16thale de NMMAA. Cot affaiblisse- 
ment pourrait rendre compte de l'hyperglycgmie si la 
sensibilit6 s l 'aetion hypoglycdmiante de l'insuline 
endoggne 6fair semblablement diminu6e. 

3.5.2. T a u x  sdriques d' insuline immuno-rdactive : les 
concentrations d'insuline immuno-rdactive (Ii%I) dans 
le sdrum ont 6t6 ddtermindes parall~lement & la gly- 
c6mie chez des rats intoxiqu6s par 8 ml/kg de NMMAA 

tous ces animaux, la glyc6mie 6tait sup6rieure & 350 
mg/100 ml de sang. 

3.5.3. Activitd insulino~de du sgrum : les concentra- 
tions s6riques d ' ILA totale, d ' ILA non supprimable 
par s6rum anti-insulinique (NSILA) et supprimable 
par sdrum anti-insulinique (SILA) ont 6t6 recherch6es 
5 h e t  12--20 h apr~s l 'administration orale de 8 ml/kg 
de NMMAA p.o. s des rats s jeun depuis 15 h. 
Lors de chaque test 6tait dosge 6galement I ' ILA de 
1--2 6chantillons s6riques de contr61e. Les rdsultats, 
rapport6s dans la table 8, indiquent qne I ' ILA s'est 
abaiss6e significativement au cours des premi@res 5 h 

Tableau 4. Equations des droites de rdgression des concentrations sdriques d ' I R I  par rapport aux valeurs de glycgmie chez 
les rats intoxiquds par 8 ml/kg de N M M A A  p.o., et chez les rats tdmoins apr~s surcharge de glucose par voie orale (30-- 

240 rain apr~s 3 g/kg de glucose) ou par vole intra.veineuse (3--60 min apr~s 1 g/kg de glucose) 

a = intersection de la droite de rdgression et de l'ordonn6e; 
b = coefficient angulaire ; 
Sb = erreur moyerme du coefficient angulaire (sample standard deviation of the regression coefficient) ; 
S~. x = erreur moyenne de la moyenne des valeurs d ' I g I  par rapport N la droite de rdgression (sample standard 

error of Y estimated from X); 
validit6 = signification statistique de la d6viation de la droite de r6gression de l'horizontale. 

II~I qzU/ml) = a + b [4- Sb] glycdmie (mg/100 ml) Sy. x glyc6mie n validit6 

38 0.31 0.09 10.4 215 4- 14 74 p<0.001 
20 0.31 0.03 2.2 1394-7 135 p<0.001 

NMMAA 
Tdmoins apr~s 

glucose p.o. ou i.v. 

p.o., & divers intervallcs de temps apr~s l 'intoxication ; 
quelques animaux n 'ont  subi qu 'un seul pr61~vement, 
d'autres des pr61~vements r@6tgs, espac6s de plus de 
6 h. Les rats ont 6t6 mis s jeun apr~s l 'administration 
de NMMAA, parfois ddjs 15 h scant  l 'administration. 
L'616vation de la glyc6mie induite par le NMMAA a 
6t6 accompagn6e par une 616vation du taux sdrique 
d ' I R I :  le coefficient angnlaire de l'616vation du taux 
d ' I R I  en fonction de l'6ldvation de la glycgmie a 6t6 
identique s celui trouv6 chez les rats normaux apr~s 
surcharge orale ou intra-veineuse de glucose (Tablean 
4), et la valeur de a 61ev6e (intersection de la droite de 
rdgression et de l'ordonnde) indique une tendance 
de fortes concentrations s6riques d ' I R I  chez les rats 
intoxiqu6s. 

Les taux 61ev6s d ' I R I  sgrique des rats intoxiqu6s 
par le NMMAA se sont cependant avdrds inaptes 
emp~cher l'616vation r4guli~re de la glyc6mie jusqu% 
la mort. Dans la Fig. 5, les valeurs de glycdmie d'une 
part, d ' I R I  sgrique d'autre part, sont montrdes en 
fonction des intervalles de temps @con]ds entre le mo- 
ment du prdl~vement et la mort. I1 apparalt bien que 
l'dl6vation de la glycdmie tr~s marqude et uniforme 
jusqu's la mort a 6t6 insensible ~ l'616vation 6galement 
significative de l'Ii%I sdrique. Les taux d ' I R I  ont 
fluctu6 tr~s fortement ~ l 'approche de la mort:  c'est 
ainsi que sur 6 6ehantillons de sang prdlevgs 1--2 
heures scan t  la mort des rats, 4 contenaient des taux 
considdrables d'II%I s6rique, compris entre 190 et 
500 9U/ml, alors que ces taux 6talent retombds dans 
les 2 autres 6chantillons ~ moins de 100 FU/ml. Chez 

GLYCEMIE mg/lO0 m 
IRI/uU / m[ 

400 

300. 

200' 

100. 

- GLYCEMIE 

40 30 20 1() ---0 HEURES 
AVANT LA MORT 

Fig. 5. Valeurs d ' IRi  s6rique et de glyc6mie en fonction 
des intervalles de temps avant la mort, chez les rats in- 

toxiqu6s par 8 ml/kg de NMMAA p.o. 
Les droites de r6gression, repr6sent6es avec leurs erreurs 
moyennes (voir 16gende Tableau 4), ont 6t6 calcul6es sur 
52 valeurs d ' IRI  et de glyc6mie, not6es sur 15 rats ~ di- 
vers intervalles de temps de la mort. Leur validit6 (pro- 
babilit6 statistique qu'elles se distinguent de l'horizontale) 
6tait de p < 0.001 pour la glyc@mie, de p < 0.02 pour 
l ' IRI  

qui ont suivi l 'administration du NMMAA, aux d@ens 
de la NSILA. Aprgs 12--20 h d'intoxication, bien qu'un 
taux normal de NSILA se soit r6tabli, le taux s6rique 
d ' ILA totale 6tait significativement inf6rieur ~ la 
valeur de contr61e, c'est-~-dire au taux d ' ILA pr@sent 
dans le s6rum de rats t6moins apr@s surcharge intra- 
veineuse de glucose et en 6tat d'hyperglyc6mie eompa- 
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ruble ~ celui des rats intoxiquds (Tableau 5): la SILA 
n'est apparue en quantit6s apprdciables que duns 2/19 
s@rums de rats intoxiqu6s, alors qu'elle se trouvait  
des taux trgs 61ev4s duns le s6rum des rats tdmoins. 

Les concentrations de NMMAA circulant duns 10 
sang des rats intoxiquds n'interf~rent done pus 
avec le procdd6 radioimmunologique de dosage de Fin- 
s a l i n e .  

Tableau 5. Aetivitg insulinogde ( I L A )  du sdrum de rats intoxiqugs par une dose lgthale de N M M A A  

Les valeurs de glyc6mie sont exprimdes en rag/100 ml de s~rum, les taux sdriques d 'ILA en ~U d'insuline porcine/ml 
de s6rum non dilu6 (c'est-~-dire que les concentrations d 'ILA trouv@es duns le s@rum dilu61/5 ont 6t6 multiplides par 5). 
Les rats avaient 6t6 mis ~ jeun 15 h avant l'administration du NMMAA ou l'injection de glucose 
-- NSILA: Activit6 insulinoide persistante en prdsence d'un exc@s d'anticorps ~ l'insuline. 
-- SILA: Activit6 insulinoide supprim6e par Its antieorps ~ l'insuline. 

NMMAA 8 ml/kg p. o. 
T6moins p 5h apr~s - p 12-20h p T6moins 

jeun apr~s- apr~s 
glucose i. v. 

n 
ILA totale 
NSILA 
SILA 
Glycgmie 

15 12 19 15 
210 • 17 <0.005 129 ~ 14 236 -f- 54 <0.02 438 4- 71 
210 • 22 <0.001 111 :J: 9 <0.005 182 -t- 15 190 ~ 13 
0.3 ~ 13 18 ~ 10 54 • 48 <0.05 248 ~ 71 
96 4- 11 148 ~ 11 310 -4- 21 313 4- 23 

L'616vation de la glye6mie induite par une dose 
ldthale de NMMAA n'est done pus accompagnde par 
une 616vation significative de I ' ILA s6rique suppri- 
rouble par l 'anticorps sp6cifique. 

3.5.4. Influence du N M M A A  sur les syst~mes d'dva- 

luation de I ' ILA  et de l ' IR I :  la r@onse du tissu adi- 
peux in vitro s I ' ILA pourrait @tre directement altdr6e 
par la concentration de NMMAA se trouvant duns le 
s6rum des rats intoxiqu6s par 8 ml/kg de NMMAA 
p.o. A d6faut d'une m6thode de dosage chimique, on 
peut estimer tr~s approximativement cette concen- 
tration par la mesure de l'osmola]it6 du s6rum: eile 
s'est 61ev6e de 307 ~c 7 mOsm/kg. H~O avant l'admini- 
stration s 383 & 7 mOsm/kg.H~O 15--20 minutes 
apr~s l 'administration de NMMAA, substance dont la 
concentration duns le sdrum des rats intoxiqu6s peut 
ainsi 5tre estim6e ~ 75 mM/L. Selon le procdd6 utilis6 
pour 6valuer I ' ILA, les 6chantillons de s6rum sont 
dilu6s 5 fois, de sorte que ]a concentration de NMMAA 
duns le milieu d'incubation dolt @tre d'environ 15 mM/L 
ou 0.1 vol. %. I1 fallait done v6rifier si I ' ILA exerc6e 
sur le tissu adipeux par du s6rum de rats normaux, et 
mesur6e en pr6sence de 0.1 vol. % de NMMAA duns le 
milieu, 6tait plus faible que I ' ILA exerc6e par le m~me 
s6rum on l'absence de NMMAA duns le milieu. La 
vitesse d 'oxydation du premier atome de earbone du 
glucose par ]e tissu n 'a  pus 6t6 modifide signifieative- 
ment par l 'adjonction au milieu d'une telle concentra- 
tion de NMMAA, ni m~me par l 'adjonction d'une con- 
centration 5 lois plus 61ev6e: I ' ILA de 6 6chantillons 
s6riques de rats normaux (de 355 ~zu/ml. en moyenne) 
a 6t6 61evde de + 35 :~ 45 ~u/ml. par l 'adjonction do 
0.5 vol. ~ de NMMAA au milieu d'incubation. Ni la 
SILA ni la NSILA n 'ont  6t6 abaiss6es. 

Sur 6 6chantillons de s6rums dos6s en l'absence et 
en pr6sence de 0.5 vol. ~ de NMMAA, il n 'a  pus 6t6 
constat6 non plus de modification des taux d ' I R I :  de 
55 ~ 6 ~zU/ml en l'absence de NMMAA, fls ont 6t6 
61ev6s de + 1 =~ 3 ~U/ml par l 'adjonction de NMMAA. 

4. Discussion 

4.1. Effet diab~tog@ne de l'hydrochlorothiazide 

Les valeurs de glyc6mie s jeunet  apr~s surcharge de 
glucose notges au cours d 'un traitement de 6 semaines 
par des doses de 50--200 mg/kg �9 jour d 'HCT p.o. 
n 'ont  r6v616 aucun effet diab6tog~ne de la substance 
chez le rat normal, ni ehez le rat ((sensibilis6~) ~ un effct 
diab6toggne par une pancr6atectomie subtotale ou par 
l'injection d'une dose subdiab6tog~ne d'alloxane. 

Pour le rat normal non sensibilis6, l'absence d'effet 
diab6tog~ne de I 'HCT concorde avec los conclusions de 
SCI~ULTZ et coll. (1966) et de WATSOn et coll. (1964). 
Les doses massives d 'HCT (1000--8000 mg/kg �9 jour) 
administr6es par ces derniers s diff6rentes souches de 
rats pendant 6 semaines n 'ont  produit aueune dldva- 
tion de la glyc6mie ~ jeun des animaux. 

Bien qu'ils n'aient pus obtenu de ((diab@te thiazi- 
dique)) du rat par un traitement prolong6 s I'HCT, 
ME~G et coll. (1965) ont observ6 une hyperglyc6mie 
faible et transitoire, non accompagn@e par une dimi- 
nution de la tol6ranee au glucose, au 12~me jour du 
traitement, et WOLFF et coll. (1964) ont not6 un effet 
hyperglyc6miant aigu de la dose d'HCT quotidienne- 
ment administr6e. Nos observations, portant s u r u n  
grand nombre d'animaux, n 'ont  eependant pus con- 
firm6 l'existenee de tels effets de l'hydrochlorothiazide, 
s dose semblable ou sup6rieure s celles utilis6es par ces 
auteurs. TABACttNICK et coll. (1965) out 6galement 
d6menti tout  effet hyperglycdmi~nt de I 'HCT s la dose 
unique 61ev6e de 160 mg/kg, rams ont constat6 une 
hyperglyc6mie tr~s marqu6e 60 min apr@s l'admini- 
stration par vole intra-p6riton6ale de la dose unique 
eonsid6rable de 320 mg/kg. Le proc6d6 exp6rimental 
utilis6 par ces auteurs se distinguait par la vole d'ad- 
ministration ntilis6e, et aussi par le mode de pr@l~ve- 
ment du sang, obtenu par ponction de l'aorte abdomi- 
hale du rat sous narcose ~ l'6ther, condition duns la- 
quelle les rats tdmoins pr6sentaient ddj~ une hyper- 
glyc6mie notable. 
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Lors de toutes ces @tudes, I 'HCT a @t@ administr@ 
sous forme de solution alcaline ou de suspension. Son 
effet diab@tog~ne surprenant init ialemant d@crit par 
LOSERT et coll. (1965) nous a incit@ ~ @tudier le solvant 
utilis@ par ees auteurs, solvant qui contenait 12 vol. ~o 
de NMMAA (SENFT: communication personnel]e). 

4.2. Effet hyperglyc~miant du N-monomdthylamide 
de l'acide acdtique 

4.2.1. Intensitd et durge : L'61@vation de la glyc@mie 
s jeun ou la diminution de la tol@rance au glucose 
not@es aprSs l 'administrat ion au rat  de doses sub]g- 
thales de NMMAA ont @t6 transitoires. Ces perturba- 
tions du m@tabolisme des hydrates de carbone ont @t@ 
moins prononc@es, mais ont persist@ plus longtemps 
clue celles produites par  d 'autres  agents hyperglycT- 
miants, tels les hormones g]yeog@nolytiques (adr@na- 
line, glucagon), les agents inhibiteurs de la s@cr@tion 
d'insuline (adr@naline, mannoheptulose, diazoxide) ou 
le s@rum anti-insulinique, inactivateur de l'insuline 
circulante. L'cffet hyperglyc@miant prolong@ exerc@ 
par le NMMAA (plus de 3 jours) ainsi que son effet 
l@thal cumulatif marqu@ semblent indiquer que la sub- 
stance active, le NMMAA ou un de ses mdtabolites, 
persiste Ion@temps dans l 'organisme. 

4.2.2. Effet diabgtog~ne et toxicitd gdndrale : Qu'il air 
@t@ produit  par  une dose unique ou par cumulation de 
doses, l 'effet l@thal du NlgMAA a toujours @t@ pr@c@d@ 
par un d@rgglement de l'hom@ostasie du glucose san- 
guin. Effet hyperglyc@miant et effet l@thal se sont mani- 
fest@s d ' au tan t  plus rapidement que la dose administr@e 
a @t@ plus forte. L'@l@vation continue de la glyc@mie 
]usqu'~ la mort,  produite par  l 'administrat ion d'une 
dose @lev@e de NMMAA, a @t@ aussi rapide que l'@ldva- 
tion aigu~ de glyc@mie notge chez le rat  brusquement  
priv@ d'insuline par  une pancr@atectomie totale (Scow, 
1956) ou par  l ' injection d'une dose forte de sdrum anti- 
insulinique (W~IGHT, 1965). La mor t  du ra t  intoxiqu@ 
par une dose l@thale de NM~{AA pourrai t  ~tre la con- 
s@quenee du diab~te grave induit par la substance, ou 
d 'un autre effet toxique de la substance. Les argu- 
ments suivants paraissent @tablir une relation de d@- 
pendance entre le syndrome diab@tique et la mort :  a) 
l 'effet toxique du NMMAA est r@versible lorsque le 
m@tabolisme des hydrates de carbone n 'est  que faible- 
ment  perturb@, il est l@thal lorsque eelui-ei est forte- 
ment  perturb@ ; b) le d@veloppement de l'acidose mgta- 
bolique, la concentration de bicarbonates et la pCO2 
sanguine abaiss@e, la e@tongmie, l 'hyperventi lat ion 
pulmonaire, la cessation rapide de route prise de nourri- 
ture, les par@sies musculaires aprgs quelques heures, 
l'@tat l@thargique s 'accentuant  progressivement, l 'anu- 
tie et la mor t  en @tat de d@shydratation, la distension 
de l 'estomac et de la vessie & l 'autopsie sont analogues 
aux observations de WRIGHT (1965) sur le ra t  en diab@te 
aigu s la suite de l ' injeetion d'une forte dose de s t rum 
anti-insulinique. 

Nous ne savons pas s'il existe un rappor t  entre 
l'effet diab@toggne du NMMAA et son effet caryoclasi- 

que d@crit par  LECHAT et coll. (1960) et WALLO• et 
coll. (1960). Les l@sions cellulaires provoqu@es par Fad- 
ministration au rat  de 0.8 - -  8 ml/kg de NMMAA ont 
@t@ trouv@cs surtout dans ]a inoelle osseuse et le testi- 
cule, @galement dans l'il@on et la rate, moins fr@quem- 
ment  dans le role. I1 a @t@ en outre observ@ par 
THIEI~SCI~ et coll. (1962) que l 'administrat ion de 
NMlV[AA ~ une rat te  gestante pouvait  provoquer des 
nanismes foetaux ou des morts in utero. Nos observa- 
tions au sujet de l'innocuit@ relative de doses quoti- 
diennes inf@rieures & 1 ml/kg de N~{MAA chez le rat  
coincident avec celles d'AxGLESIO et coll. (1958): un 
t ra i tement  de 5 jours par  0.5 g/kg �9 jour de NMMAA 
n 'a  pas engendr@ d'an@mie ni de neutrop@nie; aucun 
signe de toxicit@ h@atique ni r@nale n 'a  @t@ d@cel@ 
l 'examen histologique. 

4.2.3. Mgcanisme de l'effet hyperglyc~miant du N- 
mdthylamide de l'acide acdtique : L 'appauvrissement  tr~s 
inarqu@ du contenu hdpatique en glycog~ne constat@ 
l 'examen histochimique de foies de rat  pr@lev@s 5 h 
apr~s l 'administrat ion de 8 ml/kg de NMMAA p. o. indi- 
que que le d@bit h@atique de glucose est rapidement 
renforc@ par l 'administrat ion de la substance, mais ce 
phdnomgne ne peut  contribuer qu'~ l'hyperglyc@mie 
des premieres heures. L'@l@vation progressive de la gly- 
c@mie pendant  2 jours ou davantage observ@e chez ces 
animaux implique qu 'un tel m@canisme soit second@ 
par une inhibition de la captat ion de glucose par les 
tissns, comme dans le cas de perfusions d'adr@naline: 
ALTSZUI~EI~ et coll. (1967) ont constat@, au cours de 
perfusions prolong@es d'adr@naline s des chiens, que la 
production h@atiqne de glucose, initialement stimul@e, 
re tombai t  & son d@bit basal 60 rain apr~s ]e d@but de 
la perfusion; l'hyperglyc@mie persistait toutefois car 
la vitesse d'utilisation du glucose par les tissus n'@tait 
pas augment@e, cons@quence de l 'effet inhibiteur de la 
s@cr@tion d'insuline exerc@ par l'adr@naline. L'@ven- 
tualit@ clue l 'effet hyperglyc@miant du NMMAA soit, 
comme celui de Fur@thane, (REI~ERT, 1964) substance 
s structure chimique apparent@e, secondaire & une lib@- 
ration d'adr@naline des surr@nales est d@mentie par  la 
constatation qu 'un t ra i tement  de quelques jours par  
le NMS{AA produit  chez des rats surr@nalectomis@s 
une @l@vation de la glyc@mie semblable ~ eelle observ@e 
chez le ra t  normal, ce qui exclut, en mgme temps, une 
@ventuelle contribution des glucocortico~des s cet effet 
(SITTet coil, 1966). 

Nous avons not@, parall~lement s l'@l@vation con- 
tinue de la glyc@mie jusqu's la mort  induite par  la dose 
l@thale de 8 ml/kg de NMMAA p.o., une @l@vation si- 
gnificative des taux s@riques d ' I R I .  Bien que plus @lev@s, 

glycTmie comparable, que ceux trouv@s dans le s@rum 
de rats normaux sureharg@s en glucose, les taux  d ' I lg I  
pr@sents dans le s@rum des rats intoxiquTs ne sont pas 
parvenus s enrayer l'@lgvation de la glyc@mie. SITTet 
coll. (1966) ont aussi observ6 des taux  61ev@s d ' IR I ,  
disproportionn@s ~ la glyc@mie, dans le s@rum de rats 
eli @tat d'hyperglycdmie ~ la suite d 'un t ra i tement  de 
quelques jours par des injections sous-cutan@es de 

2* 
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NMMAA. Nous avons cependant constat4, seeondaire- 
ment  s une 414vation, un fl4chissement du taux  s4rique 
d ' I g I  ehez quelques rats  sur le point de mourir. 

I1 apparai t  donc que les cellules fi des riots de Lan- 
gerhans parviennent jusqu's  un stade avanc4 de l ' into- 
xication par  le NMMAA ~ s4crgter de l'insuline immu- 
nologiquement d4celable en r@ponse ~. ta glycgmie sans 
cesse croissante. I t  n 'a  d'aflleurs ~14 constat4 aueun 
signe d',@uisement~) des cos cellules ~ s l ' examen his- 
tologique de panerdas pr6lev4s 20 et 40 h apr~s Fad- 
ministration de la substance, mais au contraire tree 
augmentat ion du nombre de granulations. 

L ' inapt i tude de l'insuline endog~ne ~ emp~cher 
l'414vation de la glye4mie chez los animaux intoxiqu4s 
par le NMMAA est corrobor4e par  l 'observation d'une 
rgsistance ~ l 'effet h)Toglyc4miant de l'insuline exo- 
ggne. Une rdsistance ~ l'effet hypoglye4miant d'insuline 
cristalline a 4galement 4tg observde par  S~T et coll. 
(1966) chez des rats  en 4tat d 'hypergIye4mie a la suite 
d 'un  t ra i tement  de quelques jours par  des injections 
sous-cutanges de NSf~{AA. 

Contrairement aux t aux  d'II%I, los taux  d ' I L A  
constat4s dans le s@rum de rats  intoxiqn4s (20 h apr~s 
l 'administrat ion de NMMAA) se sent av4r4s signifi. 
cat ivement inf4rieurs, ~ glyc4mie comparable d 'environ 
300 rag/100 ml, ~ ceux trouvgs dans le s4rum de rats  
normaux surcharg4s en glucose; la diffdrence por ta i t  
essentiellement sur la fraction SILA, prdsente ~ des 
t aux  6levgs dans ]e s4rum des rats  t4moins surchargds 
en glucose, absente dans ]e s@rum de ]a grande majorit4 
des rats  intoxiqu4s. Or la SILA, qui se comporte comme 
l ' I t~I  lors de surcharge de glucose ~ des rats  normaux 
et qui, comme l ' IRI ,  se trouve/~ un taux abaiss4 dans 
le s4rum de rat  en 4tat d'hyperglycdmie ~ la suite d 'une 
injection de mannoheptulose (F~0ESCH et coll., 1966) 
et dans le sgrum d 'animal  en diab~te alloxanique 
(Fa0ESCH et coll. 1964; MOrGaN et I~ZAnOFF, 1965) 
apparai t  bien refl4ter l 'activit4 biologique de l'insnline 
s4cr4t4e par  le pancr4as. L ' inaet ivat ion de la S ILA 
sgrique par  injection ~ t 'animal  de sdrum anti-insulini- 
que induit un diabgte aigu, avee r4duction de Ia vitesse 
d'utilisation du glucose et dgalement augmentat ion 
trgs pr4coce du d4bit h@atique de glucose (F~ANCKSON 
et coll., 1964; A~TSZV~E~ et coll., 1964). 

Nous avons observ4 que l 'adjonction, s un milieu 
d ' incubation contenant du sdrum de ra t  normal dilud 
1/5, d 'une concentration relat ivement forte de  
NMMAA (environ 5 lois sup4rieure s la concentration 
susceptible de se t rouver clans Ie sdrum des animaux 
intoxiques) ne deprimait  pas I ' ILA exercee. Cette con- 
statat ion indique clue la sensibflit6 du tissu adipeux 
Faction de l'insuline n 'est  pas inhibee par  le NMMAA 
contenu dans le serum des animaux intoxiques. 

La  divergence frappante entre t aux  d ' I R I  et SILA 
contenus dans le serum des rats  intoxiques par  le 
NMMAA pourrai t  6tre due & la liberation d'une insu. 
line immunologiquement competente mais biologique- 
ment  inactive du pancreas de cos animaux. Cette hypo- 
these n 'expliquerait  cependant pas la resistance des 

rats intoxiqugs ~ l'effet hypoglyc6miant de l'insuline 
exog@ne porcine. L' inactivation de l'insuline endog~ne 
ainsi qu'exoggne pourrait  par contre se produire dans 
le courant sanguin ou dans des tissus eirconscrits; elle 
pourrai t  @tre due s un processus d4clench4 par  la p r 4 .  
sence de NMlVL&A ou d 'un de ses m4tabolites, elle pour- 
rai t  @ire due s l 'aet ivat ion ou ~ l ' inaetivation d'une 
r4action enzymatique physiologique. 

L 'abaissement  signifieatiI, transitoire, au cours de 
la phase initiaIe de l'41dvation de la glyc4mie sous 
l'influence du NMMAA, de Ia fraction NSILA est diffi- 
cile a interpr4ter; Ia NSILA se trouve ~ un taux  stable 
dans ]e sdrum de rats normaux (quelle que soit la gly- 
edmie), elle est pr4sente dans le s4rum d 'animaux 
pancr4ateetomis4s (STmNKE et coll., 1962) et de sujets 
en 4tat d'acido-c4tose diabgtique (F~oEscH et coll., 
1964) et ne semble done pas contribuer directement au 
r4glage d u  t~ux de ta glyc4mie. Un abaissement de la 
NSILA a dgalement ~14 constat4 par  FROESCH et colt. 
(1964) dans ]e sdrum de rats  en diabgte alloxanique. 
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