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Ce projet de doctorat s'intégrait dans un programme de recherche dont l'objectif à 

long terme etait une meilleure définition des modalités et indications de la thérapie 

antioxydante pour la protection du coeur contre les dommages reliés à I ' i schh ie-  

reperfusion. Parmi les nombreux défis à relever dans ce domaine, il nous apparaissait 

pertinent de clarifier la contribution relative des espèces réactives oxygénées aux 

dommages observ6s. puisque ceci s'avère determinant pour le choix du ou des 

antioxydants a prdconiser. Nous avons donc entrepris d'évaluer la contribution du 

radical hydroxyle. 

L'hypothése d'une participation de ce radical aux dommages dtisch6mie-reperfusion 

semblait plausible vu qu'il était reconnu comme une esphce radicalaire très toxique. 

Afin de mettre en Bvidence une relation de cause (radical hydroxyle) à effet 

(dommages), notre stratégie a été d'utiliser conjointement une méthode de ddtection, 

soit la formation de produits aromatiques hydroxyl6s par chromatographie gazeuse 

couplée A la spectrométrie de masse, et un antioxydant soluble ayant une bonne 

affinité pour ce radical, soit le N-acBtylcyst6ine. R&rospectivement, le choix de cette 

molécule antioxydante s'est avéré déterminant quant B l'orientation de ce projet de 

recherche. De fait, la mise en évidence d'un effet modulateur du N-ac6tylcystéine sur 

le débit coronarien d8s la premibre série d'expdrience a donné lieu à des expériences 

subsequentes, lesquelles visaient à préciser le ou les mécanismes en cause. 

Pour réaliser cette recherche, nous avons utilise le coeur isolé de rat perfus6 selon le 

mode Langendorff. La sequence des Bvhements associés B l'ischémie-reperfusion 

a 6té documentde par la mesure temporelle et  continue tout au long des perfusions 

de divers indices: (i) production de radical hydroxyle, (ii) nbcrose cellulaire (lib6ration 

de la lactate dtishydrogdnase), (iii) stress oxydatif (libdration de glutathion), et (iv) 

fonction mdtabolique (libdration de lactate et de pyruvate). De plus, le dosage 

d'indices tissulaires (nucl6otides adhyliques et glutathion) aprbs chaque expdrience 

et la mesure de paramhtres physiologiques (debit coronarien, rythme cardiaque, 
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pression systolique et diastolique, dP/dt) au cours des perfusions, nous ont permis 

d'évaluer la condition des coeurs suite à différents traitements. 

Dans une première série d'expériences, les coeurs perfuses ont subi une ischemie 

partielle de 90 minutes (ImI/min) suivie d'une reperfusion de 30 minutes. Pour la 

seconde série d'expériences, nous avons d'abord préservé les coeurs isol6s de rats 

pendant 4h dans une solution cardioplégique à 4°C avant de les reperfuser selon le 

mode Langendorff. Finalement, pour la troisidme serie d1exp6riences, nous avons fait 

subir aux coeurs une ischdmie globale de 15 minutes avant de les reperfuser pendant 

30 minutes. 

En résume, cette étude souléve d'une part un questionnement quant a la contribution 

du radical hydroxyle aux dommages observés lors de l'ischémie-reperfusion, et par 

conséquent sur l'efficacité d'une thdrapie antioxydante ciblée sur cette espèce 

radicalaire. D'autre part, nos r6sultats mettent en Bvidence un effet modulateur du 

N-acétytcystéine sur le débit coronarien des coeurs reperfusés. Cet effet semble 

attribuable B la présence sur cette molécuie d'un groupement thiol plutôt qu'à son 

activite de piegeur des radicaux hydroxyles. Le rn6canisrne impliqué dans cet effet 

modulateur du N-acBtylcystéine, lequel a ét6 observé dans trois protocoles différents 

d'ischémie-reperfusion, semble varier en fonction du temps d'addition du N- 

acétylcyst6ine et des conditions de perfusion. Parmi ies facteurs mis en cause, tel 

que sugg6ré par nos r6sultats, mentionnons l'effet permissif des substrats exogdnes, 

probablement le lactate, la formation d'oxyde nitrique et de ddriv6s S-nitrosothiols e t  

l'activité des canaux K',. Cet effet modulateur du N-acBtylcyst6ine sur le debit 

coronarien pourrait gtre a l'origine des effets hypotenseurs rapportes lors de son 

administration chez des patients souffrant de maladies cardiovasculaires. 
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Chapitre 1. RE-5 

1. INTRODUCTION GÉNÉRALE 

Les maladies cardiovasculaires (MCV) sont encore aujourd'hui la principale cause de 

cî6ci3s et d'invaliditd dans la plupart des soci6tes industrialisées. En 1 995, 37 % des 

deces au Canada Btaient amibuables aux MCV~''. Comparativement aux statistiques 

des annees 50 et 60, on note cependant une amélioration constante (Figure. I ) ,  due 

aux progrès consid6rables accomplis dans l'identification des facteurs de risque et 

dans le traitement pharmacologique et  chirurgical des MCV. Malheureusement, la 

morbidité et la mortalité demeurent spdcialement 6levées chez les patients ayant subi 

un infarctus du myocarde. En fait, la cardiopathie ischémique était responsable de 

56% des d&&s associds aux MCV en 1995. De ce nombre, la moitié était due à un 

infarctus aigu du myocarde. 

Au cours des quinze dernieres années, un grand nombre d'études dans le domaine de 

recherche des MCV a porté sur la caracterisation des "16sions de reperfusion", plus 

récemment nomme "syndrome d'ischémie-reperfusion". Ce terme référe à une serie 

d18v8nements apparaissant Ci la reperfusion du coeur ischémique soit l'arythmie, la 

sideration rnyocardique et endothéliale et la n6crose cellulaire. De nombreuses 

Bvidences expdrimentales incriminent les espdces rhactives derivees de I'oxygbne 

(ERO), comme facteurs contributifs à l'arythmie et la sideration myocardique ou 

endoth&liale, toutefois leur implication dans la mort cellulaire est controvers6e. Ceci 

explique en partie les rdsultats plut& decevants des thdrapies antioxydantes 

(lesquelles limitent l'effet toxique des ER01 lors de l'infarctus, un &at qui inclut une 

composante importante de ndcrose. En outre, l'application clinique des therapies 

antioxydantes semble plus prometteuse lors de la transplantation etlou de la chirurgie 

cardiaque et  lorsque se produisent des dpisodes r6pét6s et transitoires dlisch&nie- 

reperfusion (thrombol yse, angine). Toutefois, les modalitds de ces thdiapies 

antioxydantes n'ont pas 6tB ddfinies pr6cis4rnent. 



Etant donne l'abondance de litt6iature traitant des antioxydants, des espdces 

r6actives d6riv6es de I'oxyg8ne et de l'oxyde nitrique, cette revue bibliographique ne 

peut 0tre exhaustive, bien qu'elle tente de cerner les effets de ces di f fhnts facteurs 

dans le syndrome d'isch8mie-reprfusion cardiaque. Aussi, les r6fhnces c i t h  sont 

souvent des revues de la littdrature. 

Taux da mortâlitb pour 100 000 hommes 
700 



2. LE SYNDROME D'ISCHÉMIE-REPERFUSION CARDIAQUE 

2.1 . D6finitions et descriptions 

L'ischémie suivie d'une reperfusion induit une série de phénomènes caractéristiques 

nommés syndrome d'ischémie-reperfusion (1-R). Ces phénoménes sont: la sideration 

myocardique, la sidération endothéliale, l'arythmie e t  la nécrose cellulaire. 

La sidération myocardique est une dysfonction mécanique réversible, sévère et 

prolongée, observee suite à une isch6mie. malgré une reperfusion normale et 

l'absence de nécrose ~e l lu la i re '~~ .  La sevéritd de la sideration myocardique serait 

proportionnelle à la durée de l'ischémie. 

La sidération endothéliale ou vasculaire réfhre à une alteration dans la fonction des 

vaisseaux viables après l'ischémie et la reper f~s ion '~* '~~ .  Ce phénomdne, qui peut se 

manifester par une reperfusion ralentie et une diminution dans la r6serve de 

vasodilatateurs coronariens, concerne principalement 11endoth61ium, un tissu important 

dans I'horn6ostasie des vaisseaux sanguins. 

Le troisième phdnoméne associé au syndrome d'l-R est l'arythmie. Les differents 

types d'arythmies, dont la fibrillation ventriculaire, sont des manifestations du 

dérangement électrophysiologique de la cellulea2 qui se produisent surtout suite A une 

ischernie régionale. En fait, la fibrillation ventriculaire serait la principale cause de 

décés chez l'homme lors d'une ischbmie myocardique aiguë. 

Finalement, le quatriame phthornene associe au syndrome 4'1-R est la necrose 

cellulaire ou la mort d'une partie du tissu myocardique. II y a encore un debat à savoir 

si ce phhomene se produit à la reperfusion seulement, s'il est causé par Ifisch6mie 

ou s'il provient de la combinaison I-R. 



2.1 .l. L 'ischémie 

L'ischémie cardiaque se caractérise par l'interruption du flux sanguin donc par une 

diminution de l'apport en oxygène au niveau du myocarde. L'ischémie peut être 

globale ou régionale, instituée volontairement comme c'est le cas lors d'une chirurgie 

de revascularisation ou lors de la préservation du greffon cardiaque pour une 

transplantation, ou Qtre causée par une diminution du débit sanguin suite à 

I 'athérosclérose. 

II existe deux autres conditions qui ne seront pas discutées dans cette thèse mais qui 

doivent être mentionnées car elles s'apparentent à I ' ischhie.  D'a bord l'anoxie, une 

condition expérimentale qui se caractérise par une absence d'oxygène mais sans 

restriction de debit, et aussi I'hypoxie, une condition où il y a une baisse de la 

concentration d'oxygène sans variation de débit, ce qui est caractéristique de la vie 

en haute altitude. 

Concernant le degrd d' ischhie,  si elle est globale. comme c'est le cas lors de la 

cardioplégie avec une solution non-oxyg6née en hypothermie, aucun substrat exoghne 

n'est disponible mais I 'hergie peut être obtenue par la scission du glycoghne 

endogene en lactate. Un contenu Blev6 en glycogene serait bdndfique durant des 

ischémies de courte duree mais non durant celles de longue durde où le glycogdne 

serait tout de méme dt5plét6 totalement et où des dommages rnyocardiques 

apparaîtraient, exacerbes par un pH faible qui rnéne à l'augmentation des Bchanges 

Na * l  H' durant la reperfusionaO. 

Lors d'une ischdmie partielle ou regionale (avec un debit r6siduel). le flux glycolytique 

joue un rdle essentiel dans la géndration d'ATP. Les substrats mitochondriaux seuls 

ne permettent pas une r6cupbration de la crhatine phosphate (CP), e t  I'ATP gendre 

seulement par la phosphorylation oxydative n'est pas suffisant pour promouvoir la 

rdcupdration mdtabolique ou maintenir la fonction diastolique durant I'ischdmie 

partielle r n o d & ~ e ~ ~ @ .  En fait, le flux glycolytique diminue en fonction du ddbit 

coronarien mâme si l'extraction de glucose augmente faible débit, ce qui suggbre 



que le débit coronarien est I'6lément limitant lors d'ischdmie partielle. Le débit 

coronarien résiduel pourrait donc être le facteur crucial qui détermine si un 

approvisionnement de glucose sera bénéfique ou néfaste dans le développement des 

contractures is~h8rniques'~' . 

Par ailleurs, l'hibernation myocardique est un état chronique de dysfonction contractile 

régionale du ventricule gauche associé à la maladie coronarienne. La diminution de la 

fonction contractile rdduit la demande en oxygéne du coeur dans une condition où 

l'apport est faible car le debit sanguin est r6duit4". L'hibernation myocardique est 

une situation réversible avec une reperfusion normale et est parfois decrite comme 

une reponse adaptative du coeur à un apport d'oxygène à peine suffisant pour 

maintenir les fonctions biochimiques responsables de l'intégrité des cellules. 

2.1.2. La repedusion 

La reperfusion se définit par le retour d'un debit et d'une oxyghation normale au 

myocarde. Lorsqu'un tissu est prive d'oxyghne, en particulier le myocarde, le 

r4tablissement du debit sanguin est un pr6-requis absolu pour la survie. Toutefois, 

paradoxalement, il peut aussi entraîner des ldsions du myocarde. appel6es ldsions de 

r e p e r f u s i ~ n ' ~ . ~ ~ . ' ~ ~ .  C'est dans les années 70, qu'a Bt6 soulevde la possibilit6 que la 

reperfusion puisse endommager les m yocytes ddjd lds6es par 1 ' i ~ ché rn i e ' ~~ .  Mais ce 

n'est qu'en 1983 que le concept de "16sions de reperfusion" a vu le jours2. En effet. 

la reperfusion est associbe avec une libhration d'enzymes, une augmentation 

transitoire de la pression diastolique, une diminution de la contractilitd, un influx de 

calcium, des alterations de la fonction rnitochondriale, des dommages aux membranes 

cellulaires et marne de la ndcrose. Encore aujourd'hui, les preuves qui relient la mon  

cellulaire et les autres phdnombnes 8 la reperfusion sont faibles. Pour comprendre les 

rndcanismes irnpliquds, il faudrait concentrer les efforts sur la rhalisation d'dtudes 

visant uniquement une intervention au moment même de la reperfusion. 



2.2. Pathophysiologie 

Le syndrome d'l-R est complexe e t  multifactoriel. Les événements biochimiques qui 

ont été associés aux altérations fonctionnelles observées lors de I'l-R sont les 

suivants: les mouvements de certains ions Ca2' ,  Na+, H', K + )  de part et d'autre de 

la membrane cellulaire, la dégradation des substrats énerghtiques (CP, nucléotides 

adényliques), I'accurnulation de produits toxiques du m6tabolisme (ions H+, acyl-CoA) 

et la production dlERO. Toutefois, ie déroulement précis de ces diffdrents 

évdnements, ainsi que leur contribution respective a la pathophysiologie du syndrome 

d'l-R ne sont pas encore connus avec précision. Deux hypothèses principales se 

dégagent de la litterature, soient: L'accumulation massive de calcium ionise Ka2') 

dans le ~ y t o s o l ' ~ ~ ~ ~ ~ ~  et la production d ' E ~ 0 ~ ~ , ' ~ ~ . ~ ~ ~ * ~ ~ ~ . ~ ~ ~  . Plus récemment, la 

production d'espèces réactives dérivées de l'oxyde nitrique ( E R N ) ~ ~ ~ ~ ~ ~ . ~ ~ ~ . ~ ~ ~  a 6té 

proposé comme hypothése complémentaire à celle des ERO. II convient de 

mentionner que les deux hypothèses retenues sont toutefois interddpendantes. 

2.2.1 . Hypothése du cafcium 

L'homéostasie du calcium intracellulaire joue un r61e significatif dans la regulation du 

métabolisme cellulaire ainsi que dans de nombreux processus physiologiques dont la 

contraction. Lors d'une l'ischémie suivie d'une reperfusion, I'accurnulation de calcium 

intracellulaire attribude en partie A une augmentation des échanges s6quentielles 

H+/Na+ et ~ a ' l C a ~ + ' ~ '  et un mauvais fonctionnement des pompes catalysant ces 

échanges47t42', serait à l'origine de la destruction des membranes plasmiques et 

mitochondrialesl" menant Bventuellernent la mort cellulaire1g3 et à ~ ' a r y t h r n i e ' ~ ~ ~ ~ ~ ~ .  

Cette hypothése a et6 formulée sur la base de nombreuses Btudes qui montraient le 

benéfice d'une rdduction de la concentration extracellulaire de calcium ii la 

reperfusion' 2 6 ~ 1  89 etlou d'un pr6-traitement avec des antagonistes  calcique^'^^*"^ 

avant I'ischemie, sur la sideration myocardique et l'incidence d'arythmie. 

2.2.2. Hypothdse des espdces réactives ddrivdes de I'oxygdne et de /'.mie 

La seconde hypothdse implique les espbces r6actives d6rivdes de l'oxygéna et de 

I 'azote (ERON) comme facteurs responsables des dommages cellulaires induits par 



I'ischdmie et la reperfusion myocardique. Plusieurs études ont montré que la 
libération d l~~09.1!i.42.138,172.296.462 dI~~~361.435.4s4 est un phénomène étroitement lié 

au début de la reperfusion. Ainsi, une corrélation entre la production d'ER0 et la 

sideration rnyocardique a 6th observée par plusieurs  auteur^^^^'^^^^^' , surtout dans des 

modèles d ' i schh ie  de courte durée"' où la nécrose est moins importante. Par 

ailleurs, la relation entre les E R 0  et la nécrose n'est pas claire. Alors que la libération 

d'ER0 prend une forme de cloche en fonction de la durée de l'ischémie, la nécrose 

augmente de façon exp~nentiel le~'~. D'autre part, le lien entre la sideration 

endothéliale et fa production d'€RN n'a été explor6 que récemment e t  met en cause 

l'atteinte du complexe recepteurs-protéines G et l'activation de l'enzyme nitrique 

oxyde synthase  NOS)^'^. Enfin, dans un modele d'l-R, l'arythmie serait causde, du 

moins en partie, par la ghération , quoique certains auteurs réfutent 

cette hyp0th8se'~.~ 13. 

Bien que nous reconnaissions le r6le important du calcium dans le syndrome d'l-R, 

l'abondance de littérature du ddbut des ann6es 90 et la technologie notre disposition 

ont oriente nos recherches vers I'hypothése des ERON. Les prochaines sections 

presenteront de façon plus d6taillée la litterature pertinente a cette hypothbse 

puisqu'elle est directement reliée au sujet de cette thése. 

2.3. Espbces i6actives derivees de I'oxygéne (ERO). 

2.3.1 . Ddfinition 

Le terme "radical libre" rdfere aux entitds chimiques possédant un ou plusieurs 

Blectrons non-apparids. Le terme "espdces rdactives ddrivdes de I'oxyghne" ou E R 0  

rdfdre aux entitds chimiques formees suite à la rdduction monovalente de la mol4cule 

dtoxyg8ne. Ainsi, la premidre Btape de cette reduction conduit a l'anion superoxyde 

(O;'), lequel peut &tre converti enzymatiquement ou chimiquement en peroxyde 

d'hydrogdne (H,O,). En pr6sence de complexes de fer, le H,O, se d6compose en 

espèce a tr&s fort potentiel d'oxydation, soit principalement le radical hydroxyle ('OH) 

via les rdactions de Haber-Weiss (a) et de Fenton (b): 



a) O;-+ H,o,-.O,+ -OH + OH' 

b') ~ e ~ '  + 0;- - Fe2+ + 0, 
b2) ~e~~ + H202 - Fe3+ + .OH f O H  

II est à noter que tous ces ERO, sauf le H,02 et I'oxygbe singulet ( 'O,)  sont aussi des 

radicaux libres. Toutes ces espèces chimiques ont par ailleurs une réactivité et une 

toxicité très variables e t  la plupart ont une demi-vie tr&s courte. Ainsi, il est trhs 

difficile de les mesurer et de les dtudier même si leur production est permanente dans 

l'organisme en raison du caractére ubiquitaire de l'O, et du fer. 

Le H,O,. le O;', le +OH, et l''O, ont et6 impliqu6s dans le syndrome d'l-R. Plus 

précisément, la rnajorit6 des études in vivo et in vitro incrimine les radicaux 

hydroxyles comme facteurs contributifs b la sideration myocardique4' et le H20, 

comme précurseur du .0kflS4. D'autre part, 1'0;' serait plutôt relié il la sideration 

e n d o t h é l i a ~ e ~ ~ ~ . ~ ~ ~  , alors que quelques études mentionnent son implication dans les 

dommages de r e p e r f u s i ~ n ~ ~ ~ * ~ ~ ~ .  

2.3.2. Pn'ncipsles sources 

Plusieurs sites de formation d'ER0 ont ét6 décrits, autant intracellulaires 

qu'extracellulaires et varieraient selon le tissu et I'espéce étudiée. Divers types 

cellulaires et tissus donnent naissance A des E R 0  par des rdactions enzymatiques ou 

par auto-oxydation au cours de leur métabolisme normal et parfois en reponse & un 

stimuli spécifique. Notons qu'il peut y avoir plusieurs sources differentes B l'intérieur 

d'un site. Nous decritons ici les principales sources potentiellement prdsentes dans 

le coeur213 et nous discuterons de leur importance relative dans le syndrome d'l-R, 

puisque plusieurs Bvidences montrent que des ER0 seraient produits en grande 

quantite lorsque le coeur priv6 d'oxygdne est r 6 o x y g ~ n ~ ~ ~ ~ ~ ~ * ' ~ ' ~ ~ ~ ~ .  La figure 2 

schematise les effets de quelques-unes de ces sources. 



[ ~ e m  brane basale] 

Figure 2. Sources de formation d'ERO. 

Abrdviations: MPO = rny6loperoxydase, HOCI =acide h ypochlorique, 

Fe2+ = fer ferreux. 



2.3.2.1. Chaine de transport d'électrons: En conditions physiologiques, la chaîne de 

transport d'électrons, située dans les mitochondries, est la source fa plus importante 

de production dtERO. Environ 2% de l'oxygène utilisée par les mitochondries aérobies 

intactes est partiellement rdduite par des électrons qui s'échappent des transporteurs 

d'dlectrons de la chaine respiratoire, formant ainsi le 0;'12'. Cette fuite d'8lectrons 

est augmentée durant l'ischémie par l'état r6duit des transporteurs de la chaîne 

respiratoire et davantage au début de la reperfusion lorsque l'oxygène est réintroduit 

dans des conditions où le NADH est élevé e t  où il y a absence d'ADP. Bien qu'il 

existe peu de preuves directes5? il y a peu d'études273 qui réfutent le r81e de cette 

source dans la production d'ER0 lors du syndrome d ' M .  

2.3.2.2. Xanthine oxydase: A M t a t  normal, les tissus contiennent peu de xanthine 

oxydase (XO), laquelle se retrouve principalement dans les cellules endothéliales. Au 

cours de I'isch6mie, l'activation d'une protéine kinase causée par I'accurnulation de 

calcium cytosolique ou par l'oxydation des groupements thiols, convertit la xanthine 

deshydrog8nase. une enzyme qui ne produit pas de ERO. en XO. La degradation de 

I'ATP cellulaire conduit à l'accumulation d'hyp~xanthine~~', qui en prdsence d'oxygdne 

8 la reperfusion, est transformé par la XO en xanthine. puis en acide urique. Cette 

production s'accompagne de la formation d'O;' et de ~ ~ 0 , ~ ' ~ .  Dans le tissu 

reperfus6, la XO cytoplasmique semble être une des principales sources de ERO, du 

moins dans le coeur isole de rat4''. II existe toutefois peu d'évidences directes290*450 

du r61e de la XO dans le syndrome d'l-RI d'autant plus que la conversion entre la 

xanthine déshydrogdnase et la XO serait faible et lente. De plus, la controverse 

demeure dans le syndrome d'l-R cardiaque chez l'humain car quelques Btudes ont 

rapport6 que le coeur possdde peu ou pas de ~ 0 ~ ~ . ' ~ ~ ~ ~ ~ ~  alors que d'autres ont 

demontrd sa p r 6 s e n ~ e ' ~ ~ * ' ~ ~ .  

2.3.2.3. NAOPHoxydase et mybloptoxydase: Parmi les differents types de 

leucocytes, certains granulocytes (neutrophiles et dosinophiles) e t  les monocytes 

(macrophages) sont des cellules phagocytaires impliqudes dans le processus 

inflammatoire. Les neutrophiles sont les leucocytes les plus abondants au debut de 



la reperfusion et contiennent dans leur membrane plasmique une NADPH-oxydase qui 

réduit l'oxygène mol6culaire en O;'. Les neutrophiles actives sectetent aussi l'enzyme 

myéloperoxydase (MPO) qui catalyse la formation de l'acide hypochlorique   HO CI)^^', 

en plus d'induire la conversion de la xanthine d6shydrogénase en XO dans les cellules 

endothéliales. Le rôle de la NADPH-oxydase et de la MPO dans le syndrome d'l-R 

cardiaque est toutefois controversé, étant donné qu'il y a tout de même présence de 

stress oxydatif dans des préparations sans neutrophiles e t  qu'il n'est toujours pas 

établi si les neutrophiles sont actives au début de la reperfusion ou plus tard quand 

les dommages de reperfusion sont ddja Btab l i~ "~ .  Malgr6 cela, plusieurs chercheurs 

ont proposé que !es neutrophiles soient une source majeure d'ER0 dans le coeur 

reperfusén6 principalement lors d'isch6mies prolongées ettou 

2.3.2.4. Cyclo-onygdnase et  lipoxygdnase: Les perturbations du métabolisme des 

lipides, plus particulièrement l'activation des phospholipases par l'accumulation de 

calcium cytosolique, peut induire une liberation d'acide atachidonique qui est 

rn6tabolisé en prostaglandines et leucotriènes durant Cette voie implique 

un transfert d'électrons qui pourrait initier la formation de ERO, principalement 1'0;'. 

par la cyclo-oxygénase et la JipoxygtSnase, bien que ce r61e dans le syndrome d'l-R 

cardiaque ne soit pas bien d6fini2? II est probable que cette voie soit impliqude lors 

d'ischemies sévéres puisque l'accumulation d'acide arachidonique dans le coeur 

ischémique est un phhornhne tardif qui apparaît aprds au moins 30 minutes 

d'ischémie et qui est aggrave par la reper f~s ion '~~  . 

2.3.2.5. Catdcholamines: Les cat4cholamines produites dans les membranes 

cellulaires e t  lib6r6es de façon importante lors de la reperfusion pourraient aussi 

contribuer une formation d'ERO. Initialement, un mecanisme d'auto-oxydation avait 

6th pr0pos8~'~. mais plus rdcemment, il a Bt6 demontrd que si le phenomdne d'auto- 

oxydation se produit, il s'agit d'un processus extrémement lent''' qui a peu de chance 

d'btre implique dans le syndrome d'l-R cardiaque. L'oxydation des cat6cholamines 

catalysde par une enzyme ou des metaux traces serait le mdcanisme le plus probable. 



2.3.2.6. Systhme des oxydases b fonctions mixtes: Le systhme des oxydases 21 

fonctions mixtes est constitué par une chaine de transport d'électrons similaire a celle 

de la chaîne respiratoire rnitochondriale. Essentiellement iocalisé dans les 

microsomes, ce systéme comprend entre autre, des cytochrome P450 et le NADPH. 

Le système des oxydases à fonctions mixtes servirait à l'inactivation et l'élimination 

des xénobio t ique~~~.  L'Oz rnol6culaire pourrait être activé par ce systéme et être 

transform6 en substances toxiques comme l'O;' 4'9. Bien que le rôle de ce système 

ait BtB demontre dans le foie4', il ne semble pas jouer un rBle important dans le 

syndrome d'l-R cardiaque, 

2.3.2.7. NADH-oxydase: Récemment, le rdle d'une NADH-oxydase non- 

mitochondriale, dépendante d'une cytochrorne b558, a 8t6 mis en Bvidence dans des 

microsornes de cellules endoth6liales provenant d1art8res coronaires  bovine^*^^*^'^ , de 

muscles lisses vasculaires et de r n y ~ c y t e s ' ~ ~  comme Btant une source majeure de la 

production intracellulaire de O;.. Des Btudes avaient aussi mis en 

évidence une NADH-oxydase mitochondriale non-reli6e à la chaîne de transport 

d'électrons dont 11activit6 augmentait proportionnellement à la gravité de I'ischdmie 

dans le coeur de lapin. Selon Mohazzab-H e t   collaborateur^'^^, il s'agirait de la même 

enzyme et  les évidences rapportdes laissent croire qu'elle pourrait jouer un r61e 

important dans le syndrome d'l-R. 

2.3.2.8. Autres voies: L'accumufation d'6quivalents rdducteurs pendant I'ischdmie 

tels que le NADH, le NADPH, le lactate, les quinones et les flavoprotéines qui peuvent 

r6agir entre eux ou avec I'oxyghne, pourrait induire la formation d'ERO. La formation 

de meth6moglobine à partir d'oxyh6moglobine produit l'O;* 'Og trhs lentement a pH 

physiologique, mais plus rapidement 8 pH acide comme lors d'ischémie. La lyse des 

hdmaties dans les capillaires libhre des d6riv6s du fer qui favorisent la production 

~ ' E R O ~ .  L'importance de ces deux dernieres voies n'est certes pas trbs grande dans 

des modéies de coeurs isoles et perfusds sans sang où des E R 0  sont tout de mgme 

observés. Par contre, la formation de meth4rnoglobine et la lyse des hdmaties sont 

certes des voies de production de E R 0  non ndgligeables dans le syndrome d'l-R 



cardiaque in vivo. 

Les métabolites dérives de l'oxygène s'attaquent à tous les constituants cellulaires 

possédant un groupement nucléophile. Ainsi. les modifications structurelles des bases 

puriques et pyrimidiques entraînent des altérations gdnétiques. De plus l'oxydation 

des groupements sulfhydryles des proteines ou des enzymes par les ERO, modifie 

leurs fonctions (rndtabolisrne, transport d'ions, rdcepteurs, etc.). Finalement. en 

agissant sur les acides gras polyinsaturés par un processus de peroxydation, les E R 0  

altérent les propri6tés des membranes cellulaires, dont la fluidité et la 

compartimentation. Cela modifie l'activité des récepteurs et par conséquent la 

fonction des seconds messagers, en plus d'entraîner la fuite des composés 

intracellulaires tels la lactate ddshydrog6nase (LDH) et la crdatine kinase (CK)~ '  ' . Une 

description de la peroxydation lipidique suivra, étant donne qu'il s'agit du processus 

le plus d t ~ d i é ' ~ " ' ~ ~ ~ ' ~ .  

Les diffgrents stades de la peroxydation lipidique ont ét6 ddcrits pour la première fois 

au ddbut du 19 '-' siècle. II s'agit d'un enchaniement de reactions radicalaires 

organisees en trois phases successives: i) une phase limitante d'initiation, ii) une 

phase explosive de propagation, e t  iii) une phase de terminaison (figure 3). 

i) Phase d'liiitiation: La phase d'initiation consiste en la formation d'un radical d'acide 

gras (Le) par soustraction d'un atome d'hydrogdne (H.) à un groupement mdthylbne 

(CH,) à l'aide d'une espece radicalaire suffisamment reactive. Par &arrangement, le 

radical d'acide gras se stabilise en formant un diéne conjugué. 

ii) Mase de propagation: C'est une Btape d'amplification. se ddveloppant en presence 

d'O,, dont la concentration dans les tissus et le sang est toujours largement 

supérieure à celle ndcessaire. 1'0, se fixe sur le radical d'acide gras pour former wi 

radical peroxyle (LO;). qui lui-m8me rdagit avec un acide gras (LH) adjacent formant 

un hydroperoryde (LOOH) et un nouveau radical lipidique (L,) qui propage la rdaction. 



Initiation: CH + initiateur ----b L. + H. 

Propagation: L + O2 --b ~ 0 ~ -  

L O i + W  --+ LOOH + L- 

Terminaison: L O ~  + ~0,- - LOOL+ O, 

Loi+ L. LOOL 

L+L.  - LL 
Figure 3. Processus de lipoperoxydation 

Abréviations: LH = acide gras, L* = radical lipidique. LO; = radical 

peroxyle, LOOH = radical hydroperoxyde. LOOL et LL = compos6s 

sta Mes. 



Les hydroperoxydes rdagissent soit avec des métaux ou soit avec l'O;-, pour former 

des aldéhydes toxiques et d'autres radicaux libres qui entretiennent la réaction par un 

phénomène auto-catalytique. Les aldéhydes dont I'hydroxynonénal et le 

malondiald6hyde (MDA) pour nommer les plus importants, peuvent ainsi réagir avec 

les divers constituants cellulaires et propager les dommages initialement induits par 

les ERO"~ .  

iii) Phase de terminaison: Cette dernière Btape consiste en la formation de cornpos6s 

stables issus de l'association de deux espèces radicalaires. La probabilité de 

rencontre de deux radicaux libres est beaucoup plus faible que la probabilitg d'une 

interaction E R 0  et acides gras polyinsaturBs car ces derniers ont une concentration 

sup6rieure. Ainsi, la phase de terminaison ne peut survenir qulapr&s un certain temps 

qui, bien que bref, n'en est pas moins suffisant pour que des lésions moléculaires se 

soient déjB produites. 

2.3 -4. Systérnes de protection 

Un antioxydant peut être defini comme n'importe quelle substance qui présente à 

faible concentration comparativement A un oxydant peut ralentir significativement ou 

inhiber l'oxydation d'un substrat. Les antioxydants sont donc des rnol6cules qui 

peuvent prevenir la formation dtERO1 ou peuvent r6agir avec ces derniers pour les 

neutraliser. Les termes "antioxydants" et "pidgeurs de radicaux libres" sont utilis8s 

alternativement pour décrire les differents systémes de protection. 

Dans des conditions a&obiques, le myocarde survit la production continuelle de E R 0  

grgce à I'bquilibre entre la production d'oxydants par les differents s y s t h e s  

cellulaires et le maintien des d6fenses antioxydantes. Cependant, durant I'ischdmie, 

le myocarde est partiellement ddpldti de ses rdserves antioxydantes e t  a la 

reperfusion, a cause de Itarriv6e massive d'oxygdne, la production d'ER0 est 

augmentée, diminuant encore plus les réserves antioxydantes endogenes du ~ o e u r ' ~ ' .  

En fait, le coeur subit des dommages durant la reperfusion dont 116tendue est trbs 

dependante de I'efficacitd des ddfenses antioxydantes. 



Le débalancement entre l'activité des systèmes de protection ou de d6fense et la 

production d'ER0 entraîne un stress oxydatif qui peut déclencher une réaction 

inflammatoire et ainsi affecter la fonction et  le metabolisme cardiaque4. C'est ce qui 

se produit lors du syndrome d'l-R ou le stress oxydatif apparaît dans une situation où 

Is glutathion oxydé (GSSG) s'accumule plus vite qu'il est rnétabolisé en glutathion 

rdduit (GSH). En fait, la cellule peut tolérer un certain niveau de stress oxydatif, 

cependant dans les cas les plus s6vères, elle subit des dommages importants qui 

peuvent mener à la mort. 

Pour se défendre des attaques radicalaires. l'organisme possède deux grands 

sys thes  de defense. Les systèmes enzymatiques i Tableau 1 )  et les systérnes non- 

enzymatiques (Tableau 2 )  existent et fonctionnent de façon complémentaire et 

synergique selon une compartimentation bien prdcise pour proteger les cellules contre 

les métabolites cytotoxiques de l'oxygène (figure 4). 

Tableau. 1. Principaux systames de ddfenses enzymatiques 

Antioxydants 

Superoxyde dismutase 

(SOD) 

Catalase (CATI 

Glutathion peroxydase 

(GSHpx) 

Glutathion reductase 

(GSHrx) 

- - - - 

Fonctions 

Dismuter l'anion superoxyde en peroxyde 

d'hydrogène: (O;*- O, + H,O,). 

Réduire le peroxyde d'hydroghne en eau: 

(H202- H20 + O,). 

RBduire le peroxyde d'hydrogbne en eau: (H,O,- 

H,O +GSSG) e t  les hydroperoxydes en acide 

hydroxyle: (LOOH-LOH + GSSG). 

Rdduire le glutathion oxyde en glutathion réduit 

(GSSG-GSH) en présence d'un CO-facteur, le 

NADPH. 



Tableau 2. Principaux s y s t h e s  de défenses non-enzymatiques 

Antioxydants 

Transferrine, céruloplasmine 

et albumine 

Histidine 

Fonctions 

Séquestrer des ions métalliques 

Piéger les radicaux hydroxyles et l'oxygène 

sinaulet 

Taurine 

U biquinone 

Flavonoïdes 

Vitamine E (tocophdrol) 

2.3.4.1. Les systémes enzymatiques: Plusieurs types de SOD sont decrits dans la 

littérature: une forme mitochondriale, soit une metalIo-protéine contenant du 

rnanganese à son site actif, une forme cytoplasmique contenant du cuivre et du zinc 

et une forme extracellulaire de S O O ~ ' ~ .  Les diffhrents types ayant tous comme rdfe 

principal de pidger les O;'. Aussi, la CAT est une enzyme principalement localisde 

dans le cytosol qui agit en degradant le H,O, comme la GSHpx cytosolique, une 

m6tallosnzyme contenant du sdiénium. Par ailleurs, la GSHrx est très importante, car 

elle regdndre le GSH oxyde par la GSHpx en GSSG (Figure 5). 11 semble donc 

qu'aucun des systbmes enzymatiques ait spécifiquement pour cible les -OH. De plus, 

bien que 11activit6 de la GSHpx soit relativement elevde dans le coeur, 11activit6 de la 

SOD y est environ quatre fois moins Blevde que dans le foie et  celle de la CAT y est 

trds faible"'. 

Piéger l'acide hypochlorique (HOCI) et les 

radicaux hydroxyles 

Prévenir la peroxydation lipidique 

Prévenir ta peroxydation lipidique et sdquestrer 

des ions métalliques 

Piéger les radicaux peroxyles et I'oxygéne 

sinaulet 

Vitamine C (acide ascorbique) 

Beta-carothne 

Glutathion rdduit (GSH) 

Recycler le radical tocophéryl en tocophdrol 

Pieger l'oxygène singulet 

Co-enzyme du glutathion peroxydase, pidgeurs 

de radicaux hydroxyles et d'oxygdne singulet 



LO , LOO Vitamine E xamine NADH 

ascorhate 
reductase 

LOH, LOOH Vitamine E. Vitamine C NAD 

Ubiq~iinol GSH 

Glutathion rdductase 

Ubiquinone Vitamine E 1 GSSG 

Figure 4. Compldmentaritd et synergisme des molbcules antioxydantes 

Abrdviations: LOS = radical alkoxyle, LOO. = radical peroxyle, LOH = acide 

hydroxyle, LOOH = hydroperoxyde 



LOOH 

reductase 

LO H 

Figure 5. Cycle du glutathion 

Abrdviations: LOOH = hydroperoxyde, LOH = acide hydroxyle. 



2.3.4.2. Les systdmes non-enzymatiques: D'une part, la transferrine, l'albumine et 

la céruloplasmine sont des protéines de poids moléculaire élevé présentes en grande 

quantité dans le sang où elles séquestrent les métaux (fer, cuivre) qui catalysent les 

réactions d'oxydation. D'autre part, certains acides aminés qui circulent aussi dans 

le sang peuvent pénétrer dans le milieu intracellulaire où, en plus de servir à la 

synthése des protéines. ils peuvent exercer un effet antioxydant. Par exemple, 

l'histidine, un pr6curseut du glutamate, exerce ses propriétés antioxydantes comme 

pibgeur d"0, et de .OH et protkge le coeur du syndrome d'l-R via ses multiples effets 

d o s e - d 6 p e n d a n t ~ ~ ' ~ . ~ ~ ~  . La taurine, un produit du métabolisme de la cystéine, est 

présente en grande concentration au niveau intracellulaire bien que son rôle 

physiologique ne soit pas clairement établi. Elle influence la contractilite cardiaque 

en modulant les flux de Na' et ca2+ le' et protége des effets des neutrophiles en 

piegeant les HOCI originant de la MPO~~'. 

Par ailleurs. I'ubiquinone. aussi appelé coenzyme O,,, est un constituant naturel de 

la chaîne respiratoire mitochondriale qui a démontre des propriétés antioxydantes 

d'abord in vitro sur des cellules cardiaques animales puis plus r6cemment. 

dans divers rnodéles animaux d'l-R cardiaque13~247.277*458 . Chez l'humain. un traitement 

I'ubiquinone avant une chirurgie cardiaque a permis de diminuer la peroxydation 

lipidique et la nécrose durant et aprgs la p6riode d'ischémie". Bien que le mecanisme 

d'action de l'ubiquinone ne soit pas connu, il a 6th propose que la forme r6duite 

pourrait agir en pidgeant des radicaux lipidiques ou directement des especes 

radicalaires impliqu6es dans l'initiation de la peroxydation lipidiqueaa. II s'agit, en fait, 

du seul antioxydant lipidique synthktisé de façon endogbne. 

Les flavonoïdes constituent une famille de composds provenant des plantes et ayant 

divers effets. L ' i n tWt  pour la recherche sur les flavonoïdes vient en partie du 

paradoxe français. En effet. il a Bt6 demontrd que le vin rouge, consomm6 en grande 

quantite par les Français exerçait un effet cardioprotecteur encore plus important que 

les autres types d'alcool. En fait, le vin rouge est riche en compos6s phdnoliques 

comme le trans-resveratrol qui fait partie de la famille des f l a v ~ n o ï d e s ~ ~ ~ ~ ~ ' .  Ce 



composé, ainsi que la quercetine aussi présente dans le sang mais en moins grande 

quantite, ont des effets sur l'agrégation plaquettaire, la synthèse de thromboxanes et 

d'autres dérives néfastes des leucotriènes. Des études in vitro chez l'animal ont 

démontré des effets cardioprotecteurs de certains flavonoïdes, possiblement via leurs 

propriétés a n t i o x y d a n t e ~ ~ ~ ' ~ ~ ~ ~ .  

Les vitamines qui proviennent de l'alimentation se retrouvent dans le sang, mais aussi 

liees aux membranes dans le compartiment intracellulaire. Alors que l'acide 

ascorbique est hydrosoluble, le tocoph6rol ainsi que le bêta-caroténe sont liposolubles 

et  se déplacent lies à diff8rentes formes de transporteurs. Plusieurs dtudes, autant 

in vivo, qu'in vitro ont démontré les effets antioxydants du tocophero1'4~18~54~111*'90~340, 

et dans une moindre mesure, de I'acide ascorbiqueJ4' et du bêta-~arotène"~.~~' .  Ils 

agiraient tous les trois en interrompant des rdactions en chaîne impliqu6es dans la 

peroxydation des lipides. Prlsent dans le coeur, le tocoph6rol agit de façon 

synergique avec la vitamine C qui rdagit avec le radical tocophdryl pour regendrer le 

tocoph6rol. L'administration d'acide a s c o r b i q ~ e ~ ~ ~ * ~ ~ ~  ou du b & a - c a r ~ t & n e ~ ~ ~  lors de 

la séquence 1-R pourrait par contre avoir des effets néfastes dans certaines 

conditions. 

En  outre, toutes les cellules de l'organisme, incluant les cellules cardiaques 

contiennent des niveaux Blevds (0.5-1 0 mM) de GSH, un tripeptide qui joue un rdle 

important comme antioxydant endogene et dans le maintien de I'lquilibre d'oxydo- 

rdduction. En fait. le GSH participe à 1'4limination du H,02et des LOOH, en servant 

de CO-substrat B l'enzyme Gs~px" ' .  Le GSSG forme par cette premiere reaction est 

de nouveau r6duit en GSH par la GSHrx, une enzyme qui utilise le NADPH comme 

cofacteur. Un statut 6levd en GSH du myocarde est associd à une diminution de 

l'étendue de l'infarctus et une rdcup&ation precoce des fonctions contractiles du 

myocarde isch6mique3". Enfin, le GSH peut inhiber la peroxydation des lipides et 

seav8re efficace comme piegeur direct de certains ERO, tels les -OH et 'o,~'~'~? 

Bien que le GSH soit synthdtis6 dans le cytosol, on en retrouve une grande quantite 



dans la mitochondrie. La libération de GSH des organes isolbs et perfusés origine 

largement du compartiment cytosolique et peu de la mitochondrie. En fait, le rôle du 

GSH cytosolique est bien défini puisqu'il agit dans le transport, la catalyse et la 

protection contre des composés toxiques endogènes et exog8nesZS3 alors que le GSH 

mitochondrial, moins bien défini, semble agir presqu'exclusivement contre le stress 

o ~ y d a t i f ~ ~ ' .  

2 -3.5. Mdthades d'dvaluation ou de ddtection des ER0 

La spectroscopie par résonance paramagnetique électronique (EPR), la 

chromatographie fiquids à haute performance (HPLC) et la chimiluminescence sont des 

techniques utilisées pour la detection directe des ERO, alors que la mesure des 

produits de la peroxydation des lipides est une méthode d'6valuation indirecte de la 

production de ERO. 

2.3.5.1. €PR: A l'origine. la technique de EPR qui fournit des spectres de résonance, 

etait appliqude sur des homogdnats de coeurs prdala blernent congelés2491462. Cette 

methode a été critiquee du fait que certains spectres de resonance ne seraient pas 

dus 8 des ERO, mais plutôt Ci la congélation et a la manipulation mécanique du 

tissu4". Aussi, cette methode ne permet qu'une mesure par coeur. A un temps 

prdd~termin6"~. Depuis quelques ann6es. la technique EPA est sunout appliqube sur 
1 coronarien9.'5.34.42.1 36.250.353.41 3 OU SUI des cellules en , auxquels 

un agent qui sert B pidger les dlectrons non-apparies (ESR:"electron spin resonance 

spectroscopy") est ajout& stabilisant les ER0 et rendant la methode plus spécifique. 

L'utilisation de 5,5-dimdthyl-pyrroline-N-oxyde (DMPO) permet en effet de piéger les 

*OH, mais cet agent pourrait simultandment réduire la vulndrabilite des coeurs à 

l'arythmie4? Aussi, les Bchantillons doivent tout de mdme Btre purifies et/ou 

congelhs et une production an6factuelle de E R 0  a BtB rapp0rt6e~'~. de méme que la 

toxicit6 in vivo des agents pidgeurs B concentrations 6 1 e v ~ e s ~ ~ . ~ ' ~ .  

2.3.5.2. HPLC: Aprds une purification (extraction ou filtration) des produits de 

I'hydroxylation de substances aromatiques dont le salicylate, servant d'index de la 



production de .OH (2,3-dihydroxybenzoate. 2.5-dihydroxybenzoate). sont mesurés par 
~p~c27.200.317.397.398.411 . L'acide salicylique (2-hydroxybenzoate) est ajouté au tampon 

de reperfusion et sert à piéger les .OH. Ceae technique serait beaucoup plus sensible 

que I'EPR dans la détection d'-~+i'~~~~''. 

2.3.5.3. Chimiluminescence: La chimiluminescence est une technique sensible, non 

invasive qui peut servir a Bvaluer la gdndration de E R 0  en cont in~e"~.  Pour la 

chimiluminescence a faible niveau, la lumiere est gdnérde par 1'8mission d"0, et via 

des intermédiaires de la peroxydation des lipides. Pour la chimiluminescence à niveau 

élevée, une substance fluorescente (le luminole ou la lucigénine) émettant de la 

lumihre lorsqu'elle est oxyd6e. est ajout6e à la preparation pour amplifier le signal8. 

Cette technique n'est toutefois pas spécifique une esphce radicalaire bien que la 

lucigdnine soit très sensible B l'O;*. 

2.3.5.4. Mesure des produits de la peroxydation des lipides: Les méthodes utilisees 

pour la mesure des produits de la peroxydation des lipides dosent soit les dienes 

conjugués, les hydroperoxydes lipidiques, les alcanes de l'air expiré ou les alddhydes. 

La methode la plus populaire, bien que non specifique, demeure le test d l'acide 

thiobarbiturique (TBA ou TBARS) qui sert à quantifier le MDA, un des alddhydes 

produit lors de la peroxydation lipidiqueleg. Cette methode utilise soit la technique de 

spectrophotom&rie qui est non specifique et peu sensible ou soit la technique de 

HPLC qui amdliore la spécificité et la sensibilité. Plus rdcernment, des rn6thodes plus 

specifiques de dosages de divers aldehydes issus de la lipoperoxydation utilisent la 

chromatographie gazeuse coupMe la spectrom6trie de masse (GCMS)~'. 

2.4. Esphts  rdactives ddiivdes de l'oxyde nitrique (€RN) 

2.4.1 . Historique 

Bien que l'oxyde nitreux (N,O) ait BtB introduit dans la pratique clinique en anesthdsie 

il y a plus de cent ans, ce n'est que vers la fin des annees 80 et surtout au ddbut des 

annees 90 que l'intérêt s'est accru pour l'oxyde nitrique (.NO). Les effets sur le coeur 



de cette molécule hydrosoluble ont Bté rapportés pour la première fois par Furchgott 

et Zawadzki en 1980'~' .  qui l'avait nommé EDRF ("endothelium derived relaxing 

factor"). Depuis, certains auteurs ont démontré qu'il s'agissait du  NO^^^^^^^, mais 

d'autres recherches proposent qu'il s'agit plutôt d'un ~ - n i t r o s o t h i o l ~ ~ ~ ' ~ ~ .  Dans 

l'ensemble, les recherches ont progressé rapidement puisqu'i! a été démontré que le 

.NO est synthétisé dans plusieurs types cellulaires et qu'il contrôle et influence de 

nombreux processus physiologiques critiques5'. 

2.4.2. Synthése et r4gufation du .NO 

Le *NO résulte de la conversion du L-arginine en L-citrulline une réaction catalysée par 

l'oxyde nitrique synthase (NOS), une enzyme du cytochrome P45O qui agit à l'aide 

de cofacteurs tels le NADPH, l'O,, le ~a~*/calmodul ine,  le tétrahydrobioptérine (H,B), 

la flavine adhine dinucldotide (FAD) et la flavine mononucl6otide (FMN)~"' (Figure 6). 

II existe trois types d'isoenzymes de la NOS, soit la forme neuronale (nNOS; type I), 

la forme inductible (iNOS; type Il) et la forme endothéliale (eNOS; type III). Ces trois 

isoenzymes diffhrent par plusieurs traits caract6ristiques incluant leur expression 

(constitutive ou inductible), leur distribution subcellulaire et leur dependance au 

calcium et à la calmoduline. 

La synthdse du .NO apparaît dans differents types cellulaires et tissus, incluant 

I'endoth6lium vasculaire, les plaquettes, les macrophages et les cellules neuronalesz30. 

En outre, un coeur normal synthétise le -NO via la NOS prdsente dans l'endoth6lium 

coronarien et dans les rnyocytes. Plusieurs agents peuvent augmenter la 

concentration intracellulaire de calcium, laquelle induit l'activation de la NOS. De 

plus, I'endothdline-1 (ET4 ), un peptide produit par I'endoth8lium, induit la Iiberation 

de facteurs de relaxation comme le -NO et les prostacyclines à partir des cellules 

endoth6liales. En conditions pathologiques, l'ET-1 endogéne agit comme un 

vasoconstricteur car il semble que le mecanisme regdateur de production e t  de 

libdration de -NO et  de ET-1 puisse avoir et6 d6truit si I'endothdliurn est 

end0mmag6~'~. II existerait un mecanisme de r6troaction r6ciproque de synthdse 

entre les vasoconstricteurs et les vasod i~ata teurs~~~.  Selon plusieurs auteurs, la 



Acétylcholine 

~ ATP 

Norépinephrine . 

Icellule endothéliale 
Ca 2'lCalrnoduline 

cibles 

Figure 6. Synthèse et rdgulation du 'NO 

Abrdviations: NOS = oxyde nitrique synthase, H,B = t6tra h ydrobiopterine 



libération de .NO par l'endothélium des coronaires serait réduite dans quelques 

conditions pathologiques incluant I'athérosclerose e t  le syndrome d ' l - ~ ~ ~ ' - ~ ~ ~  , bien que 

d'autres aient mesuré une augmentation de la libération de .NO dans les premières 

secondes de r e p e r f u ~ i o n ~ ~ ~ . ~ ~ ~  . II semble que lors d'ischdmies de courtes durées la 

formation de .NO provienne de la NOS, alors que si Itisch6mie est longue et progresse 

vers la ndcrose, la formation de N O  viendrait de la décomposition du nitrite 

tissulaire435. D'autre part, l'expression de la NOS inductible nomd6pendante du 

calcium ionique, apparaîtrait dans les myocytes de coeurs humains défaillants e t  

pourrait être impliquée dans certaines pathophysiol~gies'"*~~~. Ainsi, differents types 

de stress pourraient être responsables de l'expression de la iNOS qui est indétectable 

dans le myocarde non-défaillant. 

En plus du .NO, les recherches ont mis jours au moins trois formes rdactives 

derivees de l'oxyde nitrique soit le peroxynitrite (ON003, le dioxyde nitrique ou nitrite 

(NO,') et le nitrate (NO,'). À un pH de 7.4, le ONOO' serait tr&s instable et rgagirait 

rapidement avec des residus tyrosines sur les proteines pour former le nitrotyrosineUg 

ou serait proton6 en acide peroxynitreux qui se rearrange en NO3' ou se décompose 

en NO,' et  OH^^'. 

2.4.4. Fonctions 

L'effet protecteur ou déldtére du .NO n'est pas clairement établi dans le coeur. 

Beaucoup d'btudes utilisent des methodes indirectes, avec le ~ - a r g i n i n e ~ ~ ~ * ~ ~ ~ * ~ ~ ~ * ~ ~  

ou des inhibiteurs de la  NOS^^^.^^^^^^*^^^ pour demontrer l'effet du 'NO. Selon les 

modeles (coeur ischdmique ou normal) &udids, certains auteurs lui conférent un effet 
plutôt protecteur209.Z20.282.362+436.~2.~6, a(Ors que d*gUtreS21.97.J61.454 le croit nocif. 

Aussi, durant le phhomene d'l-R du myocarde, les cellules souffriraient, selon 

certains auteurs, d'une Iibdration déficiente de  NO^^^*^^^*^^ , alors que d'autres 

rappcrtent une augmentation marqude de -NO A la r e p e r f ~ s i o n ~ ~ ~ .  

Le principal mecanisme d'action du -NO est une reaction avec des ptotdines e t  des 



enzymes contenant du fer etlou un groupement thiol ( ~ e - s ) ~ ' ' .  Par ce m6canisme. le 

.NO exerce diverses fonctions au niveau du système cardiovasculaire tels que la 

régulation du débit coronarien, du tonus vasculaire et de la contractilité myocardique, 

le maintien de l'intégrité de I'endothélium vasculaire, l'inhibition de l'agrégation et de 

l'adhérence des plaquettes et des neutrophiles. De plus, le -NO semble exercer une 

modulation métabolique via, par exemple, l'inhibition de I'aconitase, une enzyme 

importante du cycle de Krebset avoir un effet antioxydant ou pro-oxydant selon les 

circonstances 230.275 . La fonction de régulation du débit coronarien sera élaborée 

davantage puisqu'elle est directement impliquée dans ce projet de recherche. 

2.4.4.1. RBgulstion du ddbit coronarien: II est généralement accepte que le .NO 

régule le debit coronarien par la stimulation directe de la guanylate cyclase soluble 

(sec), une protéine contenant du fer hémique, qui catalyse la formation de guanosine- 

3',5'-monophosphate cyclique (cGMP), un second messager à action vasorelaxante 

dans plusieurs systèmes b i o l o g i q ~ e s ~ ~ ~ ( ~ i g u r e  7). Cette fonction du +NO a Bt6 évalué 

dans différents mod8les. principalement in vitro en utilisant des donneurs de . ~ 0 ~ ~ . ~ ~ ~  

ou des inhibiteurs d e . ~ 0 " * ~ ~ ~ .  Cependant, le r61e du .NO dans la regdation basale du 

débit coronarien a ét6 récemment remis en question par une étude dans le coeur isolé 

de chien perfusd avec une solution sanguineJ5'. II semble que cette disparité puisse 

provenir d'un effet de pression relie au type de solution et/ou de l'espèce animale 

utilisée. Par ailleurs, plusieurs Btudes ont montré que le .NO provenant de 

l'endothélium est un des facteurs impliqués dans le mécanisme dlhyper&nie reactive 

rnyocardiale qui suit une interruption transitoire du debit sanguin coronaire40~235~4'8~460. 

2.5. Interactions ER0 et ERN 

Les interactions multiples et complexes entre les ERO. et le -NO seraient 

determinantes dans le syndrome d ' l - ~ " ~ ~ ~ ' ~ ~ ~ ~ ~ ~ ' * ~ ~ ~  figure 8). Lors de la reperfusion, 

en presence d'O;-, le .NO pourrait être transformé en ONOO- qui se d6compose 
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ultérieurement en - 0 ~ ~ ~ ' .  Les évidences expérimentales à ce sujet sont de plus en 

plus nombreuses bien que souvent indirectes et controversées2'~278~320~328~429. 

Récemment, dans différents modèles in vitro de coeurs isolés, la formation de ONOO' 

a été mise en é v i d e n ~ e ~ ~ ~ * ~ ~ ~ * ~ ~ ~  , bien que celle-ci n'ait pas encore été démontrée de 

façon directe in vivo. Aussi, il a 6th proposé que la NOS pourrait elle-même produire 

1'0;- en plus du -NO en condition où le L-arginine est faibleas. De plus, il est connu 

que des cellules endommagées libèrent du fer qui est disponible lors de la période de 

reperfusion pour convertir les 0;- et les H202 en -OH. Ce dernier peut exacerber les 

dommages e n d o t h 6 l i a ~ x ' ~ ~  et modifier la production de NO.  Puisque le ONOO' 

oxyderait les composés sulfhydryles cent fois plus vite que le H,O,, il est proposé que 

cette réaction soit un mécanisme important de la toxicité des E R N ~ ~ ' ,  OU un 

mecanisme par lequel le .NO est mis en réserve sous forme de S-nitrosothiols et 

relgché sur une période prolongéeu8. 

En outre, lorsque le -NO rdagit avec des thiols rdduits, il y a production de radicaux 

intermédiaires, puis de S-nitrosothiols capables comme le NO,  de produire une 

vasodilatation. Cependant, il existe une controverse A savoir si la réaction entre le 

-NO et les mol6cules contenant des groupements sulfhydryles produit vraiment des 

nitrosothiols dans des conditions anaérobiques, a pH II semble que la 

présence d'oxyghe et de mol6cules accepteuses d'électrons soit n 6 ~ e s s a i r e ' ~  pour 

que la réaction se produise. Par ailleurs, certaines Btudes ont propose que te .NO 

pourrait servir de pi6geur d'02--116*350 . Enfin, l'effet nBfaste du NO,' qui oxyderait le 

GSH tissulaire par un mdcanisme temps-dépendant a Bti5 démontre par certaines 

c tu des'^" Finalement, d'autres ont montrd que la nitrosation du GSH ou d'autres 

compos6s possddant un groupement thiol par le NO, causerait plut& une relaxation 

par un mécanisme impliquant la production de .NO et la stimulation de SGC'". 

2.5.1 . Evdences exphimentates reliant les ERON au syndrome d'/-U 

Dans les annees 70, Hearse et ses ont demontrd que la 

réintroduction de I'oxygdne A un coeur hypoxique etait accompagnde d'une alteration 

rapide et  profonde du tissu, Bvalude par la libdration d'enzymes cytosoliques et  des 



-Pyrogallol SOD 

Inactivation 1 ONOO 

ONOOH 

h NO; 

-Lipoxyghase -Catalase -Rx Haôer-Weiss/Fenton 9 M S O  
-Cytochrome PldO 4SHpx -6radykinine -Mannitol 
-xo -ûdferoxarnine 

SOD 

Figure 8. Interactions ER0 et €RN 

Voies: connues +, proposdes -B 

AbrBviation: TxA, = thromboxane A,, ONOOH = acide peroxynitreux, 

OMS0 = dirn6thylsulfoxide 



changements ultrastructuraux. Au debut des anndes 80, des chercheurs ont note 

qu'il existait plusieurs voies de production des E R 0  dans diffdrents tissus (voir section 

2.3.2.)' incluant le coeur347. Comme la plupart de ces sources radicalaires pouvaient 

Btre activdes durant la reperfusion aprds une p6riode d'ischdrnie. il fut propose que 

les E R 0  puissent contribuer a la mort ceilulaire observde dans le syndrome d 'M.  

Cette hypothhse implique que ce n'est pas I'isch6mie en soit qui entraîne la mort 

cellulaire, mais plutôt la réintroduction de Itoxyg8ne la reperfusion. 

Ainsi, plusieurs Bvidences expérimentales supportant le rôle des E R 0  dans I'infarctus 

du myocarde sont basdes sur la capacitd de molécules présurnément antioxydantes 

rdduire les dommages dans des modeles d'l-R myocardique. Plusieurs antioxydants 

ont ét6 utilisds, autant durant Itisch8mie que la reperfusion, pour tenter de prévenir 

ou corriger les dommages d ' M .  Le Tableau 3 &urne quelques-unes de ces Btudes. 

L'action de certains agents antioxydants sera davantage documentde dans la section 

3.1.1.1 .. Malgr6 le grand nombre d'dtudes in vitro rdpertorides sur le sujet avant le 

debut de ce projet de doctorat'a~3*257~25e~20'~3a~~W1 , le rdle de la thdrapie antioxydante 

dans la sequeme isch6mielreperfusion in vivo avait Btd peu 6 t~~d iB"*~~ ' .  Chez 

l'humain, avant 1992. il n'existait que des Btudes Bpid6rniologiquas sur la 

consommation de vitamines antioxydantes, principalement la vitamine E et le risque 

de MCV"'. 

Plusieurs raisons peuvent expliquer les rdsultats divergents obtenus dans ces Btudes 

et le succés mitigd de la thdrapie antioxydante dans la prdvention du syndrome d'l-R: 

1 ) Les modéles d'dtudes (organelles cellulaires, myocytes isolées, coeurs isolés), 

les esphces animales (rat, chien, cochon, lapin, etc.I3" et les paramdtres 

mesures sont trds variables et parfois difficilement comparables. A titre 

d'exemple, mentionnons la taille de l'infarctus qui est mesurde aprhs une 

durde lirnitde de reperfusion, quoiqu'elle varie grandement dans les 24h suivant 

ta reperf~sion"~; 
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2) La th6rapie antioxydante semble efficace seulement contre les dommages 

réversibles. Toutefois, l'infarctus qui est la situation clinique la plus courante 

a une composante irréversible importante; 

3) 11 semble crucial que t'intervention ait lieu immédiatement au moment de la 

reperfusion334~460, puisque c'est à ce moment qu'il y a le plus d'8vidences 

d'une production augmenthe d a € ~ 0 4 ' ;  

4) S'il est relativement simple d'accroître le potentiel antioxydant extracellulaire, 

le renforcement des antioxydants intracellulaires pose des problèmes puisque 

la plupart des molécules ont un poids moléculaire trop 4evé pour traverser la 

membrane et s'attaquer aux sites de production intracellulaires des ERO*'~. 

En combinant la SOD ou la CAT avec le polyéthyléne glycol ou en les 

encapsulant dans des liposomes, ii est possible d'améliorer l'accès 

intracellulaire. Cependant, bien que ce genre de traitement s'effectue sur 

l'animal, il reste à Stre évalué chez l'humain; 

5) Même avec des molécules antioxydantes qui pénètrent facilement la 

membrane plasmatique tel que le N-acétylcystdine (NACI, I'efficacite du 

traitement est incertain, etant donné la réactivite extrame des E R 0  tel le 'OH; 

6) Dans plusieurs dtudes, l'effet béndfique de substances prdsum6ment 

antioxydantes sur la fonction rnyocardique est rapport6 sans que soit Btablie 

une relation de cause à effet. II y aurait eu lieu de documenter simultanément 

la diminution de la production des E R 0  et les béndfices pour la fonction dans 

une mgme dtude. Par exemple, des effets bdn6fiques de I'allopurinol ont dt6 

maintes fois rapportes, bien qu'il ne soit pas prouvd hors de tous doutes que 

la XO ait un r8le dans la pathophysiotogie des dommages de reperfusion 

myocardique. Certains chercheurs remettent mame en question la ptdsence 

de cette enzyme dans le myocarde humain 92.106.146. 
t 



7 )  Certaines techniques utilisees pour évaluer la production d ' E R 0  ou leurs effets, 

dont le test TBA, donnent des résultats artéfactuels et sont controversés' 50v'89. 

Finalement, le syndrome d'l-R est un phénomène multifactoriel dont la prévention ou 

le traitement n6cessite vraisemblablement plus qu'une simple intervention 

antioxydante. Puisqu'il est difficile d'identifier quels types d'ERON sont impliqués, il 

est aussi très difficile de choisir le type d'antioxydant adéquat pour protéger le coeur. 

De plus, il est bien connu que l'ischémie diminue le statut énergétique du coeur, ainsi 

une thérapie combinée (antioxydant et substrats dnerg6tiques) aurait avantage à être 

proposée. 



3.1 . Généralités 

La therapie antioxydante ne s'avère qu'une des nombreuses approches envisagees 

pour la protection du myocarde ischémique et reperfusé. Au cours des derniéres 

années, l'amélioration des techniques chirurgicales a grandement contribué à réduire 

les statistiques de mortaiité et de morbidité reliées aux accidents cardiaques. De plus, 

plusieurs autres interventions sont propos6es pour proteger le coeur des dommages 

ischérniques et/ou améliorer la rdcupération fonctionnelle des coeurs ayant subi une 

période d1isch6mie. Ces interventions peuvent être utilisées autant pour les patients 

devant subir une intervention chirurgicale que pour ceux souffrant de maladies 

cardiaques de type ischdmique, telle l'angine. 

Dans le cas d'ischémie prdcedant ou reliee a une chirurgie, ces interventions sont 

effectuées soit au moment ou se produit la période d'ischémie (lors de la préservation 

du coeur dans les cas de transplantation, ou durant l'arrêt cardiaque associé à toutes 

chirurgies}, et/ou lors de la reperfusion du myocarde. 

3.1 .1. htewentions nutntionne/les 

Les interventions nutritionnelles se rapportent l'administration de substances 

retrouvées normalement dans l'organisme ou leurs précurseurs. La strategie 

nutritionnelle vise à maximiser les réserves antioxydantes du coeur et à arndiorer le 

métabolisme énergétique de la cellule myocardique. 

3.1.1 .l. Les arrtiorydants: Tel que mentionne préc6demment. les antioxydants sont 

necessaires pour prdvenir la formation et s'opposer à l'action des ERON, lesquels 

causent des dommages l'ADN, aux lipides, aux protéines et A d'autres 

biomol6culestS3. Une des stratdgies nutritionnelles consiste à fournir au coeur des 

substances antioxydantes naturelles ou leurs pr6curseurs des le debut de la 

reperfusion et si possible, avant l'ischémie, pour augmenter les rdserves en vue de 

pidger les E R 0  ou interrompre les rdactions en chabe. Parmi les antioxydants 



naturels, mentionnons les vitamines E et C, les caroténoïdes, I'ubiquinone e t  les 

flavonoïdes. Puisqu'il a déjà été question de ces antioxydants (section 2.3.4.), les 

paragraphes suivants porteront sur le GSH e t  un de ses précurseurs, soit le NAC qui 

ont été utilisés lors du pr6sent projet de recherche. 

GSW Tel que mentionné pr&&dernment, le GSH joue un rôle important dans le 

maintien de Wquilibre d'oxydo-rdduction des cellules. Le GSH exogéne ne peut 

facilement dtre capté par la cellule. Par contre, il peut être synthétisé dans la cellule 

à partir de la L-cystbine, de la glycine et du glutamate. Pour augmenter les réserves 

tissulaires de GSH, la stratégie est de fournir soit des précurseurs qui s'avérent 

limitant pour sa synthhse comme la cysteine, ou des donneurs de GSH comme le GSH 

monoethyl esterla7. Toutefois, la cyst6ine ne peut Btre administrée tel quel puisqu'elle 

est rapidement oxyd6e en cystine et de fortes concentrations extracellulaires de 

cyst6ine sont toxiques chez l'animal7 et pour les cellules en culture"'. 

NAC: Le NAC est un compose de faible poids mol6culaire prdcurseur de cyst6ine 

Puisque sa désacétylation est lente, il est faiblement toxique à toutes les 

concentrations testdes. D'ailleurs, en clinique, le NAC est utilise depuis une 

quarantaine dfann6es pour différents traitements dont les maladies obstructives et 

congestives des poumons355 et l'intoxication au paracdtarnol qui produit une d6pldtion 

en GSH dans les h6patocytes12'. Son utilisation comme agent cardioprotecteur 

demeure assez récente. Ainsi, plusieurs 6tudes ont montré que le NAC attdnue les 

ph6nomdnes associés au syndrome d'l-R dans diffërents modeles in 
vjm62.1 21.127.283.323.376.401 et in vivo chez des patients subissant un pontage'" ou suite 

I ' in far~tus '~~~' ' .  

En fait, il semble que le NAC puisse exercer un effet antioxydant en agissant via 

plusieurs rn6canisrnes. Ainsi, il a 6th rapporte que l'infusion de NAC à des coeurs 

lapins subissant une ischdmie puis une reperfusion, augmente la concentration 

intracellulaire de GSH? D'autres dtudes ont montre que le NAC n'augmentait pasw7 

ou peu75*206 la synthdse de GSH, mais augmentait plutôt le rapport GSH/GSSG~'~. II 



a aussi été rapporté que s'il est administré avant l'ischémie, le NAC stimule la 

production de GSH dans divers modèles montre des effets protecteurs 

au niveau de la fonction cardiaquee2*' " a '  27~256.323.40' et du débit coronarien2581401 mais 

que si il est administré qu'à la reperfusion, dans la majorit6 des cas, il perd ses 

bénéfices. D'autre part, in vitro, le NAC agit surtout comme antioxydant directe 

contre le OH", puisqu'il s'agit d'un composé comportant un groupement sulfhydryle. 

Toutefois, à notre connaissance, cet effet antioxydant direct n'a pas eté documenté 

dans des systhmes celiulaires intacts ou de perfusion d'organes. 

3.1 .2. Intementions rndtaboliques 

Plusieurs substrats dnergdtiques dont certains acides aminés intermédiaires du cycle 

de Krebs et de la glycolyse, le glucose, ainsi que l'adénosine ont été etudiés pour leurs 

effets cardioprotecteurs. Ces substrats peuvent aussi être combinés à une hormone 

telle que l'insuline W o u  à d'autres agents comme le dichloroac6tate (DCA), reconnus 

pour leurs effets métaboliques. Un r6sumé des connaissances actuelles sera prdsenté 

pour chaque type de substrats énergétiques ou agents ci-haut mentionnes. 

3.1 2.1. Acides aminés: En conditions adrobiques, les acides amines contribuent peu 

( < 5 % 1 à la production d'énergie du coeur. Le myocarde oxyde préf4rentiellement 

les glucides (glucose), le lactate et les lipides (acides gras) pour former I'ATP 

nécessaire aux contractions, au maintien des diverses pompes ioniques et 2i la 

réparation des structures  subcellulaire^^^? Cependant, la contribution des acides 

amines (principalement le glutamate et les acides amines A chaînes branchées) 

augmente lorsque l'apport en oxygéne est insuffisant. En effet, plusieurs 
~tUdeS3Z.44,S8v70.71. 1 39.37 0.31 1.343,366,3O7.375 montrent que les acides amines peuvent 

protdger contre les dommages d'ischdrnie, m&me si quelques  une^^'*'^"'^*' 94*332 n'ont 

pas démontre d'effet béndfique. La reperfusion avec un ou des acides amines a 

permis dans differents modéles d'l-R d'obtenir une meilleure r6cup6ration de la 
fonction contractile32.a.56*70* 139.1 51.267.386.367 de la fonction end0th6l iale~'~~ du 

m &a bolisme 6nerg&iqueS6*' 09*Y33387*391.- ou une diminution de la taille de 

I ' in farc tu~ '~~.  In vivo, l'effet du glutamate a Bt6 etudid chez l'humain en condition d'l- 



R et semble stimuler la sécrétion d'insuline et modifier la disponibilité et l'utilisation 

des substrats vers le glucose et le glutamate plutôt que vers les acides gras4''. Les 

résultats divergents obtenus concernant la recherche sur les acides amines 

s'expliquent par les différences dans les modeles d'l-R, I'espéce animale, les acides 

aminés utilises, leurs concentrations, la période d'administration, le niveau de travail 

cardiaque etlou la concentration de substrats exoghnes employ6sJ0'. 

Les mécanismes proposés pour expliquer les effets des acides aminés sont nombreux 

e t  sujets h la controverse. Pour le glutamate, I'aspartate et les acides aminés à 

chaînes branchées, leur métabolisme respectif en intermédiaire du cycle de Krebs 

semble implique. Ainsi, suite à leur transamination respective en a-cthoglutarate et 

en o~a loacBta te~~~" ,  ils contribueraient A une voie anaérobique pour la regheration 

des phosphates riches en énergie. De plus, le glutamate améliore la clairance du 

lactate et de I'excbs de NH, en acc6lerant la transamination du pyruvate en alanine392. 

Par ailleurs, I'intdrêt récent pour le L-arginine provient de son rôle de précurseur de 

NO. II semble que l'ischémie suivie de la reperfusion endommage les cellules 

endoth6liales. ce qui pourrait bloquer le recyclage de L-citrulline en ~ -a rg in ine '~~ .  La 

suppl4mentation en L-arginine ne fait pas I1unanimit8 car certains chercheurs400 ont 

ddmontré une augmentation des dommages lies à la sequence d 'M .  Aussi, le L- 

arginine pourrait avoir des effets sur les cellules indépendamment de son rble de 

prdcurseur de -NO car il s'agit d'un acide amine basique dont le transport est assure 

par des transporteurs voltages-sensibles'97. 

3.1.2.2. Intemdâiaires du cycle de Krebs: Plusieurs substrats intermddiaires du cycle 

de Krebs, dont le fumarate, le malate, l'a-cdtoglutarate et le succinate seraient 

cardioprotecteurs dans des modeles in vitro et in situ d'l-R3? Ils amdioreraient ia 

production d'ATP lors de I'iscMmie mais cet avantage serait perdu d8s le debut de 

la reperfusion? Par contre, lors de la cardiopldgie hypothermique, le fumarate 

semble ameliorer la rdcup6ration fonctionnelle ainsi que le niveau de Cp303. Le 

mdcanisme d'action propos6 est similaire B celui du glutamate et de I'aspanate, soit 



Itam61ioration de la production d'ATP lors de I'isch6mie. Ainsi. l'a-cétoglutarate a 6th 

ajouté aux solutions cardiopl6giques lors de chirurgie cardiaque chez l'humainzo5 et 

comme substrat dans une solution de perfusion pré-ischemique pour un coeur 

Selon ces études, l'a-cétoglutarate agirait en augmentant la capacité oxydative du 

myocarde. 

3.1.2.3. Interm4diaires de la glycolyse: Plusieurs auteurs ont rapport6 un effet 

cardioprotecteur du pyruvate'~53~57"'~889113g3 . Son utilisation mene à une augmentation 

des dquivalents rdduits pour la chaîne mitochondriales de transport d'dlectrons et 

un potentiel de phosphorylation cytosolique supdrieur au glucose359. in vitro, dans des 

moddes de coeurs isolés perfusés, le pyruvate diminue la perte de GSH des 

mitochondries"'. diminue les phosphates int racel~ula i res~~~. améliore le pompage 

d'ions du r6ticulum sarcoplasmique dont le Ca2+ 53, diminue la libdration de L D H " ~ ~ ~ ,  

augmente Itactivit6 de l'enzyme G S H ~ X "  et augmente ou preserve les phosphates 

riches en ~nerg ie~~ . '~ .  De plus. en pr6sence de glucose, le pyruvate pr6vient la perte 

de CF à la reperfusion, dans un modele d'ischdmie partielle35g, alors que le pyruvate 

seul a le même effet s'il est administre avant I'ischkmie globale" ou r6gionale5' en 

plus d'ameliorer la performance fonctionnelle. En conditions anaérobiques, ce 

substrat a un effet important sur la r6cup6ration de la pression ddveloppde aprhs 

l'ischémie, bien que la pression demeure substantiellement plus faible que les valeurs 

p r 6 - i s c h 8 m i q ~ e s ~ ~ ~ ~ .  Le pyruvate doit Btre administre avant la reperfusion pour avoir 

ces effets et miime, une meilleure protection est offerte quand le coeur est perfusé 

avec le pyruvate avant le debut de 11isch6mie. 

L'effet protecteur du pyruvate serait donc multifactoriel et diffdrents modes d'action 

semblent intervenirM. En g6n6ral. deux explications ressortent; un effet m6tabolique 

et un effet antioxydant. D'abord, cet intermediaire de la glycolyse est directement 

transport6 dans la mitochondrie par un mecanisme de transporteur medie, 6liminant 

plusieurs Btapes lirnitantes de la glycolyse. Les différentes voies mdtaboliques 

impliqu6es sont: une carboxylation qui fournit I'oxaloac&ate, une deshydrogdnation 

qui forme I'acetyl-CoA, outrepassant la glycolyse et la formation de lactate par la LDH 



qui réduit le ratio NADH/NAD+. De plus, en combinaison avec le glucose, le pyruvate 

augmente I'activit6 de la pyruvate déshydrogénase (PDH) durant l'anoxie ou I'ischémie 

et la reperfusionag. Finalement, le pyruvate exerce un effet antioxydant en réagissant 

avec le H,O, et conséquemment en réduisant la production de .OH". 

3.1.2.4. Glucose et insuline: Lors de I'ischémie, le coeur a une capacité réduite de 

produire de I'dnergie à partir de I'oxydation des glucides. L'utilisation du glucose e t  

de I'insuline lors de l'ischémie partielle a pour but d'éviter la perte des réserves de 

glycogkne pour la reperf~sion*~'. L'administration d 'une quantité supra physiologique 

de glucose accompagnde d'insuline à un coeur ischbmique, permet de maintenir la 

glycolyse et d'bviter les contractures isch6mique~~~' .  L'utilisation d'un mélange 

glucose-insuline-potassium en clinique a permis d'amdliorer la fonction ventriculaire 

gauche suite a une chirurgie cardiaque necessitant une période d ' i~ch6rn ie~~ ' .  

Cependant, l'insuline pourrait avoir d'autres effets que la captation de glucose, tels 

que la diminution des acides gras libres circulants, la promotion de la synthdse 

myocardique de glycogdne et possiblement la stimulation de 11activit6 de la P D H ~ ~ ' .  

Ces effets favoriseraient l'oxydation des glucides au depend des acides gras. 

3.1.2.5. Dichloroacetate: Quoique le DCA ne soit pas un substrat naturel, son 

mécanisme d'action est essentiellement metabolique. C'est un puissant activateur du 

complexe de la PDH qui augmente l'incorporation de pyruvate dans le cycle de Krebs, 

augmentant t'oxydation du glucose et du lactate quand les niveaux d'oxygdne sont 

suffisants. Chez certains patients souffrants de maladies stables des andres 

coronaires ou d'insuffisance cardiaque sévère sans acidose, le DCA augmente la 

fraction d'djection et diminue les dommages ischdmiques en arneliorant l'oxydation 

via la PDH~? Dans un modele de pr6servationkeperfusion. l'administration de DCA 

8 la reperfusion amdiore la rdcupération fonctionnelle, le statut BnergBtique e t  diminue 

la concentration de lactate dans le perf~sat'~'. De marne. le DCA ameliore la 

performance rndcanique d'un coeur ayant subi une ischemie suivie d'une reperf usion, 

en rdduisant le lactate via l'augmentation de Itactivit6 de la PDH~'? 



Ainsi, plusieurs évidences suggèrent que le DCA exerce un effet inotropique directe 

(contraction) sur le coeur, présumément en facilitant le métabolisme oxydatif des 

glucides au dépend des lipides dans des conditions où la disponibilité des phosphates 

riches en énergie etlou l'oxygène peut être limitante pour la fonction cardiaque3". 

Bien que la consommation d'oxygéne et le débit coronarien ne soient pas affectés par 

le DCA, la diminution des besoins en oxygéne pour oxyder le glucose 

comparativement aux acides gras et I'ATP généré par l'oxydation aérobique du 

glucose, suggère des mécanismes par lesquels cette drogue peut améliorer l'efficacité 

du coeur. 

3.1 2.6 .  Adhosine: L'adénosine est un nucltioside endogéne qu'on retrouve dans 

toutes les cellules de l'organisme. Les nucl6osides sont des substances dont 

l'hydrolyse libère un pentose et une base purique ou pyrimidique. Catabolite de 

l'adénine nucldotide, 11ad6nosine est un puissant vasodilatateur qui a des effets 

directs sur les muscles vasculaires lissesMet qui exerce aussi un effet chronotropique 

(rythme) n6gatif et dromotropique (conduction) ndgatif sur les noeuds sinuso- 

auriculaire et auriculo-ventriculaire'01. L'adénosine a aussi plusieurs autres actions 

cardiovasculaires dont la stimulation des flux glycolytiques, l'inhibition de la lipolyse, 

un effet anti-adrenergique qui r6duit la libération de nor6pindphrine des terminaisons 

nerveuses sympathiques et une habileté A inhiber l'agrégation plaquettaire et la 

gbnération de O;' par les neutrophilesl". De plus I'adhosine attenuerait la sideration 

myocardique et microvasculaire, initierait et modulerait le préconditionnement et 

finalement, reduirait l'étendue de I ' i n f a r c t ~ s ~ ~ ~ .  

Bien qu'il y ait des Bvidences que I'ad6nosine puisse proteger contre les dommages 

induits par Itisch+5mie et la reperfusion, il y a peu d'enthousiasme pour son utilisation 

lors de la cardiop16gieN et en clinique. Les Bl6ments mis en cause sont: sa trhs courte 

demie-vie, son r61e de prkurseur d'hypoxanthine (le substrat de la XO), sa captation 

rapide par I'endoth6lium et les globules rouges et ses multiples effets secondaires 

ra pport6slY. 



3.1 .3. Interventions pharmacologiques 

Plusieurs classes de produits pharmacologiques ont été utilisées dans un but de 

cardioprotection. Parmi celles-ci mentionnons les plus étudiées: 

3.1.3.1. Bloqueurs bêta-adrhergiques (bdta-bloquants): Depuis les années 50, les 

bêta-bloquants sont utilisés dans le traitement de I'angine de poitrine et de l'arythmie 

et depuis environ une décennie, dans celui de I 'hyperten~ion~'~.  Les bêta-bloquants 

seraient particulièrement efficaces pour reduire les épisodes d' ischhie lors d'angine 

instable. Aujourd'hui, ces médicaments sont aussi utilisés dans la prévention de 

l'infarctus du myocarde ou lors de la période de reperfusion suivant un infarctus. Ils 

agissent par compdtition avec les neurotransmetteurs du systhme nerveux 

sympathiques pour occuper les sites des recepteurs bdta-adrenergiques. Dans le 

coeur, on retrouve les sites des récepteurs bêta,-adrhergiques, alors que dans les 

vaisseaux et les muscles lisses on retrouve les b0ta,-adr6nergique~"~. L'efficacité 

de ces médicaments dans le traitement de l'angine est attribuable à une diminution 

de la consommation d'oxygbne par le myocarde au repos et à l'exercice, dû à un effet 

chronotropique ndgatif, un effet inotropique n6gatif et une rdduction dans la pression 

art6riel sanguine durant l'exercice. 

L'intdrêt accru pour ces médicaments au cours des dernières années vient de leurs 

effets sur le métabolisme des lipides e t  les réactions médiées par les ER0 et sur la 

cascade de l'acide arachidonique. II a 6tB ddmontrd que les b&a-bloquants diminuent 

I'agrdgation plaquettaire et la prolif6ration de neutrophilesY5. De plus, certains bêta- 

bloquants (carvedilol, propanolol) am6liorent les paramettes hhodynamiques post- 

isch6miques, diminuent la libdration de LDH, la formation d'hydroperoxydes et la 

peroxydation ~ipidique"~. 

3.1.3.2. Inhibiteurs calciques: Utilise dans le traitement de I'angine, du spasme 

coronarien puis de l'hypertension, les inhibiteurs calciques agissent en inhibant 

Itentr6e de calcium dans les cellules des muscles lisses vasculaires et du myocarde 

et  en entraînant la dilatation des art4res coronaires. l'utilisation des inhibiteurs 



calciques dans differents modèles in vitro et in vivo, démontre l'importance attribuée 

au paradoxe du calcium, un phénomène qui se produit lorsque le coeur est perfus6 

quelques minutes avec une solution contenant tr6s peu ou pas de calcium suivi d'une 

perfusion avec une concentration physiologique de calcium. Le dérèglement des 

pompes calciques rdsulte en une accumulation de Ca2' intracellulaire, qui 

s'accompagne d'une perte de constituants intracellulaires et  de problémes de 

~ o n t r a c t i l i t é ' ~ ~ .  Le paradoxe du calcium est d'autant plus dommageable lorsqu'il 

apparaît lors du syndrome d'l-R où le coeur est déjà affaibli. 

Comme les autres antagonistes du calcium, la nifédipine démontre un effet 

inotropique n6gatif qui permet une meilleure r4cupdration fonctionnelle dans un 

modéle exp6rimental d M m '  A condition d'être administre avant la pdriode 

d'isch6mie3l4. Par ailleurs, le 2.3-butanedione monoxime est un agent inotropique 

ndgatif vasodilatateur, qui diminue de façon rdversible la sensibilit6 des proteines 

contractiles au ca2+. En fait, il s'agit d'un inhibiteur rbversible du couplage actine- 

myosine qui a un rôle d'inhibiteur calcique. Cette drogue influencerait plusieurs 

mécanismes, incluant la contraction musculaire, les courants ioniques et la 

transmission ~ y n a p t i q u e ~ ~ .  Elle est utilisee de façon expdrirnentale dans les solutions 

de r e p e r f u ~ i o n ~ ' . ~ ~ * ~ " . ~ ~ ~  et de prçiservation cardiaque22s03a7~30a. 

3.1.3.3. Inhibiteurs de l'enzyme de conversion de I'angiotensine (AC€]: Diffdrents 

inhibiteurs de I'ACE ont été administrés de façon expbrimentale dans des modéles d'l- 

R 203.z43+244a259.402 et chez des patients souffrant de MCV1 22. Ces agents 

pharmacologiques, dont le premier commercialisé etait le captopril, ont pour effet 

d'inhiber la conversion de l'angiotensine I qui est relativement inactive en angiotensine 

II active. Les inhibiteurs de ACE agiraient en augmentant la r6cup6ration contractile 

A la reperfusion via la prdvention de la degradation de la bradykinineM2 qui stimule la 

biosynthdse des prostaglandines et la production de .NO dans I'endothdlium 

v a s c u ~ a i r e ~ ~ ~ * ~ ~ ~ .  Par ailleurs, certains inhibiteurs de ACE demontreraient des effets 

bdnefiques en partie à cause de leur groupement thio12". 



3.1.3.4. Nitrovasodilatateurs (donneurs de *NO): La nitroglycérine est utilisée depuis 

fon  longtemps pour la prévention et le traitement des crises d'angine de poitrine. 

Cette drogue sert aussi dans le traitement d'infarctus aigu du myocarde en 

augmentant le débit coronarien par la dilatation des artères coronaires et par 

I'am6lioration de l'irrigation des territoires i ~ c h 6 r n i é s ~ ~ ~ .  Les nitrates Bgalement 

utilis6s contre l'angine de poitrine agissent aussi en liberant le .NO, lequel relaxe les 

muscles vasculaires lisses incluant ceux des artères et des veines. De plus, ils 

semblent redistribuer le débit coronarien dans le coeur quand la circulation coronaire 

est partiellement bloquéeu8. Bien que le mecanisme responsable de ces effets ne soit 

pas parfaitement clair, il est connu que ces produits sont efficaces à court terme mais 

non 5i long terme car une tolérance possiblement associée à une déplétion en thiols 

se développe avec le temps2. Plus récemment, les donneurs de groupements SH 

comme le NAC ont Bt6 employds pour renverser cette tolérance aux alors 

que les nitrosothiols eux-marnes, ont été utiiisés au niveau expérimental comme 

donneurs de . ~ 0 ~ ' ~ . ~ ~ ~ .  

3.1.3.5. Inhibiteurs de la synthése des prostaglandines: Les anti-inflammatoires 

non-stéroidiens sont depuis longtemps utilisés suite l'infarctus ou chez les patients 

souffrant de maladies thrombolytiques comme analgésiques et anti-inflammatoires. 

Ces drogues telles l'aspirine, I'indornéthacine ou I'ibuprophene, inhibent la synthhse 

de prostaglandines en agissant sur la cyclo-oxygdnase, diminuant ainsi I'agrdgation 

plaquettaire2". RIcemment, des drogues plus spdcifiques ont Bté Bvalu6es dans des 

rnoddles animaux in vivo et in vitro, démontrant l'implication des ieucotridnes et des 

thromboxanes dans les dommages de reperfusionm5. Chez l'humain, l'utilisation d'un 

inhibiteur sphcifique de l'enzyme thromboxane synthase a permis de préserver la 

production de la prostacycline PGI,, qui demontre des effets protecteurs e t  aussi 

d'am6liorer le debit coronarien suite a un pontagea7. 

3.1 -4. interventions rnt#caniques 

Les interventions m6caniques incluent le prdconditionnement, la modification des 

paramétres physico-chimiques du coeur et  la cardiopldgie. Cette dernier0 strategie 



sera discutée en détail à la section 3.2. étant donné qu'elle fait partie des 

interventions utilisées dans ce projet de rscherche. 

3.1.4.1 Pr6conditionnement ischémique: L'exposition du coeur à des i s chh ies  

transitoires semble induire des changements adaptatifs qui améliorent la capacité du 

coeur à subir une ischbmie plus importante. Ce phénomène, appelé 

préconditionnement i s ~ h 6 r n i q u e ~ ~ ~ .  permettrait en autre d'augmenter l'efficacité des 

systdmes de protection e n d o g ~ n e s ~ ~ * ' ~ ~ .  Parmi les mécanismes propos& pour 

expliquer ce phénomène, mentionnons les recepteurs alpha-adrénergiques, 

l'adénosine, les canaux potassiques sensibles à I'ATP et/ou la protéine kinase C. Bien 

que ces mecanismes soient encore débattus, ce phénomène a des implications 

cliniques et expérimentales intéressantes. Par exemple, il est possible que l'ischémie 

produite lors d'angine de poitrine puisse être suffisante pour induite un 

prbconditionnement ischdmique chez les patients. 

3.1.4.2. Modification des paramdtres physico-chimiques: Les paramétres ph ysico- 

chimiques des solutions utilisees pour I'arret, la preservation ou la reperfusion du 

coeur dans des modeles d'organes isolds peuvent influencer la récuperation 

fonctionnelle du coeur. Parmi ces paramètres, mentionnons la température, la 

pression, le pH et  la composition ionique, particuliérernent la concentration de 

calcium, de magndsium et de potassium. Dans cette section, seuls les facteurs se 

rapportant aux interventions de reperfusion seront discutés, les autres paramètres 

plus pertinents à la cardioplégie seront abordes a la section suivante. 

Pression et température: La pression et la temperature au cours des premières 

minutes de reperfusion semblent affecter la restauration de la fonction cardiaque 

après une p6riode d ' i s ~ h 6 r n i e ~ * ' ~ ~ ~ ~  . La pression de reperfusion jouerait un r61e 

majeur au niveau de la ndcrose cellulaire3sg, de la demande 6nerg6tique312, de la 

fonction contractiie35e~3gsA52 et de l'apparition d'0ed8me'~~. Dans les modhles 

animaux, une restauration progressive plut& qu'abrupte du flot coronaire, rdduirait la 

surcharge en calcium20a et le stress rn6canigue sur la paroi vasculaire, diminuant le 



paradoxe de l'oxygène, responsable des dommages associés aux E R 0  dans les 

myocytes et la v a s c u l a t ~ r e ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ .  Chez l'humain, la reperfusion directement B la 

pression normale suite à une ischémie globale, est associée avec de I'oedhme 

prolongé, des niveaux d'ATP inférieurs e t  une récupération plus lente de la fonction 

contractile comparativement une reperfusion avec une augmentation graduelle de 

la pression3g3. Dans certaines Btudes, I'effet de la température de reperfusion n'est 

pas dissocié de I'effet de la p r e s ~ i o n ' ~ ~ . * ' ~ .  Cependant, i l  a été rapporté qu'une 

reperfusion hypothermique pouvait affecter la récup6ration de la fonction 

hemodynamique, en retardant la production ~ ' A T P ~ ~ " ' .  

pH e t  calcium: Pour les trois premiéres minutes de reperfusion suite à une ischémie, 

la récup6ration des coeurs est influencée par le PH"'. Certains auteurs obtiennent 

une meilleure rbcupération avec un pH acide3'*'60.'79~246.'9", bien que de plus vieilles 

études mentionnaient avoir de meilleurs résultats avec pH basique pour contrer 
1 'aCidoSe33,1 26.255 . Le mécanisme expliquant I'effet protecteur d'un pH initial de 

reperfusion acide n'est pas simple et le rn6canisme de base par lequel le pH affecte 

la contractilité du muscle cardiaque et te métabolisme myocardique n'est pas 

complétement compris. Un pH acide retarderait la récupération du pH physiologique, 

prdviendrait la libération d'H', la surcharge de calcium et la liaison du calcium avec 

la troponine. Aussi, en reduisant la contractiiitd, un pH acide diminue la demande 

énergdtique et rdduit l'utilisation dlATP. Mais le pH a un effet biphasique et si la 

reperfusion acide se prolonge plus de trois minutes, cela devient n6fastezg4. Par 

ailleurs, il semble que la température de la solution de reperfusion influence I'effet du 

PH 

D'autre part, dans la cellule myocardique intacte le systdrne d'bchange ~ a + / ~ a ~ *  est 

sensible au pH. Le taux initial de captation de Ca2' via 1'6change Na'/Ca2+ a pH 6.7 

est r6duit de 50% par rapport B sa valeur 9 pH 7.4? Donc si les dommages induits 

par la reperfusion sont provoqu6s par l'entrée de Ca2+, l'acidification de la solution de 

reperfusion initiale protdge la cellule. De plus, une acidose intracellulaire transitoire 

pourrait pdvenir la sidération myacardique' 79*246 , probablement par une réduction des 



influx de Ca2+ dans la cellule etlou par la compétition des ions H' pour les sites de 

liaison du calcium intracellulaire au début de la r e p e r f u s i ~ n ~ ~ ~ . ~ ~ ~  . La charge de Na' 

associée à la réduction de l'acidose intracellulaire via l'échange Na'/Hf ou par 

l'inhibition de la pompe au Na' peut aussi contribuer à la surcharge en ca2' en 

inhibant les efflux de calcium par les échanges IVa+lCa2' 14'. La réduction de Ca2+ 

dans la solution de reperfusion et l'ajout d'un agent anti-calcique font partie des 

stratégies de cardioprotection87~1? 

3.1 .5. lnterventions gdniques 

La thérapie génique est une nouvelle intervention de cardioprotection, développée in 

vitro et in vivo dans des modéles animaux. Elle consiste à introduire du nouveau 

matériel géndtique à l'intérieur des cellules somatiques pour permettre de synthétiser 

des protéines déficientes ou manquantesJ4'. II existe trois principales approches de 

transfert de gènes, soit les rétrovirus recombinants, les adénovirus recombinants et 

la livraison directe ~ ' A D N ~ ~ ' .  La thdrapie gdnique dans le traitement des MCV pourra 

éventuellement permettre de diminuer les facteurs de risque d'athéroscldirose, de 

prdvenir les maladies thrombolytiques vasculaires, de fournir un système 

d'administration des mddicaments et de prdvenir l'infarctus du myocardeua. La 

recherche progresse trés rapidement au niveau du pMnom8ne de restenose qui se 

produit suite à une angioplastie 110.1 17.129.157.278 Le but ultime étant d'interferer avec 

la prolifération de cellules musculaires lisses etfou avec la sdcrétion de diverses 

composantes de la matrice extracellulaire qui accompagne la lésion de restenose dans 

la lumihre des artères2". A ce jour, l'injection directe d'ADN donne une expression 

génique trhs faible, alors que l'utilisation de vecteurs adhoviraux donne une 

expression génique beaucoup plus efficace1 *'. 

3.2. Cardiopldgie 

3.2.1 . GdndnIitB 

Lors de la chirurgie cardiaque ou de la prdservation en vue d'une transplantation, le 

coeur doit inévitablement subir une pttriode d'isch6mie2'. Dans ces conditions, les 



dommages sont minimisés par la cardioplégie. La cardioplégie réfère A un arrêt 

cardiaque contrôlé, visant à ralentir t'apparition de lésions ischémiques irréversibles. 

Les solutions cardioplégiques induisent un arrêt rapide et complet du coeur en 

diastole, minimisant ainsi ses besoins dnergétiques. 

Depuis son introduction au début des années 70, la cardioplegie cristalloïde froide est 

devenue la méthode de protection rnyocardique de choix de plusieurs équipes 

chirugicales. Associée aux progrès de I'anesthesie e t  des techniques chirurgicales, 

elle a permis de réduire de façon sensible la morbidité et  la mortalité suite aux 

chirurgies cardiaques. Initialement, les solutions cardioplégiques visaient 

principalement t'arrêt rapide et complet du coeur en diastoie afin de minimiser les 

besoins dnergétiques. De nos jours, les solutions cardioplégiques de types 

intracellulaire (riche en potassium) ou extracellulaire (riche en sodium), cristalloïdes 

ou sanguines, enrichies de diverses substances pour leurs effets anti-ischdrniques, 

sont utilisees de routine pour arrêter et prot6ger le myocarde durant les chirurgies 9 

coeur ouvert. 

3.2.2. Prdservation du greffon cardieque 

Que ce soit pour une transplantation ou pour toutes autres chirurgies nécessitant un 

arrêt relativement prolongé de la circulation sanguine, la préservation du greffon 

cardiaque est inévitable et entraîne une periode d'ischdmie transitoire qui doit 6tre 

contrôlh. 

Plus particulihrement lors de transplantation, la protection cardiaque pose des 

problemes sp6cifiques, puisque les conditions de prMwernent et de transport du 

greffon cardiaque imposent une privation d'oxyghe de plusieurs heures23. En fait, 

le coeur subit cinq phases, soit: I'arrbt ou cardiopldgie, le prdldvement, la 

pr6servationI la rhplantat ion et  la reperfusion. En d6pit de recherches actives, lors 

de transplantations, les coeurs des donneurs sont souvent pr4servds par des 

techniques simples d'entreposage au froid qui permettent une prdservation sdcuritaire 

de 4 à 5 h206*443 . Pourtant, des efforts considdrables ont BtB d6ploy6s pour amdliorer 



la qualité et augmenter la durée de la préservatior;, afin de surmonter la pénurie de 

coeurs à greffer. Malheureusement, il existe encore trop de controverses concernant 

la préservation de longue durée pour que son usage devienne répandu. 

La préservation myocardique est un processus dynamique affecté par la durde et la 

s6vérité de l'ischémie. Contrairement au foie et au rein, le coeur est un organe 

contractile qui contient de grandes quantités d'actine et de rnyosine. Il est donc 

susceptible Zi des dommages de contraction reliés à une privation d18nergie, d'autant 

plus que le rétablissement rapide de sa fonction est vitala7'. Plusieurs types de 

préservation ont été testés autant sur des modèles expérimentaux animaux que chez 

l'humain. Différentes températures et  modes de préservation ont été utilisés. 

3.2.2.1. T empétature: Que la temperature de préservation soit physiologique (37°C) 

ou froide (<20°C),  chaque méthode a ses avantages et ses inconvénients et la 

température myocardique iddate reste à ddterminer. La préservation hypothermique 

ralentit l'activité des enzymes intracellulaires ainsi que la mort cellulaire sans toutefois 

arr6ter totalement le rn6tab0lisme~~. Selon certains. la cardioplégie tibde (37°C). 

continue, ne serait pas supérieure a la cardiopldgie froide et aucune n'offrirait une 

protection D'autres auteurs, ont observé une meilleure protection 

avec la cardioplégie t i ~de "~ ,  laquelle permettrait d'6viter le stress oxydatif, alors que 

la froide l'augmenterait. En outre, l'utilisation de cardiopldgie sanguine froide 

préserverait 11endoth41ium mieux que la solution cristallo~de'~'. 

Les contractures seraient la principale cause de dommages myocardiques lors de la 

préservation hypotherrnique, un phdnoméne acc616ré par la prdsence de calcium 

i o n i s ~ ~ ~ ' .  Pourtant, des temphtures entre 0°C e t  1 O0C permettraient la 

rdcupdration compléte de la fonction ventriculaire, alors qu'entre 12 et 20°C la 

r6cupération serait plus lente239~245+45. L'oeddrne tissulaire, une complication majeure 

de la prhservation d'organe I basse tempdrature. apparaît ti cause de l'hypothermie 

et de l'absence d'oxygème combinds, qui inhibent les pompes sodium-potassium du 

sarcolemme. En consdquence, les ions Na+ et  CI- entrent dans la cellule contre un 



gradient de concentration, avec un déplacement d'eau concomitant. 

3.2.2.2. Modes de prdsenration: II n'y a pas de consensus à savoir si le coeur devrait 

être préserve d'une façon statique ou s'il devrait 6tre perfusé. On reproche toutefois 

a la perfusion d'acc616rer le processus d'oxydation donc d'exposer le coeur aux E R 0  

et d'inhiber les systtmes de protection e m y m a t i q u e ~ ~ ~ ~ .  Par contre, en hy potherrnie. 

les coeurs ont un meilleurs débit aortique et libèrent moins de CK lorsqu'infuse à 10 

ou 20 c r n ~ , ~ " .  Des pressions plus ou moins dlevées seraient n6fastes. II semble 

que la r6cupération de la fonction contractile lors de prdservation à long terme soit 

reliee au débit d'infusion durant la pr6~ervation'~~. La microperfusion permettrait donc 

d'améliorer la fonction cardiaque pour des prdservations de longue durée (1  2-24h) 

malgré un fort oedbme. Pour des préservations de 6h ou moins la microperfusion 

n'aurait pas d'avantage sur préservation hypotherrnique statique sauf pour les niveaux 

d'ATP, d'ADP et ~ ' A M P ' * ~ .  

Les chercheurs sont aussi trds partagés quant au mode de perfusion le plus ad6quat 

car il semble dependre de la temperature. Ainsi, il ne semble pas plus avantageux 

d'utiliser la perfusion continue avec le sang en normothermie que la solution 

cristalloïde froide administrde de façon intermittente324. Par ailleurs, il existe un lien 

complexe entre la pression d'infusion, la durde d'infusion et la concentration d'ions 

potassiques dans la solutionw. Ainsi, la microperfusion avec une solution froide sans 

oxygéne serait plus efficace qu'une solution oxygdnde perfusde pression plus 

élevde. La presence d'une substance colloïdale dans ce cas est cependant nécessaire 

pour obtenir de bons r6sultats à long termedu. 

3.2.3. Solutions cadiop/dgique et de prdsewation 

En pratique, plusieurs Bqvipes utilisent une solution d'arr8t (cardiopl6gique) mais 

prdservent encore le coeur dans un salin physiologique froidu3. Heureusement, la 

tendance va vers l'utilisation de solutions de prdservation plus sophistiquees qui 

servent parfois du mQme coup de solution diarr&. Les nombreuses recherches des 

dernieres annees en vue de determiner la composition de la solution iddale ont permis 



de mieux comprendre les complications liées à la preservation du coeur et d'identifier 

les facteurs responsables. Malheureusement, la variété de solutions utilisée donne 

lieu à beaucoup de controverse dans ce domaine. 

3.2.3.1. Caractdristiques des solutions: Plusieurs caractéristiques des solutions de 

préservation influencent le devenir du coeur. Le Tableau 4 résume ces 

caractéristiques, tout en souievant les controverses. 

pH: II est bien établi que pour maintenir les réactions enzymatiques, l'équilibre acido- 

basique doit être respecté. Cependant, une autre théorie veut qu'en utilisant une 

solution Iéghrnent  alcaline (pH 7.4-7.6) cela puisse compenser pour l'acidose 

métabolique qui accompagne I'ischdmie myo~ard ique '~~ .  Pour une preservation de 

longue durde, de meilleurs résultats sont obtenus B pH physio~ogique'~~. 

Oxygdnation: Le besoin d'oxyghation semble étroitement relie à la temperature de 

préservation. La dependance a I'oxyghne des coeurs de rats arr&tés 3 20°C est 

démontree par la quantitd substantielle d'O, consomm6e sur une p6riode de 5hs9. 

L'oxygBnation diminuerait les pertes dlATP, de CP" et aurait aussi un effet sur le 

p ~ ~ " .  

Osmolariré: Tant les solutions hypo-osmolaires (260-270 mOsm), que hyper- 

osmolaires (31 0-350 m0sm). si elles sont hypothermiques, causent des probldmes 

ZI la fonction cardiaquetg. L'osmolaritB optimale se situerait entre 280 et 290 m0sm. 

La prdvention de I'oeddme avec une solution hyper-osmolaire n'est pas efficace 

puisqu'8 la reperfusion. ces coeurs deviennent oedhmiques. Par ailleurs, 

l'augmentation de Ifosmolarit6 stimulait le taux de consommation myocardiale 

dfoxyg8ne de façon do~e-d6pendante'~~. 

Type de solution: Comparativement à la cardiopldgie cristalloïde, la cardiopldgie au 

sang permettait une meilleure rdcupdration de la fonction ~a rd i a~ue~ ' * ' ~ '  et une 

meilleure préservation des phosphates riches en &~ergie~~',  bien que certains auteurs 



Tableau 4. Caract&nstiques des solutions de pr6servation sujets 8 la controverse 

Csract~ristiques 

pH: 

Oxygdnation : 

Osmolerit4: 

Type de 

solutions: 

Avantager et inconvhients 

, Acidose durant preservation: 1 surcharge en cal ' ,  1 libération de lactate; 

. L é g h  alcalose pendant la prhservation: compense pour acidose metabolique; 

. Acidose ou alcalose: 1 fonction ventriculaire et l liberation de CK; 

. Lleghre alcalose pendant prtlservation: I rhcupbration fonctionnelle. 

vs 

. Onyghation: 1 perte d' ATP et de CP, 1 liberation de lactate; 

. Oxy~dnatlon: i production d'ERO; 

. OxygBnation: 1 ou I r6cupbration des parambtres hdmodynamiques. 

1 > D m O s m )  

. tiyperosmolaire: prBvient I'oedbme durant prdservation mais pas lors de la reperfusion; 

. Isoosmolaire: 1 r6cupération de la fonction contractile, 

e vs Cristalloide 
. Sanguine: i rbcup6ration de la fonction cardiaque; 

. Sanguine: 1 prbservation des phosphates riches en Bnergie; 

. Cristalloide: 1 viscosit6 ii basse temperature; 

. Cristalloide: absence de leucocytes qui produisent des ERO. 

e vs 1- 

. Intracellulaire (hyperkalidmique): endommage endothdiurn coronarien lors de l'arrêt; 

, Intracellulaire: permet de maintenir la fonction cardiaque B la reperfusion; 

. Extra- et Intracellulaire: niveau d'oedéme et rdserves de substrats riches en énergie similaires. 



n'aient pas observe de bénéfices à la solution sanguine" ou aient noté des avantages 

avec les deux types de solution'? L'inconvdnient majeur de la solution cristalloïde est 

sa faibfe capacité de transport de l'oxygène alors que la solution sanguine à basse 

température a une viscosité élevbe, ce qui peut causer t'éclatement des globules 

rouges avec une obstruction des capillaires. Les conclusions sont cependant difficiles 

à tirer des études comparant les solutions sanguines et cristalloïdes parce que la 

température varie et le sang est souvent dilue dans un ratio 4:1 dans une solution 

cristalloïde. 

En ce qui concerne les types de solutions intra e t  extraceilulaires, il n'y a pas de 

consensus 8 savoir si l'un est prbferable à l'autre. Les solutions de type intracellulaire 

imitent la composition du liquide intracellulaire avec une concentration 6levé en 

potassium, alors que les solutions dites extracellulaires ont un contenu élev8 en 

sodium. 

Finalement, aucune technique (froid, chaud, intermittent, continue, etc.] de 

cardiopldgie n'a encore permis de prévenir totalement les conséquences de lfisch6mie 

myocardique chez des patients subissant un pontage455. En fait, il existe un lien 

complexe entre les caractdristiques qui forment I'dquilibre d'une solution et c'est 

pourquoi il n'existe pas de consensus pour ce qui est des caractéristiques idéales que 

devraient posseder une solution de prdservation. II semble que plusieurs 

corn binaisons soient acceptables. 

3.2.3.2. Composition des solutions cardiopl6giques: Outre les caracteristiques des 

solutions cardiopl6giques mentionn6es a la section précédente, la composition de ces 

solutions a aussi fait l'objet de nombreuses 6tudes. Depuis les vingt dernieres 

anndes. plusieurs agents ont BtB ajoutes aux solutions cardiopl4giques afin d'en 

arndliorer 11efficacit6. Nous ddcrivons dans un premier temps la composition de base 

des solutions cardiopl6giques (Tableau 51, puis nous discuterons briévement des 

principaux composds ajoutes A ces solutions ( Tableau 6) . 



Tableau 5. Composition de base des solutions cardioplégiques 

Additifs 

Potassium 

Calcium 

Sodium 

Magnésium 

Du Tableau 5, nous devons souligner les points suivant: 

Chlore 

Bicarbonate 

de sodium 

Malgr6 que la nature des ions ajoutes aux solutions varie peu, leur 

concentration est trés variable. 

Principales fonctions 

Arrêt du coeur en diastole 

Maintien de I'intégrit6 des 

mern branes cellulaires 

mitochondriales 

Equilibre ionique 

Diminution des influx de calcium et 

efflux de potassium durant ischémie 

Des concentrations élevdes de potassium durant l'arrêt et la préservation 

pourraient Btre responsables, du moins en partie, de la d6gdnérescence de 

Ifendothélium observ6e B la reper fu~ion '~*~~? 

Concentrations utilisees 

4-145 mM 

0.05-2.5 mM 

10-1 84 mM 

0.4-34 mM 

Equilibre ionique 

Pouvoir tampon 

La presence de calcium dans la solution cardiopldgique ne semble pas 

essentielle, d'autant plus que son absence cause ltarr8t cardiaquee7. 

Cependant, les problèmes apparaissent lors de la reperfusion d'un coeur 

preservd sans calcium, avec une solution contenant du calcium, causant le 

paradoxe du calcium. 

20-276 mM 

4.5-30 mM 

Le magndsium a plusieurs utilit4s; entre autres il prévient la perte cellufaire de 



potassium, préserve le magnésium endogène pour son rôle de cofacteur 

enzymatique, joue un r6le anti-calcique et diminue l'incidence des troubles du 

rythme h la reperfusionl". 

5)  Les concentrations optimales de sodium et de chlore n'ont pas été d6terrnindes 

car trés peu d'études se sont attardées à l'effet direct de ces ions4? II en est 

de même pour le bicarbonate de sodium, qui a de plus un pouvoir tampon 

discutable si la solution n'est pas oxygénée. 

Le Tableau 6 résume les principales classes d'agents retrouvés dans les solutions 

cardiopldgiques. Les effets anti-ischemiques cardioprotecteurs des substrats 

énergetiques e t  des inhibiteurs calciques ont déja été discutes respectivement aux 

sections 3.1.2. et 3.1.3.2.. Bien que le rôle des antioxydants a également fait l'objet 

de cette revue précddemment (sections 2.3.4. et  3.1.1.1 .), ajoutons tout de même 

que l'utilisation d'antioxydants des la période de préservation est justifide par des 

Bvidences de la production de E R 0  durant I ' i s ~ h h i e ~ ~ ~ .  Aussi, des effets Wnefiques 

de l'addition de GSH ont bt6 rappones sur le coeur reperfus6, bien que son utilisation 

puisse causer un problérne pratique relié A son instabiiité chimique. La substitution 

par le NAC dans ces conditions n'a pas donné d'aussi bons résultats282 et rdcemment 

le S-adénosyl-L-mdthionine a dté proposé comme alternative1 14. 

En outre, concernant les autres classes d'agents, elles seront briévement introduites: 

Agents osmotiques et oncotiques: Au marne titre que les ERO, I'oedbme 

intracellulaire du myocarde pourrait contribuer 4 la mauvaise performance du coeur 

aprhs l ' i ~ c h 6 r n i e ~ ~ ~ .  Les agents osmotiques aident donc 9 conserver I'int6gritb 

morphologique des cellules alors que les agents oncotiques visent pl us s pdcif iquement 

à limiter I'oedhme interstitiel. 

Agents vasodilatateurs et anesthésiques: L'utilisation d'agents vasodilatateurs est 



TaMeau 6. Compos&s ajoutés aux solutions cardioplégiques 

Exemoles 

Glutamate 

Aspartate 

Glucose 

Pvruvate 

Fumarate 

GSH 

NAC 

Mannitol 

Allopurinol 

Déf éro xamine 

SOD 

CAT 

Lactobionate 

Mannitol 

Dextran 

Vetapamil 

Diltiatem 

2,3-Butanedione 

monoxime 

Nitroglycérine 

Procaïne 

. -. 

Références 

moins tepandue mais semble amdliorer la fonction cardiaque. L'efficacitd de la 

nino@ycérine serait dosed6pendante. Par ailleurs, les anesth6siques sont utilises en 

cardiopldgie pour induire 11arr8t cardiaque, diminuer la demande d'oxygbne durant 



l'ischémie et réduire l'arythmie A la reper fus i~n '~~ .  

3.2.3.3. Les solutions les plus utilisées: Dans la littérature, plusieurs solutions 

utilisées pour I'arrst et/ou la préservation cardiaque sont dénombrées. Par contre, 

seulement deux solutions ont été conçues spécifiquement pour le coeur. Les autres 

ont été développées pour la préservation d'organes abdominaux dont la sensibilité à 

la préservation diffère grandement du coeur en raison de son contenu en actine et 

myosine qui le rend susceptible à des dommages de contraction reliés à une privation 

d'dnergie. Le Tableau 7 identifie les principales solutions utilisées dans la prdservation 

cardiaque, ainsi que leurs caractéristiques dominantes, 

Tableau 7. Les principales solutions de préservation utilisées pour le coeur 

Y 

SOLUTIONS CARACTERISTIQUES / RÉFCRENCES 
I 

St-Thomas Hospital N0.2 ou Ions principaux et bicarbonate 2 1 9,395 
Pleaisol (STH No.2) 1 de sodium 

1 University of Wisconsin (UWI 

Celsior 

Ailopurinol, adénosine, GSH 104,191 

GSH, glutamate, histidine, 264 
mannitol 

Stanford University 

Dans les prochains paragraphes, suivra une brhve description de chacune des 

solutions énum6r6es dans le Tableau 7: 

- 

Osmolarité dlevée 384 

1 

La solution UW est certes la plus connue. Elle a 6td mise au point pour la 

transplantation de pancreas, avant d'Btre utilisbe pour le rein, le foie puis le coeur. 

Comme solution cardiopldgique elle connaît du succbs dans diffdrents modeles pour 

des durdes et  conditions de prdservation trés varides. Par contre, puisqu'elle ne 

Bretschneider HTK 

Collins 

Columbia University (CU) 

Histidine dlev6e 178,333 

Glucose 6levé 207,414,415 

CAMP, nitroglycérine - 300 



contient pas de calcium, la solution UW peut causer un dysfonctionnement cellulaire 

si la reperfusion a lieu avec une solution contenant du calcium, via un influx massif 

de ce dernier. Aussi, sa viscosité élevde peut augmenter le stress et la résistance 

vasculaire si elle est perfusée contribuant ainsi aux dommages endothé~iaux~~ d6jà 

présents à cause de la concentration élevée de potassium. Enfin, il semble que la 

solution Wisconsin cause des dysfonctions endothéliales proportionnelles à 

l'augmentation de tempéra t~ re '~~ . "~  et qu'elle serait plus efficace à 4°C. 

D'autre part, la solution STH No.2 a été conçue en 1981 à partir de la solution St- 

Thomas No. 1 2'9. Les modifications apportees Mg&e diminution du sodium et du 

potassium et diminution de 50% du contenu en calcium, retrait de la procaïne, ajout 

de bicarbonate et ajustement du pH à 7.8) ont amdlioré les performances de cette 

solution dont Ifefficacit6 est rapportde entre 1 et 10°C avec une solution oxygén6eeg. 

Conçue en 1994, la solution Celsior a été mise au point spécifiquement pour le 

coeurz6". La formulation de cette solution visait trois grands principes, soit la 

prevention de Ifoed8me intracellulaire, la pr6vention des dommages causes par les 

E R 0  et la pr6vention des contractures par I'am6lioration de la production d'énergie et 

la limitation de la surcharge en calcium. Cette solution contient des composds 

antioxydants, un substrat énergétique, des agents osmotiques, des agents tampons 

et les électrolytes de base. 

Par ailleurs, il existe peu de litt6rature concernant les solutions Stanford, 

Bretschneider HTK, Collins et Columbia. A long terme, les patients dont le coeur a 

8té traité avec la solution Stanford lors de transplantation, ont ddrnontré moins de 

vasculopathie que ceux traites avec la solution UW'*'. La solution Stanford University 

est quelques fois utilisde simplement pour la période d'arrgt. 

DBveloppde en 1961, la solution Bretschneider serait la plus utilisee en Europe. Au 

cours des annees, elle a Btd rnodifide et la version HTK conçue pour la pr6servation 

de coeurs, est maintenant la plus utilisde, offrant de bons r6sultats en hypothermie, 



sans être oxygénée313. 

De son côté, la solution Collins avait été conçue au départ pour la pr6servation de 

reins. Elle endommage le coeur h l'arrêt A cause de sa grande concentration de 

potassium e t  sa faible concentration de sodium, mais serait efficace pour la 

préservation414, surtout à basse température. 

Finalement, la solution CU, 6labor6e dans le but de reconstituer le cGMP, le *NO et  

VAMP inter et intra-cellulaire, contient une grande diversité de produits et  serait 

efficace pour les préservations de longue durée300. 

Enfin, il existe une confusion majeure dans la littérature concernant les solutions 

cardioplégiques. Certains chercheurs utilisent les formulations initiales, d'autres les 

modifient. De plus, le mode, la durée et la temperature de préservation, de même que 

I'esphce dtudiée varient constamment rendant les comparaisons sur l'efficacité des 

solutions très hasardeuses. 



Chapitre I I .  sTRAfaGlE DE PROJET 



Chapitre II. -m 

Ce projet de doctorat s'intdgrait dans un programme de recherche dont le l'objectif 

B long terme &ait une meilleure definition des modalitds et indications de la therapie 

antioxydante pour la protection du coeur contre les dommages reliés à I'ischemie- 

reperf usion. 

Dans le contexte du debut des années 90. plusieurs études portant sur le sujet avaient 

et6 publiées, bien que la controverse régnait quant au rôle de la thérapie antioxydante 

due en partie, au manque de rigueur de plusieurs études. A cet égard, I'objectif 

g h é r a l  de ce projet &ait d'éclaircir la contribution de chacune des espèces 

radicalaires aux dommages observ&, puisque ceci s'avdre déterminant pour le choix 

du ou des antioxydants h préconiser. L'hypothèse principale &ait que l'investigation 

systdmatique de la sequence des évhements pendant I'isch6rnie e t  la reperfusion 

avec les outils méthodologiques appropries, nous permettrait de clarifier la relation de 

cause à effet entre les espèces rhactives oxyg&n&es et  les dommages associ6s 8 

l'ischémie-reperf usion. 

Nous avons donc choisi d'étudier le rôle des -OH puisque d'une part, il semble qu'ils 

soient les plus toxiques et d'autre part, nous disposions d'une méthode spécifique de 

chromatographie gazeuse couplée h la spectrorndtrie de masse pour Bvaluer leur 

formation. Aussi, nous voulions travailler avec un seul antioxydant dont I'efficacitd 

avait étd démontre in vitro contre le -OH. C'est ainsi que le NAC a et6 sélectionné, 

d'autant plus qu'il s'agissait d'une molécule non-toxique possedant plusieurs 

proprietés intéressantes dont certaines furent démontr6es in vivo chez des sujets 

souffrant de maladies cardiaques. 

Pour notre h d e ,  nous avons choisi d'utiliser un modele d1isch6mie-reperfusion sur 

des coeurs isolds de rats perfusés selon le mode Langendorff. Ce modele permet un 

bon contrdle des conditions expérimentales et ta caractgrisation de la séquence des 



événements par différentes mesures faites sur le perfusat effluent. Puisque la 

première série d'expériences avait un aspect exploratoire, nous avons documenté 

différents paramètres dans des coeurs isolés de rats perfusés en conditions 

aérobiques, soumis à une ischémie partielle de 90 minutes (1 ml/min) puis à une 

reperfusion de 30 minutes soient: la production de .OH ainsi que divers paramètres 

refldtant soit le stress oxydatif (GSH) ,  la nécrose cellulaire (LDH}, l'état rédox 

cytosolique (lactate/pyruvate) et la fonction cardiaque (débit coronarien et rythme 

cardiaque). De plus, le NAC a été infus6 a différents moments durant l'expérience 

afin de déterminer si: 1 ) cette molécule avait un effet antioxydant direct sur les .OH 

dans un organe isolé et dans l'affirmative, 2 )  si cet effet était associé à des effets 

bhnéfiques sur les paramétres biochimiques et physiologiques du coeur. Des résultats 

de cette premiére partie de I'dtude, nous avons tir8 les conclusions suivantes: 1)  le 

NAC a un effet antioxydant direct contre les .OH quoique cette action ne soit pas 

associde à aucun effet béndfique sur les paramdtres biochimiques et physiologiques 

du coeur et 2) le NAC induit une hyperémie soutenue dans les coeurs reperfusés après 

une ischémie partielle. II semble que plus d'un mécanisme soit impliqué dont la 

production de .NO, et que ce mécanisme dépende du temps d'addition du NAC. 

Suite à cette premiére série d'expériences, nous avons examiné, suivant le même 

protocole, les effets de deux dérivés du NAC, des molécules non commercialisées trés 

prometteuses, soit le thiopyruvate éthyi ester et te N-acétylcystéine-fumarate diéthyl 

ester. L'hypothèse était que ces molécules devaient permettre d'observer des 

bdnéfices supplémentaires à la rdduction des .OH étant donne les propridtés des 

conjugués. Les r6sultats preliminaires décevants nous ont fait changer de voie. 

Par ailleurs, quelques articles parus dans la litterature soulevaient la possibilitb d'un 

plus grand bénéfice d'une therapie antioxydante dans un moddle où la nécrose serait 

moins importante, comme dans les cas de chirurgie pour un pontage ou lors d'une 

prbervation en vue d'une transplantation. C'est alors que nous avons decide 

d'appliquer la thérapie antioxydante à la mise au point d'une solution de prdservation 

et  d'une solution de reperfusion. La solution cardioplegique devait permettre 



d'augmenter la durée securitaire de la période de préservation alors que la solution de 

reperfusion devait limiter les dommages associés à l'ischémie-reperfusion. Après 

plusieurs essais et après avoir réalisé l'ampleur de la littérature, la complexité de ce 

domaine de recherche et les controverses qui y règnent, nous nous sommes fixés des 

objectifs plus précis. Nous avons décidé d'utiliser une solution de préservation 

conçue spécifiquement pour le coeur afin de pouvoir concentrer nos efforts sur 

diverses interventions lors de la période de reperfusion. 

Nous avons donc utilisé un deuxième protocole basé sur un modèle de cardiopidgie- 

reperfusion (C-R). L'hypothése de travail était que dans un modèle de C-R où il y a 

peu de nécrose, nous devrions observer d'une façon plus marquée les effets 

bén6fiques d'un traitement antioxydant. Puisque dans la littérature il était suggdré 

qu'une reperfusion graduelle pourrait permettre de diminuer les dommages de 

reperfusion associés au stress oxydatif, nous avions comme premier objectif de 

documenter I'effet de la technique de reperfusion. En tenant compte du rksultat, le 

deuxihme objectif était dt8valuer l'effet d'une therapie antioxydante couplée ou non 

avec une thérapie énergdtique. Dans les deux cas, les coeurs de rats étaient 

pr6servés 4h B 4" C dans la solution Celsior, puis reperfusés 60 minutes sur un 

montage Langendorff. En plus des techniques utilisees lors de la première serie 

d'expérience, nous avons mis au point le dosage d'ATP, d'ADP et d'AMP tissulaire 

par spectrophotométrie, nous avons placé de petites électrodes sur le coeur fi la 

reperfusion afin d'évaluer l'incidence d'arythmie et nous avons insér6 un ballonnet 

dans le ventricule gauche du coeur pendant la reperfusion afin d'obtenir des 

paramettes de la fonction contractile. Des r6sultats de ce deuxihme protocole, nous 

avons tiré les conclusions suivantes: 1 ) le NAC combine aux substrats Bnergdtiques 

augmentent le debit coronarien 3 la reperfusion et 2) l'augmentation du debit 

coronarien n'est associde à aucun effet bdnéfique sur les paramimes biochimiques e t  

physiologiques du coeur isold. 

Pour tenter d'expliquer les facteurs impliques dans la modulation du debit coronarien, 

nous avons utilise un troisidme protocole d'ischemie-reperfusion, soit l'ischémie 



globale de 15 minutes suivie d'une reperfusion de 30 minutes. Ce protocole 

permettait le traitement des coeurs avec des inhibiteurs variés avant la période 

d'ischémie. L'hypothbse de travail étant qu'en bloquant alternativement differentes 

voies connues dans la littérature pour être impliquées dans la modulation du ddbit 

coronarien, nous pourrions identifier la ou les voies responsables de l'élévation du 

débit coronarien observée pour les coeurs reperfusés avec le NAC et les substrats 

énergétiques. 

Les résultats obtenus au cours de ce projet font l'objet d'un article publié (Free 

Radicals Biology & Medicine) et d'un manuscrit soumis (American Journal of 

Physiology). Dans l'ensemble, ces résultats soulévent un questionnement quant la 

contribution des .OH et par conséquent, quant à la pertinence d'une thtirapie 

antioxydante ciblde sur ces espdces reactives oxygdn6es dans le syndrome 

d'ischémie-reperfusion sur un coeur isolé. En outre, les résultats mettent aussi en 

évidence un effet modulateur du NAC sur le débit corofiarien. Cet effet est 

indépendant de son activité de piégeur de .OH et pourrait bien expliquer les effets 

hypotenseurs rapportes prdcddemment dans la litterature lors de son administration 

chez des patients cardiaques. 



Chapitre III. A ~ ~ ~ L E ~ U S C R ~ T  



EFFECTS OF N-ACETYLCYSTEINE IN THE RAT HEART REPERFUSED 
AFTER LOW-FLOW ISCHEMIA: EVIDENCE FOR A DIRECT 
SCAVENGING OF HYDROXYL W C  AND A NITRIC 

OXIDE-DEPENDENT INCREASE IN CORONARY FLOW 

JULIE BRUNET, MARIE-Jose BOILY, S n v a  CORDEAU, uid CHRISTINE DES ROSIERS 
Depurment of Nuuiuon, University of Manuthi. Monaiîl. Q u t k ,  Canada 

(Recrived 12 Iunuoty 1995; Reviscd d occrpted 26 April 1995) 

Abstract-The u p r i t y  of N-uctylcylrcine to d-ly scavcnge hydroxyl d i a l  pduccd by n t  hem rcprfrued aficr 90 
min of low-flow ischcmh w u  ases& by the hydroxylation of 4 h y d r o x y ~ u  into 3,edihydroxybentorte using a gas 
chmtognphy-mur spcmrneaic u u y .  Rcptrfutcd heuu h w e d  a massive rtlcuc of 3.4dihydroxyknzorir, Iicute 
dthydrogenut, ud i d  gluuihioric, conuiacd leu d u c c d  and oxidiztd glutllhionc. but iruintained sponunaus buting and 
comnary flow n w  close io pischcmic dues. Cornpurd to unueased hutu: rcpcrfwed heuu crcaltd wirh N-acecylcystcine 
h m  rhe surt of isckmia ( i l  nlurcd four cimes l a s  3 . 4 d i h y d r o x y ~ ~ .  but similu amounls of lactate dchydrogcmsc or 
gluialionc. (ii) showed 8 nimc oxidc-t incrruc in com~uy flow nit. and (iii) conuined lus oxidited gluuthione, 
bus s i m i t u  mouna of d u c c d  glutathionc. RcpdUStd heurs mziving N-rcctylcystcinc sina ihe l u t  5 min of ischtmia had 
dso a four-cimes louer 3,6dihybxybeaurric releue, but theu coronq flow nie rcspoiuc w u  simijar io ihrt of  unacrred 
hunr. Thclc r c s u l ~ ~  indiare thit N-i~ctylcpek un direclly rrvenge hydroxyl r a d i a i s  produce. by ~prhued  irchemic 
kms. dthough lhio cffcct u not utociued with my pnncctive efïecu u indiutcd by thc lacure dehyârogenuc and gluuthione 
relusc and cuinot upiùn the nitic oxidcatpndcni rrprfwion hypcremia 

Repcrfision of blood flow to the ischcmic myocardium 
is an absolute prtrquisitc for survival. Howcver, para- 
doxicaily. it rnay also promote further mydcardiai in- 
jury by what has k n  d e d  "repcrfusion injury." 
Rcpcrfusion injury is a compiex multifaccted phcnom- 
cnon that includes atrtiythmias, rcversiblc myocardial 
and endothdial dysfunction (myocatdid and microvas- 
cular stunning), and the conversion of tevcrsibly to 
imvcrsibly injurcd myocytes (myocytc death; sec for 
rcview Opie, ' Yellon and lennings.' and Hune et ai?). 
Increasing evidcncc indimes that urhythmias and 
stunning are f i  ndical-mediated phenomena4-' but 
contruvcrsy pcnists rcgarding whethcr oxygen radicals 
contribute to cxtmding al1 duth? " 

N-Acctylcysieine (NAC) is one among rnany agents 

- 

Add- p+ CO: Julie Bruna. iabraoy of Inwmwdi- 
uy MaPboliun. Lauis-Chdc% S i d  Rwrrch Ccnm Notre- 
Oomc H a s p h l .  1560 Shrrbrodrc SL Euc. Ma-1. Qtdk. Ca- 
da H Z  IMI.  

administcrcd in an anempt to ncutralizt the deletenous 
effects of k-radicais and thus to improve hcart rtcov- 
ery upon npcrfision. NAC is a low molccular wcighi 
compound that raises the inaacclluiar concentration of 
cysteine. and hence of reduccd glutathione (GSH).12 
an important endogtnous antioxidant, It also has direct 
scavenging pmpertics in vitra against the hydroxyl rad- 
i d  COH). and hypachlomus acid.'"" NAC was 
show by many auth~rs,~"'~-" but not dl,17''?0 be 
effective in improving htart mechanicd function with- 
out nducing myayte dead~.l~*'~ niese bemficiai ef- 
fccts arc obscrvcd when NAC matment is starteci be- 
fore'% during ischemia." but not at reperfusion."" 
and arc arsociared in some studic~.'~" but noi ail." 
with an incrcase in the GSH content of the hem. The 
failure of NAC to bc beneficial whcn addcd at repcrfu- 
sion is takcn as evidcncc against its direct scavenging 
action." Howcver, the latter cannot bt excludd, bt- 
cause the improved caniiac function is not dways Sso- 
cisited with an incrtriscd h m  GSH ~ontcnt. '~ 

7hc pirpare of ch* sudy was CO &ccnninc whe* 
NAC can d i r d y  savenge 'OH dYiI in an in v i n  



mdrrl of crirdiric ischcmia and rcpctiusion. 'OH produc- 
tion h a i  bccn ~sscssed by ruornatic hydroxylaiion.-T' mca- 
suring the formationof3.4-dihydroxybenzoare 
(34DHBZ) from 4-hydroxybenzoote (SHBZ) using a gas 
chmmatognphy mass spectrometry (GCMS) assay.-" 
Pm of this work was prcsented in absmct forni."' 

MATERIAU AND METHODS 

Chernicals 

N-acetyf-~cysteine, (2)-norrpincphnne hydrrxhb 
ride. 5$'ditfii*bis-(2-ni~benmic acid). 2-vinylpyri- 
dine. (2.2.3.3-'H&uccinic acid and [ 1.1 -'H:jphenyl- 
acctic acid were obtained h m  Aldrich Chernical Co. 
milwaukee, WT). 4Hydroxybenzoale. 3,Mhydroxy- 
benmate. 2,5dihydroxybellzoa~, sodium octamate, N- 
w-nitrrst-arginine (NNLA), U + )-lactic acid, reduced 
glutathione (GSH). and glutathione ductase werie 
bought from Sigma (Sr huis, MO), oxidized glutathione 
(GSSG), NAD, NADPH, and TRIS fiom Bœhringer 
Mannheim Canada (Lavai, Que'btc). merhanolamine 
from Fiber Scicntific (Montrial, Québec), and sulfosali- 
cylic acid from Anachernia (Montréal, Qu&). Cardie 
ml (iactatc dchydrogenasc (LDH) h m  human serurn) 
was obtained h m  Hoffmann-La Roche Ltd (Brampton, 
Ontario), N-Methyl-N-(t-butyIdimethy1silyl)-trif 
acctamide was supplid by Rcgis Chernid Co. (Morton 
Grme, IL). Sodium borodeutcride R(aB2H,) w u  bought 
h m  Cambridge Isotope hbratories (Andover, MA). 
The internai standard [3.4,4,42H.,]la*atc was synthc- 
sucd as previously dtscribtd." Ail ochcr raigents wac 
analyticai grade. Al1 aqueous solutions wcm made with 
watcr puifid by a "Miili-Q" systcrn (Miiiiporr, St- 
Laurent, Québec). 

Rat heurt pefisions 

Maic Spraguc - Dawley rats wcighing bctween 250 
and 350 g were sactificcd by cervical dislocation. The 
hearts were rapidly txciscd and pcrfused according to 
the Langendorff technique at a constant pressure of 80 
mm Hg with a nonrtcirculating modificd Krebs- 
Ringcr bicarbonate buffer containing 119 rnM NaCl, 
4.8 mM KCI. 1.3 mM CaClt.ZH,P, 1.2 mM KH2Pû4, 
1.2 mM MgS04 7H20.25 rnM NaHCO,, I 1 rnM glu- 
cose. 0.2 mM octanoatc, and 1 mM 4HBZ. The perfu- 
satc was equilibrated at 37'C with 5% CO2 and 95% 
O= (pH 7.4). The hem was encloscd in a temperature- 
controllcd. water-jac kctcd, chamber. Coronary flow 
rate was mcasurcd with an clcctromagnctic flow probe 
(Mode1 FM50 1. Cmlina Medical Electronics Inc., 
King, NC) installed above the riortic cannuia. Hem 
rate was measuccd using a pressure tr;uisduccr con- 
nected to the perfusion Iine via a T junction above the 

riortic crinnula ( Blood Pressurc Analyzer. Micro-Med 
Inc.. Louisville. KN). and the hem temperature using 
a thermocouple (Yrllow Springs instrument Co.. Inc. 
OH) attached on the surface of the hem. All three 
ins~ruments were linked to o microcornputer IHewlett 
Packard Vectra ES) for continuous recording of data. 
The hems weft allowed to beat spontaneously 
throughout the expcrimtnrs. Hearts that didn't fulfill 
the foIlowing criteria were discarded: spontaneous 
hem rate above 200 beatsfmin and incrcase of coro- 
nary flow on relerise of a 20-25 second period of 
inflow occlusion (reactive hyperemia). 

PeSusion prorocols 

After an quilibration period at normal flow (nor- 
mally about 20-30 min), hearts were perfuscd aerobi- 
cally at reduced flow (1 mllmin) for 90 min low-flow 
ischcmia, and then reperfused for 30 min. Hcam were 
freeze-clampcd ( wi th Wollenbtrger tongs) and stored 
in liquid nitrogcn. 

For al1 perfusions, norcpinephrinc (NE) was infused 
at a final concenuation of 1 pM from the beginning 
of the low-flow ischemic period untii the end of the 
perfusion to sirnulate the excessive systemic and/or 
local adrenergic discharge, which are known cornplica- 
tions of rnyocardial i~chemia'~ When indicated, NAC 
was infused at a final concentration of 100 either 
from (i) the beginning of the low-flow ischemic period. 
or (ii) 5 min prior to the reperfusion period, until the 
end of the perfusion. To determine the tffect of a nitric 
oxide (NO) synthctase inhibitor, N-w-nitro-L-argininc 
(NNLA) was added to the perfusion buffcr at a final 
concentration of 100 Perfusate NE and NAC 
concentrations wcrt kcpt constant dcspitc variations in 
coronary flow using a cornputer program2'' developed 
for fccdback convol of a syringe pump (Harvard in- 
stniments, Southnatick, MA). Stock solutions of NE 
( 100 PM) and NAC ( IO rnM) wcrc prcpared frcsh with 
dcionized nimgen-quilibrated water just prior to the 
experimcnt. and wcre proicctcd from light. The 5 m M  
NNLA stock solution was made in 0.9% NaCl solution. 

Sampling prorocols 

Samples of effluent perfusate were collcctcd on icc 
at the indicated timcs and proccssed irnmcdiatcly as 
foIlows: (il 34DHBZ: 2 ml perfusate without any M t -  
ment. (ii) GSH + GSSG: 500 pL pcrfusate was tmtcd 
with 10 pl of saturatcd sulfosa~icylic acid (SSA) for 
pmtein prrcipitation. followed by 16 pl of triethano- 
lamine for ncutralization: (iii) LDH: 500 pl perfusatc 
w u  dilutcd with 500 pl 245 mM TRIS buffer pH 
7.0. and (iv) I;rtate, pynivate and succiniie: 500 pl 



perfusriie was ircritçd for 30 min with 200  pl I M 
N~B'H, to stabilize pyruvûte by reduciion inio ['HI- 
lûciatr." Gluirithion was assayed within 2 io 4 h'- after 
sûmple collection. and LDH within 10 min as prclimi- 
nary experimenis indicated a rapid dccrease in LDH 
activity with time. Smplcs for the assay of 3SDHBZ. 
lactate, pymvare. and succinate were frozen. 

A nalyrical procedures 

Enzymatic assays: LDH. GSH, and GSSG were as- 
sayed on a Roche COBAS FARA. For LDH. the proce- 
dure of the insvument operator's manual, which is that 
of Gay et al.." was foilowed. A standard solution of 
LDH (Cadiotrol) was always assayed in parallel with 
Lhe samples. The procedure to assay GSH and GSSG 
was that of ~ n d e r s o n . ~  For tissue content of GSH and 
GSSG, h e m  were pulverizcd in a mortar cooled at 
the temperature of liquid nitrogcn, and the frozen pow- 
dercd tissue (80 mg) was homogenized using an ultra- 
sonic disinregrator (Vibra Ccll, Sonics & Materials 
inc., Danbury, CN) in 1 ml of an ice-cold nimgen- 
quiiibrated 5% SSA solution. The homogenatcs werc 
then cennifuged at 3000 g for 20 min. For the assay 
of GSH, 100 pl supernatant was diiutcd in 0.4 ml 
nitrogen-equilibratcd 5% SSA solution and neutralizcd 
with 16 pl criethanolamine. For the assay of GSSG, 400 
pl supernatant is trcated with 8 pl of 2-vinylpyridine to 
prevent interference by GSH, and neutraiizcd with 6 
pl triethanolamine. Standard curves of GSH and GSSG 
wcre always performcd in parallet. Analyses were per- 
formed in triplicate. and each sarnple was assayed thrte 
times. 

Gas ch romatography -mus spectrornetry (GCMS) 
ussuy. (i) 34DHBZ: Pcrfusate sarnplcs (2 ml) werc 
spiked with 1 nmol of each of the following c x m a l  
standards, ['Hr]phcnylacetic acid ([*H~PAC) and 2.5- 
dihydmxyknzoate (25DHBZ)." (ii) Lactate, pynivate 
(reduced to ['~Iactatc)." and succinate: Pedusatc 
sarnplcs (0.5 ml) werc spiked with 250 nmol ['hl- 
lactate and 5 nmol ['&]succinate. Al1 sarnplrr werc 
acidificd, saturatcd with NaCl, and extractcd with di- 
ethyl ether. The combincd ether phases were dried with 
anhydrous sodium sulphate and gently evaporatcd un- 
der a nitrogcn sutam. The dry rcsidues wcrr convertcd 
to r-butyldimethylsilyl (TBDMS) derivatives by the 
addition of 50 or 75 pl of N-Mcthyl-N-(t-butyldirncth- 
ylsily1)-tnfluomcetamide. 

AI1 samples wcre analyzcd on a Hcwlctt Packiud 
5988A GCMS opemicd in the clcctron impact mode 
(70 eV) using sclcctivc ion monitoring analysis (SIM). 
GC conditions werc: 25 m x 0.2 mm HP-5 capillq 
column; heiium flow, 0.6-0.8 mumin; split niio 1 :IO: 

column hcad prcssurc. ?O k P x  injection port and trans- 
fer linr. 380°C. The GC temperature prognrns used 
were ihe followmg: ( i l  31DHBZ: 110" for 2 min and 
6"Imin to 280". Eluiion times for the TBDMS deriva- 
tivcs of [?H,JPAC. 25DHB2. and 34DHBZ were 12.2. 
28.0. and 29.3 min. respectively. Ions monitored at 
these times wcre ai rnfz 195. 439, and 439, respcc- 
tively. Those ions are formed rhrough the loss of the 
r-butyl group [M-57]+ from the TBDMS radical. (ii) 
Lactate,  lactate (pynivate reduced with N~B%,,], 
succinate: 140" for 5 min and S0/min to 305" and 50°/ 
min to 250" for 2 min. The TBDMS derivatives of 
lactate and succinate eIute at 9.3 and 12.7 min, respec- 
tively. Ions monitored are at m/z 261, 262, and 265 
for lactate. ['H]lactate and ['H,]lactate. respectively, 
and at d z  289 and 293 for succinate and ['H,]- 
succinate, rcspectively. 

Peak areas, detcdned by computer integration, 
werc correctcd for naturally occurring heavy isotopes 
and for light isotopic impurities."-" Conccnvations 
of lactate, pynivate, and succinate in sarnples (Q,) 
werr calculated using the correctcd arca (CA) of the 
ion corresponding to the compound of interest (CA,) 
and to the interna1 standard (CA,s). and the quantity 
of the intemal standard (QIS) added to each sarnple 
anal yzcd. 

For 34DHBZ quantitation was achitved using a 
rcsponse factor in the numerator of the above equa- 
tion." This factor is detcrmined expcrimendly for 
each extemal standard with a standard curve performcd 
in parallel with the sarnpks to be analyzed. The limit 
of dctcction of OUT assay is in the pmolc range. 
34DHBZ data arc expresscd in thrce diffèrent formats: 
(i) concentration (nmol 34DHBZ per ml of effluent 
pcrfusatc), (ii) rate of production or formation in nmol 
pcr min (nmol 34DHBZ pcr rd of effluent perfusate 
x flow rate in mUmin), and (iii) accumulatcd amount 
of 34DHBZ formed during the first 10 min of rcpcrfu- 
sion (nmol 34DHiWIO min), which was calculatcd as 
follows: 

f: ([Rate of formation of 34DHBZ (nmoUrnin] at,t,J 

wherc il-i, is the time interval bctween two sarnple 
collections. 

In vicw of possible artefacts associated with mca- 
suremenu of 'OH radicals production by ammatic hy- 
droxy Intion in various ~ystcrns.~-"-' out 34DHBZ 
date wcre comctcd for background noise. The latter 



was drtennined for each perfusion experiment by 
GCMS analysis of the influent petfusrite. collected at 
rhe beginning and the end of the experirneni. 1; aver- 
aged 6.2 2 1.6 nmoM, representing 7 1 %. 22%. and 
16% of basal. ischemic. and postischernic 340HBZ 
concentration, ~spcctively. Sirnilarly, in two separate 
expiments wticrc WC simulated a perfusion without 
hanging a heart, the anefactual conccntraiion of 
34DHBZ in the perfusate amountcd io 2.8 -t 1.0 
nmo14. 

Starisrical analysis 

Dam arc expresscd as means 2 SE of n hem perfu- 
sions. A one-way nonpatametric anaiysis of variance 
(Kruskai-Wallis test) wcrt uscd CO assess scparattly in 
conml or NAC-trcatcd hcarts the efftct of intervention 
(low-flow ischemia, or repcrfusion, versus basal or pre- 
ischcmic condi lions) on the various measurcd paramc- 
t a s .  Cornparisons bctwecn control and NAC-treated 
hearts (effect of marnent) wetc pcrformed using either 
an analysis of covariance for rcpeatcd mcasurts (perfu- 
sate), a one-way anaiysis of variance followed by a 

Dunnrtt multiple cornparison test (perfusate), or an 
unpaircd r-test (tissue). Linear trend betwcen two pa- 
rrirneters was tested with the Pearson comtation cocf- 
ficient. A probribility ofp < 0.05 was considered statis- 
tically significant. 

The formation of 'OH radicals by the isolatcd per- 
fused rat fieart was assessed by che hydroxylation of 
3HBZ into 34DHBZ using GCMS. This approach is 
similar to that measunng the formation of 2.3-dihy- 
droxybenzoate fmm the chernical reaction of salicylic 
acid wirfi 'OH. Similarly, the chernicd reaction of 
4HBZ with 'OH yields 34DHBZ2' Quantitation of 
34DHBZ in the hart  influent and efffucnt perfusate 
was achievcd using two different extemal standards, 
[2H,]phenylacetic acid. and 2.5-dihydroxybenzoate. 
Because similar results werc obtaincd with the two 
extcmal standards (not shown), only thosc calculated 
with ['H2]phenylacetic acid are rcponed in rhis micle. 

In prcliminary experirnents (not shown), the addi- 
tion of 1 mM 4HBZ to Ihe pcrfusate of hearts subjccted 

Fit. 1. Effect of low-ilow ischrmh (LF) ad rcpcrfusim (RI on ihc pmductioci (A) ud the concentration (6) of 34DHBZ by 
isolucd ru hcrRs prfweâ wiihait (whiic bur) or wich 100 phi NAC ( b k k  ban). Two p u p s  of htrru, paf& m'th r 
mmrrcirculuing M - R i n p r  kiffcf ccmuining I I mM g l u m e  0.2 mM acrrnouc. d 1 mM 4HBZ wre subjcr<cd to 90 
min of LF ud 30 min of repdwiûn. Swing at ihc m n n i n g  of tht LF pnod onc gmup of hunt rcceivcd an infuion of I 
pM N E  rlon (n = 6, amaril), whrrru rhc othcr p u p  rueivtd an infushm of I phtl NE + 100 phi NAC (n - S. NAC). 
Sunpks fran ihc efllucnt p d w e  wcre colkctcd during 1-2 min stmin# rt tht timc indicarrd ud rnrlylcd by GCMS to 
detrmiint the quaniity of 34DHBZ fœmcd f m  4HBZ m indcx of 'OH diui prodimion. Vdws ut mcuis 2 SE of  the bvc 
or six hun pfusions. AnilyW of covuimce ( e k t  of tmtnœni): p < 0.05 f ~ r  boih 34DH62 production uid coaccaVUi011 
rt LF ancl R, Aauiysis of v u i u m  (dkt or intemeniion): (a) WDHBZ poduction. LF: NS (contml. NAC). Rr p < 0.05 (con*. 
NAC); (b) MDHBZ niricciiuoiiori. LF p < 0.05 (mml. NAC). R: p < 0.05 (caciiml) ud NS (NAC). B: basal OT pchhrmic 
conâicioru. 



Time period 

Fig. 2. Efiecl of low-flow iwhcmia (LF) and npcrfusion (R) on ihc ~lurc  of  LDH (A) and GSH + GSSG (B) by isolaicd n t  
hcuu prfuscd wiihoul (white brn) or wi(h 100 ph4 NAC (blwk ban). Othcr data h m  ihc h m  perfusion expcriments descrikd 
in Figure 1 .  Samplcr from ihe effluent prfurru wcrc collectcd during 1-2 min rt the tirne indicrted and assaycd imrncdiately. 
Values uc m u s  i SE of five or six hcur perfusions. Adysis of covariuicc kffect of miment): NS in ail cases. Analysis 
of vatianct (effcct of inicmnrion): (a) LOH. LF and R: p < 0.05 (conuol. NAC}; (b) GSH. W. NS (conmrl, NAC). R: p < 
0.05 (conmi. NAC). B: basai or prtischcmic condiiions. 

to 60 min of low-flow ischemia and 15 min of npcrfu- 
sion did not significantly influence the coronary flow 
rate or hart  rate, nor the magnitude of LDH and GSH 
release. under basai or ischcmic conditions or upon 
rcpcrfision. Also, the formation of 34DHBZ by h m  
perfùsed during 75 min under acrobic conditions was 
found to be close to the iimit of dctcction of our assay. 

Low-jîow ischemia and repe@tsion 

Hcam pcrfuscd undcr normal acrobic conditions 
rtleased smail amounts of 34DHBZ LDH, GSH, and 
lactate + pynivate in a ratio within the physiologicai 
range (Figs. 1-3, open bars). Undcr these conditions, 
the concentration of 34DHBZ in the effluent perfusatc 
was close to thc Iirnit of dctcction of our assay. Reduc- 
ing the coronary flow to 1 r n M n  for 90 min rrsulicd 
in (i) similar formation. but incmsaî perfusatc con- 
centration, of 34DHBZ (Eg. 1). (ii) lower hlcase of 
LDH (Fig. 2A), and (iii) a p u r  and tirne-dependent 
rrlcase of lactate + pymvaic (Fig. 3) and succinate 
(not shown). Because the ischemic hart rckased pro- 
ponionally mon lactate. but lcss pynivate. han the 
acmbic hem (not shownl. ihc Iiu%ic/pynivatc ratios 
aftcr 75 min of low-flow ischcmia wcte as much as 
600-fold p a t e r  than the prcischcmic value (Fig. 38). 
Shonly a k r  npcrfusion. the ischemic hauts rctcascd 

(Figs. 1-3 and Tabic 2) 34DHBZ LDH, and GSH in 
massive amounts. but lactate + pynivate, and succinate 
(not shown) at a rate similar to that obscrvcd aftcr 75 
min of Iow-flow ischemia. One minute aftcr npcrfu- 
sion, the lactatdpynivate ratio was alrcady 2û-fold 
lower than that observcd at the end of low-flow isch- 
ernic pend. As rcpcrfusion continueci, dl these mcta- 
bolic parameters rctunied progressively to pnischemic 
values. After rcpcrfusion, hearts had coronary flow 
rates (Fig 4A) and maintained spontancous bcating 
(Fig. 48) close to prcischornic values. 

When cornparcd to untrcatcd hearts, hcarts rtcciv- 
ing 100 pM NAC fmm the beginning of the low-flow 
ischemic pcriod showcd a signiticantly lower produc- 
tion and pcrfusate concentration of 34DHBZ during 
the low-flow ischcmic pcriod and at reperfusion (Fig. 
1, dark bars). The mlwc of d l  other measud parame- 
tcrs. LDH. GSH. lactate + pynivate and lactatdpyr- 
UV* ratio (Figs. 2 and 3, black bars) was not signifi- 
cûntly affectcd by the ucaiment, although values 
tendcd to be lower (LDH, p = 0.07 using the analysis 
of covari;icc) and to show lcss varîability (as indiutcd 
by the smaller standard enors). With respect to the 
physiologicd parameters. tmtment with NAC resultd 



Fig. 3. Effccc of  low-dow ischcmia (tF) and rrprfusion (RI on ihe t od  (A) and the ratio (6) of lactate and pyruvarc rcleased 
by isolaicd ni hcarts perfuxd wiihout (white bars) or with 100 @i NAC (black bus). m e r  &u fmrn ihc h c v t  perfusion 
cxprimenrs descrikd in Figure 1. Samplcs of effluent prfusaie w m  collecrcd dunng 1-2 min siuung at ihe lime indicattd, 
md anaiyzed by GCMS for I ~ i e  (LAC) and pynivatc (PYR) concenation wiih an interna1 stvldanj of [2tC]lactlte. Results 
art show as (A) tocal lactate + pynivau relcase and as (B) the ntio lacutdpynrvare. which is an index of Ihc cyosolic ndox 
suic  (NADWNAD). Values uc means i SE of four or fivc hurt perfusions. A d y s i s  of covariance (effect of mtmcnt): NS 
in d l  u ~ s .  Anaiysis of variance (cffect of intervention): (a) iAC + PYR. LF: p < 0.05 (conml. NAC). R: p < 0.05 (conmi. 
NAC); (b) LACIPYR, LF: p C 0.05 (conuol, NAC). R: NS (contrul, NAC). B: basai or prcischcrnic conditions. 

in coronary flow rates at rcperfusion about 65% grcatcr 
than preischcmic values (Fig. 4A and Table 2. p < 
0.05). although it did not influence the hem rate re- 
sponsc (Fige 4B). Finally, rcperfuscd ischemic hearts 
mateci with NAC containcd l a s  GSSG, but similar 
GSH, than untmted hcarts (Table 1). Consqucntly, 
the GSWGSSG ratio aiso tended to bc hïghcr. 

The addition of NAC 5 min prior to npcrfusion 
(Table 2) rcsultcd in a rclease of 34DHBZ at nperfu- 
sion comparable to that observe. for hearts ueaied 
with NAC frorn the bcginning of the low-flow ischernic 
pcnod. The rclease of dl othcr metaboiic and physio- 
logical parameters, including the coronary Row rate, 
masurcd at rcpcrfusion was similar to untrcated 
hcarts. 

Relation between the r e l e ~ ~ e  of 34DHBZ LDH, a d  
GSH 

The relation bctwccn 34DHBZ LDH, and GSH was 
evaluatcd by (i) tcsting for a l inw trend ktwecn the 
magnitude of thcir release during the first 10 min of 
hpcrfusion with the the Pearson correlation coefficient 
and by (ii) comparing the avcnge time of k i r  p k  
rc lew.  Taking inIo account d l  perfusion exprimenu 

(n  = 151, without and with NAC, a significrüit correla- 
tion was found between the total nlease of LDH and 
GSH ( r  = 0.89; p < 0.0001), but not betwecn that of 
34DHBZ and eithcr LDH (r = 0.3; p = 0.3). or GSH (r 
= 0.1 ; p = 0.7). However, 34DHBZ and GSH rckase 
peaked at a similar timc, 1.14 i 0.14 and 1.29 3: 
0.19 minute. rcspcctively (NS), which was carlier than 
LDH, 2.69 t 0.43 min @ < 0.05). Note that the given 
timcs arc the average of all perfusion experiments, 
bccause ttiey did not diffcr for h e m  perfused without 
or with NAC. 

Bccausc rcsults obtained in the two first series of 
perfusions (without and with NAC added at ischtmia) 
alrcady indicatcd similar timcs for the peak rcltase of 
34DHBZ and GSH, the sampling pmtocol of our last 
scnes of perfusions ( h e m  trcated with NAC 5 min 
prior to rcperfusion) was slightly modified in hoping 
to clarify a possible cause to cffcct nlationship. Thus. 
the pcrfusatc coming out of the hcart immediatcly at 
the cime of r#stablishment of flow was also collc~tcd 
and analyzcd for 34DHBZ LDH. and GSH. Out of 
fivc hwrts. four showed a greatet rclcasc for 34DHBZ 
(0.74 I 0.26 nmollmin: n = 5) ai this cariicr time 
compmd to ihat obscrved betwecn I and 3 min of 
rtpcrfusion (RI = 0.35 2 0.07 nmoVmin; n = S), 
cornparcd to only one for GSH and none for LDH. 



Time pcriod 

Fig. 4. Effcct of low-flow isckmia (LF) and mperfusion (R) on the (A) coronary flow nie and (BI h e m  rate of isolated nt 
huns perfuscd without (white bus) or wiih 100 pM NAC (black bus). C h k r  dala fmm the h m  perfusion experimenls dcscnbcd 
in Figure 1. Corovry flow nie (Cm) and hem rate (HR) were continuously monitorcd throughout the perfusion expnmenu 
and avengcd for rhe following time priod: ( i)  the l u t  10 min prrcccding LF, (ii) the eniirt LF and (iii) for ihc Ymc rntewd 
bcrwœn t h t  indicated during repcrfusion. Vdua  uie means r SE of six or scven hun perfusions. Aruiysis of covariance 
(effect of trcatment): (a) CFR at R p < 0.05. W y r i s  of variance (cffcct of intervention): (a) CFR. R: NS (control) and p < 
0.05 (NAC); (b) HR, LF: p < 0.05 (conaol) and NS (NAC), R: NS (conuol. NAC). 8: basal or preixhernic conditions. 

These rcsults do not, howevcr, change any of the above 
conclusions. 

EBct of on the coronary flaw rate al 
repe f i i o n  

Perfusion of acrobic hcarts for 20 min with 0.1 mM 
NNLA, a NO synthasc inhibitor, resultcd in more than 
a two-fold dccrcasc in the coronary flow rate (42% 2 
5% of basal value, n = 9, not shown). This decreasc 
was observcd in the absence or prescnce of 100 PM 
NAC z 1 PM NE. NAC donc, with or without NE, 
had no effect on the coronary flow rate (not shown). 
The effcct of NNLA on the coronary flow rate of rcper- 
f'ustd ischcrnic hearts treated with NAC varicd dc- 
pcnding upon the timc of addition of NAC (Table 3). 
NNLA was without any effcct when NAC was added 
prïor io NNLA and to the low-flow ischernic perid, 
that is, thcrr was still a 75% incrcasc in the coronary 
flow raie at rcpcrfision. Hawevcr. this risc was abol- 
ished by the addition of NNLA prior to ischemia and 
of NAC ai ihc bcginning of the low-flow ischemic 
pcriod. 

This  article demanstrates thai NAC trcatmcnt de- 
crrases the production of 'OH ndicals by the isolated 

rat heart repcrfused aftcf 90 min of low-flow ischcmia 
It aiso documents a NO-dependent increase in coronary 
fiow at rcperfusion of heam aated with NAC since 
the beginning of the low-fiow ischemic period. 

Production of 'OH radicals during ischemia and 
repe@üsion 

Incrcascd production of oxygendcnved fret radi- . 

cals (ODFR) early upon mflow of ischemic or hypoxic 

Table 1. Content in GSH and GSSG of Hcuu 
Rcprfuscd for 30 min Afttt 90 min of Low- 

Row lschemia Wiihout or Wiih 100 phi NAC 

Perfusion Conditions 

Pammctcn Contml + 100 pM NAC 

GSH 555 2 62 531 = 32 
GSSG 1 3 . 0 ~  1.3 93  z 0.S8 
GSWGSSG 45 r 4 58 r: 6' 

OIhcr dail fmm the htrn prfusion cxpmimenu 
dcscrikd in Fipm 1. At ihr md of the pitusion, dl 
hem w m  f~t~uclunptd ai the tempniurc of liq- 
uid N: . Hem tissue was pulvcritcd d homopnizd 
kforc derminarion of GSH and GSSG cocictnaa- 
ticin. Vdues :s exxprrsscâ in nmoUt wct wcight and 
arc rncm : SE of tivc heui prfusions. For cornpari- 
m. values for i h  nonprfuwd karts WCYC: GSH 
= 10 17 r 93 nmoUg: GSSG = 24 f 2 nmoVg; GSH/ 
GSSG = 45 z 7 nmolig: p < 0.05 and ' p < 0.1, 
NAC vcrsus conirol using an u n p i d  t-wL 



Timc tif NAC Addiiirin 

Pannieters Mc;uurcd Low-Flow Iichcmis Repcrlusion 
Upon Rcperfusion Nonc C LF) ( R i  

34DHBZ inmoVIO min) 3.7 3 0.7 1.3 r 0 4 '  1.6 z 0.2' 
LDH (unitdl0 min) 16 = 8 15 r 2 31 r 8 
GSH inmou 10 min) 159 r 41 141 r 13 180 = 38 
CFR (8 PI valire) 107 = 10 162 = 9' 91 = 8' 

Otkr  data [rom the hem pdusion expcnmenis descnkd in Figure 1 in which 100 HM 
NAC was added ai the kginning of the low-flow ischcmic (LF) pend. and from similar hem 
perfusion expcnrncnts whert NAC was added 5 min pnor ro the ricpcrfusion pend (R. n = 5 ) .  
for UDHBZ. LDH. and GSH. values shown are the total qumciiy ncovertd in the effluent 
pcrfuuic during the firsc 10 min of rcperfusion. For rhc comnary flaw n i e  (CFR). values werc 
avcnged for the fine 10 min of rrpcrfusion uid cxpmssed as % of the pmischemic value (5 Pt 
value). Values uc mcuis z SE of four or seven kart perfwons. ' p < 0.01. ' p < 0.05. addition 
of NAC ai iF or R venus no addiiion. and ' p < 0.001. addition of NAC at R venus addition 
of NAC at LF. uing analysis of  variance followcd by Dunnett multiple cornpansan test. 

hcarts has betn rcpeatedly and consistently docu- 
mented w ith various te~hniques,"'~ including aro- 
matic hydroxylati~n."~'~-~' The latter technique. which 
was used in this study, provides a spccific quantitative 
anaiysis of 'OH pmduct i~n .~  ODFR may also be 
fonned during ischemi~~S.J9-~.4~-~.4a but the nature, 

magnitude, and time course of this pnxiuction, com- 
parcd to chat obscrvcd undcr basal conditions or aftcr 
rcpcrfusion, has not been so wclt characterizcd, and it 
is a subject of contrqversy. 

In this study, rat hcarts perfused under low-flow 
ischemia produced 34DHBZ. an index of 'OH radical 
production, at a low rate, comparable to that obscrved 
under acrobic conditions (prcischemic period). The 
concentration of 34DHBZ in the effluent perfusatt of 
ischemic hcarts was, howevcr. sevcral-fold grrater than 
that observed in the prcischemic pcnod, bcing closer 
to that obscrved carIy aftcr reflow. The importance of 
discriminating betwccn the ODFR vascular concentra- 
tion and their ract of formation was ncently stresscd 
by Blasig et ai*  Only the fonner was found to k 
significantly corrclated with indices of niicrovascular 
(decrcased coronq flow rate) and myocardial mc- 
chanical damage (anhythmias. depresscd contractile 
function) in isolateci rat hearts suéjecred to ischemia- 
rcpcrfusion. Thus, from our data. it rnay bc suggcstcd 
îhat (i) those cells king pcrfuscd under low-flow isch- 
trnia produce ODFR in quantitics p a t e r  than undcr 
aerobic conditions. and (ii) possibly the highcr ODFR 
concentmion contributes to the ischemia-induced 
myocardid and micmvascular injury. 

Very e d y  upon rrpcrfusion (O- 120 s) of ischcmic 
hcons. we obscrved. like many ~ t h C r s ~ ~ - ~ " ~ " ' ~ ~ ~  an 
incrcascd production of ODFR. more spccifically 'OH 
ndicals. The pcak 34DH BZ fornation at rcpcrfusion 

occuned in dl our experirnents. In their smdy, Tosaki 
et al.4s dettcted 23DHBZ or 25DKBZ formation from 
salicylate in fibrillahg karts only. Thus, the incidence 
of veniricular fibrillation in Our rcperfused heans was 
pmbably high? although this was not assessed. The 
magnitude and tirnetourse of the production and pcr- 
fusate concentration of 'OH radical we observcd art 
sirniiar to those reportcd by Takcmura et al? Thcsc 
authors used aiso aromatic hydroxylation to assess 'OH 
production. Because the duration of ischemia has bccn 
shown to be a powerful determinant of the magnitude 
of rhe postischcrnic production of ODFR, including 
the 'OH radi~ai."~ it rnay k suggestd chat 90 min 
low-flow ischemia (this study) and 15-20 min global 
ischemia (study of Takemura et ai.? producc compa- 
rable darnagc in rat heans. Takemura et ai..' prcsented 
cvidence for limitcd mechanicd damage, that is, recov- 
cry of heart contractiiity (dP/dt). hcart rate, and con+ 
nw flow rate. In our study, a rapid metabolic and 
functional rccovery of our mperfused hearrs was indi- 
cated by the (i) maintenance of spontancous bcating 
and coronary flow rate close to pccischcmic values, 
and (ii) normalization of the cytosolic rcdox sta», as 
indicated by the lactatc/pynrvatc ratio, and of the inua- 
cellular reduced thiol status, as indicated by the rissue 
GSWGSSG ratio. 

Anrimidant effecr of NAC 

Thc bencficial effects of NAC observai in several 
ischcmia-rcpcrfusion modcls was mostly attributcd to 
its ability to save as a prrcursor of GSH.'~'" Howcver. 
NAC can improvc c d i a c  funcrion without incrwsing 
tissue GSH level. '' suggesting alternate meehanism(s) 
of action. Our dom indiute that direct scavcnging of 



Table 3 Effect of 100 PM NNLA on rhc Coronxy 
Flow Rate of Rcpcrfuscd Ischcmic Hcans Trcared 

Wiih 100 p M  NAC 

Timc of NAC Addition 
Coronary Flow Rate 

t % PI value) 

Rcisehcrnic pend 175 = 5 
Begrnning of the LF p R o d  82 z 18' 
Begrnning of ricprfusion pcriad 63 z 4' 

Orhcr data fmm the hem perfusion expcrimenrs dcscnkd 
in figure 1 .  For al1 hem perfusions. 100 pM WNLA was 
infuscd 20 min pnor CO the bcginning of low-flow ischemia 
(Lm. NAC infusion (finai concentration 100 PM) was stlncd 
e i h r  (i) during the prciscticrnic priod. at the same tirne or 
10 min prior to NNLA infusion (n = 31. ( i i )  ai  the kginning 
of LF period (n = 3). and (iii) at the bcginning of the reperfu- 
sion priod ( n  = 21. Values atc meuis z SE. * p  < 0.05 
NAC addition ar the LF or npffusion pcriod vs NAC addi- 
tion during the prc-ischcmic pcriod. using a one-way andysis 
of variance follawcd by Dunnett multiple cornpuison test. 

'OH radicais by the ischemic-rtpcrfused h e m  should 
be considercd. In fact, NAC decricascd the production 
of 34DHBZ (i) by rhe ischemic hcarts and (ii) by the 
rcperfuscd ischernic htarts evcn when added only 5 
min prior 10 reperhision (Table 2). Also, the GSH con- 
tent of reperfused-ischcmic hcarts trcated with NAC 
from the beginning of low-flow isctiemia was sisniiar 
to that of unutated hcarts. More likcly, NAC can sig- 
nificantly incrcase total tissue GSH only when added 
prior to the ischcmic pri~d. '~'"'  However, our data 
do not exclude the possibility that NAC could incrcase 
the GSH pool locally." posribly in cndothclial cciis. 
whcn addcd ai the bcginriing of the low-flow ischcrnia 

A direct scavcnging of 'OH radicals by NAC is in 
agreement with in vitro st~dies."-~~ NAC is also a 
powcrful scavcngcr of hypochlomus acid, but not of 
hydrogcn pcroxide or supcroxide anion. The proâuc- 
tion of al1 these oxidant spccies is incrrased in the 
repufused ischernic h c ~ u  in vivo,r" but in vitro, i h c ~  
is no known source of hypochlorous acid. Nso, NAC 
has effects similar to other 'OH scavengen~-"-" in 
that it improved cardiac function,"-" but filcd to re- 
duce tissue necrosis when added during ischcmia and/ 
or r~perfision.'~~'~~~'"'~* In this sndy. the= was no 
comlation bctween 34DKBZ production (index of 
'OH radical) and LDH lealcage by the ischcmic-rcpcr- 
fuscd rat hcatts, although ihc observai scqucncc of 
cvents (an cariier pcak rclcasc of 34DHBZ than LDH 
or GSH) suggcstcd a prion a cawtffcct dationship. 
The rrason for this discrcpancy is not lcnown. In ow 
systcm. the production of 34DHBZ apptars to reflet 
'OH radical fomation rathtr than the activity of Ihe 
h m  cyiochmme P450 system? ln fact. the magnitude 
of the mnsicnt peak of 34DHBZ ionnation observcd 
at rcpcrfusion was (i) similar if 4HBZ w u  ddcd only 

5 min prior io reperfusion (not show) .  and is ( i i )  
diminished by the addition of ri 'OH radical scavenger 
(NAC: Table 2). However. the chemical reaciion of 
4HBZ with ihe 'OH radical probably occun mostly in 
the coronary vasculaiure, such thai the assay of 
34DHBZ fomation may underestimate the myocardial 
'OH production. The latter would be expected to be 
more closely related to the LDH relese. 

Effecr of NAC rreatment on coronan. Jow rare 

We report a possible preservative effeci of NAC 
treatrncni during ischemia and reperfusion on the c o n  
nary microvasculature, as evidenccd by a NO-depen- 
dent hypercmic response upon reperfusion of ischernic 
rat hearts. This effect was lost when NAC was givcn 
only bcforr the onset of reflow, as was also rcponed 
for other bcneficial cffects of NAC such as improved 

functjonl?.15- l k l&  19 or dccrcased incidence of 
arrhythrnias." 'fhe involvemcnt of NO was indicated 
by the blunttd coronaq response in the pnsence of 
NNLA, a NO synthase inhibitor, in rtpcrfused h e m  
receiving NAC since the bcginning of ischcmia. Othcr 
authors uscd LNNA (0.005 mM-1 mM) to show the 
involvement of a NO-dependent process in the basal 
regulation" of coronary biood flow. as well as hypoxic 
va~odilation."'~ NO generationS8-' and myocardia! 
hypercmia." NNLA. however. failed to prcvcnt an in- 
crase  in coronay flow rate above prcischemic values 
when NAC infusion started before that of the inhibitor, 
during the pnischemic pcriod. This suggests mon than 
one possible mechanism by which NAC can cxcrt its 
effcct on coronary flow regdation. 
To our knowledge, such an effect of NAC on c o n  

nary flow rate has not bcen reporteci beforc, although 
Ferrari et al." did report hypotension in humans with 
caidiovascular disese rccciving NAC. Also. in one" 
of many studies whcfc NAC was given to heart sub- 
jccted to ischemia-rcprfu~ion."~~~ iddI'-IP a sipifi- 
cantly bctter hemoâynamic rtcovery of rcperfused 
hcam receiving NAC was obscrvcd, although coronary 
flow rates upon rcflow wcre significantiy lowcr than 
preischcmic values. We do not have an exphnation 
for thest diffcrcnccs. However. the type and cxtcnt of 
the ischcmic insult is known to influence the coronary 
l o w  rcsponsc of ischcmic hearts upon rcflow (fce 
H t v s e  et al.' for nvicw). and. in as study. unlike 
otj,crs,~m-~n.~~- I'YJI NE was infused during low-flow 

ischemia and nperfusion to simulait the excessive sys- 
tcmic and/or local adnnergic discharge, which arc 
hown ~omplications of myocardial ischemia and cir- 
culatory shoek in vivo." 

It is now acccpicd ihat microvascular injury O C C ~ .  

indepndcntly of myocdial injury. during ischcrnia 



and rcpcrliision isrr Hcarsc et al.' and Trcuure"' et 
cil. for rcvicw). Even mild. reversiblr. ischemia causes 
3 IOSS of vasodilator reserve and progressive vasocon- 
striction. Also. responses to dmgs are impaired. espe- 
cially those which are cndothelium-depndent. Among 
the mechanisms that have k e n  proposed io contribure 
CO the genesis of microvascular injury during ischemia 
and repcrfusion arc ODFR. pnncipally the super- 
oxide an i ~ n . ' . ~ . ' ' ~  which may impair the production 
and action of endothehm-derived reiaxing factor 
(EDRF)."?." which is proposed to be 

We can only speculate on the possible mtchanisms 
responsible for the observed increase in coronary flow 
rates following NAC addition during ischemia and re- 
perfusion. First, the effecc of NAC is more likcly to 
be permissive or indirect, rather than a direct action on 
vascular smooth muscle cells. In vitro, NAC induces an 
endothelium-independent relaxation of rat vessels or 
of resistance artcries prcconcractcd with NE.U How- 
evtr, in this study, NAC was withour effect on the 
coronary flow rate of (i) acrobically perfused rat heam 
(nor show)  and of (ii) rcperfused ischemic hcarts if 
added 5 min prior to rcflow (Table 3). Second, NAC 
is unlikcfy to act by reducing NO degradation through 
eithcr direct scavenging of superoxide anions produccd 
at reperfusion or incrcased SOD activity. In fact, (i) 
NAC addition at reperfusion failed to inducc an in- 
crcased coronary flow rcsponse (Table 2), (ii) NAC 
rcacts poorly, if at dl, with superoxide anions in vitro,'" 
and (iii) NAC veaunent did not modify hem SOD 
activity in an ischernia-rtperfusion setting." The bene- 
fit of NAC's 'OH scavcnging property in this context 
is hard to cvaiuatc because tbe role of 'OH, if any, in 
microvascular injury i s  noi clcar. 
WC, therefore. consider the following three cxplana- 

rions as k i n g  more likcly. as well as not k i n g  muni- 
ally exclusive: (1) NAC trcatmcnt during ischcmia and 
seperfusion prrserves the invacellular rhioi (including 
GSH) pooI of endothetial cells dunng low-dow isch- 
cmia. This explanaiion is supportcd by the demonstra- 
tion that, upon rcperfusion, GSH-dcplctcd h e m  show 
increascd coronary rcsistance,"" whereas GSH-treatcd 
h e m  show incrcased posthypoxic coronary flow.* (2) 
NAC serves as prtcursor for the formation of S-niuo- 
sothiois. cither S-nitrosocystcinc or S-nitroso-N-acctyl- 
cysteinc, which arc (i) more stable and more porent 
vasodilatory cornpounds thnn ~0"~" and ( i i )  p n t  
posed as endogenous pracunors of  NO.^'-^ Although 
thcm is no clcar evidtncc ihat S-nitrosothiols are an 
invrcllular stongc form of NO," rh is  could explain 
vhy NAC addition bcforc NNLA and during the pre- 
ischcrnic pctiod clicited an increascd comnvy flow 
nsponse upon rcflow ihat was noi blunatd by NNLA 
(Table 3). (3) NAC inhibits the angiotensin convcrting 

enzyme (ACEL rin enzyme localized rit the membrane 
of the endot hrlium.'" This dccreoses the production 
of mgiotrnsin II. a vuoconsuictor. and prevents the 
degrridation of brady kinin. a vasodilator thai induces 
the synthesis of NO." 

In summary. this study provides evidence for a di- 
rect scavenging of 'OH radicals by NAC in reperfused 
ischernic n t  hearts whcther added at the beginning or 
at the end of a 90 min low-flow ischemic period. We 
also report an additional. possibiy beneficial. effcct 
of NAC on the coronary flow rate regulation of the 
reperfuscd ischemic hcart. The elucidacion of the exact 
mechanism underl y ing the incrcased hyperemic re- 
sponse of reperfused hcarts recciving NAC since the 
bcginning of ischcrnia rnay help to better define the 
conditions of NAC administration to humans. so as to 
prcvent or betier conml the associared hypotension.'' 
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ABSTRACT 

We previously reported a N-acetylcysteine-induced sustained hyperemic response in 

isolated rat hearts reperfused after 90 min low-fIow ischemia. This flow effect was 

inhibited by a nitric oxide synthase inhibitor, but not if N-acetylcysteine was added 

prior t o  the inhibitor, suggesting that more than one rnechanism is involved. We here 

report data in two different models of ischemia/reperfusion, showing that N- 

acetylcysteine flow effect is modulated by the energy substrate composition of the 

perfusion buffer. Further, in agreement with Our previous study, this flow effect was 

not correlated with improvement in cardiac function or tissue necrosis, nor was i t  

correlated with hydroxyl radical production. However, it was found to be antagonized 

by hydrogen peroxide and to a fesser extent by superoxide anions. Of rnany drugs, 

only glibenclamide, a K *  ,, channel antagonist, decreased significantl y the coronary 

flow response of hearts perfused with N-acetytcysteine and energy substrates both 

before and after ischemia. In conclusion, the coronary flow response of reperfused 

hearts treated with N-acetylcysteine is acutely modulated by the presence of 

exogenous energ y su bstrates and reactive oxygen species, via a mechanism which 

involve, at  least in part, K',,, channels. Such interactions may explain why N- 

acetylcysteine administration in vivo induced hypotension in some patients recovering 

from cardiac surgery. 

Keywords: thiol, heart preservation, Celsior solution, K',, channels. 



N-acetylcysteine (NAC) is one of many agents adrninistered in an anempt to 

neutralize the deleterious effects of reactive oxygen species (ROSI and thus to 

improve the recovery of heart function at reperfusion. It has shown promising effects 

in cardiac patients (8,33). In a previous study (4), we documented a sustained 

hyperemic response following NAC treatment in rat hearts reperfused after 90 min 

low-flow ischernia. This flow effect was not related to NAC scavenging properties 

against hydroxyl radicals (.OH), nor was it associated with other beneficial effects on 

cellular necrosis or cardiac function'. It was abolished by the nitric oxide synthase 

inhibitor N-a-nitro-L-arginine, but only when the latter drug was added before NAC, 

suggesting the involvement of more than one mechanism by which NAC modulates 

coronary flow rates. Only two of many studies on NAC treatment in cardiac 

ischemia-reperfusion injury incfuding one in humans, reported soma flow effects 

(8,351. Most studies (22,301, but not al1 (9), documented an improvement of 

contractile function, with no effect on tissue necrosis. The reason for these 

discrepancies is not clear, but it could be due to differences in experirnental models 

or conditions. Indeed, the type and extent of the ischernic insult is known to 

influence the coronary flow response of ischernic/reperfused hearts as well as the 

outcome of an antioxidant treatment (34). More promising indications for the use of 

antioxidant therapy are clinical conditions where the ischemic insult is associated with 

little cellular necrosis such as heart transplantation and surgery (20).  

In transplantation, the recently developed Celsior solution (241, unlike other solutions 
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(such as Wisconsin and St-Thomas #2) was specifically designed for heart 

preservation. This extracellular type solution combines several advantages: (il 

prevention of cell swelling by cellular impermeants (lactobionate and mannitol) and 

high osrnolarity; (ii) enhancernent of endogenous thiol pools and antioxidant defenses 

by addition of scavengers targeting different ROS; namely reduced glutathione 

(hydrogen peroxide (H,O,), superoxide anion (O;.), peroxynitrite (ONOO')), histidine 

(singlet oxygen ('0,)) and lactobionate (.OH); (iii) limitation of calcium overload by a 

low calcium content. addition of a calcium chelator (lactobionate) and antagonist (high 

Mg ''1: (iv) enhancement of anaerobic energy production (glutamate), and (v) high 

buff ering capacity (lactobionate and histidine). Evidence for the superiority of this 

preservation solution in the rat heart model led to ifs clinical investigation in Europe 

(24). In spite of advantages offered by the Celsior solution for heart preservation. to 

our knowledge, the effect of reperfusion conditions in this setting has not been 

investigated aside from one study by Pietri et al. (29). 

In view of the above considerations, we re-examined the effect of NAC in rat heans 

reperfused after cardioplegic arrest and preservation in Celsior solution. Data from 

these perfusion experirnents indicated an increased and sustained hyperemic response 

in hearts treated with NAC only when the perfusion buffer contained energy 

substrates mixture. This result led us to investigate the mechanism responsible for 

this increased coronary flow response using another ischemia-reperfusion protocol. 
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Chemicals, enzymes and organic solvents were purchased from Aldrich Chernical Co. 

(Milwaukee, W I), Sigma (St. Louis, MO), Boehringer Mannheim Canada (Laval, 

Québec), Fisher Scientific (Montréal, Quebec), Anachernia (Montreal, Québec), 

Cardiotrol (Lactate dehydrogenase (LDH) from human serurn) was obtained from 

Hoffmann-La Roche Ltd (Brampton. Ontario). N-Methyl-N-(tert-butyldimethylsilyl)- 

trifluoroacetarnide was supplied by Regis Chernical Co- (Morton Grove, IL). 

Gli benclamide (Giib), diphenyleneiodonium chloride (DPI), indomethacin, dirneth yl 

sulfoxide and 1 H-[ 1,2,4loxadiazoIo[4,3-a lquinoxalin- 1 -one (ODQ) were boug ht from 

Sigma (St. Louis, MO). All aqueous solutions were made with water purified by an 

"Elgan system. The Celsior cardioplegic solution, prepared essentially as descri bed 

by Menasche et al. (241, contained the following compounds (in mM): 15 potassium, 

11 2 sodium, 13 magnesium, 0.25 calcium, 41.5 chlotide, 80 lactobionate, 60 

mannitol, 30 histidine, 20 glutamate, 3 reduced glutathione (GSH). Final osmolarity 

of the solution was 360 mOsm/L and pH at 4 "C was 7.4. 

Al1 animal experirnents were approved by the local institutional animal care cornmittee 

which follows guidelines of the Canadian Council on Animal Care. Male Sprague- 

Dawley rats weighing between 220-320 g were anesthetized by intraperitoneal 

injection of sodium pentobarbital (70 mglkg) and received heparin (1 50  lu) by 

intrajugular injection. After opening of the chest. hearts were rapidly excised, and 

either promptly (i) installed on the Langendorff set-up as previously described (4) or 
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(ii) arrested by perfusing through an aortic cannula 30 mL (1 0 mL/min) of  cold Celsior 

solution kept at 4 OC. Hearts were stored at 4 O C  in 100 rnL of Celsior solution. After 

4 h, they were flushed with 20 rnL (10 rnUmin) of Celsior solution and then perfused 

aerobically for 60 minutes according to the Langendorff technique with a non- 

recirculating modified Krebs-Henseleit bicarbonate buffer containing (in mM): 11 9 

NaCI, 4.8 KCI, 1.3 CaCI,, 1.2 KH,PO,, 1.2 MgSO,, 24 NaHCO,, 1 1 glucose, 0.2 

octanoate (a medium chain fatty acid) and 1 4-hydroxybenzoate (4HBZ). Note that 

heart perfusion experiments with buffer containing 11 mM glucose and 0.2 mM 

octanoate as sole ES are referred to âs control conditions. 4-hydroxybenzoate was 

added as a trapping agent for OH, as previously described (4). Other additions wete 

as indicated. The perfusate concentration of the various agents infused was kept 

constant despite variations in coronary flow using a cornputer program developed for 

feedback control of the syringe pump (Harvard Instruments, South Natick, MA) (4). 

Perfusion buffer, which had been filtered through a 5 pm membrane, was equilibrated 

with 5% CO, and 95% 0, at the indicated temperature. A t  all times, the heart was 

enclosed in a tem perature-controlled, water-jacketed, chamber. 

This study is divided in two parts. First, we exarnimd the effect of NAC in hearts 

preserved for 4 h in cold Celsior solution. Then, perfusion experiments were designed 

to identify the factor(s) or mechanism(s) responsible for the coronary flow effect 

observed in the first set of experiments. This was done using either in 

preserved/reperfused heans (A) or using a second perfusion protocol (1  5 min global 

ischemia and 30 min reperfusion) to allow treatment with various drugs before the 



ischemic episode (W. 

P m / :  Perfusion experhents in ~ e ~ e d / f e p e r f u s e d  heerts. Various indices of the 

oxidative, metabolic andlor functional status of the hearts were documented in a total 

of eight conditions. This includes initial sets of perfusion experiments: (i) t o  

document the effect of preservation and (ii) to define conditions of pressure and 

temperature under which hearts preserved for 4h in cold Celsior solution ought to be 

reperfused to study the effect of NAC. Two different protocols of pressure and 

temperature were tested: (i) Reperfusion for 60 min a t  a constant pressure of 70 mm 

Hg with a buffer equilibrated at pH 7.4 and 37 O C  with 5% CO, and 95% 0, (sudden 

reperfusion; n=7 )  or (ii) reperfusion at a pressure of 30 mm Hg with a buffer 

equilibrated at 23 O C  with 5% CO, and 95% 0, (pH 7.2) for the first 10 min and then 

at 70 mm Hg with a buffer equilibrated at 37 'C with 5% CO, and 95% 0, (pH 7.4) 

for the remaining 50 min (gradua/ reperfusion; n = 7). 

Then, the effect of NAC was examined using the sudden reperfusion protocol. fffect  

~f NAC: Hearts were reperfused at 70 mm Hg with buffer containing 1 1 mM glucose 

and 0.2 mM octanoate alone (contro/conditions) or in combination with other energy 

substrates (ES; in mMI: 0.5 lactate. 0.1 pyruvate, 0.2 fumarate, 0.2 glutamate, 0.2 

valine. When indicated, NAC andlor dichloroacetate (DCA: a pyruvate dehydrogenase 

activator), were infused for the first 20 minutes of the perfusion at a final 

concentration of 0.1 and 1 mM, respectively. The stock solution of NAC (10 mM) 

was prepared fresh before use with deionized nitrogen-equilibrated water. That of 

DCA (100 mM) was kept frozsn until the experirnent. These solutions, whose pH 



was adjusted t o  7.4, were protected from light. 

Part II. Effect of va#ious intemtions on the coronary f/ow fesponse of heerts 

perfused with NAC: (A) First. we enamined whether the following interventions 

would modify the coronary flow response of preserved hearts reperfused with NAC, 

ES and DCA as described above. (i) Removal of DCA, or (ii) increased ROS 

concentrations. either O," or H,O,. NAC (0.1 mM) was infused during the first 20 

min of reperfusion. either (il alone. (ii) with DCA (1 mM) and pyrogallol (an intracellular 

O;' generator, 10 PMI, or (iii) with DCA (1  mM) and HP , (50 PM). (BI Then, we 

docurnented the effect o f  various drugs was documented on the coronary flow rate 

of hearts subjected to 15 min global ischemia and 30 min reperfusion in the presence 

of 0.1 mM NAC and 11 rnM glucose, either alone, or with ES (in mM: 1 lactate, 0.2 

pyruvate, 0.2 octanoate and 0.2 fumarate). NAC was infused at 0.1 rnM 

throughout the perfusion, starting 30 min before the ischernic episode. Stock 

solutions of the various drugs, prepared in either 95% ethanol (indornethacin 100 

mM) or dirnethyl sulfoxide (DPI 20 mM; ODQ 20 mM and Glib 20 or 100 mM), were 

diluted either in saline and infused or added directly to  the perfusion buffer. The final 

perfusate concentration of the vehicle, less than 0.01 %(ethanol) or 0.05% (dimethyl 

sulfoxide), did not affect coronary flow rate (not shown). 

Functional parameten: Parameters were rnonitored during the 

perfusion experiments through instruments Iinked to  microcornputers (Hewlett 

Packard Vectra ES and IBM compatible Logic AT 486) as described previously (41. 

These included (il the coronary flow rate using an electromagnetic flow probe (Mode1 
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FM501, Carolina Medical Electronics Inc., King, NC) installed above the aortic 

cannula, and (ii) the heart temperature, using a thermocouple (Yellow Springs 

Instrument Co., Inc, OH) attached to the surface of the heart. Finally, the contractile 

function was evaluated during the last 20-min of reperfusion by inserting into the left 

ventricular cavity, a saline-filled latex balloon inflated to yield a diastolic pressure 

between 5 to 10 mm Hg and connected to a pressure transducer (Digi-Med Heart 

Performance Analyser, Micro-Med, Louisville, KY). We favoured balloon insertion at 

a later time in reperfusion to  limit mechanical stress (27 )  although this precluded 

measurements of an increase in diastolic pressure. 

Biochemical parameters: Effluent perfusates: Procedures for the assay of effluent 

perfusate concentrations and release rates of the following parameters were 

previously described (4): (il 3,4-dihydroxybenzoate (340HBZ from the hydroxylation 

of 4-hydroxybenzoate, an index of .OH formation; 4 mL untreated perfusate), ( i l  LDH 

(an index of cellular necrosis; perfusate diluted with 245 mM TRIS buffer pH 7.0 to 

yield 10 U LDH/L) and (iii) lactate (an index of ischemic challenge and anaerobic 

glycofysis, 0.5 mL untreated perfusatel. LDH was assayed within 20 minutes of 

sample collection and lactate on previously frozen samples, using a 

spectrophotometer (Roche COBAS FARA). 340HBZ was assayed by selected ion 

monitoring gas chrornatography-mass spectrometry (SIM-GCMS, Hewlett Packard; GC 

5890 coupled to an MSD 5972) on previously frozen samples spiked with 1 nmol of 

the external standard 2,5-dihydroxybenzoate. AN sarnples were acidified, satured 

with NaCI, and extracted with diethyl ether. The combined ether phases were dried 

with anhydrous sodium sulphate and geritly evaporated under a nitrogen Stream. The 
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dry residues were converted to t-butyldirnethylsilyl derivatives by the addition of 75 

pL of N-methyl-N-(t-butyldimethylsilyl)-trifluoroacetamde. 34DHBZ data were 

corrected for background noise as previoust y described (4). 

Tissue homugenates: For tissue content of GSH, oxidized glutathione (GSSG) and 

adenine nucleotides (ATP, ADP, AMP), freeze-clamped hearts, which had been stored 

a t  -1 96 O C ,  were pulverized in a mortar cooled with liquid nitrogen. The powdered 

frozen tissue was homogenized using an ultrasonic disintegrator (Vibra Cell, Sonics 

& Materials Inc., Danbury, CN). Conditions for GSH and GSSG assay (80 mg tissue 

homogenized in 1 mL of 5% sulfosalicyfic acidl were previously described (4). 

Concentrations of adenine nucleotides (375 mg tissue homogenized at  4" C in 1.5 mL 

6% perchloric acid) were determined enzymatically using a kit (ATP, Sigma #366) and 

standard rnethods (ADP and AMP) (1 1. 

StatlStica/anaIys&. Data are expressed as means SE. Effects of interventions on 

the various parameters were analyzed using the indicated test. A probability of p < 

0.05 was considered statistically significant. The average factor for conversion of 

measured g wet weight to g dry weight was determined to be 8.85 i 0.16 (n = 29). 
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BESUIS 

Ef ic t  of hest?pmserva?ion in CeIsiorso/utl4n: Table 1 reports the content in GSSG, 

GSH, and adenine nucleotides of hearts before and after 4 h cold preservation in 

Celsior solution. Preserved hearts contained significantly more GSH and GSSG, but 

maintained a similar [GSHI/[GSSGI ratio, than non-preserved hearts. They also 

showed a higher tissue level of adenine nucleotides and a lower value for the ratio 

[ATPI/[ADPl. The increased total glutathione of heans preserved in Celsior solution 

results from the composition of this cardioplegic solution. Indeed. for cornparison, 

hearts preserved for 4 h in St-Thomas #2 solution showed a total glutathione and 

adenine nucleotides (1  .O7 î 0.02 and 2.92 I 0.08 umollg wet weight, n =5)  

content similar to non-presewed hearts. but a similar ratio [ATPl/[ADPI (1.68 I O. 14) 

to hearts preserved in Celsior solution. 

Reco very of preserved/mperfusetf rat hearts under control cond'ions: Figs 1 and 2 

(open bars) show the functional and biochemical parameters rneasured in preserved 

hearts reperfused a t  a ConRant pressure of 70 mm Hg with buffer containing 1 1 mM 

glucose and 0.2 mM octanoate as sole energy substrates (control conditions/. 

Cornpared to non-preserved rat hearts (data not shownl, preserved/reperfused rat 

hearts maintained a similar coronary flow rate, but showed a lower contractile activity 

(25-40% lower dP/dt), released several-fold more LDH (threefold), GSH + GSSG (400- 

fold) and 34DHBZ (20-fold) and contained less adenine nucleotides (40%) despite 

sirnilar ratio [ATPI/[ADPI. Cornpared to  hearts reperfused for 30 min after 90 min 

low-flow ischernia, a mode1 which we previously charactetized (4), 
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preserved/reperfused hearts showed 72% less LDH release, indicating that the 

preservation model is associated with less tissue necrosis. 

Note that none of the parameters rneasured were significantly modified by staged 

reperfusion of preserved hearts Fig. 2. hatched bars), although the time-profile of the 

coronary flow and LDH release rates showed a biphasic response, with maximal 

values observed at 10-1 5 min, concomitant with the rise in pressure and temperature 

(Fig.  1, hatched bars). This finding points out the importance of measuring LDH 

release, as well as other indices, at several time points during reperfusion to assess 

total release. 

Effects of NAC in preserved/~epedrsed hearts: 

Effects of NAC alone or in combination with a mixture of ES and DCA was 

documented in preserved hearts reperfused at a constant pressure of 70 mm Hg. 

Note that under control conditions, the ES present in Our perfusion buffer (glucose and 

the medium chain fatty acid octanoate) supply acetyl-CoA from P-oxidation of 

octanoate in non limiting amounts to the citric acid cycle whose activity is crucial for 

the energy metabolism of the heart (5). Othet substrates were added to  our buffer 

(lactate, pyruvate, glutamate, fumarate and valinei to feed al1 pathways of oxidative 

and anaerobic energy production. Lactate and pyruvate. added at physiological 

concentrations, maximizes anaplerotic oxaloacetate supply for citrate formation (5). 

Glutamate, fumarate and valine, which were shown to be cardioprotective by others, 

favor formation of succinate by pathways linked to ATP formation by substrate level 
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phosphorylation (1 7.1 8.32). Finally, DCA, a pyruvate dehydrogenase activator. 

enhances the post-ischernic myocardial functional recovery by favoring glucose over 

fatty acid oxidation (1 9,381. 

As shown in Fig. 2, none of the measured indices of contractile function (dP/dt,,), 

necrosis (LDH), energy status (tissue adenine nucleotide), oxidative stress (tissue 

glutathionel or -OH production (34DHBZ1, were significantly modified by 

supplernentation of the perfusion buffer with NAC either alone, or with the ES 

mixture and DCA. However, as shown in Fig. 3, hearts reperfused with the 

combination NAC, ES and DCA maintained a higher coronary flow rate. The three-way 

ANOVA testing the effect of NAC, ES plus DCA or tirne revealed an effect of ES plus 

DCA (p < 0.00 1 and an interaction between NAC and ES plus DCA (pc0.00 1 1, w hich 

was independent of time. 

Effects of vadus interventions on the comnary tbw response of hearts pedused with 

NAC. We attempted to identify factors undedying andlor modulating the coronary 

flow response in preserved hearts repsrfused with NAC and ES plus DCA. As shown 

in Fig. 4, we found that the flow response was antagonized by H2O2 (p < 0.05). and 

to some extent by pyrogallol, an intracellular O,.- generator (p =0.07). However, it 

was not affected by the removal of DCA, nor did this intervention modify the recovery 

of contractile function h o t  shown). 

Then, perfusion experiments were performed using another protocol. narnely 15 min 
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global ischemia and 30 min reperfusion, an insult considered to  be mild (1 2). This 

protocol allowed treatment with drugs before the ischemic period. The choice of drug 

tested was based on their known inhibitory effect on one of the many processes 

proposed to  participate in coronary flow regulation (see discussion for details). 

Similar to hearts reperfused after preservation, hearts subjected to 15 min of ischemia 

and 30 min reperfusion in the presence of NAC and ES (in mM: 11 glucose, 0.2 

octanoate, 1 lactate, 0.2 pyruvate, 0.2 fumarate) maintained higher coronary flow 

rates than those perfused with NAC and glucose atone (Fig. 5A). This flow difference 

was significant both before and after the ischemic episode, except for peak hyperemic 

flow rate values observed within the first few minutes of reperfusion. Of the various 

diugs tested, neither DPI (1 0 NM; inhibitor of cytochrome b,,,-NADH-oxidase (261, 

indomethacin (IO PM; inhibitor of the cyclo-oxygenase pathway) nor ODQ (1  0 pM or 

30 gM; specific inhibitor of soluble guanylate cyclase (sGC)(31)) affected significantly 

coronary flow rates of heans petfused with NAC and ES despite the fact that these 

drugs were tested using various protocols2. However, preliminary experiments 

showed a reversible. dose-dependent coronary flow rate inhibition by a K ',, channet 

blocker (Glib;f O and 50 PM) in pre- and post-ischemic hearts perfused with NAC and 

ES mixture3. On this basis, and considering that the presence of Glib during the 

ischernic insuit could modify the post-ischemic recovery of heart function (1  0,361, we 

chose the following infusion protocol. The infusion of Glib (1 0 PM), which lasted 1 0 

min during the pre-ischemic period, was interrupted for 10 min prior to ischemia and 

then resumed for 20 min at the third min of reperfusion. 
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As shown in Fig. 56. Glib infusion significantly decreased the coronary flow rate of 

pre- and post-ischemic hearts treated with NAC irrespectivel y of the energ y substrate 

composition of the perfusion buffer. although the recovery of flow at reperfusion was 

significantly greater in hearts supplied with NAC plus the ES mixture. Note that Giib 

infusion did not affect the peak hyperemic response shortly after reperfusion, 

suggesting that it did not modify the magnitude of the ischemic insult. 



The major findings of the present study can be summarized as follows. Data 

demonstrate that the coronary flow rate of rat hearts perfused with NAC depends on 

the nature of the energy substrates feeding the heart. This effect of exogenous 

substrates was documented under various perfusion conditions, namely normoxia, 

reperfusion after 4h preservation in cold Celsior solution or after 15 min global 

ischernia. Although other investigations are needed to identify the exact mechanism 

underlying this effect. our data suggest that ROS and K',, channels ought to be 

considered in the overall mechanistic scherne. Indeed, data obtained in 

preservedheperfused hearts indicated that the sustained hyperemic response observed 

in the presence of NAC and ES was antagonized by H,O,. and to  some extent by O;'. 

However, it was not related to NAC's direct scavenging of .OH as indicated by the 

34DHBZ data. suggesting that effect of NAC is probably related to its thiol function. 

Further, data obtained in ischemic/reperfused hearts demonstrated that  the flow 

response of heans perfused with NAC and ES was inhibited by Glib. a KIATp channel 

blocker. 

To our knowledge, an interaction between NAC, ES and ROS (H,O, and to some 

extent O;' but not .OH) in the flow rate modulation of reperfused hearts has not been 

documented before. Effects of exogenous metabolic substrates such as lactate, 

pyruvate or glutamate, or of exogenous and endogenous thiols, on the recovery of 

coronary flow rates of ischemic/reperfused hearts have been reported separately 
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(4,7.16,18,35). A modulating effect of  exogenous substrates may explain why, in 

our previous study, NAC treatment elicited a sustained hyperemic response in rat 

hearts reperfused after 90 min low-flow ischernia (41. The exact nature of the energy 

substrate(s) responsible for the flow effects reported in this and previous (4) studies 

cannot be deterrnined. lactate (20.2 mM1 and/or octanoate (0.2 rnM) appear likely 

candidates, since they are the only two common substrates present in al1 perfusions 

experiments where an increased ffow rate in hearts treated with NAC was observed. 

The involvement of K+,,, channels in coronary flow regulation under our perfusion 

conditions is suggested by the effect of Glib3 and would be supponed by the reported 

modulation of K +,,, channels activity by lactate concentration in the mM range 

(1 1,151 as well as the thiol redox status (6,14,37). However, the implication of other 

mechanisrns is by no rneans excluded. Coronary flow regulation is cornplex and 

involves interactions between several vasodilating and vasoconstricting agents. Other 

proposed factors are NO, adenosine and prostaglandins which would act by 

modulating the activity of sGC, adenylate cyclase, and/or K +,. channels (3.28). 

Among these processes, sGC activity was shown to be increased by lactate via a 

rnechanism involving the participation of microsomal NADH-dependent cytochrorne 

oxidase and the formation of H,O, (26). However, from perfusion experiments 

with various drugs (DPI, an inhibitor of cytochrorne oxidase b5,.; ODQ. an inhibitor 

of sGC; indomethacin, an inhibitor of cyclo-oxygenase). we obtained no evidence 

indicating that those pathway could explain the increased flow of hearts perfused 

with NAC and ES. However, an involvement of K',, channels cannot be excluded. 
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Indeed, Bolotina et al. (3) reported that .NO directly activates K+,, channels in 

vascular smooth muscle, without requiring cGMP formation. This latter observation 

suggests that .NO could be involved in the modulation of coronary flow in our model 

even in the presence of ODQ, a specific sGC inhibitor. This view would be 

strengthened by data from our previous study indicating that NAC's effect on fiow 

involve the formation of NO either via the NO synthase pathway andlor possibly 

formation of S-nitrosothiol. An involvement of N O  could also explain the slight 

inhibition of flow observed in the presence of the superoxide generator (pyrogallol). 

Indeed, O;' are known to react rapidly with .NO to  form ONOO-, thus decreasing .NO 

concentration (21). However, another explanation must be sought to  explain the 

greater inhibitory effect of H,O, compared to  pyrogallol addition. One possibility is 

that H,02 lowers the open probability of K',, channels through changes in the thiol 

redox status (6.14.371. Thess changes could occur following oxidation of the cellular 

thiol redox status. since the reduction of H,O, to H20 is linked to the conversion of  

GSH to GSSG. This explanation is, however, speculative and remains to be 

investigated. 

Other data presented in this paper should also be discussed, such as the effect of 

NAC alone, or combined with an energy substrate therapy, in heans subjected ta a 

mild ischemic insult, Le. inducing little necrosis. It turned out that the choice of our 

presewation solution was probabty a determining factor in dernonstrating a sustained 

coronary flow response in the presence of NAC and ES, although this effect was not 

associated with an irnproved recovery of contractile function or decteased cellular 
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necrosis. Note, however, that we did not evaluate the early recovery of function or 

the contractile reserve ("stunning" cornponent e.g., following adrenergic stimulation 

( 2 ) ) .  This could have revealed differences in the functional recovery of preserved 

hearts reperfused under the various conditions. We favored measurements of 

contractile function at a later time in the reperfusion period to delineate effects of 

reperfusion on measured indices from those due to  mechanical stress of balloon 

insertion into the ventriculai cavity. This view was strengttiened by Our observation 

of a transiem increase in LDH and GSH release rates upon balloon insertion (from 1.5 

I 0.2 to 3.8 I 0.6 U15 min and from 22 r 5 to 6 1 10 nrnolf5 min, respectively; 

p <O.OO5). 

Nevertheless, ouf data contrasts with those of many other studies with preserved 

hearts where a beneficial effect of a single intervention (either addition of an 

antioxidant, an energy substrate, or gradua1 rise of pressure) was reported (23,25,321. 

However, none of these studies used the Celsior solution, a solution which contains 

elements to rninimize oxidative damage, oedema, calcium overload and maximire 

anaerobic energy metabolism. Under these conditions, the effect of any reperfusion 

intervention on the biochernical and functional paiameters measured might have been 

mitigated. This raises the possibility that when hearts are adequately protected 

during the preservation period, the reperfusion technique is not crucial. 

In conclusion, our data demonstrate that the coronary flow rate of post-ischemic 

heans is acutely modulated by interactions between exogenous ES. W C .  ROS (H,O, 
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or O;-, but not -OH). These interactions are likely t o  be mediated, at least in part, by 

changes in K',, channel activity. However, other investigations are needed to (i) 

evaiuate a possible effect of .NO on K+,, channel activity, and to identify (ii) the 

nature of the energy substrate(s), although the presence of lactate with or without 

octanoate appears to be crucial and (iii) the mechanism by which NAC exerts its 

effect, either directly, after its conversion to GSH or via nitrosothiol formation. 

Clarification of these aspects would appear to be relevant to a more effective use of 

NAC in vivo in cardiac patients. Indeed, although increased K', channel activity 

could benefit hypertensive patients, it could also elicit hypotension in others as 

reported by Ferrari et al. (8 )  and Horowitz et al. (1 3). Finally, altogether our data 

underline the importance of considering the nature of energy substrates feeding the 

hean (defined by the composition of the perfusion buffer in vitro, or of the blood in 

vivo), as well as the rnyocardial redox thiol status, on the regulation of coronary flow. 
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Footnotes 

1 The functional recovery of hearts subjected to  90 min low-flow ischemia and 

30 min reperfusion in the absence or presence of NAC evaluated by the rate 

pressure product [(RPP in beatdmin X mm Hg) X 10' = (heart rate X (systolic- 

diastolic pressure))] was 141 6 (NAC; n = 2) and 13 I 1 (control; n =3), 

respectively (unpublished data). 

2 Indomethzcin (1 0pM; n = 2) or DPI (10pM; n = 2) or ODQ (1 0 pM;n =4) was 

infused for 20 min prior to ischemia, starting 10 min after NAC, and during 

reperfusion. In addition, ODO (10pM; n =4) was also infused for 30 min prior 

to ischemia, starting 10 min prior to NAC, and during reperfusion. When the 

concentration of ODQ was raised to 30pM, the coronary flow rate was not 

decreased as would be expected from sGC inhibition. 

3 An implication of K',,, channels in the preservation/reperfusion protocol, 

though not systematically examined, was supported by the results of two  

experiments: the coronary flow rate of preserved hearts reperfused for 30 min 

with NAC and ES was rapidly decreased by 15 I 3% (n = 2 )  upon the infusion 

of Glib (50 PM). 
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DCA: dichloroacetate 

DPI : diphenyleneiodonium chioride 

ES: energy substrates 

34DHBZ: 3,4-dihydroxybenzoate 

Glib: glibenclamide 

GSH: reduced glutathione 

GSSG: oxidized glutathione 

LDH: lactate dehydrogenase 

NAC: N-acetylcysteine 

000: 1 H-[ l,2,4loxadiazolo[4,3-a Iquinoxalin-1 -one 

ROS: reactive oxygen species 

sGC: soluble guanylate cyclase 
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TABLE 1. Effect of 4 h hypothermie presenration in Celsior solution on the 

myocardial glutathione and adenine nucleotide status. 

GSH + GSSG (ymollgww) 0.95 I 0.02 (9) 2.27 I 0.02 (51" 

GSHIGSSG 81 î 9 (9) 98 * 6 (5) 

Hearts were freeze-clamped either before or after preservation for 4 houis in cold 

Celsior solution. They were pulverized and homogenized for the determination of 

concentrations of reduced and oxidized glutathione (GSH and GSSG) and adenine 

nucleotides (ATP, ADP, AMP). Values are means * SE (n -4  to 9). *p < 0.05. using 

an unpaired two-sided t-test. gww =g wet weight. 



FIGURE 1. Effect of sudden vs staged reperfusion of preseived hearts on the time- 

profile of coionary flow (A) and LDH release (8) rates. 

Preserved hearts were reperfused with standard buffer either (il at a constant 

pressure of 70 mm Hg and at 37 O C  for 60 min (sudden reperfusion), or (ii) a t  a 

pressure of 30 mm Hg and at 23 "C for 10 min and then at 70 mm Hg and at 37 "C 

for 50 min (staged reperfusion). Samples of effluent perfusate for the assa y of LDH 

were collected for 5 min ending at the indicated tirne. The coronary flow rate was 

continuously monitored and averaged for 5-min period ending at the indicated time. 

Values are means I SE (n = 7 ) .  ' p ~ 0 . 0 5  using an unpaired two-sided t-test. 
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FIGURE 2. Biochemical (A & 6 )  and functional parameters (Cl measured in hearts 

reperfused under various conditions after 4 h hypotherrnic prese wation. 

Hearts were preserved for 4 hours in cold Celsior solution. They were then reperfused 

for 60 min a t  a constant pressure of 70 mm Hg (sudden reperfusion), with standard 

buffer alone (control; CTRL) or enriched in ES (in mM: 0.5 lactate, 0.1 pyruvate, 0.2 

fumarate, 0.2 glutamate, 0.2 valine). When indicated, NAC (0.1 mM) and/or DCA (1  

mM), were infused for the first 20 min. In addition, one group of hearts was also 

reperfused with standard buffer at a pressure of 30 mm Hg and a t  23 O C  for 10 min, 

and then at 70  mm Hg and at 37 OC for 50 min (staged repedusion). Values shown 

are means I SE (n =3-71. For LDH and 34DHBZ (n =6-7), values reflect cumulative 

release during the first 30 min or 15 min of reperfusion, respectively. Functional 

parameters (LVDP: left ventricular developed pressure; dPldt; n = 3-61 are reported for 

the indicated number of non-fibrillating hearts (see fractional number above the dP1dt 

bars). The tissue glutathione and adenine nucleotide status was determined in 

homogenates of pulverized freeze-clamped hearts (n = 3-61. One wa y anal ysis of 

variance: NS in al1 cases. gww =g wet weight. 
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FIGURE 3. Effect of an antioxidant andlor energetic interventions on the coronary 

flow iesponse of preservedlreperfused heans. 

Other data from experiments described in Fig. 2 with preserved hearts reperfused in 

the presence of NAC and /or ES (in mM: 0.5 lactate, 0.1 pyruvate, 0.2 fumarate, 0.2 

glutamate, 0.2 valine) and DCA. The coronary flow rate was continuously monitored 

and averaged for a 5 min period ending at the indicated tirne. Values are means I 

SE (n = 6-71. A three-way analysis of variance: Time independent effect of treatment: 

NAC: NS; ES + DCA: p < 0.001 ; time independent interaction between treatments: 

NAC x ES + DCA: p <0.001. 
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FIGURE 4. Effects of ROS addition and of DCA removal on the coronary flow 

response of preserved hearts reperfused with NAC and the energetic 

therapy . 

Hearts, presewed for 4 hours in cold Celsior solution, were reperfused a t  70 mm Hg 

and 37 O C  with standard buffer enriched in ES (in mM: 0.5 lactate, 0.1 pyruvate, 0.2 

fumarate, 0.2 glutamate, 0.2 vaiine). NAC (0.1 mM) was infused during the first 20 

min of ieperfusion, either (i) alone (-DCA) or (ii) with DCA (1 rnM) and pyrogallol 

(PYRO; an intracellular 0;- generator, 1 0 PM), or (iii) with DCA ( 1 mM) and H, O, (50 

PM). The coronary flow was continuously monitored and was averaged for the first 

30 min of reperfusion. Flow values are means I SE (n = 3-81, One way analysis of 

variance: 'p < 0.05 and #p< 0.07, al1 conditions vs NAC + ES + DCA (NONE}. 
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FIGURE 5. Effects of exogenous energy substtates in the absence (A) or presence 

(8) of a K',,, channel inhibitor (glibenclamide) on the coronary flow 

rate of NAC-treated hearts subjected to 15 min global ischemia and 30 

min reperf usion. 

Hearts perfused with buffer containing 1 1 mM glucose, either alone (O), or with other 

ES (in mM: 0.2 mM octanoate, 1 lactate, 0.2 pyruvate and 0.2 fumarate; a), were 

subjected to 15 min global ischemia and 30 min reperfusion. Further, NAC was 

infused at 0.1 mM throughout the perfusion experiment, starting 20 min before the 

ischemic episode. The infusion of Glib 10 yM (6 ,  as indicated) which lasted 1 O min 

during the pre-ischemic period, was interrupted 10 min prior to ischernia, and then 

resumed for 20 min a t  the third min of reperfusion. The coronary flow rate was 

continuously monitored. Flow values shown are averages of 3 min period starting at 

the indicated time, and they are means I SE (n =4-8). For perfusion experiments in 

the presence of glibenclamide (BI, values are expressed in percentage of those 

obtained in the absence of glibenclamide (A) at the corresponding time-period. p < 

0.05 using an unpaired two-sided t-test: Effect of ES(*), or of glibenclamide ('1. 
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Chapitre IV. DlSCUSSION 

1. INTRODUCTION 

Ce projet de doctorat s'intégrait dans un programme de recherche dont le but à long 

terme était une meilleure définition des modalités et indications de la thérapie 

antioxydante pour la protection du coeur contre les dommages associés à I'ischérnie- 

reperfusion. Au debut du projet, plusieurs études sur les antioxydants avaient été 

publiées. Toutefois, la controverse régnait en partie A cause d'un manque de rigueur 

de plusieurs de ces études, lesquelles ne permettaient pas d'établir clairement une 

relation de cause à effet. Entre autre, il semblait pertinent de clarifier la contribution 

de chacune des espèces radicalaires aux dommages observés, puisque ceci s'avère 

determinant pour le choix de ou des antioxydants à préconiser. 

Nous avons donc entrepris d'évaluer le rôle du radical hydroxyle, lequel &ait reconnu 

comme une espèce radicalaire trés réactive, en utilisant conjointement: (il une 

méthode de dgtection et (ii) un antioxydant soluble ayant une bonne affinit6 pour ce 

radical. La production de radicaux hydroxyles, l'effet du NAC, ainsi que l'ampleur des 

dommages associds A 11isch6mie-reperfusion (ndcrose, fonction cardiaque et debit 

coronarien) ont donc et4 document& dans des coeurs isol6s de rats perfusés selon 

deux protocoles differents de privation d'oxygéne et de reperfusion. Les résultats de 

ces expériences ont mis en évidence un effet modulateur du NAC sur le débit 

coronarien, indépendant de son activit6 de pidgeur de radical hydroxyle, pouvant 

expliquer les effets hypotenseurs du NAC observds lorsqu'administré chez des 

patients souffrant de maladies cardiaques. A notre connaissance, une seule Btude a 

rapporte un tel effet du NAC sans toutefois proposer de mecanisme d'action40T. 

Aussi, les mdcanismes impliques dans cet effet du NAC ont bt6 investiguks. 



2.1. Les modèles d16tude 

Pour étudier les phénoménes lies au syndrome d'ischémie-reperfusion, nous avons 

choisi de travailler avec le coeur isol6 de rat, sur un montage Langendorff avec un 

tampon non-recirculant. Le choix de l'espèce animale a ét6 orienté par la grosseur du 

coeur, le nombre d'études antérieures et le coût par animai. Le modhle classique de 

~angendor f f "~  qui est utilisé pour une majorit6 d'études de perfusions a 6tB choisi 

pour sa simplicité et parce qu'il etait déjà au point dans notre laboratoire. II est 

Bvident que le modele de coeur au travail qui est plus complexe, est aussi plus 

physiologique que le modde Langendorff. Avec ce dernier, la perfusion est retrograde 

ce qui signifie que seules les coronaires sont irriguees et que les ventricules 

contractent contre la pression de l'air. Par conséquent, les coeurs perfusés par la 

méthode Langendorff ont une consommation d'oxygéne plus basse que les coeurs 

perfusés au travail'. En outre, d'autres differences ont ét6 rapportées entre ces deux 

modéles de coeurs dont une production de E R 0  plus faible dans les coeurs perfuses 

sur un montage ~angendorff '~. Puisqu'il s'agissait d16tudes comparatives où 

l'influence de la pression de travail n'était pas une composante de premibre 

importance, le modele Langendorff semblait satisfaisant dans nos conditions. 

Différents protocoles d'l-R ont Bté utilisés dans cette 6tude. Le choix de ces 

protocoles &ait bas6 sur des Btudes pr6liminaires et  sur la l i t t ~ r a t u r e ' ~ ~ * ~ ~ '  en tenant 

compte de la s6v6rit6 de I'ischdmie quant au degr6 de nécrose cellulaire et dans 

certains cas, de la presence de debit r6siduel pendant 11isch6mie permettant le 

prélévernent de perfusat effluent pour la quantification de divers indices (.OH, GSH, 

LDH, lactate, pyruvate). Ces paramétres se sont avér6s des critetes importants 8 

diverses Btapes du projet. 

Pour la premidte partie de I'dtude, le protocole utilis6 est I'ischdrnie partielle de 90 

minutes suivie d'une reperfusion de 30 minutes. Une comparaison des divers indices 

mesures dans ce modele et ceux rapportes dans la litterature indique que cette insulte 



ischémique équivaut à une ischémie globale de 20 minutes. Quoique le protocole 

dfisch6mie partielle soit moins utilisé que I'isch6mie globale dans la littérature, ce 

choix s'est avéré avantageux pour la comparaison de la formation de O H  pendant 

l'ischémie et la reperfusion. Ainsi, tel qu'il sera discuté à la section 3 de ce chapitre, 

cette premiere série d'expériences a permis de clarifier des résultats controversés de 

la littérature à ce sujet. 

Pour la deuxième partie de 1'6tude. nous avons utilisé l'arrêt cardioplégique et la 

préservation de 4 heures à 4 O C ,  suivies d'une reperfusion de 60 minutes sur un 

montage Langendorff. Dans ce protocole, la composante de nécrose cellulaire est 

nettement inferieure à celle du protocole d'ischémie partielle-reperfusion de la 

première série d'expdriences. Aussi, dans la littérature, une durée de préservation de 

4 heures est jugée skcuritaire, peu importe la solution cardioplégique utilisde. Par 

ailleurs, la cardioplégie hypotherrnique a 6t6 abondamment dtudiée 245.445 et est utiliske 

en clinique par plusieurs  groupe^'^.^^^ bien qu'elle comporte des inconvdnients. La 

principale différence avec la plupart des 6tudes en cardioplégie est que nous n'avons 

pas perfusé les coeurs avant la cardioplégie afin de mesurer des paramhtres pr6- 

ischémiques de la fonction contractile. Cependant, nous avions préalablement 

effectué une étude de la fonction contractile en normoxie sur une autre série de 

coeurs. Finalement, les résultats obtenus avec le protocole de C-R ayant souleve 

plusieurs questions relatives la modulation du débit coronarien du coeur reperfus6, 

il nous est apparu judicieux d'utiliser un troisidme protocole, soit 15 minutes 

dfisch6mie globale suivies d'une reperfusion de 30 minutes pour évaluer l'effet de 

différentes drogues. Cette dernidre serie d'expdriences consiste en une i s c h h i e  de 

courte durde ou la s6vdritd de I'ischdmie est consid6rde comme modérée sur la base 

du degr6 de ndcrose 

Dans l'ensemble, l'utilisation de trois protocoles d'ischemie-teperfusion s'est avdrde 

un avantage du fait qu'il a permis de mettre en dvidence l'effet modulateur du NAC 

sur le ddbit coronarien des coeurs reperfuses aprbs une pdriode d'iscMrnie, 

independamment du protocole choisi. 



2.2. tes paramhtres d16valuation de la condition des coeurs 

2.2.1. indice de production de ERO 

Comme indice de production d'esphces réactives oxygen6es. nous avons utilise le 

34DHBZ. lequel provient de I'hydroxylation du 4-hydroxybenzoate (4HBZ) par les 

radicaux -OH. Le 34DHBZ est dos6 par GCMS selon une technique mise au point dans 

notre institution3'? Cette methode s'apparente à celle decrite pour le salicylate où 

le 2.3 et le 2.5DHBZ sont mesures par H P L C ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ '  7-398*41 '. L'hydroxylation de 

produits aromatiques n'est Bvidernment qu'une des nombreuses approches employdes 

pour Bvaluer la formation des ERO. Parmi les autres méthodes les plus utilisdes, 

mentionnons les techniques de €PR et  de €SR, la chimiluminescence et la mesure du 

MDA. Ces mdthodes, décrites au chapitre 1 (section 2.3.51, ont toutefois leurs 

limitations. 

La technique de €PR a dtd critiqude du fait que certains spectres de r6sonance ne 

seraient pas dus A des ERO. mais plutôt à la congélation et  à la manipulation 

rndcanique du tissu? De plus. cette technique n'est pas spdcifique pour un radical 

en paniculier et permet une quantification subjective de la production de ERO. L'ajout 

d'agents servant à pidger les électrons non-apparies (ESRI rendrait la rndthode plus 

spdcifique mais des effets  secondaire^^'^ et la toxicitd de certains de ces produits a 

Bté rapportde concentration 61ev6e3? Par ailleurs, la chimiluminescence est une 

technique sensible, non invasive qui peut servir a évaluer la génération de E R 0  en 

c ~ n t i n u e ' ~ ~ * " ~  . Le probléme de cette technique est qu'elle n'est pas spdcifique a un 

type radicalaire. Enfin, le MDA est un produit de la peroxydation des lipides qui est 

souvent dos6 par spectrophotorn6trie aprds une rdaction avec l'acide thiobarbiturique, 

d'où le nom du test TBA''". Ce dosage est toutefois non-specifique pour le MDA et 

ne peut donner qu'une idée globale du processus de peroxydation lipidique dans une 

situation d0nn6e"~. Plus rdcemment, le dosage du MDA par HPLC a permis 

d'augmenter la spécificité et la sensibilitd, cependant la principale critique vient du fait 

que seulement certains produits de la peroxydation lipidique genérent le M D A ' ~ ~ .  

Le principal avantage de la méthode d'hydroxylation des produits aromatiques, surtout 



avec le 4HBZ. est que cette méthode soit spécifique pour le radical hydroxyle et que 

les artéfacts relies a l'utilisation de l'acide salicylique227 semblent évités. En effet. 

l'inhibition de la cyclo-oxygénase par le salicylate pourrait influencer non seulement 

la production de radicaux hydroxyles mais aussi le débit coronarien suite à une 

diminution de la synthése des prostaglandines. Malgré que la structure du 4HBZ soit 

semblable à celle du salicylate, nous n'avons pas obtenu d'évidences indiquant que 

le 4HBZ avait de tels effets. De plus, puisqu'il est présent en tout temps dans le 

tampon de perfusion. le 4HBZ ne peut expliquer les effets observés sur le débit 

coronarien dans nos modéles. En outre, puisque notre méthode avec le 4HBZ ne 

fournit qu'un seul produit d'hydroxyiation (34DHBZ) et non deux comme le salicylate 

(2,3DHBZ et 2,5DHBZ), elle s'avére plus spécifique, d'autant plus que l'analyse par 

GCMS est plus sensible que celle par HPLC. 

Malgré plusieurs avantages, la méthode utilishe n'est pas exempte de tous problèmes. 

Certains auteurs proposent que la concentration de 3 4 D H B Z  retrouvée dans le 

perfusat effluent reflbte I'activit6 du cytochrome P450 plutôt qu'une formation de 

 OH''^, bien que nous n'ayons note aucune Bvidence de ce phénomène. Aussi, le site 

de formation de 34DHBZ n'est pas connu, mais il y a peu de chance que la quantité 

mesurée soit représentative de la production totale de .OH des coeurs pouvant 

provenir de différents mécanismes enzymatiques. Finalement, il est important de 

corriger la production pour la formation non-sp6cifique de 34DHBZ attribude B la 

présence de faible quantite (trace) de metaux (fer et cuivre) dans le tampon de 

perfusion3" car cela peut augmenter la variabilith dans la mesure. 

2.2.2. Indice du stress oxydatif 

Dans les protocoles d'iscMmie partielle-reperfusion et C-R, nous avons dosé le 

glutathion dans le perfusat et dans le tissu (GSH+GSSG et ratio GSHIGSSG). 

Plusieurs dtudes suggdrent que ces mesures reflétent le niveau de stress oxydatif du 

C08U162.81 ,121 . La libération de GSH + GSSG par des coeurs perfusds sujets de bréves 

périodes d'ischémies serait un meilleur indice de stress oxydatif que le contenu 

tissulaire de ces métabolites selon Massoudy et  collaborateur^^^^. Cependant, puisque 



le GSH semble avoir plusieurs fonctions au niveau du myocarde et que sa libération 

pourrait être modulée par différentes voies, le GSH libéré dans le perfusat doit être 

utilisé avec discernement comme indice de stress oxydatif, d'autant plus que de 

nombreuses évidences récentes montrent l'importance du GSH dans la conversion des 

nitrates en -NO et n i t r oso th i~ l s~~ -  

2.2.3. hdice de /a nécrose ceiluiaife 

L'activité d'enzymes cytosoliques, telles la LDH et la CK, libérées dans le perfusat 

effluent des coeurs perfusés, sert souvent d'indice de la nécrose cellulaire, Cette 

perte d'enzyme intracellulaire est attribuée soit à un "washout" des zones sous 

perfusées qui deviennent endommagées irréversiblement durant l'ischémie, etlou à 

l'effet néfaste de la reperfusion elle-même, qui par la pression, produit un stress 

méchanique2". Dans notre étude, la mesure de la LDH semble avantageuse du fait 

que l'activité de la CK est sensible B la presence de EROJgO. Mais l'indice LDH a 

récemment Bté critiqu6'" et l'examen h i s t ~ l o g i q u e ' ~ ~ ~ ' ~ ~ ~ ~ ~ ~  aurait pu être utile bien 

que cela necessite l'utilisation du tissu et empêche donc le dosage des m6tabolites 

tissulaires. 

2.2.4. /ndr'ce du statut Bnergétique 

Le dosage spectrophotométrique d'ATP, d'ADP, d'AMP, dans le tissu sert d'indice du 

statut énergdtique du coeur. La creatine phosphate (CP) est un indice plus pr6cis qui 

est influencde par les variations récentes du statut énergdtique. D'autres indices 

auraient pu Btre dos&, soit la mesure des produits de degradation de I'ATP 

(adhosine, inosine et hypoxanthine) dans le perfusat effluent des coeurs perfusés. 

II est propos6 que ces indices refldtent mieux les variations rapides du statut 

énergdtique du coeur lorsqu'ils sont doses par HPLC. 

2.2.5. Pararndtres foncthnels 

Dans notre Btude, le debit coronarien est mesure constamment e t  précis6ment grâce 

A un debitmdtre instalié en amont du coeur. Cela contraste avec plusieurs Btudes où 

le debit est mesure qu'occasionnellement 9 l'aide d'un cylindre gradué et expliquerait 



peut-être. en partie, pourquoi un tel effet sur le debit a pu être document6 dans notre 

recherche. Par ailleurs, le rythme cardiaque, le LVDP (pression développée par Ie 

ventricule gauche). le RPP (rythme cardiaque X pression développée) et le dP1dt 

(dérivé de pression) sont mesurés à l'aide d'un ballonnet installé dans le ventricule 

gauche du coeur. II s'agit d'une méthode couramment utilisee qui produit toutefois 

un stress mécanique289 démontrd par une élévation des indices biochimiques de 

nécrose et du débit coronarien lors de l'insertion du ballonnet. Dans le protocole de 

C-R, la possibilité d'un stress mécanique additionnel nous a incité a insérer le ballon 

seulement pour les 20 derniéres minutes de reperfusion. Ceci nous a empêchd 

d'6valuer les changements fonctionnels immddiatement aprhs la reperfusion, une 

période où la relation EROIfonction aurait pu être plus ~ v i d e n t e ~ ' ~ .  

Par ailleurs, l'installation d'dlectrodes sur le coeur permet de mesurer l'incidence 

d'arythmie. Cette technique a été difficile maitriser et I'interprdtation des r4sultats 

obtenus, qui semblaient influencés par les conditions environnantes (champs 

magnétiques), a été ardue. L'évaluation subjective par inspection visuelle, une 

pratique prBconis6e par Walker et ses co~ laborateurs~~~,  s'est avdr6e un bon outil de 

validation. 

2.3. Le NAC comme antioxydant 

Pour être efficace, un antioxydant doit atteindre le site de formation du E R 0  en assez 

grande concentration et au bon moment1? Nous avons choisi le NAC car il s'agit 

d'une mol6cule de faible poids moldculaire qui pdnétre facilement la cellule et qui est 

pr6curseur de cyst6ine et cons6quemment de GSH'~* '~ ' .  De plus, les premieres 

Btudes chez des patients souffrant de MCV semblaient prometteuses1 210"7 et  l'effet 

antioxydant direct du NAC sur les .OH avait d6jA et6 document6 in v i t r ~ " ~ " ~ ,  mais non 

dans des organes intacts. Finalement, le choix d'une concentration d'infusion de 100 

pM de NAC repose sur des Btudes dose-r6ponse effectuees in vitro12'. 

Par ailleurs, l'utilisation du NAC plutdt qu'un autre pi6geur de .OH, tel le 



rnercaptopropionyl glycine, a été déterminante pour la présente étude. De fait. les 

principaux effets du NAC documentés sont attribuables à la présence sur cette 

molécule d'un groupement SH plutôt qu'à son effet antioxydant envers les .OH. 

2.4. La solution de prdservation 

Le fondement théorique, biochimique, pour l'incorporation de divers substrats dans 

les solutions de cardiopldgie ou de préservation est bien compris. Cependant, quel 

moment et dans quelles conditions la provision de substrats exogénes résulte en 

transport, utilisation et amélioration du devenir des coeurs préservés, ceci est moins 

évident3? Pour des questions de commodité et de flexibilité, nous avons décidé 

d'utiliser une solution cristalloïde, moins visqueuse que la solution sanguine, étant 

donnée qu'elle ne contient pas de protéines. 

Parmi les solutions de prdservation existantes, la solution Celsior est une des rares 

qui, tout en combinant les principes gdndraux de la prdservation d'organe en 

hypothermie, a été mise au point spécifiquement pour le coeur. Quoiqu'elle ait 6té 

relativement peu Btudide, elle est sous investigation clinique en  rance^^^. Cette 

solution offre la possibilité d'etre utilisée non seulement pour la préservation mais 

aussi pour l'arrêt du coeur du donneur, durant la r6implantation et la reperfusion. 

Le GSH, le mannitol et l'histidine contenus dans cette solution ont des effets 

antioxydants2", alors que le glutamate a d6montrd des effets cardioprotecteurs grace 

à son r81e de substrat BnergdtiqueJoL. Le lactobionate de sodium prdsent dans la 

solution Celsior rdduit drastiquement la production de 2,3 et 2,5DHBZ. des index de 

production du . O p 5  et s'avère un bon chdateur de calcium2". Des coeurs préserv6s 

pendant 4h en pr6sence de lactobionate montrent une récup6ration améliorée de la 

contractilite (LVDP et dP/dt BlevBs) b la teper f~s ion~~ ' .  

Pour toutes ces raisons, le choix de la solution Celsior nous est apparu adéquat pour 

le deuxidme protocole de ce projet. Il est probable que la pr6servation dans une 

solution moins appropride pour le coeur, avec un niveau plus faible d'antioxydants, 



aurait par contre permis d'observer plus d'effets bhéfiques lors des thérapies 

antioxydantes et/ou énergetiques à la reperfusion. Toutefois, l'utilisation de cette 

solution riche en GSH a probablement permis de mettre en évidence le rôle permissif 

du NAC sur la régulation du débit coronarien. 

2.5. La composition des tampons de perfusion 

La perfusion des coeurs dans notre étude s'effectue à l'aide d'un tampon Krebs 

Henseleit modifié, ou la concentration de calcium est diminué de moitié (1.3 mM) et 

la concentration de glucose doublde (1 1 mM) par rapport la recette originale. De 

plus, contrairement A une rnajoritd d'études dans ce domaine, divers substrats 

Bnergétiques ont ét6 ajoutes dans les trois protocoles. L'octanoate, un acide gras ZI 

chaîne moyenne (0.2 mM) est présent presqu'en tout temps. Son oxydation produit 

une quantité non-limitante d'acétyl-CoA pour le cycle de Krebs dont l'activité est 

cruciale pour le métabolisme énergétique du coeur. Dans les deux derniers 

protocoles, le lactate et le pyruvate sont ajoutés à des concentrations et dans un 

rapport retrouve normalement dans la circulation sanguine, soit respectivement 0.5-1 

et 0.1-0.2 rnM. D'autres substrats tels le glutamate, la valine et le fumarate, ont 

aussi dtd ajoutes dans les deux derniers protocoles pour leurs effets 

cardioprotecteurs 303.300.392 . L'ajout de ces substrats a permis de mettre en dvidence 

leur r0le modulateur de l'effet du NAC sur le debit coronarien des coeurs reperfusés. 



3. CONSIDÉRATIONS PHYSIOLOGIQUES 

Tout en tenant compte des considérations méthodologiques mentionnées & la section 

2 de ce chapitre, les résultats obtenus au cours de ce projet apportent quelques 

précisions quant au rôle du .OH dans la pathologie radicalaire sous-jacente au 

syndrome d'ischémie-reperfusion. De plus, les résultats de la présente étude mettent 

en hidence un effet modulateur du NAC sur le debit coronarien, lequel dépend de la 

nature des substrats exogénes présents et serait attribuable à la présence d'un 

groupement SH ou thiol sur la molécule de NAC, plutôt qu'à son activité de piégeur 

de +OH. 

3.1 . R6les des ER0 dans le syndrome d'ischbmie-teperfusion 

Malgré le nombre 6levé d'études sur le r61e des E R 0  dans la pathophysiologie 

cardiaque reliée au syndrome d'f-RI la contribution de chacune des espéces 

radicalaires aux dommages observ&, reste à être clarifide. Chacune de ces espkces 

peut réagir avec les composantes cellulaires pour induire diverses altérations. 

Généralement, le rdle des ER0 est mis en évidence de façon indirecte par I'dtude des 

effets de diverses substances interférant avec leur production ou pouvant les éliminer 

et par l'utilisation de systémes gdndrateurs de ERO. Seulement un autre groupe de 

chercheurs a specifiquement Bvalu6 l'effet du  OH^^^^^^^ . Dans notre dtude, 

l'utilisation simultan6e d'une methode de détection (34DHBZ par GCMS) et  d'un 

piegeur (NACI de 'OH et aussi de deux protocoles d'l-R avec des degres d'insulte 

différents, a permis de préciser le rôle d w O H  dans la necrose, la fonction cardiaque 

et le debit coronarien. 

3.1.1 . Producth de -OH 

Avec les protocoles d'ischdrnie partielle-reperfusion et de C-R dans cette &tude, nous 

avons montre une augmentation de la production des -OH dans les premiéres minutes 

de la pdriode de reperfusion, tel que rapporté dans quelques études utilisant 
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I'h ydroxylation aromatique par H P L C ~ ~ ~ * ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ . ~ '  l OU la technique de ESR4' ' .484. 

En raison de sa très grande réactivité, le .OH a été particulièrement mis en cause dans 

le développement des altérations cellulaires induites par l'ischémie et la reperfusion 

myocardique. II y a quelques années, certaines 6tudes ont rapporté que les .OH 

produits de façon exogène causaient des dommages aux cellules endothéliales et 

r n y o c a r d i q ~ e s ~ ~ . ~ ~ ~ '  87.347 . C'est pourquoi nous avons choisi d'agir sur ces radicaux et 

d'en mesurer la production et la concentration, autant durant I1isch8mie qu'à la 

reperfusion des coeurs. 

La production d'.OH dans ie protocole C-R n'est pas influencée par le mode de 

reperfusion. En effet, la reperfusion graduelle n'a pas permis de réduire ou de retarder 

la production de .OH. Ces résultats vont 2~ l'encontre des conclusions de Minor et 

collaborateurs2", lesquelles reposaient sur une diminution du MDA mesuré avec le 

test TBA, une technique donnant des resultats discutables. De plus, ces auteurs 

mesuraient la peroxydation lipidique alors que nous avons mesure la production de +OH 

à intervalles réguliers au cours de la reperfusion. 

Les .OH sont aussi formés durant la pbriode d'ischémie tel que démontré B l'aide du 

protocole d'isch6mie partielle-reperfusion. Bien que certains auteurs9~42184~'72*24g aient 

observé une production de E R 0  durant I'ischdmie, ZI notre connaissance, personne 

n'avait rapporté de production spdcifique du .OH durant cette période. Aussi, la 

nature, l'importance et la s6quence de cette production Itisch6mie dtaient sujets à 

la controverse. Notre Atude a permis de clarifier certains déments car avec notre 

rndthode, nous pouvions facilement exprimer les *OH mesures en terme de production 

et  de concentration. Peu d'auteurs" ont fait cette distinction qui permet de voir que 

durant l'ischémie la production de -OH diminue mais la concentration intravasculaire 

augmente. Nos travaux suggérent donc la possibilité d'une exposition 

cellules endothaliales à des concentrations devaes de -OH. 

ocale des 

la source Par ailleurs, cette recherche ne nous permet pas de prdciser le site ou 



(section 2.3.2., chapitre 1 )  de formation du .OH durant l'ischémie et la reperfusion. 

En présence de Fe" libre, le O;' et le H202 sont convertis en -OH par la réaction de 

Fenton, laquelle pourrait 6tre favorisée par la plus grande quantité de fer libérée lors 

de la reperfusion d'un coeur is~hérnique'~~. II est aussi propose que le .OH puisse être 

formé 6 partir du ONOO- lequel provient de la réaction entre le O;' et le  NO^'.^". Les 

résultats d'expériences préliminaires oh la production de -OH a été mesurée dans des 

coeurs soumis à l'ischémie partielle-reperfusion en présence d'un inhibiteur de la NO 

synthase, le N-a-nitro-L-arginine (NNLA), suggèrent que ce radical soit formé par la 

réaction de Fenton plutôt qu'a partir du ONOO-. Aussi, étant donné le type de mesure 

utilisé (34DHBZ) et le fait que les coeurs soient perfusés avec une solution cristalloïde 

dans notre 6tude, il semble probable qu'une partie de la formation des .OH soit 

intravascuiaire, endothéliale ou du muscle lisse. 

3.1.2. Relation -OH et nécrose cettulaire 

Dans les deux premières sdries d'expériences, nous avons demontré que la production 

de.OH la reperfusion précéde la libération de LDH. La dissociation entre ces deux 

phdnornhnes est encore plus marquee lorsqu'on utilise une reperfusion graduelle. En 

effet, l'intervention rndcanique avec le protocole de C-R met en dvidence que le profil 

de libération de la LDH est influencé par la pression etlou la temperature de 

reperfusion mais, sur une pdriode de 60 minutes, la libdration totale de LDH demeure 

inchangde. Au contraire, le 34DHBZ produit n'est pas affecté par la pression et la 

température de reperfusion. Aussi, nous n'avons observé aucune corrélation au 

niveau de l'ampleur de ces ph6nornénes puisqu'avec le protocole d'isch6mie partielle- 

reperfusion la ndcrose cellulaire &ait Blevde et la production de .OH faible, alors 

qu'avec le protocole de C-R, la necrose cellulaire &ait plus faible et la production de 

ER0 plus élevée. De plus, avec le premier protocole, le NAC rhduisait la production 

de -OH sans influencer significativement la libération de LDH. Tous ces rdsultats 

suggérent que la production de .OH à la reperfusion ne soit pas un facteur determinant 

de la necrose cellulaire, corroborant ainsi les résultats de Takemura et 

collaborateurs3" et  de Khalid et  collaborateur^^^^. 



3.1 .3. Relation -OH, fonction cardiaque et d&t coronarien 

Une majorit6 d'études supporte le rôle prkponderant des E R 0  dans la sidération 

endothéliale et myocardique plutôt que dans le développement de nécrose cellulaire. 

Les résultats de notre étude tendent à démontrer qu'il n'y a pas de relation entre la 

production de .OH 8 la reperfusion et la fonction cardiaque ou la production de .OH et 

le débit coronarien mesurés à la reperfusion. En effet, on remarque une production 

plus élevée d'-OH dans le protocoie de C-R par rapport au protocole d'ischémie 

partielle-reperfusion (21.6 f 1 1.5 vs 3.7 I 0.7 nmol 34DHBZ/10 min), bien que la 

fonction cardiaque soit équivalente (RPP: 15 + 2 vs 1 3 f 1 (battlminxmrn Hg)X103). 

De plus, l'ajout du NAC & la reperfusion dans le protocole d'ischémie partielle- 

reperfusion diminue la production de -OH sans influencer la fonction cardiaque ni le 

débit coronarien. Finalement, l'ajout de H,O, ou de O;', deux E R 0  potentiellement 

précurseurs de .OH, dans le protocole de C-R, diminue le debit coronarien à la 

reperfusion mais n'influence pas significativement la fonction cardiaque. Les résultats 

obtenus appuient ceux de Takemura et  collaborateur^^^^. 

Par ailleurs, il convient de mentionner les limites sous-jacentes A la comparaison de 

la fonction contractile des coeurs reperfusés dans les différents protocoles utilisés, 

même si ces considérations n'influencent pas les conclusions de 1'6tude. La fonction 

cardiaque des coeurs reperfusés dépend, d'une part, de l'ampleur de la necrose et 

d 'autre part, de la sidération. Cette derniére composante est hentuellement 

reversible si le temps d6 reperfusion allou6 est assez long (plusieurs heures, voir 

même jours) ou si les coeurs sont stimul6s avec une cat6~holamine '~~.  Ainsi, il est 

probable que la fonction cardiaque mesuree dans des coeurs reperfuses pendant 30 

minutes en prhsence de nordpinéphrine aptes 90 minutes d'ischemie partielle (premier 

protocole), soit une valeur maximale. Au contraire, la fonction cardiaque des coeurs 

reperfushs pendant 60 minutes après une cardiopldgie hypothermique de 4 heures 

(deuxidme protocole) est une valeur minimale. Puisque ce dernier modele est associd 

Ci peu de ndcrose, il est donc probable qu'il comporte une composante importante de 

dysfonctionnement cardiaque du à la siddration. Lors de la reperfusion avec le 

protocole de C-R, une infusion d'isoprotérdnol (1 PMI aurait permis de determiner la 



fonction contractile maximale de ces coeurs. 

3.1.4. Impottance âes pidgeurs de .OH dans la prdvention du syndrome d'l-R 

Dans l'ensemble, les résultats présentés dans cette dtude suggèrent qu'une thérapie 

antioxydante de reperfusion ciblde pour les .OH, du moins avec le NAC, ne permet pas 

d'atténuer de façon importante les dommages associés au syndrome d'l-R, autant sur 

la nécrose que la fonction cardiaque ou le débit coronarien. Plusieurs raisons peuvent 

être invoquées. En effet, il est possible que l'efficacité d'une thérapie antioxydante 

ciblée pour le .OH soit limitde par la grande réactivité de ce radical. Par ailleurs, il n'est 

pas exclu que I"O, soit aussi une espèce dans ces conditions et 

qu'elle devrait être ciblée. De plus, l'utilisation d'un antioxydant liposoluble devrait 

aussi être e n v i ~ a g 8 ~ ~ ~ .  Finalement, le temps allou6 pour le traitement avec 

I'antioxydant dans les protocoles utilisés dans cette étude n'est peut-être pas 

suffisant pour que les effets escomptés soient observés. En fait, dans des études où 

les animaux étaient traites avec une intervention antioxydante pour plusieurs heures 

ou jours avant d'induire une ischdmie, le traitement antioxydant a diminué la durde de 

la sideration rny~cardique~~, a am6lioré la rdcupbration de la fonction contractilez22 et 

a diminue les dommages m i t o c h ~ n d r i a u x ' ~ ' ~ ~ ~ ~  observés à la reperfusion. Ceci 

sugghre que les bdnefices d'une intervention antioxydante moyen et long terme, 

pourraient impliquer une regulation de l'expression g6nique2? 

3.2. Potentiel thdrapeutique du NAC 

3.2.1 . Effets cadoprotecteurs du NAC 

Dans notre etude, l'effet antioxydant directe du NAC sur les -OH, documenté pour la 

premiére fois dans un organe intact, a ét6 observe durant l'ischémie et aussi la 

reperfusion. Toutefois, contrairement certaines  tud des' o+'2~121 , le NAC n'a pas 

augment6 le contenu en GSH du myocarde dans les protocoles dtisch6mie partielle- 

reperfusion et de C-R. Dans le premier protocole, ceci s'explique en partie par le 

temps d'addition du NAC au moment de 11isch6mie partielle. En outre, ceci n'exclut 



pas une augmentation locale de GSH dans les cellules bordant les vaisseaux. Aussi, 

contrairement à plusieurs autres études 10.62.121 .2S6.323.376-37BB40 t , nous n'avons pas 

rapporté d'effets bénéfiques du NAC sur la fonction contractile ou la nécrose des 

coeurs reperfusés après une période de privation d'oxygène. Nos résultats sont 

cependant en accord avec ceux de certains  auteur^'^^.^^^ utilisant différents protocoles 

d'l-R où l'administration du NAC débute soit 10 minutes avant ou pendant l'ischémie 

partielle. Par ailleurs, la controverse demeure quant au rôle des E R 0  dans l'arythmie, 

étant donné l'inefficacité des antioxydants pour contrer ce p h é n ~ r n é n e " ~ ~ ' ~ ~  . Dans 

notre étude, l'ajout de NAC 100 PM au moment de la reperfusion dans le modèle C-R, 

semble diminuer l'arythmie, bien que le nombre de perfusions soit insuffisant pour 

atteindre une signification statistique. 

Parmi les raisons à invoquer pour expliquer les différences entre les effets du NAC 

rapportés dans notre 6tude et ceux rapportés par d'autres, mentionnons: (i) le choix 

unique des conditions de perfusion, telle la prdsence de substrats (lactate) dans le 

tampon, (ii) le temps d'addition du NAC et (iii) les différents protocoles d'l-R; 

I'ischémie partielle cornbin6e Ci une infusion de norépinéphrine (premihre partie) et la 

cardioplégie hypothermique avec la solution Celsior (deuxiéme partie) riche en 

antioxydants (GSH). 

Rétrospectivement, les observations suivantes, lesquelles sont centrees sur I'activitd 

des canaux K+, myocardiques (voir section 3.2.2.3 de ce chapitre), sugghrent que 

la présence des divers substrats dans le tampon de perfusion contribue, du moins en 

partie, ii cette disparit6. Ainsi, les travaux de Sargent et collab~rateurs~~~dérnontrent 

un lien entre les effets cardioprotecteurs de certains thiols dont le NAC et les canaux 

K .  En effet, les effets cardioprotecteurs du NAC, ddrnontrés dans des coeurs 

perfuses en pr6sence de glucose et soumis à une 1-R, sont renversés par un inhibiteur 

des canaux K+,, le glibenclamide. Aussi. des travaux r6alisds recemment dans 

notre laboratoire2" sugghrent que la probabilitd d'ouverture des canaux K+, dans 

les coeurs perfusds avec un melange de substrats soit plus grande que dans les 

coeurs perfus6s avec le glucose seul. Donc sur la base de ces deux etudes, nous 



pourrions prédire que le NAC peut être plus bénéfique pour des coeurs perfusés en 

présence de glucose seul, comme c'est le cas dans la plupan des études mentionnées 

plus tôt, qu'en présence d'octanoate, lactate, pyruvate, fumarate, ajoutés aux 

perfusats dans notre étude. 

3.2.2. Modulation par le NA C du d#M coronarien 

Dans la présente étude, l'utilisation du NAC comme antioxydant dans trois protocoles 

d'l-R a permis de mettre en évidence son effet modulateur sur le debit coronarien des 

coeurs reperfusés. Cet effet semble attribuable à la présence sur cette molécule d'un 

groupement thiol plutôt qu'à son activit6 de pi6geur de .OH. De fait, aucune 

corrélation n'a été observée entre les effets rapportés sur le débit coronarien et la 

production de OH. La modulation du débit coronarien par le NAC semble impliquer 

plusieurs mécanismes, lesquels varieraient en fonction du temps d'addition du NAC 

et des conditions de perfusions. La présence de substrats exoghnes, possiblement le 

lactate, la formation de .NO, de S-nitrosothiols et l'action des canaux K',,, semblent 

des facteurs importants. Les protocoles de C-R et d'ischémie globale-reperfusion ont 

confirme les effets modulateurs du NAC sur le debit coronarien observés avec le 

premier protocole, tout en précisant davantage les facteurs intervenants dans ces 

effets, soit le rôle permissif de certains substrats exogdnes prdsents dans le tampon 

de perfusion et l'implication des canaux K',,. Un tel ef fet  du NAC sur le debit dans 

un modele d'l-R cardiaque n'avait Bte rapporte que dans une Btude4O1, alors qu'une 

autre3'* observait une amélioration du débit des coeurs perfusés en normoxie et  que 

des cas d'hypotension avaient Bté notés lors de l'administration de NAC chez des 

patients  coronarien^'^'^^^^. 

3.2.2.1. R61e des thiols et des ERON: Notre premidre série d'expdriences, où des 

coeurs ont 6tB soumis à I1isch8mie partielle suivie d'une reperfusion, suggerait 

l'importance du groupement thiol du NAC (ou du GSH formé B partir du NAC) et le 

r61e des ERON dans la modulation par le NAC du debit coronarien. Dans ce protocole, 

une protection de la microvasculature coronaire par le traitement au NAC est sugg6r6e 

par la rdponse hyperdmique soutenue observee lors de la reperfusion. II semble qua 



plus d'un mécanisme soit impliqué et que ceux-ci dépendent du temps d'addition du 

NAC. De fait, le NAC devait être présent pendant ou avant l'ischémie partielle pour 

observer I'effet sur le débit coronarien. L'implication du .NO est mis en évidence pâr 

l'ajout de NNLA, un inhibiteur de NO synthase, lequel doit toutefois être présent avant 

I'ajout de NAC pour inhiber le débit. Ceci suggère l'implication d'un autre mécanisme 

qui n'a pas ét6 identifié. 

Malgré que le traitement au NAC durant l'ischémie et la reperfusion n'ait pas 

augmenté significativement le "pool" intracardiaque global de glutathion des coeurs 

reperfusés, il n'est pas exclu que celui-ci ait été mieux préservé localement dans les 

cellules endothéliales et de la musculature lisse. Ces cellules bordent les vaisseaux 

et sont les premiéres à bénéficier de l'apport en NAC. Par ailleurs, il a 6té montré que 

le NAC, autant que le GSH, peut réagir avec le peroxynitrite formant des S- 

nitrosothiols, des vasodilatateurs plus puissants et stables que le . ~ 0 ' ~ ~ * ~ ~ ~ .  De 

même, la formation de S-nitrothiol provenant de la réaction entre le NO,' et un thiol 

pourrait avoir des effets similaires de vasorelaxationes qui impliqueraient aussi la 

stimulation de la sGC par le .NO. La formation d'un composé S-nitrosothiol ou S- 

nitrothiol, soit dérivé du NAC lui-meme ou du GSH, pourrait expliquer le fait que le 

NNLA doit être ajoute avant le NAC pour inhiber I'effet sur le débit. L'importance du 

statut en thiol (GSH) semble déterminant pour la régulation du débit coronarien 

puisqu'il a ét6 rapport6 que des coeurs d4pl6t6s en GSH ddrnontrent une resistance 

coronarienne accrue3=, alors que ceux traitds au GSH montrent une augmentation 

post-hypoxique du debit coronarien13'. 

Dans la deuxième partie de l'étude avec le protocole de C-R, I'implication du .NO nous 

semblait toujours probable car il peut être l i b M  seul dans I'endoth8liurn ou coup14 

une mol6cule contenant un groupement SH comme le N-acétylcyst6ine ou le 

glutathion. Les complexes S-nitroso ainsi formés permettent une diffusion graduelle 

et  etendue de NO. Cependant, dans la troisidme partie de l'étude, avec le protocole 

d1isch8mie globale-reperfusion, l'utilisation d'un inhibiteur de la sGC, le 1H- 

[1,2,4]oxadiazolo[4,3-alquinoxalin-1-one (ODQ), n'a pas réussi à r6duire le ddbit 



coronarien à la reperfusion, suggérant que le -NO via l'activation la sGC, n'est pas 

directement impliqué dans la modulation du débit coronarien. Par contre, selon 

Bolotina e t  colt ab orateur^^^", il n'est pas exclu que le .NO puisse avoir un effet sur la 

modulation du débit coronarien par son rôle dans I'activation des canaux K',,, laquelle 

pourrait entraîner une relaxation des muscles vasculaires indépendamment du cGMP. 

Mise à part le rôle de l'O,.', lequel reagit avec le .NO pour former le ONOO*, celui des 

autres ERON dans la régulation du debit coronarien n'est pas plus clair. Le H,O,, qui 

peut étre soit vasodilatateur ou vasoconstricteur349, serait très réactif en 

concentration non-physio~ogique"~, mais peu actif en concentration physiologique. 

Cependant, dans un milieu où il y a des ions métalliques, le H,02 réagit avec ces 

derniers pour former le .OH qui agit comme va~odi la ta teur~~? Par ailleurs, I 'oxyghe 

singulet ('O,) a Bt6 moins Btudié e t  ses effets sur le débit coronarien non-document& 

En effet, certains auteurs ont observé une corrélation entre la production de ' O, et les 

dysfonctions  cardiaque^'^^. Le mecanisme de contribution de 'O, aux dommages de 

reperfusion post-ischBrnie demeure toujours incompris. Les interactions entre les 

diverses espèces réactives dérivées de I'oxygéne et de l'oxyde nitrique sont 

complexes et restent à être Blucidées. Les résultats obtenus pour les coeurs ayant 

6th préserv6s puis reperfuses avec un tampon additionne de H,O, suggèrent que dans 

ces conditions du moins, le H20, serait vasoconstricteur. 

3.2.2.2. Raie des substrats Bnergbtiques: La deuxiéme serie d'expdriences, r6alisee 

avec des coeurs reperfuses aprds une prdservation hypothermique de 4 heures dans 

la solution Celsior, a permis de mettre en 6vidence l'importance des substrats 

exogénes, tel le lactate, dans l'effet modulateur du NAC sur le debit coronarien. Dans 

la premier0 partie de I'dtude, le lactate n'&ait pas ajout& mais sa concentration dans 

le perfusat effluent, surtout pendant I'isch6mie partielle et dans une moindre mesure, 

durant la reperfusion, &ait augmentde par rapport aux valeurs basales. Des effets 

modulateurs du lactate sur le ddbit coronariens0 et le tonus artérielzg5 ont d'ailleurs et6 

rapportes dans la littdrature. Le lactate pourrait agir sur le debit coronarien via son 

ef fet  sur le pH et/ou sur le rapport NADH~NAD". A la lumihre des observations 



décrites dans la littérature, des résultats de la première partie de I'étude et des effets 

démontrés par le H,02 et le pyrogallol avec le protocole C-R. il nous apparaissait 

essentiel que le mécanisme proposé inclut des interactions entre un des substrats 

utilisés dans le tampon de perfusion, plus particulièrement le lactate. le H,O,. l'O;-, 

le .NO, les thiois etlou les S-nitrosothiols. Pour ces raisons, nous avons d'abord 

considéré et adapté un mécanisme décrit dans une série d'articles par Mohazzab-H 

et ses c o i l a b o r a t e ~ r s ~ ~ ~ * ~ ~ ~ .  

Tel que présenté dans la Figure 9. ce mecanisme met en  évidence le rôle d'une 

oxydase-cytochrome b558 NADH-dépendante. L'activité de cette enzyme serait 

reliée au métabolisme du lactate par la LDH via le couple d'oxydo-réduction 

NAD'/NADH. En effet. l'oxydation du NADH par l'enzyme est coupl6e avec la 

réduction de l'oxygène en O;'. lequel est transforme par la SOD en H,02. Ce dernier 

est m6tabolis6 par la CAT. laquelle interagit avec la sGC pour former le cGMP qui 

produit une vasodilatation par un mecanisme impliquant probablement une protéine 

kinase. Ce schéma montre aussi l'interaction possible de l'O2-' avec le -NO pour 

former le ONOO- et le rôle des thiols qui reagissent avec le ONOO' et/ou le NO,' pour 

former des S-nitrosothiols etlou des S-nitrothiols. lesquels rdg6nhrent le N O  qui induit 

une vasodilatation via le cGMP. L'implication d'un tel mecanisme nous apparaissait 

possible d'autant plus qu'il pouvait expliquer les effets du H,02 observes dans le 

protocole de C-R. De fait. lors d'une production excessive d'O,' et par consequent 

de H,O,, ce dernier peut agir via les prostaglandines et les thromboxanes pour 

produire une vasoconsttiction. Finalement, en favorisant indirectement la conversion 

du lactate en pyruvate, le DCA, ajout6 au tampon de perfusion dans la deuxidme 

partie de l'étude. jouerait un rdle d'amplificateur pour la production d'O;-. 

Pour vdrifier l'implication de ce rn8canisme. il a fallu faire appel b un troisihrne 

protocole d'l-R, lequel &ait associd a peu de necrose et nous permettait de prd-traiter 

les coeurs avec diverses drogues inhibitrices avant de les soumettre 8 I'ischdmie puis 

à la reperfusion. Dans ce protocole, les coeurs perfus6s avec le NAC et des substrats 
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avaient un débit plus élevé que ceux perfusgs avec le NAC seul avant et aprés 

l'ischémie, L'absence d'effet sur le débit d'un inhibiteur de la NADH-oxydase- 

cytochrome b558, le chlorure de diphényleneiodonium (DPI 10 PM) et d'un inhibiteur 

de la sGC, I'ODQ (10 PM), ne supportait pas une contribution du mécanisme proposé 

à la f igure 9. Même qu'en augmentant la concentration de I'ODQ à 30 PM, nous 

avons observé une plus grande vasodilatation plutôt qu'une vasoconstriction. En 

outre, l'absence d'effet d'un inhibiteur de la cyclo-oxygénase, I'indométhacine, 

suggére que la voie des prostaglandines n'intervient pas n'ont plus dans le mecanisme 

de régulation du ddbit coronarien dans cette étude. 

Ces resultats ndgatifs nous ont incité à considdrer la possibilité de l'implication d'un 

autre mécanisme dans la modulation du débit coronarien. Suite à une recherche dans 

la littérature, notre choix s'est arrêté à I'implication des canaux K',,,. 

3.2.2.3. R61e des canaux K',,,: Dans la cellule musculaire lisse, il existe diffkrents 

types de canaux potassiques dont les canaux K',,. Ces canaux sont regulés par 

plusieurs f a ~ t e u r s ~ ~ * ~ ~ ~ . ~ ~ ~  dont le statut mdtabolique et leur ouverture est associde A 

une diminution du calcium intracellulaire qui produit une relaxation puis 

cons4quemment. une vasodilatation. De fait, la probabilité d'ouverture des canaux 

est augmentee par une diminution du rapport ATPIADP, une diminution du pH, par 

l'augmentation de la concentration de lactate et d'acyl-CoA et par une faible activit6 

de la glycolyse. Tous ces changements, qui augmentent la probabilitd d'ouverture des 

canaux, sont observés lors du syndrome d'l-R. De plus, I'Btat de phosph~ ry l a t i on~~~ ,  

qui est régule par diverses kinases dont la protdine kinase A (PUA) et la prothine 

kinase C (PKC) et peut htre aussi la proteine kinase G (PKG)~". est aussi un facteur 

influençant l'ouverture des canaux K',. Par ailleurs. quelques etudes rapportent que 

la présence de thiols reduits, tel le GSH, semble ouvrir ces canaux, alors que celle des 

thiols oxyd6s. tel le GSSG. les ferme72*416. Le mecanisme molt5culaire irnpliqu4 n'est 

pas connu et seules quelques Bvidences indirectes montrent la présence d'un 

groupement thiol sur les canaux K*,,'". Ce type de rdgulation a Bt6 peu document6 

au niveau cardiaque, mais Weik et  collaborateur^"^ ont suggdr6 que le groupement 



SH soit situé près du site de liaison de I'ATP sur les canaux K',,, du muscle 

squelettique. 

Dans la troisième série d'expériences, l'utilisation de glibenclamide, un inhibiteur des 

canaux K',,, a permis de diminuer significativement et d'une façon dose-dépendante 

le débit coronarien des coeurs ischémiques et reperfusés. Ces résultats démontrent 

l'importance de ces canaux dans la régulation du debit coronarien dans notre modèle 

et corroborent les rdsultats de quelques suteurs5'~B7~'84~'98d356. Les facteurs modulant 

l'activité de ces canaux, ainsi que les mécanismes molécutaires par lesquels ces 

facteurs agissent. restent étre précisés. Cependant, quelque soit ces éléments ou 

mécanismes, ceux-ci doivent tenir compte de l'interaction entre le NAC et un ou des 

substrats exoghes, probablement le lactate. documentée dans notre étude. À cet 

effet. il est connu qu'autant le ~ a c t a t e ' ~ ~ , ' ~ ~  que la prdsence de thiols r d d u i t ~ ~ ~ ~ ~ ' ~ ,  

augmentent la probabilitb d'ouverture des canaux K',,,, ce qui est associé ti une 

vasodilatation. Les mécanismes mol6culaires potentiels pour les effets du lactate 

impliquent, entre autres, les ion H' et le rapport NADH/NAD'~~. De plus, les 

mecanismes moléculaires pouvant être envisages pour expliquer l'effet du NAC doivent 

faire intervenir une modulation de I'activite des canaux K', par l'état d'oxydation des 

groupements thiols associés au complexe proteines-canals. 

Même si nos résultats ne nous permettent pas d'exclure une action directe du NAC 

ou d'un derivé S-nitroso-NAC, il nous semble plus probable que le mécanisme impliqué 

fasse intervenir la conversion du NAC en GSH. Ainsi, le rapport GSH/GSSG serait 

déterminant pour 1'8tat d'oxydation des groupements SH des protéines-canals. 

L'ouvertute et la fermeture des canaux pourraient s'effectuer par un mecanisme 

impliquant la formation de disuifhydes mixtes prothines-SH et protéines -S-SG via une 

thiol tran~f6rase'~'. Un tel mécanisme pourrait expliquer l'effet du H202 qui diminue 

le ddbit coronarien dans le modéle de C-R. La Figure 10 propose un m6canisme 

expliquant une partie de nos r&ultats, lesquels appuient ceux de Tricarico et 

 collaborateur^^'^. Ce mecanisme et l'effet du H,O, document6 dans notre étude 

contredisent toutefois l'étude de lchinari et co~laborateurs'~~. laquelle a d6montr4 que 
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Figure 10. Rdle du H,0, et des thiols dans la rbgulation du debit coronarien. 

Plut& que d'agir via les prostaglandines pour produire une 

vasoconstriction, le H,O, pourrait oxyder 1s GSH en GSSG, ce qui 

entraînerait une accumulation de thiols oxydes et 6ventuellement la 

fermeture des canaux K*,. Abrdviations: G6P = glucose-6-phosphate, 

R5P= ribose-5-phosphate, G6P-OH = glucose-6-phosphate- 

ddshydrog6nase. EM = enzyme malique, L-arg = L-arginine. 



les ERO, plus spécifiquement le H,O,, augmentait la probabilité d'ouverture des 

canaux. 

Finalement, la Figure 7 7 illustre les divers facteurs pouvant intervenir pour moduler la 

régulation du débit coronarien observée dans des coeurs perfusds en présence de NAC 

et d'un melange de substrats Bnergétiques. Bien que ce schéma ne soit pas complet, 

nous pouvons en déduire que le principal mécanisme d'action n'origine pas de la voie 

de la sGC, de la voie des prostaglandines ou de la NADH-oxydase. Les résultats 

obtenus avec la panoplie d'inhibiteurs testés, suggèrent que le mécanisme implique les 

canaux K',dans la modulation du débit coronarien. La probabilité d'ouverture de ces 

canaux serait modulée par les substrats exogénes, probablement le lactate et l'état 

d'oxydation des thiols. Les mécanismes mol4culaires restent à 6tre précise. De 

même, l'effet observé des canaux K',,, n'exclut pas la participation simultanée de 

d'autres types de canaux, principalement les canaux K ' , , ~ ~ ~ ~ ~ ' .  
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4. PROJETS FUTURS 

Pour des raisons de limites de dbtection, les dosages directs de cGMP et le -NO (NO; 

e t  NO,.) sur le perfusat effluent n'ont pas réussi a clarifier les mécanismes d'action 

impliqubs dans la modulation du débit coronarien dans le modele de cardioplégie- 

reperfusion. L'analyse de ces facteurs, au niveau tissulaire, de même que le dosage 

du GSH tissulaire dans le troisième modèle d'étude, permettraient d'augmenter notre 

compréhension de la sdquence d'événements lors du syndrome d ' M .  La mesure des 

molécules S-nitroso ou S-nitrothiol au niveau tissulaire permettrait également de 

documenter les conditions de formation de ces molécules. De plus, l'utilisation d'une 

solution de préservation sans GSH permettrait peut-être d'observer une protection 

reliée A I'effet antioxydant du NAC. Finalement, une analyse plus systématique de 

l'effet de chacun des substrats ajoutes à la solution de reperfusion permettrait d'isoler, 

hors de tous doutes, le ou les rn6tabolites responsables des effets observes sur le 

débit coronarien. 
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Chapitre V. CONCLUSION O É W  

Ce travail nous a permis d'atteindre l'objectif fixé qui était de préciser le rble de la 

thérapie antioxydante pour la protection du coeur contre les dommages reliés à 

l'ischémie-reperfusion. De plus, parallélement, nos resultats mettent en évidence un 

ef fet  modulateur du NAC sur le débit coronarien des coeurs reperfusés tout en 

identifiant des facteurs impliqués dans cet effet. 

Concernant la thérapie antioxydante, nos résultats soulèvent un questionnement 

quant à la co~tr ibut ion du .OH aux dommages observés lors de I'l-R dans le coeur 

isolé. L'utilisation simultanée d'une methode de detection par chromatographie 

gazeuse couplde 8 la spectrom6trie de masse et d'un piégeur spécifique des .OHl  ainsi 

que la mesure temporelle de divers indices, ont permis de préciser la séquence des 

kvenements lors de I'ischdmie et de la reperfusion des coeurs isolés. Malgr4 

ItBvidence d'une production accrue de 'OH par les coeurs ischemiques e t  reperfusés, 

aucune corrélation n'a pu 8tre observée entre la production d'ER0 et un des éldments 

suivants: la nécrose cetlulaire, la fonction cardiaque ou le debit coronarien. 

Ainsi, dans l'ensemble, nos résultats sugghrent qu'une thérapie antioxydante ciblde 

pour les .OH, du moins avec le NAC, n'apporte pas de b6ndfice tangible pour le coeur. 

Une contribution du 'OH aux dommages associds à l'ischémie-reperfusion ne peut être 

exclue pour autant puisque l'efficacité de la th6rapie antioxydante pourrait être limitée 

par fa trop grande reactivitd de ce radical. De plus, les effets dommageables de cette 

esphce r6active oxygdnde pourraient se manifester à plus long terme. Ainsi, il aurait 

et6 intdressant de poursuivre ce projet en Bvaluant l'effet de l'administration 

prolong6e d'une thdrapie antioxydante cibl6e sur les -OH et de v6rifier I'h ypothdse 

d'un rdle sur le systhme immunitaire ou l'expression génique. Toutefois, pour cibler 

spécifiquement le -OH, il serait pr6fdrable d'utiliser un autre antioxydant que le NAC 

puisque cet agent pourrait exercer ses effets majoritairement par un autre mecanisme 

que son activit6 de pi6geur pour ce radical. 



En effet, ce travail met aussi en évidence un effet modulateur du NAC sur le débit 

coronarien des coeurs reperfusés. Cet effet semble attribuable à la présence sur cette 

molécule d'un groupement thiol plutôt qu'Ci son activité de piégeur des -OH. De fait, 

aucune corrélation n'a été observée entre les effet rapportés sur le débit coronarien 

et la production de .OH. À notre connaissance. une seule étude avait rapporté un tel 

effet du NAC sans toutefois proposé de mdcanisme. Pourtant, suite 4 l'administration 

de NAC. un effet hypotenseur avait été rapporté chez certains patients souffrant de 

maladies cardiaques. La mise en Bvidence de cet effet du NAC dans notre étude, et 

ce dans trois protocoles différents d ' M .  pourrait être attribuable au choix de nos 

conditions uniques de perfusion, soit l'ajout de substrats énergétiques exogénes 

autres que le glucose dans le tampon de perfusion des coeurs. 

En ce qui a trait au mecanisme implique dans cet effet modulateur du NACI il semble 

que celui-ci varie en fonction du temps d'addition du NAC et des conditions de 

perfusion. Parmi les facteurs mis en cause à l'aide de substances inhibitrices, 

mentionnons l'effet permissif de substrats exogénes, probablement le lactate, la 

formation de .NO et de dérivés S-nitrosothiols et I'activite des canaux K',,. 

Toutefois, d'autres experiences ou mesures auraient BtB nécessaires afin de prdciser 

avec exactitude le rôle de chacun de ces facteurs. En ce qui a trait aux canaux K',, 

vasculaires, les r6sultats de notre etude suggérent que les mecanismes moléculaires 

impliqués doivent faire intervenir une modulation de I'activite des canaux par I'état 

d'oxydation des groupements thiols associds au complexe protéines-canals. De fait, 

il semble que la probabilite d'ouverture de ces canaux soit augmenthe par un effet 

combiné (il d'un ou des substrats exogénes, entre autre le lactate, et (ii) de l'état 

réduit des thiols rdsultant de l'ajout de NAC. 

Finalement, une meilleure comprdhension des mkanismes impliques dans cet effet 

modulateur du NAC sur le debit coronarien stav&e pertinente son utilisation en 

clinique, autant pour le traitement des MCV que pour les autres indications telles que 

les maladies pulmonaires chroniques. De fait, ceci pourrait prevenir ou traiter 

addquatement les problhmes Bventuels d'hypotension. 
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