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SOMMAIRE 

L'autorégulation du tonus vasculaire est un des phénomènes circulatoires et 

physiologiques des plus importants. L'autorégulation permet au débit sanguin d'être 

maintenu constant malgré des changements de pression de perfusion. L'absence 

pour ainsi dire d'autorégulation rétinienne et particulièrement choroïdienne chez le 

nouveau-né • peut être à la base de désordres oculaires comme la rétinopathie du 

prématuré. 	Cependant, la compréhension des mécanismes qui régissent 

l'autorégulation n'est pas clairement définie. Un rôle important est joué par les 

prostaglandines provenant de l'endothélium vasculaire. Plusieurs autres substances 

vasoactives sont produites par l'endothélium comme les radicaux libres et l'oxyde 

nitrique toutefois, leurs rôles dans l'autorégulation des débits sanguins rétiniens et 

choroïdiens ne sont pas connus. Nous avons étudié l'hypothèse que l'interaction de 

ces substances vasoactives non seulement affecte le tonus vasculaire rétinien et 

choroïdien mais également est impliqué significativement dans la délimitation des 

intervalles d'autorégulation des débits sanguins rétiniens et choroïdiens chez le 
nouveau-né. 

La voie enzymatique de la cyclooxygénase produit des prostaglandines ainsi 

que des radicaux libres. Les prostaglandines sont reconnues comme ayant un rôle 

important à jouer dans l'autorégulation des débits sanguins oculaires. Les études 

présentées dans cette thèse ont permis de démontrer que la formation des radicaux 

libres provenant de la cyclooxygénase contribuent aussi à l'autorégulation des débits 

sanguins oculaires. Nous avons aussi démontré que l'inhibition de la synthèse 

d'oxyde nitrique a permis d'améliorer l'autorégulation des débits sanguins rétiniens 

et d'induire une autorégulation à la choroïde. De plus, chez le nouveau-né cette 

absence d'autorégulation à la choroïde est due à une plus grande activité 

enzymatique de l'oxyde nitrique synthase combinée à un plus grand effet 

vasodilatateur de l'oxyde nitrique sur les vaisseaux sanguins. Finalement, dans les 

vaisseaux sanguins oculaires, les effets vasomoteurs de l'oxyde nitrique sont 

majoritairement produits par les prostaglandines principalement la prostacycline. 

Donc, nos résultats indiquent une interaction intime entre les radicaux libres, y 

compris l'oxyde nitrique, et les prostaglandines dans l'autorégulation du débit 

sanguin oculaire du nouveau-né. Nous spéculons qu'une réduction de l'activité 

accrue de l'oxyde nitrique synthase ou de la cyclooxygénase pourrait aider à prévenir 

le développement de la rétinopathie du prématuré. 
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CHAPITRE 1 

INTRODUCTION 
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Les mécanismes qui gouvernent l'autorégulation du débit sanguin ne sont pas 

encore bien élucidés. La connaissance et la compréhension de ces facteurs sont 

importantes car la modulation pharmacologique de ces mécanismes pourrait aider à 

prévenir des conditions pathologiques telles que la rétinopathie du prématuré et 

l'hémorragie cérébrale intraventriculaire que l'on rencontre chez le nouveau-né qui 

naît prématurément. Le but de cette introduction est de combiner un résumé des 

mécanismes qui semblent régir l'autorégulation des débits sanguins oculaires et de 

discuter des éléments qui nous ont conduits à l'élaboration et à la formulation de nos 
hypothèses de recherche. 

1.1 	La rétinopathie du prématuré (ROP) 

La rétinopathie du prématuré (ROP) est une pathologie vasculaire où il y a 

une prolifération anormale des vaisseaux sanguins de la rétine (Figure 1). Elle est 

caractérisée par une inhibition de la croissance des vaisseaux rétiniens et une 

néovascularistion subséquente. Elle est fréquemment rencontrée chez le nouveau-né 

prématuré et de très petit poids à la naissance (Valentine, 1989; Flynn, 1992). La 

séquelle la plus grave est le développement d'un décollement rétinien menant à la 

cécité (Kushner, 1982; Cats, 1989; Gibson, 1990; Quinn, 1992). La ROP représente 

6% à 18 % des cas de cécité dans les pays industrialisés (Gilbert, 1997). Parmi les 
autres séquelles les plus fréquemment rencontrées mentionnons le strabisme et la 

myopie. La ROP affecte le segment interne de la rétine, à savoir les vaisseaux 

sanguins et la couche des fibres nerveuses. Récemment, des études ont montré que 

le segment externe de la rétine (les photorécepteurs) pourrait aussi être affecté (Penn, 

1992a; Fulton, 1995; Reisner, 1997). La ROP fut décrite pour la première fois en 

1942 (Terry, 1942). Selon les études l'incidence de la ROP varie de 25% à 85% 

chez les nourrissons pesant moins de 1500 g à la naissance (Flynn, 1992; Canadian 

Pediatric Society, 1998). Jusqu'à maintenant, la restriction des apports en oxygène et 

le supplément en vitamine E dans les cas les plus sévères seulement ont permis une 

réduction de l'incidence de la ROP (Watts, 1992; Raju, 1997). 



Vaisseau 
dilaté et 
tortueux 

Bande 
fibreuse 

A 

B 
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Figure 1. A. Rétinopathie du prématuré grade III démontrant une dilatation vasculaire 

marquée et des vaisseaux sanguins tortueux. B. Bande fibreuse avec une 
néovascularisation extrarétinienne. 
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Figure 2. Circulation rétinienne et choroïdienne. Segment postérieur de l'ceil. (Bill, 

1992). 



1.2 Pathogenèse et physiopathologie de la ROP 

La ROP est une pathologie affectant les vaisseaux sanguins de la rétine en 

développement. Malgré que les causes soient multiples (Lucey, 1984) plusieurs 

études suggèrent l'association entre la ROP et la fluctuation ainsi que la durée 

d'exposition à des niveaux élevés d'oxygène artérielle (Patz, 1952; Kinsey, 1956; 

Flynn, 1992; Reynaud, 1994; Penn, 1994 et 1995; Chan, 1995). Une étude a monté 

que la rétine immature est plus sensible à un excès d'oxygène et donc à sa toxicité 

(Ashton, 1967). De plus, des études animales ont documenté des effets secondaires 

de l'hyperoxie telles que la vasoconstriction et la prolifération vasculaire (Patz, 

1953). L'exposition à de fortes concentrations d'oxygène peut arrêter la maturation 

vasculaire, laissant une zone de la rétine neurosensorielle privée de circulation 

sanguine suite à l'oblitération des capillaires (Ashton, 1954a; Patz, 1957; Aranda, 
1971; Chan-Ling, 1992). 	Suite à l'occlusion de quelques vaisseaux, une 

redistribution du débit sanguin fait apparaître des parties non vascularisées et la 

formation d'une zone mal définie entre la rétine vascularisée et non vascularisé 

(Garner, 1985). Un des signes caractéristiques du développement de la ROP est une 

augmentation de la ramification vasculaire (Kingham, 1977) au bord de la zone de 

vascularisation résiduelle. Avec la persistance de l'ischémie, une prolifération 

rétinienne peut finalement causer un décollement rétinien (Gaynon, 1990). 

Mécanismes de vaso-oblitération 

D'autres facteurs ont été associé au développement de la ROP y compris les 

radicaux libres (Riley, 1991; Penn, 1992b et 1993; Niesman, 1997), les transfusions 

d'échanges et les transfusions sanguines, la déficience en antioxydants (Lucey, 1984; 

Weakley, 1992; Niesman, 1997), l'hypercapnie (Bauer, 1981; Holmes, 1998) et la 

lumière (Glass, 1990; Riley, 1991; Seiberth, 1994; Reynolds, 1998). Par contre, il 

faut noter qu'à part la lumière, les autres facteurs sont tous reliés à l'excès d'oxygène 

qui favorise la formation de radicaux libres. Il est maintenant clair que cet excès 

d'oxygène associé avec une augmentation de radicaux libres mène à une vaso-

oblitération rétinienne (Penn, 1992b et 1997, Niesman, 1998). Jusqu'à récemment 

les mécanismes par lesquels les radicaux libres produisent une vasoconstriction des 

5 
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vaisseaux sanguins rétiniens n'étaient pas connus. Il a été démontré que les 

substances oxygènées réactives peuvent activer la cyclooxygénase dans la rétine et 

causer une plus grande synthèse de thromboxane que de prostaglandines (Chemtob, 

1992b; Schimke, 1992; Abran, 1995c) et que cette synthèse par les radicaux libres est 

plus importante chez le nouveau-né que chez l'adulte (Abran, 1995c). Ainsi les 

radicaux libres produisent une plus grande vasoconstriction rétinienne chez les 

nouveau-nés que chez l'adulte due à une plus grande synthèse de thromboxane 

couplé à l'incapacité du nouveau-né à disposer efficacement des radicaux libres. La 

diminution de la capacité antioxydante du nouveau-né contribue aussi à l'activation 

soutenue de la synthèse de thromboxane. Cette vasoconstriction plus marquée 

produit une ischémie plus importante des vaisseaux sanguins rétiniens du nouveau-né 

comparativement à l'adulte; ceci est un prélude à l'angiogénèse. Une association 

entre le développement de la ROP, l'anoxie (Cohen, 1964; Bruckner, 1968) et 

l'hypoxie fut aussi démontrée (Flynn, 1977 et 1979; Phelps, 1990; Chan-Ling, 1995); 
cette association pourrait favoriser plutôt la néovascularisation. 

Mécanismes de la néovascularisation rétinienne 

Les différentes étapes biochimiques responsables de la néovascularisation 

rétinienne ne sont pas bien connues (D'Amore, 1994). Toutefois, il y a maintenant 

un large consensus sur le fait que l'hypoxie de la rétine résulte en la formation de 

facteurs infiuencant la croissance des nouveaux vaisseaux sanguins (Pierce, 1995; 

Aiello, 1997). Dans les tissus oculaires, des études ont démontré que la production 

de VEGF (vascular endothelial growth factor) est augmentée par l'hypoxie dans les 

cellules endothéliales de la rétine et dans les péricytes (Adamis, 1993; Pierce, 1995; 

Aiello, 1995b). De plus, les cellules endothéliales de la rétine possèdent de 

nombreux récepteurs avides pour le VEGF (Simorre-Pinatel, 1994; Thieme, 1995). 

Des études cliniques démontrent une corrélation étroite entre une néovascularisation 

active et une élévation de la concentration intra-oculaire du VEGF dans la 

rétinopathie du prématuré. Récemment on a attribué un rôle causal pour le VEGF 

dans la rétinopathie vasoproliférative (Aiello, 1995a). Toutefois, le mécanisme par 

lequel l'hypoxie conduit à l'augmentation de l'expression cellulaire de VEGF n'est 

pas bien compris. L'adénosine, libéré par les tissus hypoxiques, contribue 

significativement à l'expression de VEGF dans les cellules endothéliales et les 
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péricytes des microvaisseaux rétiniens, via la stimulation des récepteurs 

purinergiques A2 et la protéine kinase A (Takagi, 1996). Les facteurs de 

transcription induits par l'hypoxie sont des éléments importants comme médiateurs 

des réponses homéostatiques lors d'hypoxie (Gu, 1998; Semenza, 1998). 

En résumé, l'oxygène est principalement apporté à la rétine par la choroïde 

(Yu, 1996). Une augmentation de l'oxygénation rétinienne est un facteur critique 

dans le développement de la ROP (Penn, 1992a; Flynn, 1992; Gallo, 1993). Durant 

une augmentation de pression de perfusion, période où il y aussi une augmentation 

de l'apport d'oxygène, l'adulte est capable de limiter cet apport d'oxygène à la rétine 

(Hague, 1988) grâce à une vasoconstriction adéquate des vaisseaux de la rétine mais 

principalement suite à une constriction au niveau de la choroïde (Yu, 1996). 

Cependant, chez le nouveau-né, l'apport d'oxygène demeure élevé puisque le débit 

sanguin choroïdien n'est pas autorégulé (Chemtob, 1991). De cela, il en découle une 

augmentation de l'oxygénation de la couche interne de la rétine durant une hyperoxie 

causant un stress oxydant. Par la suite, lorsque les niveaux d'oxygène reviennent à 

des valeurs normales (normoxique) la circulation choroïdienne n'est plus capable de 

survenir aux besoins métaboliques élevés de la rétine interne (Ernest, 1984; Alder, 

1990). Si en plus il existe une vaso-oblitération rétinienne, ce processus conduit au 

développement de la néovascularisation. Parce que l'apport d'oxygène est sous le 

contrôle du débit sanguin circulant il apparaît donc évident et important de 

comprendre les mécanismes qui gouvernent les débits sanguins rétiniens et 
choroïdiens. 

1.3 Description de la circulation oculaire 

L'oeil est un des organes du corps le mieux perfusé (Alm, 1992). L'artère 

ophtalmique qui est une branche de l'artère carotide interne se divise en une artère 

centrale de la rétine, deux ou trois artères ciliaires postérieures et plusieurs artères 

ciliaires antérieures (singe, homme) (Figure 2) (Tsacopoulos, 1979). L'artère 

centrale de la rétine est une branche de la carotide externe chez le porc et le chat 

(Tsacopoulos, 1979). Deux systèmes vasculaires sont impliqués dans la nutrition de 

l'oeil. Il s'agit des vaisseaux sanguins rétiniens et uvéaux ou ciliaires. Les vaisseaux 

sanguins ciliaires incluent les lits vasculaires de l'iris, du corps ciliaire, et de la 
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choroïde. La principale fonction de la choroïde est de nourrir la rétine. La couche 

interne de la rétine est vascularisée par les vaisseaux rétiniens alors que la couche 

externe de la rétine est tributaire de la choroïde (Alrn, 1992). Chez certaines espèces 

animales, telles que le cochon dinde (Wong, 1964), la rétine est complètement 

dépendante de la choroïde alors que pour l'humain et certains primates la rétine est 
dépendante des vaisseaux rétiniens et de la choroïde. (Alm, 1992). 

De part leur position anatomique les artères irriguant l'oeil ont une pression 

sanguine relativement très élevée. La pression artérielle au niveau de l'artère 

ophtalmique entre son point d'origine et son extrémité distale est de 75 à 85 % celle 

de la pression centrale (Duke-Elder, 1926; Bill, 1975). Encore plus impressionnant, 

est la situation de la choroïde entre sa souche artérielle et ses capillaires. Du à une 

absence pratiquement complète des artérioles, la pression artérielle au début du 

système capillaire choroïdien est beaucoup plus élevé qu'au début d'un système 

capillaire normal (Alm, 1992). De plus, la résistance au niveau de la choroïde est 
très faible due au diamètre très large des capillaires. 

1.3.1 La circulation rétinienne 

Les vaisseaux sanguins rétiniens se développent par-dessus la couche des 

fibres nerveuses, d'une façon centrifuge, du nerf optique vers la périphérie. Les 

vaisseaux sanguins rétiniens sont distribués dans les deux tiers internes de la rétine, 

où se retrouvent les cônes et les bâtonnets, alors que la couches externe, qui inclue 

les photorécepteurs, n'est pas vascularisée et est nourrie seulement par la choroïde 

(Snodderly, 1990 et 1992) (Figure 2). Dans la partie centrale de la rétine ce réseau 

capillaire est dense alors qu'en périphérie il est réduit à une seule couche. La 

périphérie extrême ne contient pas de vaisseaux sanguins. Le sang veineux rétinien 

est drainé par une veine rétinienne centrale, unique, qui quitte l'oeil via le nerf 

optique et se draine dans le sinus caverneux. Le volume sanguin circulant de la 

rétine chez l'adulte (1.4-1.7 mllmin/g de tissu; .:÷: 1/20 de la choroïde (Bill, 1981)) est 

considérablement plus faible qu'au niveau de la choroïde, comme anticipé, pour une 
raison anatomique (Anderson, 1964). 
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Les capillaires rétiniens, d'un diamètre de 5 à 6 gm (Alm, 1992), contiennent 

deux éléments cellulaires distincts soit des cellules endothéliales recouvrant la 

membrane basale et des péricytes intra-muraux localisés dans la membrane basale 

(Alm, 1992). Les péricytes sont des cellules contractiles que l'on retrouve 

abondamment dans la paroi des capillaires de la rétine (Kelly, 1987 et 1989; Frank, 

1987). Il a été suggéré que les péricytes puissent participer à la régulation du débit 

sanguin capillaire (Haefliger, 1994a). Ils répondent non seulement aux agents 

vasoactifs dérivés de l'endothélium (Kelly, 1989; Lee, 1989; Dodge, 1991; 

Chakravarthy, 1992; Haefliger, 1994b), aux neurotransmetteurs et aux hormones 

mais aussi aux besoins du métabolisme local (Chen Q, 1997; Haefliger, 1997; 

Matsugi, 1997). 

1.3.2 La circulation choroïdienne 

Les artères ciliaires postérieures se divisent derrière le globe oculaire en 10 à 

20 petites artères qui percent la sclère et forment un réseau capillaire choroïdien 

dense. Les vaisseaux ont un diamètre de 8 à 15 itm (Alm, 1992). Ce réseau est 

arrangé de façon lobulaire où la transition entre les artérioles et les capillaires se fait 

d'une manière abrupte (Figure 3). Le sang choroïdien quitte l'oeil via les veines 

vortex. La choroïde nourrit la portion de la rétine qui ne contient pas de capillaire ou 

la rétine au complet comme chez certaines espèces animales et l'embryon humain. 

A cause d'une faible résistance le débit sanguin choroïdien est très élevé (12-

30 ml/min/g tissu); en fait il est l'un des plus élevés de tous les débits sanguins 

régionaux de l'organisme. Ce très haut débit sanguin permet à la choroïde et à la 

rétine de conserver une température identique à celle du corps. En dépit de son 

grand rayon capillaire, les gradients de pression dans le lit capillaire choroïdien sont 

plus élevés que dans d'autres systèmes capillaires dus à son très haut débit. 

(Weigelin, 1972). L'extraction d'oxygène au niveau de la choroïde est très faible 

(<5%) (Alm, 1970; Bill, 1983) comparativement à la rétine où le contenu en oxygène 

du sang veineux est environ 40% plus bas que dans le sang artériel (Hickam, 1963; 

Teiniquist, 1979). Pour cette raison elle reçoit un volume sanguin très élevé 

considérant le poids absolu du tissu choroïdien. Les vaisseaux choroïdiens apportent 

chez le porc 60% de l'oxygène et 75% du glucose à la rétine (Teirnquist, 1979). Cela 
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se compare aux données chez les primates. Une plus grande dépense énergétique est 

requise pour les échanges liquidiens entre la choroïde et la portion non vascularisée 

de la rétine, beaucoup plus que dans les régions qui ont un système capillaire où 

toutes les cellules sont à la proximité du vaisseau. 

Figure 3. Aspect de la choroïde en microscopie électronique, adapté de Bill (1992). 

C = capillaire choroïdien, V = veine choroïdienne, A = artère choroïdienne. 

1.3.3 Principes physiques de base d'hémodynamie 

Comme n'importe quel autre lit vasculaire la perfusion sanguine de l'oeil est 

obtenue grâce à la pression produite par l'action mécanique du coeur. La pression 

générée par le débit sanguin à travers un tissu, est la différence entre la pression dans 

les artères entrant dans le tissu et la pression dans les veines quittant le tissu. En 

assumant que la viscosité est constante, la relation entre le débit sanguin (Q), la 

pression de perfusion (P) (Pa = pression artérielle, Pv = pression veineuse) et la 

résistance vasculaire (R) est exprimée ainsi: 
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équation 1 	 Q = Pa - Pv 	Loi de Poiseuille 

La résistance au flot est déterminée par la longueur du vaisseau, la viscosité du 

liquide impliqué et la réciproque de la valeur du rayon du vaisseau. 

équation 2 
	

R = 	811 hcr4  

équations 1 + 2 
	

AP = Q • 8111 hrr4  

i= viscosité du liquide 

1= longueur du vaisseau 

r=rayon du vaisseau 

La pression de perfusion oculaire, qui est égale à la pression artérielle moins 

la pression intra-oculaire, peut être réduite par une diminution de la pression 

artérielle ou une augmentation de la pression intra-oculaire. De par l'équation #1 il 

s'ensuit une réduction du débit sanguin oculaire à moins que la résistance vasculaire 

diminue proportionnellement à la pression de perfusion. Dans la plupart des tissus 

une réduction de la résistance vasculaire prend place lorsque la pression de perfusion 

est réduite. Cette autorégulation du débit sanguin tend à assurer des niveaux 

constants de débit en dépit des variations de pression de perfusion. 

1.3.4 L'influence de la pression intra-oculaire 

Lorsque la pression intra-oculaire est élevée, une diminution du débit sanguin 

s'ensuit à moins qu'il n'y existe un phénomène d'autorégulation comme dans les lits 

vasculaires rétiniens de lapins (Bill, 1974), de chats (Alm, 1972a,b; Attariwala, 

1994), de porcs (Ffytche, 1974) et de singes (Alm, 1973a). Chez l'humain adulte, le 

débit sanguin rétinien est autorégulé en réponse à une augmentation de la pression 

intra-oculaire (Riva, 1981 et 1986). Pour la choroïde la situation est différente. Une 

augmentation légère de la pression intra-oculaire causera une diminution 

concomitante du débit sanguin choroïdien chez le chat (Alm, 1972b), le lapin (Bill, 

1974) et le singe (Alm, 1973a). Par ailleurs, des études plus approfondies 
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démontrent que la choroïde de l'animal adulte est capable d'autorégulation (Kiel, 

1992). Chez l'humain il n'y a pas d'information sur l'effet de l'augmentation de la 
pression intra-oculaire sur le débit sanguin choroïdien. 

La prochaine section a pour objectif de définir ce qu'est l'autorégulation puis, 

de discuter de façon critique les mécanismes connus qui déterminent l'autorégulation 

des débits sanguins rétiniens et choroïdiens. Cette introduction a été rédigée dans le 
but de bien comprendre la formulation de nos hypothèses de recherche. 

1.4 L'autorégulation des débits sanguins rétiniens et choroïdiens 

L'autorégulation du débit sanguin est un mécanisme de régulation intrinsèque 
qui permet au débit sanguin de demeurer relativement constant durant des variations 

de pression artérielle systémique. Ce phénomène produit une constriction des artères 

lorsque la pression de perfusion augmente et engendre une dilatation lorsque la 

pression de perfusion diminue (Jonhson, 1980). En absence d'autorégulation, la 

fluctuation de la pression artérielle systémique est accompagnée de réductions ou 

d'augmentations passives du débit sanguin. L'autorégulation est importante car elle 

permet au débit sanguin de s'ajuster aux besoins métaboliques, en dépit des 

fluctuations de la pression artérielle, pour maintenir une pression de perfusion 

capillaire à un niveau adéquat afm de permettre les échanges cellulaires. Les 

vaisseaux sanguins de résistance, ceux de 50 à 200 pm, sont particulièrement 

impliqués dans le contrôle de l'autorégulation des débits sanguins durant 

l'hypertension (Baumbach, 1985). Ce processus d'autorégulation se fait très 

rapidement (Symon, 1973). Les diamètres des artères et des artérioles ainsi que les 
débits sanguins s'ajustent en dedans de 5 secondes (Aaslid, 1989). 

Chez l'adulte le débit sanguin rétinien est bien régulé et par le fait même 

l'oxygénation de la rétine est bien contrôlée (Alm, 1972a; Hill, 1989). Le débit 

sanguin est maintenu constant sur un grand intervalle de pression de perfusion, de 45 

à plus de 145 mm Hg (Robinson, 1986). Au contraire, chez le nouveau-né, le débit 

sanguin rétinien est autorégulé sur un intervalle de pression de perfusion plus étroit 

de 45 à 85 mm Hg (Chemtob, 1991). Ce plus court intervalle d'autorégulation, 
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suggère une vasoconstriction insuffisante ou un excès de vasodilatation lorsque la 

pression de perfusion est augmentée. 

Le débit sanguin choroïdien est autorégulé chez l'adulte (Kiel, 1992, 1994, 

1995; Yu, 1996), tandis que chez le nouveau-né il ne l'est pas (Chemtob, 1991). 

L'absence d'autorégulation au niveau de la choroïde est d'un intérêt très marqué 

puisque la plupart des lits vasculaires sont autorégulés. Conséquemment, lorsque la 

pression artérielle augmente modérément (au-delà de la limite supérieure de 

l'autorégulation), comme on le voit souvent chez le nouveau-né humain (Bada, 

1990), les débits sanguins rétiniens et choroïdiens augmentent et avec eux l'apport 

d'oxygène. Cet excès d'oxygène amené à la rétine n'est pas utilisé et résulte en la 

génération de métabolites de l'oxygène hautement réactifs qui peuvent être 

dommageables pour l'oeil et prédisposer au développement de la rétinopathie du 

prématuré (Shvedova, 1982; Flynn, 1992). Une augmentation de la production du 

métabolite de l'acide arachidonique, le thromboxane A2, induite par les radicaux 

libres oxygénés peut être responsable de la contraction vasculaire soutenue retrouvée 

dans la rétinopathie du prématuré. De plus, la peroxydation lipidique peut contribuer 

au dommage cellulaire (Tripathi BJ, 1984). L'oxygène singulet est formé lorsque les 

flavines contenues dans la rétine sont illuminées en présence d'oxygène et pourrait 

potentiellement contribuer aux dommages produits par l'oxygène (Foote CS, 1982). 

Notez bien que l'autorégulation du débit sanguin oculaire ne soit pas 

seulement la capacité de maintenir le débit sanguin constant lors de changements de 

pression de perfusion, il est aussi la capacité de maintenir l'apport d'oxygène 

constant en réponse à des changements de la concentration d'oxygène sanguin. Les 

mécanismes qui gouvernent les limites de pression de perfusion et la réponse des 

vaisseaux sanguins rétiniens et choroïdiens à l'oxygène demeurent largement 

inconnus. 

1.5 Facteurs impliqués dans la régulation physiologique des débits sanguins 

rétiniens et choroïdiens 

Traditionnellement, les agents considérés sont les facteurs myogéniques, les 

facteurs neuro-hormonaux et les facteurs métaboliques. En plus des éléments 

classiques, des évidences récentes, suggèrent un rôle important pour les facteurs 

dérivés de l'endothélium comme médiateurs de l'autorégulation des vaisseaux 
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sanguins oculaires. Chez l'adulte, plusieurs facteurs ont été impliqués dans la 

régulation des débits sanguins rétiniens et choroïdiens. Parmi ces facteurs, 

mentionnons la tension en oxygène et en dioxyde de carbone, le système nerveux 

autonome, les eicosanoïdes, l'adénosine, l'oxyde nitrique, l'endothéline et 

possiblement le système rénine-angiotensine (Alm, 1972a,b; Chandra, 1972, 1979; 

Pournaras, 1978; Beausang-Linder, 1980, 1982; Bill, 1985; Chiou, 1988; Braunagel, 

1988; Ferrari-Dileo, 1990; Deussen, 1993; Meyer, 1995; Portellos, 1995; Brown SM, 

1996). Chez le nouveau-né, mis à part les effets produits par les gaz sanguins  
(Ashton, 1954b; Mi Iley, 1984; Stiris, 1989), 1 ' adénosine (Gidday, 1993 a,b), 

l'endothéline (Zhu Y, 1998) et les nrostanoïdes (Chemtob, 1991), très peu de choses 

sont connues pour expliquer les mécanismes qui régissent la régulation des débits 

sanguins rétiniens et choroïdiens. De plus, l'interaction entre certains de ces facteurs 
est inconnue. 

Dans les prochaines sections de cette thèse il sera question du rôle joué par 

les facteurs myogéniques, neurogéniques, métaboliques (l'oxygène et le dioxyde de 

carbone) et les facteurs d'origine endothéliale dans l'autorégulation des débits 

sanguins rétiniens et choroïdiens. De plus et surtout, l'emphase sera mise sur le rôle 

des prostanoïdes, des radicaux libres, de l'oxyde nitrique et des canaux potassiques 

puisque ces derniers jouent un rôle particulièrement important dans le processus 

d'autorégulation des débits sanguins des lits vasculaires rétiniens et choroïdiens. 

1.5.1 Facteurs myogéniques 

L'hypothèse myogénique de l'autorégulation précise que les muscles lisses 

des artères de résistance répondent directement aux modifications de pression de 

perfusion en se contractant durant une augmentation de pression et en relaxant durant 

une réduction de pression de perfusion (Paulson, 1990). Les études effectuées in 
vitro tendent à supporter cette hypothèse. Cependant, les évidences in vivo, ne 
supportent pas en général cette hypothèse (Busija, 1984). Toutefois, dans certains 

tissus comme les artères cérébrales, l'inhibition de facteurs métaboliques ou de 

facteurs produits par l'endothélitun a révélé l'existence d'une faible réponse 

myogénique in vivo. 	Il est proposé que l'endothélium joue un rôle de 

mécanorécepteur qui transmet et transforme les variations de facteurs mécaniques, 
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tels que la pression transmurale ou les forces de cisaillement, en une réponse 

myogénique (Rubanyi, 1990). En regard de cette hypothèse, l'endothélium peut 

réagir aux changements de pression transmurale ou des forces de cisaillement en 

augmentant la libération de facteurs relaxants ou constricteurs (Chillon, 1997). 

1.5.2 Facteurs neurogéniques 

Les études histologiques et les expériences de stimulations nerveuses ont 

révélé une innervation très riche de l'uvée, incluant la choroïde, par des fibres 

nerveuses vasoactives, mais non à la rétine (Bill, 1983). Les nerfs sympathiques 

issus du ganglion sympathique cervical supérieur innervent l'artère centrale de la 

rétine jusqu'aux artérioles, mais non au-delà, alors que tous les lits vasculaires 

uvéaux incluant la choroïde sont innervés (Ehinger, 1966; Laties, 1967; Nakanome, 

1995). Des études pharmacologiques (Bill, 1962a; Koss, 1993, 1994; Kiel, 1996) et 

histochirniques (Bruinink, 1986; Elena, 1987) indiquent la présence de récepteurs 

alpha et béta-adrénergiques sur les vaisseaux choroïdiens. La stimulation électrique 

des fibres sympathiques ou l'infiision de cathécolamines réduisent le débit sanguin 

choroïdien chez plusieurs espèces alors que la rétine n'est pas affectée (Bill, 1962b, 

1976b; Alm, 1973b, 1977; Weiter, 1973; Kaskel, 1977). Cette stimulation 

sympathique est dépendante en partie du système alpha-adrénergique (Bill, 1962c, 

1976b; Alm, 1973b; Kaskel, 1977) et possiblement via des fibres nonadrénergiques 

contenant, par exemple le neuropeptide Y (Granstam, 1990; Stone, 1986). Un rôle 

physiologique important pour les nerfs sympathiques dans le contrôle du débit 

sanguin oculaire est d'aider à maintenir le débit sanguin à un niveau adéquat lors 

d'augmentations soudaines de la pression sanguine (Bill, 1985). Finalement, parce 

que l'innervation sympathique n'atteint pas les artérioles rétiniennes, des facteurs 

locaux produits par les vaisseaux rétiniens devraient être plus importants pour 
maintenir et réguler le tonus vasculaire de la rétine. 

Quant au système parasympathique sa participation dans la régulation du 

débit sanguin oculaire est moins claire. Il n'y a pas d'évidence d'innervation 

parasympathique ou peptidergique au niveau des artères rétiniennes (Ye, 1990). 

Récemment, des études histologiques ont démontré un riche plexus de fibres 
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nerveuses contenant l'enzyme NOS dans la média et l'adventice de l'artère centrale 

de la rétine chez l'animal (Toda, 1994). Les nerfs parasympathiques, avec des effets 

sur le débit sanguin oculaire, incluent les nerfs oculomoteur et facial. La stimulation 

du nerf oculomoteur a peu d'effet sur les débits sanguins rétiniens et choroïdiens. 

(Bill, 1976a; Stjemschantz, 1979). La stimulation intracrânienne du nerf facial qui 

innerve principalement les vaisseaux choroïdiens (Ruskell, 1971; Nakanome, 1995) 

cause une vasodilatation marquée de la choroïde via un effet peptidergique par 

libération du VIP (Nilsson, 1984, 1985; Stone, 1986) ou principalement par un effet 

non-adrénergique non-cholinergique médié par le NO (Zagvazdin, 1996). La 

présence de fibres nerveuses périvasculaires démontrant une immunoréactivité pour 

l'oxyde nitrique synthase a été décrite dans la choroïde (Yamamoto, 1993b; Flügel, 

1994a; Toda, 1995). Le nombre de cellules positives pour le NOS semble plus 

important chez l'humain (Flügel, 1994b). Il faut noter que presque toutes les fibres 

nerveuses venant du ganglion ptérygopalatin chez l'animal ou du ganglion 

sphénopalatin chez l'humain qui sont positives en immunoréactivité pour le NOS, le 

sont pour le VIP et plusieurs de celles-ci expriment les deux substances. Ces fibres 

nerveuses sont donc probablement des composantes du système nerveux autonome 

parasympathique qui produisent la vasodilatation choroïdienne exercée par le NO 

(Toda, 1993). 

Les nerfs sensitifs du trigéminé contenant de la substance P et du CGRP sont 

aussi associés aux vaisseaux choroïdiens (Stone, 1985, 1988) mais ils ne semblent 

pas jouer un rôle prépondérant dans l'autorégulation des débits sanguins oculaires. 

1.5.3 Le rôle des facteurs métaboliques 

Cette partie est consacrée à la description et à l'analyse de l'effet des 
variations de P02  et de PCO2  artérielles sur la vasomotricité et le métabolisme des 

vaisseaux sanguins rétiniens et choroïdiens. Les données expérimentales suggèrent 

que l'oxygène et le gaz carbonique opèrent par l'intermédiaire de modifications 

métaboliques et par le relâchement intracellulaire d'un activateur, par exemple des 

eicosanoïdes non identifiés. 



1.5.3.1 L'oxygène 

Il est clair que les besoins en oxygène au niveau de l'oeil sont couplés à la 

demande métabolique (Kiryu, 1995). La circulation rétinienne est régulée presque 

entièrement par les conditions métaboliques locales plutôt que par un contrôle 

neuronal comme dans la plupart des autres organes. La régulation de la circulation 

rétinienne est dictée principalement par ses besoins de suppléer de manière optimale 

les tissus rétiniens situés à distance de la choroïde. En réponse à l'hypoxie, les 

vaisseaux rétiniens se dilatent mais cette réponse dynamique est limitée (Hickman, 

1966). La baisse progressive de la Pa02  provoque une vasodilatation chez le singe et 

chez le porc miniature qui débute brusquement à environ 60 mm Hg de Pa02  

(Eperon, 1975). Une augmentation de seulement 10% du diamètre des vaisseaux 

rétiniens a été observée chez des humains respirant une basse concentration 

d'oxygène (10%) (Hicicman, 1966). Pour suppléer à la demande métabolique il se 

produit une redistribution du débit sanguin aux niveaux des microvaisseaux rétiniens 

(Kiryu, 1995). Les mécanismes de cette redistribution sont inconnus. Cependant, 

cette régulation s'exerce au niveau des capillaires et implique les péricytes (Ferrari-

Dileo, 1992). Les prostaglandines ont déjà été proposées comme des médiateurs de 

la réponse hypoxique au niveau des vaisseaux rétiniens (Tsacopoulos, 1979). Plus 

récemment, il a été démontré que l'adénosine qui est un puissant vasodilatateur, 

participe significativement aux réponses vasomotrices lors d'hypoxie chez le porcelet 

(Gidday, 1993a). On attribue un rôle pour les canaux ioniques KAT? dans la 

vasodilation produite par l'adénosine dans la circulation rétinienne (Gidday, 1996). 

L'hyperoxie a des effets délétères sur la rétine. Lorsque la P02 inspirée est 

très élevée le métabolisme oxydant rétinien (Baeyens, 1973) et l'activité 

enzymatique de la Na-F-K+ ATPase sont significativement réduits (Ubels, 1981). 

Chez l'adulte (Cusik, 1940; Dollery, 1964; Hickam, 1966; Tsacopoulos, 

1974; Hague, 1988) et le nouveau-né (Ricci, 1987; Stiris, 1989) les vaisseaux 

sanguins rétiniens démontrent une constriction comparable en présence d'hyperoxie. 

Par des mesures de P02  dans le vitré, on sait que la P02  de la couche interne de la 

rétine est raisonnablement bien régulée durant l'hyperoxie (Alm, 1972b), par 

constriction des vaisseaux (Hickam, 1966; Bulpitt, 1971; Eperon, 1975), alors qu'il 
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n'en est pas de même pour la couche externe (Linsenmeier, 1989). En laboratoire, 

dans des conditions rigoureusement contrôlées, l'hyperoxie (Pa02 environ 350 mm 

Hg) provoque, chez le singe et chez le porc miniature, une vasoconstriction d'un 

degré moindre que chez l'homme (Eperon, 1975). Le fait de respirer de l'oxygène 

pur (100 %) cause une vasoconstriction rétinienne (Frayser, 1964) et réduit le débit 

sanguin rétinien de 70 % (Riva, 1983). Malgré cela la vasoconstriction n'est pas 

suffisante pour prévenir une augmentation de la tension en oxygène (Alm, 1972b; 
Alder, 1985). Les mécanismes de base responsables de la réduction du débit sanguin 

rétinien en réponse à l'hyperoxie aiguë restent a être clarifiés. Une étude suggère 

que chez le nouveau-né porcelet les métabolites de l'acide arachidonique le 

thromboxane et le 20-HETE en plus de l'endothéline participent à la réduction aiguë 

du débit sanguin rétinien en réponse à l'hyperoxie (Zhu Y, 1998). 
En revanche, les effets de l'hyperoxie sur les débits sanguins choroïdiens 

observés chez l'adulte, ne sont pas clairs et demeurent à explorer chez le nouveau-né 

(Bill, 1962d; Friedman, 1972; Riva, 1994a,b; Flower, 1995). La compréhension de 

cette réponse est importante étant donné que la choroïde est de loin la source majeure 

d'oxygène à la rétine (Bill, 1984). 

1.5.3.2 Le dioxyde de carbone (CO2) 

Il est bien établi à présent que les variations de la PaCO2 affectent 

invariablement la résistance artériolaire rétinienne (Alm, 1972b; Tsacopoulos, 

1973b) et choroïdienne (Flower, 1995). Une très grande vasodilatation rétinienne et 

choroïdienne est observée en présence d'une PaCO2  élevée (Frayser, 1964; Alm, 

1972b; Riva, 1994a; Flower, 1995; Khan, 1995). Une tension en CO2  de 80 mm Hg 

cause une augmentation du débit sanguin rétinien de 300 à 400 % due à une 

dilatation marquée des petits vaisseaux de résistance chez le chat (Alm, 1972). Par 

contre, la diminution de la PaCO2  provoque une forte vasoconstriction et une 

prolongation du temps moyen de circulation rétinienne. Par exemple, à une PaCO2 

de 18 mm Hg (la valeur normale étant de 40 mm Hg) le débit rétinien est de 22% 

inférieur au débit normal. La relation entre le débit et la PaCO2 est linéaire dans une 

marge de variations de la PaCO2  de 20 à 75 mm Hg (Tsacopoulos, 1973b). On peut 

estimer qu'une augmentation de la PaCO2  de 1 mm Hg cause une augmentation du 

débit rétinien de 3%. Ainsi, la circulation rétinienne, comme d'ailleurs la circulation 
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cérébrale, est très sensible aux variations de la PaCO2. L'hypercapnie provoque une 

augmentation du taux d'échange d'oxygène entre les capillaires et le tissu rétinien à 

cause de la vasodilatation et du déplacement de la courbe de dissociation de 

l'hémoglobine vers la droite (effet Bohr) dans le but de satisfaire entre autres aux 

besoins métaboliques tissulaires. 	L'hypercapnie provoque une importante 

augmentation de l'apport d'oxygène à la rétine interne (Craig, 1943; Tsacopoulos, 

1973a). L'augmentation de la P02 locale est rapide (1 min) et atteint un équilibre 10 

min après le début de l'hypercapnie. Finalement, la tendance des vaisseaux sanguins 

rétiniens à se dilater en réponse à une PCO2 élevée est plus grande que la tendance 

des vaisseaux à répondre par une constriction en réponse à une P02  élevée (Flower, 

1984). 
Les mécanismes moléculaires qui sont à la base de la réponse à l'hypercapnie 

sont complexes et peu documentés pour la circulation oculaire. Cette vasodilatation 

induite par l'hypercapnie est en partie réduite dans les vaisseaux rétiniens par 

l'indométhacine, un inhibiteur de la cyclooxygénase (Pommas, 1978; Tsacopoulos, 

1979). Dans d'autres lits vasculaires, la vasodilatation produite par l'hypercapnie 

démontre une dépendance envers le NO selon le degré d'hypercapnie (Iadecola, 

1994). 

1.5.4 Facteurs d'origine endothéliale 

L'endothélium vasculaire est impliqué dans la régulation du tonus vasculaire, 

de l'activité plaquettaire (Moncada, 1979) et la perméabilité vasculaire (Huxley, 

1988). Une perturbation des débits sanguins oculaires est impliquée clans plusieurs 

maladies affectant l'ceil (Haefliger, 1994a). Pour la rétine, une partie du rôle de 

l'endothélium dans la régulation du tonus vasculaire est due à sa fonction de barrière. 

La barrière hémato-rétinienne prévient la circulation des substances vasculaires 

actives peu liposolubles d'atteindre les muscles lisses vasculaires (Portellos, 1995). 

De plus, les cellules endothéliales vasculaires inactivent les substances vasoactives 

comme la noradrénaline, la sérotonine, la bradykinine et l'adénosine. Elles 

convertissent aussi le précurseur inactif de l'angiotensine I en angiotensine II. Les 

cellules endothéliales vasculaires de l'ceil régularisent le tonus du muscle lisse 

vasculaire sous-jacent et le débit sanguin en libérant des agents vasodilatateurs tels 

que la prostacycline (PGI2) (Nielsen, 1990; Chemtob, 1991) et le monoxyde d'azote 
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(NO) (Nielsen, 1990b; Haefliger, 1992; Kitamura, 1993). L'endothélium des 

vaisseaux sanguins oculaires peut également former des vasoconstricteurs tels que 

l'endothéline (MacCumber, 1989; Talcahashi, 1989; Nyborg, 1991; Yao, 1991; 

Haefliger, 1992 et 1993; Schmetterer, 1997), le thromboxane A2 (Lüscher, 1992) et 

des isoprostanes (Lahaie I, 1998). L'endothélium des vaisseaux sanguins oculaires 

peut produire plusieurs autres facteurs vasculaires actifs incluant le RRF (Retinal-

Derived Relaxing Factor) (Delaey, 1998), l'EDHF (Félétou, 1988; Haefliger, 1993; 

Campbell, 1996), des radicaux libres oxygénés (Hiramatsu, 1976) et l'adénosine 

(Gidday, 1993a,b). 
Le rôle de ces autacoïdes d'origine endothéliale dans la régulation du débit 

sanguin oculaire reste à définir. En revanche, le rôle des prostaglandines dans le 

contrôle de la circulation oculaire est de loin celui qui est le mieux compris et le plus 

étudié (Pournaras, 1978; Flower, 1984; Chemtob, 1991). Puisque les 

prostaglandines, les radicaux libres et l'oxyde nitrique constituent les éléments 

principaux de cette thèse la suite de l'introduction portera sur ces agents. 

1.5.5 Les prostanoïdes et les récepteurs de prostanoïdes 

Les prostanoïdes sont des autacoïdes qui exercent une très grande variété 

d'actions physiologiques et physiopathologiques dans presque tous les tissus des 

mammifères (Campbell, 1990; Smith, 1991b). Les prostanoïdes, qui sont des 

vasodilatateurs et des vasoconstricteurs, ont été clairement démontrés comme 

participant aux réponses hémodynamiques oculaires (Yao, 1991; Chemtob, 1991). 

Les prostaglandines sont des médiateurs impliqués dans des désordres rétiniens 

comme la néovascularisation observée dans la rétinopathie diabétique (Stjernschantz, 

1984) et la rétinopathie du prématuré (Flower, 1984). Des études ont montré que les 

prostaglandines sont capables d'induire une angiogenèse (Benezza, 1978; Form, 

1983; Nancy, 1994). Parce que les prostaglandines ne stimulent pas directement la 

croissance des cellules endothéliales (Harada, 1994), il a été spéculé puis démontré 

que leurs effets angiogéniques sont tributaires au facteur angiogénique VEGF 

(Harada, 1994; Ben-Av, 1995). 

Les prostanoïdes sont dérivés des acides gras insaturés soit de façon 

enzymatique par la prostaglandine endoperoxyde synthase (PGHS) (Smith, 1989), 
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une hémoprotéine, soit par une peroxydation catalysée par les radicaux libres 

quoique d'une moindre manière (les isoprostanes) (Morrow, 1990, 1992, 1994). Les 

lipides sont des constituants importants de la rétine. Ils représentent 20% du poids 

sec de la rétine. L'acide arachidonique (AA; acide gras insaturé 20 :4 co6) est 

nécessaire à la biosynthèse des prostanoïdes. Toutefois, l'acide arachidonique peut 

être métabolisé dans les tissus oculaires par plusieurs voies métaboliques dont la 

cyclooxygénase, la lipoxygénase et la voie de l'époxygénase. La rétine des 

mammiferes contient une grande quantité d'acide arachidonique métaboliquement 

active qui est estérifié sous forme de phosphoglycérides, particulièrement sous forme 

de phosphatidylcholine (PC), de phosphatidylinositol (PI) et de triglycérides (TG) (5 

à 15% des acides gras dans les phospholipides) (Bazan, 1989). Dans la rétine 

l'acide docosahexaenoïque (DHA) représente 25% du total des acides gras libres 

environ trois fois plus que l'acide arachidonique. Toutefois, dans les microvaisseaux 

rétiniens les quantités de DHA et d'AA sont équivalentes environ 10% du total des 

acides gras (Lecomte, 1996). Suite à un stimulus approprié, l'acide arachidonique 

est séparé des phosphoglycérides. Il y a au moins deux voies par lesquelles l'acide 

arachidonique peut être mobilisé. Il y a la voie de la phospholipase A2 (PLA2) qui 

sépare principalement l'acide arachidonique de la phosphatidylcholine, et à partir du 

phosphoinositol il y a la voie de la phospholipase C (PLC) et des lipases 

diacylglycérol et monoacylglycérol (Dennis, 1987). La contribution de chaque voie 

peut varier selon les types de cellules. Cependant, il semble que la voie de la 

phospholipase A2 soit la plus importante (Dennis, 1987; Bettmoli, 1990). Dans la 

rétine de bovin 3% de l'acide arachidonique est converti sous forme de 

prostaglandines (par la COX) et 6% sous forme d'éicosanoïdes (Birkle, 1984). 

L'inhibition de l'activité cyclooxygénase (COX) de la PGH synthase est à la 

base de l'action pharmacologique des anti-inflammatoires non stéroïdiens (Vane, 

1988). Il existe deux types d'isoformes de la COX, la COX-1 et la COX-2. La 

COX-1 est exprimée de manière constitutive et la COX-2 de façon inductible (Fu, 

1990; Kujubu, 1991; Xie, 1991; O'Banion, 1991). Cette dernière joue un rôle 

majeure dans la production de prostaglandines inflammatoires (Fu, 1990; Masferrer, 

1994). A la rétine, chaque isoforme contribue pour 50% de l'activité totale de la 

cyclooxygénase (Peri, 1995; Hamm, 1997). L'activité enzymatique de ces 

isoenzymes est augmentée pendant la période périnatale (Brannon, 1994; Peri, 1995; 
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Hamm, 1997). Cinq prostanoïdes sont importantes physiologiquement, soit le PGD2, 

PGE2, PGF2Œ, PGI2 et le TXA2. La PGE2  est la principale prostaglandine produite 

dans la rétine (Preud'homme, 1985; Bazan, 1989). La prostacycline (PGI2) est un 

vasodilatateur dans tous les lits vasculaires et elle est produite par l'endothélium 

vasculaire en réponse au flot pulsatile et à l'augmentation des forces de cisaillement. 

Ces prostanoïdes ont des effets importants, fréquemment opposés, au niveau de la 
reproduction et de la parturition, de l'agrégation plaquettaire, de l'inflaimnation, des 

réactions immunitaires, de la sécrétion gastrique, du transport de l'eau et des ions, de 

la libération de neurotransmetteurs et du tonus des muscles lisses vasculaires et non 

vasculaires (Halushka, 1989; Campbell, 1990). 

Pour la plupart, ces prostanoïdes exercent leurs actions en agissant sur des 

récepteurs spécifiques de la membrane plasmatique. Ceux-ci sont membres de la 

superfamille des récepteurs couplés à la protéine G (Kennedy, 1982). Il s'agit des 

récepteurs DP pour la PGD2, des sous-types de récepteurs EPI, EP2, EP3  et EP4  pour 

la PGE2, du récepteur FP pour la PGF2., du récepteur IP pour la PGI2  et le récepteur 

TP pour le thromboxane A2. (Kennedy, 1982; Coleman, 1987, 1994b; Eglen, 1989). 

Les récepteurs EP, particulièrement EP3, sont retrouvés dans presque tous les tissus 

(Coleman, 1994b). L'activation des récepteurs FP et EPI  augmente la production 

d' inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) (Suba, 1987; HalushIca, 1989; Watabe, 1993; 

Abramovitz, 1994) et l'activation de EP2  et EP4  augmente la formation d'adénosine 

mono phosphate 3',5'-cyclique (AMPc) (Jumblatt, 1991; Sugimoto, 1992; Honda, 

1993; Regan, 1994). La stimulation du récepteur EP3  peut diminuer la formation 

d'AMPc ou augmenter la production d'IP3  (Namba, 1993). Une augmentation d'IP3  

a été associée à une contraction des vaisseaux sanguins (Suba, 1987; Heaslip, 1989), 

et une augmentation de l'AMPc est souvent liée à une vasodilatation (Lincoln, 1991). 

Récemment, des récepteurs nucléaires pour le PGE2  ont été identifiés et ils semblent 

être impliqués dans la modulation de la transcription génique (Bhattacharya, 1998, 

1999). 
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Figure 4. La voie métabolique de la cyclooxygénase (Murray, 1993). 

1.5.5.1 Le rôle des prostanoïdes dans le contrôle de la circulation rétinienne et 
choroïdienne 

Les prostanoïdes sont produites par la rétine (Kass, 1979; Birkle, 1984; 

Flower, 1984; Robertson, 1990) et la choroïde (Bhattacherjee, 1979) où ils exercent 

des effets vasomoteurs (Bhattacherjee, 1979; Kass, 1979; Birlde, 1984). Les 

prostanoïdes agissent comme médiateurs des réponses physiologiques comme dans 

l'hypotension, l'hypertension et en réponse aux changements des gaz sanguins 

(Chemtob, 1991, 1995) mais ils ne semblent pas contrôler la circulation basale 

(Parys-VanGinderdeuren, 1992). En plus, les prostanoïdes contribuent à déterminer 

les limites de l'autorégulation des débits sanguins rétiniens et choroïdiens (Chemtob, 

1991). L'inhibition des isoformes de la cyclooxygénase et de fait même de la 

synthèse des prostanoïdes, augmente principalement la limite supérieure de 
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l'autorégulation des débits sanguins rétiniens et choroïdiens (Chemtob, 1991; Hardy, 

1998a). Chez l'adulte, les prostanoïdes libérées en réponse à une augmentation de la 

pression de perfusion, particulièrement PGE2  et PGF2a, causent une vasoconstriction 

(Nielsen, 1990a; Abran, 1994). Chez le nouveau-né, les mêmes prostaglandines ont 

un effet de vasoconstriction très négligeable sur les vaisseaux oculaires (Abran, 

1994) bien qu'elles soient produites en plus grande quantité (Mitchell, 1978; Abran, 

1994, 1997b) et le PGE2  induit une relaxation vasculaire de la choroïde (Abran, 

1997a). En plus, la PGI2  et la PGD2  libérées causent une plus grande relaxation chez 

le nouveau-né que chez l'adulte (Abran, 1997b). 

Sur les vaisseaux rétiniens, la densité des récepteurs de PGE2  et PGF2a  est 

plus basse chez le nouveau-né que chez l'adulte (Abran, 1995a) alors que la densité 

de récepteurs de PGI2  et de PGD2  est comparable dans ces deux groupes d'âge 

(Abran, 1994). En ce qui regarde les récepteurs de PGE2, les vaisseaux sanguins du 

nouveau-né contiennent une plus petite proportion de récepteurs EPi (lié à une 

vasoconstriction) et une plus grande proportion de récepteurs d'EP2  (couplé à une 

relaxation vasculaire) (Abran, 1995a). Chez le nouveau-né, non seulement les 

prostaglandines qui assurent une vasoconstriction sont relativement inefficaces mais 

les prostaglandines produisant une relaxation des vaisseaux soit PGI2 et PGD2 

libérées en réponse à une hypertension, causent une plus grande relaxation lorsqu'on 

compare leurs effets chez l'adulte (Abran, 1994, 1997b). Ainsi une vasoconstriction 

minimale produite par PGE2  et PGF2a  et une vasodilatation significative engendré par 

PGI2  et PGD2  semblent jouer un rôle important dans la faible capacité 

d'autorégulation des débits sanguins rétiniens et choroïdiens suite à une 

augmentation de pression de perfusion chez le nouveau-né (Chemtob, 1991). 

1.5.5.2 Les mécanismes d'action des prostaglandines sur les vaisseaux sanguins 

rétiniens et choroïdiens 

Les raisons qui expliquent cette diminution de densité des récepteurs PGE2  et 

PGF2a  qui sont couplés à une vasoconstriction a été examiné récemment. La très 

grande concentration de prostaglandines, particulièrement PGE2  et PGF2a  dans la 

période néonatale (Mitchell, 1978) causerait une régulation à la baisse de leurs 

récepteurs respectifs (Abran, 1997a,b; Hardy, 1998a). 
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Ainsi, la proportion de récepteurs du type EP diffère entre le nouveau-né et 

l'adulte de telle sorte que chez les nouveau-nés les récepteurs EPI, EP2  et EP3  

représentent 45%, 45% et 10% de tous les récepteurs EP, respectivement. Chez 

l'adulte cette proportion entre les récepteurs EP est de 55% pour EPi, 25% pour EP2 

et 20% pour EP3; EP4  n'étant pas détectable dans les vaisseaux rétiniens (Abran, 

1995a). Donc, la proportion de récepteurs EPi couplés à la vasoconstriction est plus 

petite que celle de EP2  qui sont couplés à la vasodilatation au niveau des vaisseaux 

sanguins de la rétine du nouveau-né comparé à l'adulte (Abran, 1995a). En 

revanche, la réponse du vasodilatateur PGI2  est comparable chez le nouveau-né et 

l'adulte (Abran, 1997b). En résumé, au niveau de la rétine, il existe une inégalité 

entre les prostaglandines ayant une capacité de vasoconstriction et de vasodilatation, 

favorisant cette dernière. 

Le même phénomène s'observe au niveau de la choroïde (Abran, 1997a,b). 

Le nouveau-né à une plus petite quantité de récepteurs EPI  et une plus grande 

proportion de EP2  comparativement à l'adulte et la densité de récepteurs FP 

augmente avec l'âge. Plus spécifiquement, la choroïde du nouveau-né contient 35% 

de EPI, 35% de EP2, 20% de EP3  et 10% de EP4  alors que chez l'adulte les 

proportions sont de 55%, 10% 20% et 15%, respectivement (Abran, 1997a). 

Contrairement aux récepteurs FP, EP1  et EP3  où une plus grande vasoconstriction est 

observée en présence d'une plus grande densité de récepteurs, une plus grande 

vasodilatation en réponse à une stimulation des récepteurs IP, DP et EP4  ne semble 

pas reliée à la densité de récepteurs mais plutôt à une différence ontogénique dans la 

signalisation intracellulaire (Abran, 1997a,b). Une augmentation de la réponse 

néonatale envers la PGI2  est associée à une augmentation du couplage avec 

l'adénylate cyclase (Abran, 1997b). Également, les récepteurs DP et EP4  au lieu 

d'être couplés traditionnellement à leur messager secondaire l'AMPc au niveau de la 

choroïde se retrouvent couplés avec l'oxyde nitrique synthase, laquelle prédomine 

chez le nouveau-né (Abran, 1997a,b; Hardy, 1997). Ainsi, pour la choroïde du 

nouveau-né, une diminution de la vasoconstriction produite par les prostaglandines 

peut s'expliquer par une déficience des récepteurs FP, EPi et EP3. Également, une 

densité accrue et/ou une plus grande réponse des récepteurs associés à une 

vasorelaxation, EP2, E134, IP et DP pour lesquels une plus grande expression et 

activité de l'oxyde nitrique synthase endothéliale sont associées, jouent un rôle 

significatif. 
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La déficience néonatale en récepteurs FP, EPi et EP3  est expliquée par une 

régulation à la baisse des récepteurs faisant suite à des niveaux élevés de 

prostaglandines durant la période périnatale (Abran, 1997a,b). En fait l'inhibition de 

la cyclooxygénase pendant 24 à 48 heures chez le nouveau-né dans le but de réduire 

les niveaux de prostaglandines à la rétine et à la choroïde comme ceux de l'adulte 

résulte en une augmentation comparable à l'adulte des récepteurs de PGE2  et PGF2a, 

ainsi que des mécanismes de signalisation intracellulaire couplés aux récepteurs et 

des réponses vasomotrices (Abran, 1995; Abran, 1997a,b; Hardy, 1998a). Toutefois, 

cette régulation homologue n'est pas uniforme car elle ne s'applique pas aux 

récepteurs EP2, EP4, TP, IP et DP (Abran, 1997a,b). Par contre, les mécanismes 

secondaires couplés à ces récepteurs, en particulier le NOS, sont régulés 

positivement au niveau transcriptionnel par les prostaglandines (Dumont, 1998). 

En résumé, les niveaux élevés de prostaglandine durant la période périnatale 

semblent mener à une régulation à la baisse des récepteurs associés à une 

vasoconstriction tels que les récepteurs FP, EPI  et EP3. En revanche, les niveaux 

basaux des récepteurs EP2  et principalement EP4  et DP qui sont couplés à l'oxyde 

nitrique synthase et qui entrainent la vasodilatation choroïdienne sont plus élevés. 

L'ensemble de ces éléments font que chez le nouveau-né, la réponse aux 

prostaglandines PGF2 „ PGE2 et PGI2  résulte en une diminution de la 

vasoconstriction et une augmentation de la relaxation. Parce que les prostaglandines 

participent à l'autorégulation des débits sanguins rétiniens et choroïdiens et aussi 

parce qu'elles sont importantes comme agent vasomoteur, elle fournissent un 

mécanisme pour expliquer les différences ontogéniques de l'autorégulation des 

débits sanguins oculaires. Par contre, l'interaction des prostaglandines avec le NO 

dans l'autorégulation oculaire et le rôle relatif des agents relaxants dans ce 

phénomène important est mal défini. 

1.5.6 Les radicaux libres 

Les radicaux libres (RL) sont des structures (atomes ou molécules) dont la 

configuration électronique est caractérisée par la présence d'un électron célibataire 

dans sa couche externe. Cette particularité leur confère une grande réactivité et les 

rend extrêmement instables. Pour abaisser son niveau d'énergie, l'atome cherchera à 

doubler cet électron. C'est en comblant sa dernière orbite qu'une molécule sera dite 



27 

dans un état "réduit". C'est en arrachant un électron à une autre molécule que le 

radical libre "oxyde cette molécule, ce qui en fait une molécule oxydante. Par 

conséquent, une molécule dite "antioxydante" aura la propriété de fournir ou de 

prendre cet électron célibataire tout en devenant un radical beaucoup moins réactif. 

La molécule d'oxygène, présente dans tous les organismes aérobiques, 

possède deux élections non appariés situés dans ses deux orbitales externes. Cette 

configuration facilite la production de formes actives oxygénées incluant des 

radicaux libres oxygénés (Tableau 1). 

Tableau 1. Principales formes actives de l'oxygène 

02.- 	 anion superoxyde 	 Instable 

H202 	 peroxyde d'hydrogène 	Stable 

OH' 	 radical hydroxyle 	 très instable 

021 	 oxygène singulet 	 très instable 

HOO• 	 radical hydropéroxyle 	Instable 

LOO' (L= lipide) 	 radical peroxyle 	 Instable 

1.5.6.1 Les radicaux libres oxygénés 

Dans le but de mieux comprendre le rôle de ces oxydants dans la physiologie 

et la physiopathologie des désordres oculaires une brève discussion de la chimie, des 

sources de production et de la réactivité vasculaire suit. Les mécanismes de 

formation des radicaux libres les plus fréquemment rencontrés sont discutés. 

L'anion superoxyde (02,) 

La réduction ou l'addition d'un électron à la molécule d'oxygène conduit à la 

formation de l'anion superoxyde (02.-). 	Le radical anion superoxyde est 

extrêmement réactif dans les solvants organiques. En solution aqueuse l'Oc" est peu 

réactif. Parce qu'il est peu réactif comparé aux autres espèces réactives, l'anion 

superoxyde peut diffuser vers des sites critiques où il pourra compromettre des 

fonctions tissulaires. Il peut aussi agir comme un faible agent oxydant (pour 

l'adrénaline et l'acide ascorbique) et sera réduit en H202. Ce processus est appelé 
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réaction de dismutation laquelle peut se faire spontanément ou être catalysée par 

l'enzyme superoxyde dismutase. Plusieurs composantes cellulaires peuvent produire 

1'02•". Certaines enzymes de la chaîne respiratoire des mitochondries produisent 

1'02." (Freeman, 1982). La nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydase 

qui est présente dans les neutrophiles, les éosinophiles, les monocytes, les 

macrophages, les plaquettes et les cellules endothéliales produit 1'02." lorsqu'elle est 

activée par différents stimuli tels que les bactéries, des cytokines et le facteur 

d'activation des plaquettes (Babior, 1978, 1981). Des enzymes telles que la 

cyclooxygénase (Kukreja, 1986; Pourcyrous, 1993), la lipoxygénase (Kukreja, 1986), 

l'oxyde nitrique synthase (Pou, 1992), la xanthine oxydase (Kontos, 1985a), 

l'aldéhyde oxydase, les flavoprotéines déshydrogénases, la dihydro-orate 

déshydrogénase, les peroxydases (McCord, 1968) et la tryptophane dioxygénase 

(Hirata, 1971) peuvent générer 1'02-". Les réactions d'auto-oxydation impliquant des 

catécholamines (Misra, 1972), les flavines (Ballou, 1969), les hydroquinones 

(McCord, 1970), les thiols (Misra, 1974) et les tétrahydroptérines (Fisher, 1973) 

constituent une source d'Or". Lorsque des radiations ionisantes traversent des 

solutions aqueuses contenant de l'oxygène, il y a formation de 102." (Marklund, 

1985). Finalement, 102." peut également être formé par le cytochrome P450 dans les 

tissus hépatiques et les surrénales (Estabrook, 1976; Guengerich, 1990). 

Le radical superoxyde pénètre difficilement les membranes (Winterbourn, 

1987). L'anion superoxide peut changer la fluidité et perturber l'organisation des 

membranes des cellules vasculaires endothéliales (Freeman, 1986). L'02." est un 

radical libre instable, et suite à l'addition d'un autre électron, il devient l'ion 

peroxyde (022 ). Cependant, à pH physiologique, l'ion peroxyde est immédiatement 

converti en peroxyde d'hydrogène, H202, qui n'est pas, par définition, un radical 

libre. Le H202 peut également être formé spontanément en solution aqueuse avec 

formation intermédiaire du radical hydroperoxyle (H00.) (Southorn, 1988; Wamer, 

1992) : 

02. + H --> HOO.  

HOO' + 	026- 	+ 11+ 	-› 	11202 + 	02 

L'enzyme superoxyde dismutase (SOD) dont la tâche est d'éliminer 102, 

facilite la production intracellulaire de H202 par cette même réaction. De plus, 



29 

certaines oxydases se trouvant dans les peroxysomes produisent du H202 (Masters, 

1977). 

Le radical hydroxyle (011.) 

La réactivité faible ou modérée de 1'02." et du H202 a conduit certains 

chercheurs à proposer que les dommages produits par les systèmes générant 102.-  et/ 

ou H202  puissent être le résultat d'un radical libre très réactif. L'interaction entre 

02. et H202, particulièrement en présence d'ions métalliques catalytiques (ex: fer), 

génère la formation du radical hydroxyle (OH") qui est très instable et très réactif 

C'est une molécule qui réagit instantanément et à proximité de son site de formation 

avec presque toutes les molécules cellulaires qu'elle rencontre. Cette formation peut 

se produire selon la réaction de Haber Weiss (Halliwell, 1984; Southom, 1988): 

H202  + 	02.-  —> 	OFT + 	01-r + 	02  

Le radical hydroxyle peut être formé selon la réaction de Fenton (Halliwell, 

1984; Imlay, 1988; Southom, 1988) où le peroxyde d'hydrogène est mis en contact 

avec des ions ferreux (Fe+2) ou d'autres métaux (Ti+3, Cu, Co+2): 

H202  + 	Fe+2  ---> 	Fe+3  + 	OH' + 	OFF 

Les mécanismes qui initient la peroxydation lipidique ne sont pas 

complètement compris. Le radical hydroxyle a été proposé comme initiant ces 

réactions (Fong K-L, J Biol Chem, 1975). Cependant, il semble que la présence du 

Fe+2  ou Fe+3  soit nécessaire pour initier la peroxydation (Minotti, 1987; De La Paz, 

1992). 
Le radical hydroxyle peut être produit par l'interaction du radical libre oxyde 

nitrique (N0') et de l'anion superoxyde formant l'anion peroxynitrite (0N00-) qui à 

un pH physiologique se transforme en acide peroxynitreux (ONOOH) (Beckman, 

1990). Étant donné que ce dernier est très instable, il sera rapidement décomposé en 

radical hydroxyle et en dioxyde d'azote (NO2): 

026-  + NO* —› 0N00-  + H+  <-> ONOOH --> OFF + NO2 

De plus, le 0N00-  réagit principalement avec le CO2  pour former des 

radicaux nitrites qui seraient les principaux réactifs dans l'oxydation des 
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groupements phénols et hémiques expliquant leurs effets toxiques (i.e. sur la 

glutathion peroxydase et les divers groupements tyrosines (formant des 

nitrotyrosines) (Squadrito, 1998). 

L'oxygène singulet (02)  

L'oxygène singulet est formé par l'inversion de la rotation d'un de ses 

électrons situés sur les deux orbitales externes. Il y a deux formes d'oxygène 

singulet, l'oxygène singulet sigma (0214) qui est caractérisé par une demi-vie très 

courte (1042  seconde) et l'oxygène singulet delta (0214) qui possède une demi-vie 

plus longue (10-6  seconde) (Bellus, 1978). Étant donné que les deux électrons 

inversés sont dans le même orbitale, l'oxygène singulet delta n'est pas, par 

définition, un radical libre. Cependant, lorsqu'il est formé, il peut réagir facilement 

avec plusieurs composantes cellulaires. 

L'oxygène singulet peut être formé par l'activation photochimique de la 

molécule d'oxygène (Southorn, 1988). Il a également été suggéré que la formation 

de l'oxygène singulet pouvait avoir lieu in vivo lors de la dismutation de l'anion 

superoxyde (Arudi, 1984), au cours de la réaction phagocytaire (Wefers, 1987), lors 

de la réaction de deux radicaux peroxyles, de la peroxydation (Wefers, 1987), de 

l'oxydation des halogénures par le H202  et finalement lors de la réaction Haber 

Weiss (Del Maestro, 1980; Southorn, 1988). 

1.5.6.2 Les sources biologiques des radicaux libres 

Les radicaux libres proviennent de plusieurs voies métaboliques. 

Les mitochondries  

La chaîne respiratoire des mitochondries transforme 102  en H20 par des 

réactions d'oxydo-réduction pour fournir l'énergie cellulaire, surtout sous forme 

d'ATP. Trois composantes de la chaîne respiratoire réduisent une faible portion de 

l'oxygène par le transfert d'un seul électron pour produire 102., H202 et le OH' 

(Freeman, 1982): le complexe NADH déshydrogénase, la région de l'ubiquinone-

cytochrome B (Turrens, 1982) et la dihydro-orotate déshydrogénase (Forman, 1976). 

La formation de formes actives de l'oxygène par les mitochondries augmente en 

fonction de la concentration d'oxygène. En effet, lors de conditions norrnoxiques, la 
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production d'Oz.-  est de 1% à 2% alors qu'elle peut augmenter jusqu'à 25% lors de 

conditions hyperoxiques (Turrens, 1982). 

Les composantes cytosoliques 

Plusieurs composantes solubles du cytosol comme les thiols, les 

hydroquinones, les flavines, les tétrahydroptérines et les catécholamines qui sont 

cotenues dans des vésicules de stockage et de sécrétion peuvent effectuer des 

réactions d'auto-oxydation dans lesquelles il y a une formation importante d'02.-  et 
de H202  intracellulaire (Freeman, 1982). De plus, bon nombre d'enzymes 

cytoplasmiques et microsomales peuvent également contribuer à la formation de 

radicaux libres (Kontos, 1985b). Ces enzymes sont la xanthine oxydase, l'aldéhyde 

oxydase, la flavoprotéine déshydrogénase, la tryptophane dioxygénase (Freeman, 

1982) et l'oxyde nitrique synthase (Pou, 1992). La xanthine oxydase est une des plus 

importantes puisqu'elle semble être impliquée dans le phénomène de l'ischémie et 

reperfusion (McCord, 1985). Par contre, suite à une ischémie cérébrale, la xanthine 

oxydase ne semble pas contribuer pour beaucoup à la formation de radicaux libres 

(Mink, 1990). 

Les peroxvsomes  

Les peroxysomes contiennent une grande variété d'enzymes dont la D-amino 

acide oxydase, l'urate oxydase, la glycolate oxydase, la L-a-hydroxyacide oxydase 

et l'acétyl co-enzyme A oxydase (Freeman, 1982) qui interviennent dans des 

réactions d'oxydation contribuant de façon importante à la formation du H202. La 

catalase qui est présente dans les peroxysomes a pour rôle de transformer le H202 

produit par ces oxydases en H20 (Jones, 1998). 

La membrane plasmique  

La cyclooxygénase et la lipoxygénase sont des enzymes liées aux membranes 

plasmiques. Elles produisent respectivement des prostaglandines et des leucotriènes 

à partir de l'acide arachidonique. Au cours de ces réactions, il y a formation de 

radicaux libres non-lipidiques tels le OH*, ainsi que des radicaux libres lipidiques 

(Egan, 1981; Freeman, 1982; Kulcreja, 1986). La formation de radicaux libres dans 

la membrane plasmique peut être particulièrement critique pour l'intégrité de la 

cellule puisqu'elle contient des protéines et des acides gras polyinsaturés susceptibles 
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de réagir avec les radicaux libres (Wamer, 1992). Dans quelques tissus, après 

certains types de stress oxydant tels qu'une ischémie cérébrale ou cardiaque, la voie 

métabolique de la cyclooxygénase est une source majeure de radicaux libres 

(Simpson, 1987; Palmer, 1990). Pour ce qui est de la lipoxygénase, celle-ci ne 

semble pas contribuer à la formation de radicaux libres dans les tissus neurologiques 
(Szabo, 1993). 

Les cytochromes 

Le réticulum endoplasmique, les microsomes et les membranes nucléaires 
possèdent les cytochromes 13450 et b5  qui sont des monooxygénases accomplissant des 
réactions de déméthylation, d'hydroxylation et de désaturation. Ces réactions 

d'auto-oxydation génèrent 102.", le H202, le Ofr ainsi que le radical peroxyle 

(LOO') (Estabrook, 1976; Freeman, 1982). 

Les leucocytes  

Les réactions inflammatoires sont une source importante de radicaux 

oxygénés. De très grandes quantités de radicaux superoxyde sont sécrétées par les 

leucocytes activés (Freeman, 1982; Halliwell, 1984; Weiss, 1986). La NADPH 

oxydase présente dans les leucocytes polymorphonucléaires et les macrophages 

convertie la molécule d'oxygène en 02.-  et H202 lorsqu'elle est activée par différents 

stimuli. Ces formes actives de l'oxygène vont servir à produire des oxydants 

bactéricides divisés en deux principales catégories : les halogènes oxydés et les 

radicaux libres oxygénés. La myéloperoxydase, une hémoprotéine, transforme les 

ions halogénures (Cr, Br-, I-) en hypohalogénure tel l'acide d'hypochlorure (HOCL) 

en présence de H202. Les radicaux libres oxygénés comprennent 102." et le OH.  
(Babior, 1984). 

D'autres sources biologiques produisent des formes actives de l'oxygène. 

Les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins, les macrophages et les 

neutrophiles peuvent former l'02•-, le NO et, par association des deux, l'ON00-
(Moncada, 1988). Un excès de H202  peut causer une dégradation de l'hémoglobine 

et la myoglobine libérant ainsi les ions de fer. Ce fer peut contribuer à la formation 

du radical hydroxyle et initier une peroxydation (Gutteridge, 1986). 



1.5.6.3 Réactions des radicaux libres avec les composantes cellulaires 

Étant donné que les radicaux libres ont une très grande réactivité, ils 

réagissent avec des molécules se trouvant dans leur environnement immédiat. Il est 

donc question des composantes cellulaires les plus susceptibles d'être altérées par les 

radicaux libres. 
Les doubles liaisons des acides gras des membranes lipidiques cellulaires sont 

des sources d'électrons pouvant doubler l'électron unique de la couche externe des 

radicaux libres. La peroxydation est une réaction d'auto-oxydation des radicaux 

libres avec les acides gras polyinsaturés (LH) retrouvés dans les tissus et les 

membranes cellulaires. Ces réactions chimiques ont été étudiées. Les métabolites 

formés servent de marqueurs biochimiques. Leur détermination permet d'établir, de 

qualifier ou de quantifier, si un organisme a subit une offense oxydante surpassant le 

pouvoir antioxydant. La peroxydation des lipides est une réaction en chaîne avec 

trois étapes. L'initiation : Cette réaction débute par l'attraction, par un radical libre 

(le), d'un atome d'hydrogène d'un atome de carbone, formant ainsi un radical alkyle 

(L') qui subira rapidement un réarrangement moléculaire des liaisons doubles 

adjacentes pour former un diène conjugué. La propagation : Ce dernier réagit alors 

avec l'oxygène moléculaire pour former un radical hydroperoxyle (LOO') qui par 

attraction d'un électron d'une autre molécule d'acide gras, devient un hydroperoxyde 

(LOOH). Il se produit alors une réaction en chaîne où le LOO déplace à son tour un 

atome d'hydrogène d'un atome de carbone pour former un diène conjugué 

participant ainsi à la propagation des réactions d'auto-oxydation. La terminaison : 

La propagation se termine lorsque deux radicaux libres réagissent ensemble, ou par 

épuisement du substrat, ou par l'action de molécules antioxydantes sur un radical 

libre lipidique (Flaherty, 1988; Southom, 1988). 
À partir des LOOH formés et en présence d'ions métalliques (Fe2+  ou Cu), il 

y a une production d'aldéhydes, dont le malondialdéhyde (MDA), d'alcanes et de 

radicaux alkoxyles qui contribuent également à la propagation de la peroxydation. 

De plus, ces produits peuvent causer une modification de la perméabilité vasculaire, 
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de l'cedème, de l'inflammation et finalement une altération des fonctions des 

protéines membranaires comme les récepteurs, les canaux ioniques et les enzymes 

(Del Maestro, 1980). 
La quantification des hydroperoxydes, des alcanes, des aldéhydes ainsi que 

des diènes conjugués ou encore de molécules formées par l'action de radicaux libres 

sur des protéines ou l'ADN est utilisée comme indice d'une offense oxydante 

(Halliwell, 1992; Gutteridge, 1990). La présence ou l'absence de ces indices n'est 

pas nécessairement reliée à une injure oxydante présente ou passée. En effet, ces 

composés chimiques participent au métabolisme normal de l'organisme et leur 

origine n'est pas exclusivement liée à l'oxydation des lipides membranaires. Les 

sources de MDA sont multiples (Janero, 1990; Ohya, 1993), notons que lors de la 

formation du thromboxane A2, une quantité équivalente de MDA est produite 

(Janero, 1990; Schmidt, 1996). 
Les protéines qui contiennent des groupements sulfydryles et aromatiques 

sont susceptibles d'être oxydés par les radicaux libres. Il peut y avoir une 

fragmentation de la protéine, une modification des charges électriques des acides, 

une inactivation des sites catalytiques ainsi qu'une altération des structures 

secondaires et tertiaires avec une exposition des régions hydrophobes. Il se produit 

alors une agglutination des protéines ce qui diminue leur solubilité (Davies, 1987; 

Ryter, 1990). Ces protéines agglutinées sont impliquées notamment dans la 

formation de la cataracte (Taylor, 1987). Cette susceptibilité des protéines dépend 

évidemment des acides aminés qui composent les protéines, de la localisation ainsi 

que de l'importance des acides aminés touchés dans la conformation et l'activité de 

la protéine, de la localisation de la protéine dans la cellule et de l'étendue de la 

réaction avec les radicaux libres (Freeman, 1982). 
Les purines, les pyrimidines et les glucides désoxyriboses sont la cible du 

radical hydroxyle qui entraine des réactions d'hydroxylation. Ces réactions ont pour 

conséquences une séparation des brins d'ADN, une inhibition de la synthèse des 

protéines, une amplification d'aberrations chromosomiques et de mutations ainsi 

qu'une formation de produits secondaires tels que des dérivés d'urée (Teoule, 1987; 

Ryter, 1990). 
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1.5.6.4 Les antioxydants 

L'organisme aérobique produit continuellement des formes actives oxygénées 

en faible proportion, en raison des réactions métaboliques cellulaires. En général, 

cette quantité produite est neutralisée par les systèmes antioxydants intracellulaires et 

extracellulaires qui sont capables de neutraliser la majorité des radicaux libres 

produits par l'organisme. Lorsque la production de métabolites actifs de l'oxygène 

excède les capacités antioxydantes, l'organisme subit un stress oxydant. Ce 

phénomène peut survenir lors d'une exposition élevée à l'oxygène (hyperoxie) ou 

parce que les défenses antioxydantes sont déficientes ou non développées. Chez les 

nouveau-nés, par exemple, certains tissus tels l'ceil, n'ont pas encore développé tous 

leurs systèmes antioxydants. Cette immaturité les rend plus susceptibles aux 

dommages oxydants (Nielsen, 1988; Oliver, 1992) et au développement de maladies 

comme la rétinopathie vasoproliférative. Par exemple, des études réalisées chez des 

nouveau-nés prématurés ont démontré de bas niveaux de vitamine E, de Cu-Zn SOD 

et de la glutathion peroxydase dans les rétines (Bougie, 1982; Oliver, 1992). 

Il existe deux grandes catégories d'antioxydants: les enzymatiques et les non-

enzymatiques. Les plus importants sont discutés. 

Les antioxydants enzymatiques 

La superoxyde dismutase (SOD) : Un des principaux systèmes antioxydants formés 

par trois isoenzymes de la superoxyde dismutase (Behndig, 1998). Ces enzymes 

catalysent la dismutation du radical superoxyde en peroxyde d'hydrogène et en 

oxygène moléculaire comme ceci : 02 + 02e-  --> H202 + 02  (Fridovich, 1978). 

Cette métalloprotéine existe dans le cytosol sous forme de CuZn-SOD (McCord, 

1969) et dans la matrice mitochondriale sous forme de Mn-SOD (Weisiger, 1973). 

Egalement, il y a une SOD extracellulaire, la EC-SOD dans le tissu interstitiel, et en 

très faible concentration dans le plasma, la lymphe et le liquide céphalo-rachidien 

(Marklund, 1982). Les isoenzymes EC-SOD et CuZn-SOD sont susceptibles à 

l'inactivation par les peroxydes d'hydrogène (Hogson, 1975; Marklund, 1984). Il 

existe une grande différence quant à l'activité totale et à la distribution des 
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isoenzymes SOD dans les différents compartiments de l'oeil humain (Crouch, 1978). 

La plus grande activité étant au niveau de la rétine, ce qui s'explique par une 

formation importante de radicaux superoxydes (Valerie, 1990). L'activité de la Cu-

Zn-SOD est plus élevée que celle de la Mn-SOD et EC-SOD (Behndig, 1998). 

La catalase (CA7) : Elle a pour fonction d'éliminer le H202. Comparativement à la 

glutathione peroxydase cette hémoprotéine, de faible affinité pour le H202, devient 

très efficace lorsqu'il y a des concentrations élevées de H202 (Southom, 1988). La 

catalase est située surtout dans les peroxysomes. 

La glutathione peroxydase (GPx) : À faible concentration, le H202 est éliminé grâce 

à la GPx qui possède une affinité élevée pour le H202. Cette enzyme élimine 

également les peroxydes, prévenant ainsi la propagation de la peroxydation. Ces 

décompositions nécessitent la présence du glutathion comme co-facteur et le 

glutathion oxydé est regénéré par la glutathione réductase (Southom, 1988). La GPx 

est présente dans les mitochondries et le cytoplasme (Flaherty, 1988). 

Les antioxydants non-enzymatiques  
En général, les antioxydants non-enzymatiques inactivent les radicaux libres 

formés par des réactions de réduction. 

La vitamine E (a-tocophérol) : Elle est capable de convertir l'Of', le OH% 1021, le 

radical peroxyle et le radical alkoxyle en donnant un atome d'hydrogène (Tappel, 

1962). Elle possède une structure liposoluble qui lui permet de se loger dans les 

membranes plasmiques, la protégeant de la peroxydation (Ozawa, 1978; Burton, 

1983). Elle se retrouve aussi dans le plasma, empêchant l'oxydation des 

lipoprotéines (Halliwell, 1990a,b). Chez l'enfant prématuré, les niveaux de vitamine 

E sont de 5% à 12% des niveaux retrouvés chez l'adulte et ces niveaux augmentent 

avec l'âge de gestation (Nielsen, 1988). 

La vitamine C (acide ascorbique): Elle élimine 102.", le HOO., le OH°, 1021, 

le ROO•  et l'acide d'hypochlorure (Nishilcimi, 1975). Cette vitamine hydrosoluble 

est présente dans le plasma, le liquide céphalo-rachidien et en grande quantité dans 
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l'oeil (Varma, 1984; Nielsen, 1988; Halliwell, 1990b). Les enfants prématurés 

possèdent des niveaux de 35% à 50% plus hauts que ceux des adultes (Nielsen, 

1988). Elle est capable d'inhiber la peroxydation en empêchant d'une part la 

dégradation de l'hémoglobine et la myoglobine lors d'un excès de H202 et d'autre 

part, en protégeant les lipides plasmatiques des radicaux libres libérés par les 

neutrophiles activés (Halliwell, 1990a). Elle possède la capacité de régénérer l'a-

tocophérol oxydé à la surface des membranes cellulaires contribuant ainsi à l'activité 

antioxydante de la vitamine E (Halliwell, 1990a). 

Les caroténoïdes: Ils sont efficaces pour neutraliser la peroxydation et éliminer 1021  

d'origine photochimique (Halliwell, 1990a). La 0-carotène, le lycopène et la lutéine 

sont les caroténoïdes les plus importants. 

Les thiols: Les composés contenant des groupements thiols comme la cystéine, le 

glutathion ainsi que les protéines possédant des groupements sulfydryles neutralisent 

les radicaux libres en donnant un électron de leur groupe sulfydryle (Freeman, 1982). 

La céruloplasmine: Elle semble jouer un rôle important dans le métabolisme du fer 

par son activité ferroxydase où le Fe2+  est oxydé en Fe3+  sans aucune formation de 

radicaux libres. Elle lie également de façon non spécifique les ions cuivre. Par ces 

propriétés, cette protéine plasmatique empêche la formation du radical hydroxyle 

ainsi que la peroxydation (Gutteridge, 1981). 

Les composés liant des métaux: Des composés tels que l'albumine, la transferrine-

lactoferrine qui sont présents dans le plasma, lient des métaux comme le fer et le 

cuivre et inhibent la formation de radicaux libres ainsi que la peroxydation. De plus, 

la bilirubine qui est liée à l'albumine empêche la peroxydation des acides gras 

transportés par l'albtunine (Halliwell, 1990). 

Autres antioxydants: Il existe plusieurs autres composés possédant des propriétés 

antioxydantes tels l'acide urique, l'haptoglobine/hémopexine, le glucose (Halliwell, 

1990a), Pubiquinol-10 (Frei, 1990) qui se retrouvent dans le plasma ainsi que dans 

des composantes intracellulaires. 11 faut noter qu'un antioxydant présent dans un 
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environnement particulier de l'organisme n'est pas nécessairement un antioxydant 
dans tout l'organisme (Halliwell, 1990a). 

Une variété d'agents pharmacologiques appelés capteurs de radicaux libres 

ont été produits et évalués. Par exemple, la capacité des stéroïdes à inhiber la mort 

neuronale cérébrale suite à un stress oxydant a donné lieu à la synthèse de composés 

appelé 21-aminostéroïdes ou lazaroïdes. Ces composés ont une capacité à prévenir la 

mort de neurones et de cellules ganglionnaires en culture durant l'hypoxie et en 

présence d'agents cytotoxiques (Levin, 1996). Ces composés ont la propriété d'être 

très lipophiles, d'être de bons chélateurs du fer et d'être des inhibiteurs très efficaces 
de la peroxydation lipidique (Braughler, 1987). 

1.5.6.5 Les effets et les mécanismes d'action des radicaux libres sur les vaisseaux 
sanguins oculaires 

Une des premières cibles des radicaux libres oxygénés, générés dans plusieurs 

processus pathologiques, est le système vasculaire, particulièrement l'endothélium. 

Les métabolites actifs de l'oxygène sont impliqués dans la régulation du tonus 

vasculaire et dans le contrôle local du débit sanguin dans une variété de tissus en 

réponse à des stress oxydants (Wei, 1981; Proctor, 1982; Rosenblum, 1983; Kontos, 

1984; Tate, 1984; Rubanyi, 1988; Leffier, 1990; Cristol, 1993). Les stress oxydants 

et les systèmes oxydants sont potentiellement importants pour les tissus oculaires 

(Organisciak, 1992). Par exemple, l'exposition à la lumière conduit à la formation 

de métabolites actifs de l'oxygène par les mécanismes de photosensibilisation et peut 

causer une phototoxicité rétinienne (Wiegand, 1983; Hanna, 1997). Les radicaux 

libres et les systèmes antioxydants sont impliqués dans plusieurs autres processus 

pathologiques au niveau des yeux, incluant la formation de cataractes (Spencer, 

1995), d'uvéites (Gritz, 1991), de kératites (Alio, 1995) et la rétinopathie 

vasoproliférative du prématuré (Hittner, 1981; Niesman, 1997). Les radicaux libres 

et leurs métabolites affectent la régulation du débit sanguin et la résistance vasculaire 

soit par une vasoconstriction, soit par une vasodilatation (Koide, 1982; Rosenblum, 

1983; Rubanyi, 1986; Wolin, 1987; Walsh, 1993; Hubel, 1993; Chemtob, 1995). 

Ces changements vasomoteurs dépendent du type de vaisseau sanguin touché, du 

tissu où se trouve le vaisseau sanguin atteint, des radicaux libres et des peroxydes 

impliqués, de leur concentration et de l'espèce animale. Cependant, les mécanismes 
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physiologiques par lesquels les radicaux libres et les peroxydes induisent leurs effets 

ne sont pas connus. Les radicaux libres oxygénés peuvent moduler le tonus des 

muscles lisses vasculaires en agissant directement sur les cellules musculaires lisses 

et aussi via des mécanismes indirects en modifiant la production ou l'activité 

biologique des médiateurs vasoactifs. Plusieurs mécanismes ont été suggérés pour 

expliquer les effets vasomoteurs des radicaux libres et des peroxydes. 

(1) L'interaction entre les radicaux libres et les prostaglandines 

L'enzyme ubiquitaire, prostaglandine G/H synthase (PGHS), est une source 

majeure de production de radicaux libres dans la rétine (Chemtob, 1993; Chemtob, 

1995; Hamm, 1997). Les peroxydes et les radicaux libres stimulent la formation des 

prostaglandines selon deux voies majeures soit par augmentation de la libération de 

l'acide arachidonique (Gurtner, 1983; Vane, 1990), soit par la stimulation de la 

cyclooxygénase (Hemler, 1979; Kulmacz, 1984). La production de prostaglandines 

semblent se faire principalement dans les cellules endothéliales puisque la 

concentration de la COX est 20 fois plus grande que dans les cellules musculaires 

lisses (Smith, 1986). Parmi les prostaglandines formées, il y a le TxA2  (Tate, 1984; 

Walsh, 1993; Abran, 1995c) et la prostacycline (PGI2) (Harlan, 1984; Leffler, 1990; 

Schimke, 1992; Abran, 1995d). La réponse finale est probablement déterminée par 

le ratio PGI2/TxA2. Ainsi, une plus grande production de TxA2 produit une 

vasoconstriction, au contraire, si la formation de PGI2  est plus grande il y a alors une 

vasodilatation. De façon moindre, la régulation de l'expression de la PGH synthase-

2 pourrait aussi jouer un rôle dans la formation des prostaglandines par les radicaux 

libres et les peroxydes (Davidge, 1993). 

La libération de l'acide arachidonique: Les radicaux libres et les peroxydes 

stimulent la libération de l'acide arachidonique en augmentant l'activité de la 

phospholipase A2 (Harlan, 1984; Schimke, 1992; Natarajan, 1995). Cependant, le 

mécanisme par lequel les peroxydes et les radicaux libres stimulent l'activité de la 

PLA2  n'est pas très bien caractérisé. En fait, plusieurs mécanismes sont proposés : 

une augmentation de la libération du calcium intracellulaire (Chakraborti, 1989), la 

conversion de la PLA2  inactive en sa forme active (DeHass, 1968), une augmentation 

de l'activité de la calmoduline qui à son tour stimule l'activation de la PLA2 
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(Chakraborti, 1989), une activation de la protéine kinase C ainsi qu'une activation 

des tyrosines kinases (Natarajan, 1995). D'autres part, il a également été rapporté 

qu'une faible proportion de la libération de l'acide arachidonique pouvait être 

secondaire à une activation de la PLC par les hydroperoxydes (Shasby, 1988; 

Chalcraborti, 1989). 

La stimulation de la cyclooxygénase : Pour induire la synthèse des prostaglandines à 

partir de l'acide arachidonique, la cyclooxygénase-1 a besoin d'être activé par des 
peroxydes (Hemler, 1979; Kulmacz, 1983; Williams, 1996). Par ses réactions 

métaboliques, la cyclooxygénase-1 forme à son tour des peroxydes (Cook, 1975). Il 

semble donc y avoir un feed-back positif entre les peroxydes et la voie métabolique 

de la cyclooxygénase ce qui a été démontré dans la circulation rétinienne et 

choroïdienne chez le porcelet (Chemtob, 1995). Par ailleurs, les peroxydes 

pourraient contrôler la formation des prostaglandines à un second niveau puisqu'ils 

peuvent inactiver la PGI2  synthase dans les cellules endothéliales (Weiss, 1979; 

Warso, 1983) ayant pour conséquence une plus grande production d'autres 

prostaglandines comme le TxA2. 

La régulation de l'expression de la COX-2 : La synthèse des prostaglandines par la 

PGH synthase-2 est dépendante du degré d'expression de celle-ci. Récemment, des 

chercheurs ont découvert que le gène de la PGH synthase-2 est un "immediate-early 

gene" (Maier, 1990) et qu'il possède des caractéristiques similaires aux proto-

oncogènes c-myc et c-fos qui sont eux aussi des "irnmediate-early gene" (Smith, 

1991b). Étant donné que les formes actives de l'oxygène peuvent induire 

l'expression de l'ARN messager des proto-oncogènes c-myc and c-fos et que ces 

derniers peuvent stimuler la synthèse de l'ADN (Rao, 1992), il est possible qu'un 

stress oxydant puisse induire l'expression de l'ARN messager de la PGH synthase-2, 

d'où une augmentation de la synthèse des prostaglandines (Davidge, 1993). 

(2) Modification de la concentration intracellulaire du calcium (Ca2+); par les 

radicaux libres 

Des changements dans la [Ca2 ]; modulent plusieurs fonctions dépendantes 

du calcium dont entre autres, l'activation de la PLA2, et ainsi influencer la réactivité 
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vasculaire. Bien que les mécanismes moléculaires ne soient pas complètement 

caractérisés, les radicaux libres et les peroxydes provoquent une modification de la 

[Ca2 ]; dans les cellules endothéliales qui semble se produire selon les processus 

suivants: une modification de l'entrée de calcium dans la cellule, une modification de 

la libération de calcium du réticulum endoplasmique (RE) et une perte de réponse à 

la suite d'une stimulation par un agoniste avec un maintien de la [Ca2 ]i élevée 

(Schilling, 1992; Natarajan, 1995). 
D'autres mécanismes sont également suggérés pour expliquer l'effet 

vasomoteur des radicaux libres et des peroxydes. Certains ont proposé une activation 

directe de la guanylate cyclase (Hidaka, 1977; Mittal, 1977) ou bien via la formation 

d'oxyde nitrique ou soit par le métabolisme des peroxydes par la catalase (Wolin, 

1989). Par contre, d'autres études ont démontré que les radicaux libres pouvaient 

inactiver l'oxyde nitrique, augmentant ainsi l'effet constricteur des radicaux libres 

(Rubanyi, 1986; Huang, 1998). L'activation des canaux potassiques sensibles à 

l'ATP a également été suggérée pour expliquer la vasodilatation des artérioles 

cérébrales par le peroxyde d'hydrogène et le peroxynitrite (Wei, 1996). 

1.5.7 Le monoxyde d'azote ou oxyde nitrique (NO) 

La découverte que les actions biologiques de l'EDRF (facteur relaxant dérivé 

de l'endothélium) (Furchgott, 1980) étaient dues à la libération endogène du 

monoxyde d'azote (NO, oxyde nitrique) ou d'un composé nitroso labile (Palmer, 

1987; Ignarro, 1987a,b), et la découverte subséquente que la L-arginine était l'acide 

aminé précurseur pour la formation du NO (Palmer, 1988; Sakuma, 1988), ont révélé 

l'existence d'une voie métabolique biochimique ubiquitaire (Moncada, 1989). Le 

NO est formé par l'endothélium vasculaire, en réponse à des stimuli chimiques 

libérés par les plaquettes (i.e., ATP/ADP, sérotonine) (Cocks, 1983; Cohen, 1983). 

L'oxyde nitrique peut être produit dans le but essentiel de réguler le débit et la 

pression sanguine (Moncada, 1989; Vanhoutte, 1989; Furchgott, 1990; Ignarro, 

1990b; Vane, 1990; Lüscher, 1991) à partir d'hormones et d'autacoïdes 

(l'acétylcholine, la bradykinine, l'histamine, la noradrénaline, la substance P et la 

vasopressine) (Furchgott, 1980; Cocks, 1983; Katusic, 1984), par des facteurs de 

croissance (VEGF) (van der Zee, 1997), en réponse à des stimuli physiques de la 

paroi vasculaire tels que le "shear stress (Pohl, 1986; Rubanyi, 1986; Lüscher, 1990; 
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Vargas, 1990). L'oxyde nitrique, qui est un radical libre, constitue un des messagers 

les plus étudiés pour son implication dans un grand nombre de communications 

cellulaires liées aux grandes fonctions physiologiques du système vasculaire (agent 

vasodilatateur, prolifération des cellules musculaires lisses, angiogenèse,) (Garg, 

1989; Moncada, 1993; Papapetropoulos, 1997; Ziche, 1997; Murohara, 1998), de la 

neurobiologie (un messager neuronal) (Garthwaite, 1988; Gillespie, 1989; Snyder, 

1992), de l'hématologie (inhibition de l'agrégation et de l'adhésion plaquettaires) 

(Moncada, 1993), de l'immunologie (inhibition de l'adhésion leucocytaire, agent 

bactéricide) (Nathan, 1991; Moncada, 1993). Au niveau du système oculaire, le NO 

module les canaux ioniques dépendants du voltage des photorécepteurs suggérant un 

rôle pour l'oxyde nitrique dans la réponse des photorécepteurs à la lumière (Kurenny, 

1994). Le NO est de plus impliqué dans la régulation vasculaire lors de conditions 

basales et pathologiques (Yao, 1991; Benedito, 1991; Haefliger, 1992, 1993, 1994a; 

Meyer, 1993a,b; Deussen, 1993; Veriac, 1993; Toda, 1993, 1994, 1995; Nyborg, 

1994; Donati, 1995), comme agent bactéricide (Goureau, 1993a,b) et dans la 

neurotransmission synaptique (Zagvazdin, 1996). 

1.5.7.1 Sources du NO 

Les ADNc et les gènes des enzymes responsables de la biosynthèse de NO, 

les NO synthases (NOS), ont été clonés et leurs produits bien caractérisés d'un point 

de vue biochimique (Bredt, 1991; Lamas, 1992; Marsden, 1992; Xie, 1992; Charles, 

1993; Geller, 1993; Nakane, 1993). Les gènes pour les isoformes constitutives sont 

situés sur le chromosome 7 pour le eNOS, sur le chromosome 12 pour le nNOS et 

enfin sur le chromosome 17 pour le NOS. L'enzyme oxyde nitrique synthase (NOS) 

en présence d'oxygène catalyse la formation de NO, de L-citrulline et de NADP+  à 

partir de l'acide aminé L-arginine (Moncada, 1990; Myers, 1990). Les cofacteurs 

impliqués sont la calmoduline, le calcium, le NADPH (nicotinamide adénine 

dinucléotide phosphate), la BH4  (5,6,7,8-tetrahydrobiopterine), les flavines (flavine 

adénine dinucléotide ou flavine mononucléotide) et l'hème (Knowles, 1994; 

Dawson, 1994; Morris, 1994). La BH.4  est utile pour la formation et la stabilisation 

du dimère actif du NOS. Toutefois le rôle précis de cette ptérine dans la régulation 

de l'activité catalytique de NOS n'est pas complètement compris. L'hème du NOS 

réagit avec le monoxyde de carbone pour former un composé qui absorbe la lumière 



43 

à 445 nm, indiquant que le NOS a une séquence similaire au cytochrome P-450 

(Dawson, 1994). Le NO formé par le NOS peut interagir avec l'hème créant une 

rétroaction négative par lequel le NO inhibe sa propre formation (Rengasamy, 1993). 

L-Arginine 
02 
H20 

Calmoclulin-depenclent 
flow of electrons 

Figure 5. Les coenzymes et les domaines catalytiques de NOS. L'oxyde nitrique 

synthase consiste en deux domaines catalytiques : un domaine FAD et FMN 

réductase et un domaine hème oxygénase. Les flavines transportent les électrons du 

NADPH au fer de l'hème lequel catalyse l'activation de l'oxygène moléculaire 

couplée à la formation de NO en présence de L-arginine et de tétrabioptérine. Le 

transfert d'électron nécessite la calmoduline. 
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Figure 6. L'oxydation de la L-arginine. L'oxyde nitrique synthase génère le NO en 

catalysant l'oxydation du groupement guanidino de la L-arginine. 
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Deux classes majeures de l'enzyme ont été décrites, une constitutive (cNOS) 

(l'isoforme neuronale: type 1; nNOS; l'isoforme endothéliale: type 3; eNOS) et une 

inductible (type 2; NOS). Ils sont régulés par différents mécanismes (Forstermann, 

1991). Même si toutes les enzymes NOS partagent les cofacteurs et les substrats 

mentionnés précédemment (à l'exception du Ca2+/ca1modu1ine pour le NOS) 

(Nathan, 1994) ils sont structuralement différents les uns des autres (Steuhr, 1992; 

Forstennann, 1991). Les isoformes constitutives produisent rapidement de faibles 
quantités de NO (pico-molaire; durant quelques secondes ou minutes) en réponse à 

une augmentation de la concentration de calcium intracellulaire. Le NOS inductible 

dont l'expression est régulée au niveau transcriptionriel par les cytokines et les 

endotoxines (Stheur, 1987; Radomski, 1990a; Busse, 1990; McCall, 1991b; 

Kilbourn, 1992), libèrent des quantités de NO beaucoup plus importantes 

(nanomolaire) et pendant une durée beaucoup plus longue (des heures ou des jours) 

(Moncada, 1990; Nathan, 1992). 

Cette association apparente des trois isoformes du NOS avec l'endothélium 

pour le eNOS, les neurones pour le nNOS et la capacité d'être induite pour le iNOS, 

est d'une grande simplicité. Ainsi, le eNOS est aussi retrouvé dans les plaquettes 

(Radomski, 1990b) et dans certains neurones du cerveau (Dinerman, 1994) en plus 

de l'endothélium vasculaire. De plus, le eNOS constitutif peut être induit dans 

certaines situations telles que durant l'exercice chronique (Sessa, 1994) et les 

isoformes eNOS et nNOS durant la grossesse (Weiner, 1995) alors que le iNOS 

semble être présent de façon constitutive dans certains tissus (Kobzik, 1993; 

Mohaupt, 1994). 

Des souris transgéniques dépourvues d'un des trois isoformes de l'oxyde 

nitrique synthase ont été générées et ont ainsi permis d'apporter des informations 

importantes concernant le rôle de chacune des isoformes et de leur importance lors 

de délétions chez l'animal (Huang, 1996) (Tableau 2). 
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Tableau 2. Phénotypes des souris déficientes en oxyde nitrique synthase (NOS)1  

Sous-type de NOS Phénotype 

Neuronale (nNOS, type 1) Sténose pylorique hypertrophique 

Résistance aux accidents cérébrovasculaire 

Comportements agressifs et inappropriés 

Potentialisation à long terme normale 

Absence d'anomalie histopathologique au 

cerveau 

Inductible (iNOS, type 2) Susceptibilité accrue aux infections à Listeria 

et à Leishmania 
Prolifération de cellules lymphomiques 

Résistance à l'hypotension produite par les 

endotoxines 

Endothéliale (eNOS, type 3) Augmentation de la pression artérielle 

moyenne 
Déficience de la vasodilatation induite par 

l'acétylcholine 

1  Snyder, 1995 

1.5.7.2 Les inhibiteurs de l'oxyde nitrique synthase 

La régulation pharmacologique de la synthèse du NO peut être obtenue en 

utilisant des analogues de la L-arginine tels que la N'-monométhyl-L-arginine (L-

NMMA) le premier identifié (Moncada, 1993), N'-nitro-L-arginine (L-NA), e-

nitro-L-arginine méthylester (L-NAME) lesquels agissent comme des inhibiteurs non 

sélectifs du NOS (Rees, 1990; Bredt, 1989; McCall, 1991c; Moncada, 1997). 

L'aminoguanidine a été rapporté comme un inhibiteur relativement spécifique du 

iNOS (Corbett, 1992) (Tableau 3). 



Tableau 3. Inhibiteurs de l'oxyde nitrique synthase. 

Composé Abbréviation Capacité d'inhibition 

N'-monométhyl-L-arginine L-NMMA nNOS = eNOS > iNOS 1  

N°-nitro-L-arginineméthylester L-NAME nNOS = eNOS > iNOS 1  

N'-nitro-L-arginine L-NA nNOS = eNOS » iNOS 2  

7-nitroindazole 7-NI nNOS = eNOS = NOS * 

1-(2-trifluorométhylphényl) 

imidazole 

TRIM nNOS = iNOS » eNOS 3  

L-S-méthylthiocitrulline Me-TC nNOS >> eNOS 4  

Aminoguanidine --- NOS > eNOS = nNOS 1  

1  Moncada, 1997; 2  Garvey, 1994; 3  Handy, 1996; 4  Furfme, 1994. 

* Malgré son manque de sélectivité pour l'enzyme isolée, le 7-nitroindazole 

démontre une sélectivité pharmacologique pour le nNOS1. 

La génération de NO par NOS peut être aussi inhibée par une série de 

composés récemments développés qui contiennent la fonction amidine 

(—C(=NH)NH2) tels que les S-alkylisothiourea, les amidines, les aminopyridines et 

plusieurs composés guanidines (Southan, 1997). Ces inhibiteurs ont pour la plupart 

une sélectivité accrue pour le iNOS. La majorité des inhibiteurs de NOS agissent 

comme compétiteurs avec l'arginine pour un site de liaison du substrat sur l'enzyme 

NOS. En revanche, les composés imidazoles et le 7-nitro indazole interagissent avec 

le site hème de l'enzyme (inhibiteurs du cytochrome P450) (Wolff, 1994; Mayer, 

1994). 
Il existe un désavantage à utiliser certains analogues de la L-arginine. Par 

exemple le L-NAME et d'autres analogues contenant un groupement terminal 

carboxyalkylester, pourraient antagoniser les récepteurs muscariniques (Buxton, 

1993). 
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1.5.7.3 Localisations oculaires du NO 

L'utilisation de la technique de coloration à l'aide de la NADPH-diaphorase 

et la conversion de l'arginine en citrulline, reflètant la présence d'une activité NOS, 

ainsi que l'inununoréactivité des enzymes NOS ont permis de localiser le NOS dans 

la rétine (Dawson, 1991; Ventwine, 1991; Haberecht, 1993; Osborne, 1993) et à la 

choroïde (Flügel, 1994a,b). Le NOS est retrouvé dans les neurones, l'épithélium 

pigmentaire (Bredt, 1990; Goureau, 1993b), les cellules amacrines, les cellules 

ganglionnaires (Dawson, 1991; Koistinaho, 1993; Yamamoto, 1993b), les fibres 

nerveuses de la couche plexiforme externe et interne, et les photorécepteurs 

(Venturine, 1991; Yamamoto, 1993a). Le nNOS est présent dans certaines cellules 

amacrines, dans des cellules horizontales et dans les photorécepteurs de différentes 

espèces (Yamamato, 1993b; Koch, 1994; Perez, 1995). Le eNOS a été observé dans 

l'endothélium vasculaire de la rétine et de la choroïde (Chakravarthy, 1994). Quant 

au iNOS il est retrouvé dans les cellules épithéliales pigmentées et les cellules gliales 

de Müller chez différentes espèces animales (Goureau, 1993b; Goureau, 1994) et 

dans les péricytes d'origine bovine (Chakravarthy, 1994). Le tissu rétinien humain 

exprime du mRNA pour le cNOS et iNOS (Park, 1994). Parmi les autres sites de 

production de NO on compte les fibres nerveuses périvasculaires de la choroïde 

(Yamamato, 1993b; Zagvazdin, 1996). 

1.5.7.4 Mécanismes d'action du NO 

Dans le système vasculaire, l'endothélium, est la source principale de NO 

lequel diffuse facilement vers les cellules musculaires adjacentes mais aussi peut 

influencer les cellules endothéliales avoisinantes. Après sa formation par l'oxyde 

nitrique synthase, le NO semble généralement stimuler la guanylate cyclase soluble 

dans le muscle lisse (Waldman, 1987; Ignarro, 1990b; Garbers, 1992), résultant en 

une augmentation intracellulaire de la guanosine monophosphate 3'-5 cyclique 

(GMPc) (Ignarro, 1986). Celui-ci active des protéines kinases conduisant à une 

47 



relaxation par phosphorylation des chaînes légères de la myosine (Rapoport, 1983; 

Waldman, 1987; Ignarro, 1991; Archer, 1994). 
Également, l'oxyde nitrique peut affecter une grande variété de fonctions 

cellulaires en modulant l'activité des canaux ioniques. Dans les cellules 13 du 

pancréas le NO inhibe l'activité électrique et les courants ioniques (Krippeit-Drews, 

1995) et dans les neurones il influence l'interaction du NMDA avec son récepteur 

(Lei, 1992). Les canaux calciques de type L dans les cellules cardiaques 

(Raeymaekers, 1988; Méry, 1991, 1993) et les muscles lisses vasculaires (Ishikawa, 

1993) sont aussi régulés par le NO. L'oxyde nitrique stimule des canaux potassiques 

sensibles à l'ATP (Miyoshi, 1994) et active des canaux potassiques sensibles au 

calcium (Kca) dans les muscles lisses vasculaires (Tanaguchi, 1993; Robertson, 

1993; Archer, 1994a, 1996) et les muscles lisses du tube digestif (Koh, 1995). Les 

effets de modulation du NO sur les canaux potassiques peuvent être indirects par 

exemple via un mécanisme dépendant du GMPc et de la protéine kinase dépendante 

de la GMP cyclique (Tanaguchi, 1993; Robertson, 1993; Archer, 1994b, 1996; 

George, 1995) ou direct via le NO (Bolotina, 1994; Abderrahmane, 1998). Des 

changements de potentiel membranaire sont parmi les mécanismes par lesquels 

l'augmentation du niveau intracellulaire de GMP cyclique réduit le tonus vasculaire 

(Furchgott, 1984; Lincoln, 1991; Fujino, 1991; Robertson, 1993; Archer SL, 1993b, 

1994b). Néanmoins, les effets du NO sur les canaux potassiques demeurent 

controversés (Koh, 1995). Également, le rôle de NO sur la régulation des canaux 

Kca dans les cellules endothéliales n'est pas bien compris (Haburcàk, 1997). Une 

modulation directe des canaux Kca  par le NO pourrait être une contre-réaction 

importante du NO sur sa propre synthèse (via une modulation des niveaux de 

calcium intracellulaire). 
Parmi les autres modes d'action du NO, notons la séquestration du calcium 

intracellulaire par le réticulum sarcoplasmique ou par des protéines liant le calcium 

(diminution du calcium libre intracellulaire) via le GMPcyclique (Twort, 1988; 

Adams, 1989), la désensibilisation de l'appareil contractile vis-à-vis du calcium 

(Raeymaekers, 1988) et la S-nitrosylation des groupements protéiniques thiols 

réduits (ex.: groupements sulphydryles) pour former des composés S-nitrosylés 

résultant en une modulation des enzymes et des fonctions des récepteurs (Lei, 1992; 

Lipton, 1993; Schulz, 1994; Broillet, 1996). Ces composés intermédiaires S- 
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nitrosothiols, de plus faible poids moléculaire, sont plus stable que le NO (Myers, 
1990). 

Figure 7. Mécanismes d'action de l'oxyde nitrique 

1.5.7.5 Rôle du NO dans la régulation des débits sanguins rétiniens et 
choroïdiens 

L'oxyde nitrique est impliqué dans le contrôle du débit sanguin oculaire 
(Brown, 1996). Pan -ii les trois isoformes de l'oxyde nitrique synthase les 

isoenzymes eNOS et nNOS participent à la régulation de la circulation oculaire 

(Gidday, 1995; Zagvazdin, 1996). Chez l'adulte le NO est un modulateur important 

du tonus vasculaire de base des artères ophtalmiques (Yao, 1991; Haefliger, 1992, 

1993), rétiniennes (Pournaras, 1989; Deussen, 1993; Seligsohn, 1993; Toda, 1994; 

Wiencke, 1994; Donati, 1995) et cilliares (incluant la choroïde) (Meyer, 1993b; 

Deussen, 1993; Seligsohn, 1993; Mann, 1995; Zagvazdin, 1996). A l'heure actuelle 

il ne semble pas que le NO soit impliqué dans les réponses de la circulation oculaire 

en présence d'altérations physiologiques telles que l'hypoxie (Pournaras, 1993), 

l'hypercapnie (Donati, 1994), l'hypotension ou en réponse à des stimuli visuels 

(Kondo, 1994). Par ailleurs, toujours chez l'adulte, le NO joue un rôle important 
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dans l'autorégulation de la circulation choroïdienne et cilliares durant des variations 

physiologiques de la pression artérielle systémique (Deussen, 1993). Le NO 

provenant de l'isoforme nNOS n'affecte pas les débits sanguins de base chez 

l'animal (Zagvazdin, 1996). Chez le nouveau-né l'inhibition du NOS ne modifie pas 

la réponse vasculaire de la rétine lors de l'hypoxie, de l'hypercapnie ou lors 

d'hypotension (Gidday, 1995). 

1.5.7.6 L'interaction entre le NO et les prostaglandines 

Les voies métaboliques de l'oxyde nitrique et de la cyclooxygénase partagent 

plusieurs similitudes. 	L'interaction entre le NO et les prostanoïdes a été 

principalement étudiée dans les cellules du système immunitaire (Salvemini, 1993) 

par l'emploi de cytokines. Beaucoup d'évidences in vitro et in vivo indiquent que la 

biosynthèse des prostaglandines est modulée par la voie métabolique de la L-

arginine:NO (Salvemini, 1993, 1994, 1995; Inoue, 1993; Corbett, 1993; Tetsulca, 

1994; Kelner, 1994; Sautebin, 1994, 1995). Ces études suggèrent une corrélation 

directe entre la génération de NO et la production de prostaglandines; ainsi, une 

augmentation ou une diminution de formation de NO résulte en une augmentation ou 

diminution concomitante de la biosynthèse des prostaglandines. Cependant, il existe 

des études démontrant que le NO peut avoir un effet inhibiteur sur l'activité et 

l'expression de la cyclooxygénase (Doni, 1988; Keen, 1990; Stadler, 1993; 

Swierkosz, 1995). En conclusion de ces études, il en découle que cette influence du 

NO sur la synthèse de prostanoïdes varie selon les types cellulaires et selon la 

quantité de protéines de NOS et COX présentes. De plus, la quantité de NO généré 

dans les systèmes biologiques (petite versus grande) est très critique pour l'action du 

NO (stimulant ou inhibiteur) sur l'activité et l'expression des enzymes de la 

cyclooxygénase (Stadler, 1991; Swierkosz , 1995). 
L'utilisation de vasodilatateurs nitrogénés, qui génèrent le NO comme 

effecteur final, a démontré des résultats contracdictoires quant à la production de 

PGI2. Les études ont documenté soit une stimulation (Levin, 1981; Mehta, 1983; 

Nakabayashi, 1985; Schror, 1988; Korbut, 1993), une inhibition (Doni, 1988; Keen, 

1990) ou aucune influence sur la synthèse de prostacycline (Levin, 1982; Fitzgerald, 

1985; De Caterina, 1985; Bennet, 1987). Des travaux ont démontré que des 
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vasodilatateurs comme le GTN, le SNP et l'isosorbide dinitrate (ISDN), augmentent 

la formation de PGI2  des cellules endothéliales humaines en culture (Levin, 1981), 

d'artères coronaires bovines isolées (Schror, 1988), de veines ombilicales et 

saphènes humaines (Mehta, 1983) et d'aortes d'humains et de rats (Nakabayashi, 

1985). Dans une étude in vivo, il a été démontré que l'infusion intraveineuse de SNP 

ou de GTN chez des rats normaux élevait les niveaux plasmatiques et l'excrétion 

urinaire du 6-céto-PGF1c, suggérant que l'augmentation de biosynthèse de PG12 

produite par les donneurs de NO se réfléte en une stimulation de la COX-1 par le NO 

(Salvimini, 1995). 

Mécanismes moléculaires de l'interaction NO-prostaglandines.  Dans les systèmes 

biologiques le NO réagit avec des protéines contenant des métaux de transition situés 

à des sites dits allostériques ou actifs (Stamler, 1994). Le NO réagit avec plusieurs 

protéines contenant un groupement hème lequel peut être inhibé ou activé suite à 

l'action du NO. Par exemple, l'hémoglobine et la myoglobine sont inhibés par une 

nitrosylation de leurs groupements hèmes (Murad, 1978). En revanche, le NO a été 

démontré comme causant une activation de la guanylate cyclase soluble (Ignarro, 

1992). Une interaction directe et rapide entre le NO et le groupement hème de la 

cyclooxygénase a été proposée pour expliquer l'augmentation de l'activité 

enzymatique (Rettori, 1992; Salvemini, 1993). Cependant, il existe des données 

contradictoires concernant la capacité du NO à stimuler la COX et il est possible 

qu'un dérivé du NO puisse être responsable de l'activation des cellules 

inflammatoires (Salvemini, 1993; Tsai, 1994; Hajjar, 1995). Par ailleurs, comme 

c'est le cas avec d'autres peroxydes, le peroxynitrite (un hydroperoxyde inorganique) 

s'est avéré être un modulateur de l'activité de la cyclooxygénase dans les cellules 

inflammatoires (Landino, 1996). L'activation de la cyclooxygénase par l'oxyde 

nitrique pourrait aussi se faire indirectement; i.e. le NO pourrait affecter d'autres 

protéines menant à une modulation de l'activité de COX. 

Donc, selon les données actuelles une interaction directe entre le NO et la 

COX apparaît controversée. Néanmoins, l'augmentation de la biosynthèse de 

prostaglandines pourrait dépendre d'autres effets indirects du NO sur la COX . 

Interaction prostaglandines-NO. 	Si le NO peut stimuler la COX, les prostanoïdes 

peuvent également réguler la production de NO dans une grande variété de types 
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cellulaires (Di Rosa, 1996). Cependant les données actuelles sont contradictoires 

quant aux effets des prostaglandines. Dans certaines cellules les prostaglandines 

peuvent induire la formation de NO (Gaillard, 1992) et l'inhiber dans un autre type 

cellulaire (Marotta, 1992; Raddassi, 1993). 	Le mécanisme d'action des 
prostaglandines sur la voie métabolique du NO a été attribué surtout à une 

augmentation du niveau d'AMP cyclique (Bulut, 1993; Imai, 1994). En conclusion, 

il existe une interaction intime entre les prostaglandines et le NO, où non seulement 

le NO affecte la formation de prostaglandines, mais ces dernières modulent à leur 
tour la synthèse de NO. 

1.5.8 Les canaux ioniques potassiques 

Le débit sanguin oculaire, comme dans plusieurs organes, est lié à la demande 

métabolique. Ceci résulte en partie de la génération par le tissu avoisinant de 

métabolites ayant un effet vasodilatateur. Le rôle d'un métabolite donné dépend du 

lit vasculaire et de l'importance de la demande métabolique. Ces métabolites 

agiraient sur leurs propres récepteurs et/ou sur des canaux ioniques, modulant ainsi 

l'apport d'oxygène au tissu. Plusieurs métabolites ont été proposés incluant l'ion I-1±, 
l'adénosine et l'ion K+  (Kuschinsky, 1972). Il est suggéré que des canaux cationiques 

soient impliqués dans l'initiation des mécanismes d'autorégulation (Davies, 1989; 

Komaru, 1991; Hong, 1994). Plusieurs auteurs ont suggéré, principalement, un rôle 

des canaux potassiques dans la régulation du tonus vasculaire (Edwards, 1988; 

Nelson, 1990; Brayden, 1992; Miyoshi, 1992; Imamura, 1992; Samaha, 1992). Au 

moins deux types de canaux potassiques sont cités comme étant les cibles des 

relaxants endogènes, tels que le NO et les prostaglandines (Jackson, 1993; Bolotina, 

1994; Bouchard, 1994; Koh, 1995), lesquels hyperpolarisent les cellules du muscle 

lisse vasculaire (Nelson, 1993): les canaux K+  dépendant de l'ATP, lesquels sont 

sélectivement bloqués par le glibenclamide (Standen, 1989) et les canaux K+  

dépendant du calcium, lesquels ont une large conductance (BK channels) et sont 

bloqués par la charybdotoxine avec une sélectivité relativement élevée (Miller, 1985; 

Brayden, 1992). Le canal potassique dépendant du calcium est surtout impliqué dans 

la rétroaction négative de limitation de la constriction initiale suite à une 

augmentation de pression de perfusion diminuant ainsi le "shear-stress (Brayden, 
1992). 
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1.5.8.1 Distribution vasculaire, pharmacologie et rôles physiologiques des 

canaux potassiques 

Les canaux potassiques, contrairement aux autres canaux ioniques, sont 

présents dans presque toutes les cellules (Lazdunski, 1989). L'activité du canal 

potassique est le principal déterminant du potentiel membranaire de repos (Archer, 

1994a). L'ouverture des canaux potassiques situés dans les membranes cellulaires 

des muscles lisses augmente l'effluent de potassium, ce qui cause l'hyperpolarisation 

de la cellule et, dans le muscle lisse, cause une vasodilatation. Le tissu vasculaire 

présente une hétérogénéité quant aux types et aux nombres de canaux potassiques 

présents (Castle, 1989; Archer, 1996). Parmi les canaux potassiques les plus 

fréquemment retrouvés dans les vaisseaux sanguins on note : 

(1) Canaux potassiques activés par le calcium (Kca) 

(2) Canaux potassiques sensibles à l'ATP (KATp) 

(3) Canaux potassiques dépendants du voltage (Kv) 

(4) Canaux potassiques à rectification interne (KIR) 

(I) Canaux potassiques activés par le calcium (Kca): Les canaux potassiques 

à conductivité élevée, activés par le calcium intracellulaire et par une dépolarisation 

membranaire, sont retrouvés dans presque tous les types de muscle lisse (Nelson, 

1993). Les canaux Kca  sont bloqués par le tétraéthylammonium (TEA), la 

charybdotoxine et l'iberiotoxine (Anderson, 1988). Les Kca  sont activés par des 

activateurs spécifiques comme le NS1619 et NS004. Un rôle très important est 

accordé aux canaux Kca  dans la régulation du tonus vasculaire. L'élévation de la 

pression intravasculaire dépolarise les cellules musculaires lisses dans les artères de 

résistance et cause une vasoconstriction. Ce tonus est décrit comme étant d'origine 

"myogènique" et contribue en grande partie à la résistance périphérique. Il a été 

proposé que la dépolarisation membranaire induite par la pression et l'augmentation 

de calcium intracellulaire active les canaux Kca  (Brayden, 1992; Nelson, 1995). 

L'activation des canaux Kca  augmente l'effluent de potassium, lequel contrecarre la 
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dépolarisation et la constriction causées par la pression et les vasoconstricteurs. Ce 

mécanisme prédit que les inhibiteurs des canaux Kca  dépolarisent et causent une 
constriction des artères. En fait, ceci est le cas avec le TEA+, la charybdotoxine et 

l'ibériotoxine dans les artères cérébrales et coronariennes (Brayden, 1992). Les 

effets des inhibiteurs des canaux Kca  sur le potentiel membranaire et sur le tonus 

vasculaire peuvent être atténués en abaissant la pression intravasculaire ou en 

bloquant les canaux calciques (Brayden, 1992; Nelson, 1993; Nelson, 1995). 

K, Channel 

Figure 8. Canaux potassiques activés par le calcium (Kca) 

(2) Canaux potassiques sensibles à l'ATP (KATp) : Ces canaux potassiques se 
ferment par l'action de l'ATP intracellulaire et l'ADP augmente les courants 

potassiques dépendants de l'ATP. Ils ont été décrits pour la première fois dans le 

muscle cardiaque (Noma, 1983) et maintenant ils sont retrouvés dans plusieurs types 

de vaisseaux sanguins (Clapp, 1992; Dart, 1993; Quayle, 1994). Les canaux KATP 

sont inhibés par les hypoglycémiants oraux tels que le glibenclamide et le 

tolbutamide et sont activés par le cromakalim, le pinacidil et le sulfate de minoxidil 

(Standen, 1989). Les canaux KATp ne sont pas inhibés par les inhibiteurs des canaux 
Kca  comme la charybdotoxine et l'ibériotoxine, et sont relativement insensible au 
TEA+  (Standen, 1989; Nelson, 1995). 

Les canaux KATp ont plusieurs rôles physiologiques. Ils sont activés par un 

grand nombre de vasodilatateurs et peuvent être aussi inhibés par des 

vasoconstricteurs. Dans les cellules f3 du pancréas, les canaux KATp régulent la 
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sécrétion d'insuline (Ashcroft, 1990). Ces canaux sont impliqués dans la régulation 

métabolique du débit sanguin. Ils sont stimulés lorsqu'il y a une demande accrue du 

débit sanguin comme dans l'hypoxie (Taguchi, 1994). Cette stimulation dans les 

cellules musculaires lisses passe par une réduction de l'ATP intracellulaire. Les 
canaux KATp peuvent aussi être activés par une élévation de l'ADP intracellulaire, 
par une acidification intracellulaire qui accompagne l'hypoxie, ou par d'autres 

mécanismes sensibles à la concentration d'oxygène (Beckerath von, 1991; Daut, 

1990). Finalement, ces canaux sont impliqués dans la régulation du tonus basal dans 
certains lits vasculaires puisque l'inhibition des KATp augmente la résistance 
vasculaire (Eckman, 1992; Garland, 1992). 

K„, Channel 
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Figure 9. Canaux potassiques sensibles à l'ATP (KATp) 

(3) Canaux potassiques dépendants du voltage (Kv) : Ces canaux sont activés en 
réponse à une dépolarisation membranaire. Parmi les membres de cette famille on 

retrouve les canaux appelés "delayed rectifier et transient outward currents". Les Kv  
ont été identifiés dans les cellules musculaires lisses des lits vasculaires coronariens, 

cérébraux, rénaux, mésentériques et pulmonaires (Bonnet, 1991; Clapp, 1991; 

Gelband, 1992; Smirnov, 1992; Ishikawa, 1993). Le composé 4-aminopyridine (4-

AP) est probablement le plus sélectif des inhibiteurs connus pour le canal potassique 
Kv  (Smimov, 1992; Robertson, 1994). Le 4-AP est utilisé pour distinguer les canaux 
Kv des canaux Kca, lesquels sont aussi activés par une dépolarisation membranaire. 
Malgré la très grande distribution des canaux Kv, peu d'études ont examiné le rôle 

physiologique de ce canal dans le tissu vasculaire. Le canal Kv est impliqué dans la 

repolarisation faisant suite à une dépolarisation d'un potentiel d'action (Beech, 

1989), dans la régulation du potentiel membranaire en limitant la dépolarisation 
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causée par les vasoconstricteurs ou une augmentation de pression artérielle (Nelson, 

1995) et dans la réponse à l'hypoxie (Post, 1992; Yuan, 1993). 

K, Channel 
4-AP 

=At 

Membrane 
Depolarization 

Figure 10. Canaux potassiques dépendants du voltage (Kv). 

(4) Canaux potassiques à rectification interne (KIR): Ces canaux ont été identifiés 

dans les artérioles cérébrales et mésentériques et dans les microvaisseaux coronariens 

et cérébraux (= 200 jam) (Edwards, 1988; Quayle, 1993; Bonev, 1994). Ces canaux 

ioniques sont présents au niveau des cellules endothéliales vasculaires (Davies PF, 

1995). Une incertitude existe quant aux rôles joués par les Km dans les vaisseaux 

sanguins. Les canaux KIR semblent servir de médiateur pour l'hyperpolarisation et la 

dilatation des artères de résistances induites par le potassium extracellulaire et 

assurent un lien entre le métabolisme des cellules avoisinantes (neurones) et le débit 

sanguin (Kuchinsky, 1972; Edwards, 1988). 
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Figure 11. Canaux potassiques à rectification interne (KIR) 



1.5.8.2 Modulation des canaux potassiques Kc, 

Nous avons choisi de nous concentrer sur les canaux Kca  parce que ceux-ci 
jouent un rôle des plus fondamentaux sur la régulation du tonus vasculaire 

intrinsèque des vaisseaux sanguins de résistance (Nelson, 1995). De plus, ces canaux 

ont un rôle essentiel dans la régulation de la vasomotricité artérielle en réponse aux 

changements de pression de perfusion et d'agents vasoconstricteurs (Nelson, 1995). 

La modulation des canaux potassiques varie d'un lit vasculaire à l'autre et 
entre les artères de gros calibres et les artères de résistance (Clark, 1997). Les 
canaux Kca  sont directement modulés par des nucléotides (GMPc) (Williams, 1988; 

Fujino, 1991), des protéines kinases (A, C, dépendantes de l'AMPc ou du GMPc) 

(Robertson, 1993; Taniguchi, 1993; Archer, 1994a), des phosphatases (types 1, 2A, 

2B), par la calmoduline, les acides gras libres, les lipides et plusieurs autres agents 

(Rossie, 1987; Levitan, 1988 et 1990; Preston, 1991; Ordway, 1991; Kirber, 1992; 
Kume, 1989 et 1992; Sadoshima, 1988; Scornik, 1993). 

Plusieurs agents vasomoteurs régulent les canaux Kca  sans agir directement 
sur eux (l'angiotensine II, l'agoniste du thromboxane A2 (U46619), la bradykinine, 
l'acétylcholine, nitroglycérine, etc...) (Scornik, 1992; Toro, 1990, 1991; Williams, 

1988; Fujino, 1991). Cette modulation indirecte se fait par différents mécanismes : 

(1) Par augmentation ou diminution du calcium intracellulaire en affectant la 

probabilité d'ouverture du canal, (2) en affectant la cascade de 

phosphorylation/déphosphorylation ou (3) par liaison aux récepteurs pour activer les 

protéines G, lesquelles en retour activent directement les canaux eux-mêmes ou 
stimulent d'autres régulateurs cellulaires. 

L'oxyde nitrique est suggéré comme étant capable d'activer directement les 
canaux Kca  dans le muscle lisse aortique (Bolotina, 1994), dans certains lits 

vasculaires mésentériques (Cowan, 1993) et dans les cellules musculaires lisses de la 
traché (Abderrahrnane, 1998). 

Par contre, des aspects très importants de la signalisation intracellulaire 
modulant les canaux Kca  restent à être élucider, incluant l'importance relative et la 

régulation des protéines kinase dépendantes du GMPc et de l'AMPc, de l'effet direct 

des protéines G et de la voie métabolique de l'oxyde nitrique. 
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HYPOTHÈSES, MODÈLE ET ÉTUDES EXPÉRIMENTALES 
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2.1 Hypothèses 

Les mécanismes responsables de l'autorégulation des débits sanguins ne sont 

pas bien connus. Le rôle potentiel joué par des facteurs dérivés de l'endothélium 

vasculaire fait l'objet de nombreuses recherches. Des études récentes dans notre 

laboratoire ont démontré que les produits de la cyclooxygénase, les prostaglandines, 

jouent un rôle important dans l'autorégulation des débits sanguins rétiniens et 

choroïdiens des nouveau-nés (Chemtob, 1991). Ces conclusions sont basées sur le 

fait que l'inhibition de la cyclooxygénase augmente la limite supérieure de 

l'autorégulation des débits sanguins rétiniens et choroïdiens (Chemtob, 1991) à des 

valeurs comparables à celles de l'adulte. Ces études suggèrent la présence d'un 

excès de vasodilatation ou d'une absence de vasoconstriction efficace des vaisseaux 

sanguins oculaires en réponse à une augmentation de pression de perfusion oculaire 

chez le nouveau-né, comparativement à l'adulte. Durant une augmentation de 

pression de perfusion intravasculaire la voie métabolique de la cyclooxygénase ne 

génère pas seulement des prostaglandines mais aussi des radicaux libres (Egan, 1981; 

Kukreja, 1986; Chemtob, 1993). L'augmentation de pression artérielle active la 

formation de substances vasoactives dérivées de l'endothélium comme le NO, un 

vasodilatateur très puissants. Les prostaglandines et l'oxyde nitrique sont libérés 

durant une augmentation de pression de perfusion (Wei, 1985; Kuo, 1990). Étant 

donné que les prostaglandines médient seulement une petite partie de leurs actions 

vasomotrices via le NO et que ce dernier pourrait activer la synthèse de 

prostaglandines nous avons émis comme hypothèse que l'oxyde nitrique soit 

impliqué dans l'autorégulation des débits sanguins rétiniens et choroïdiens chez 

le nouveau-né et que le NO interagit avec les prostaglandines pour activer la 
formation des prostaglandines. 

2.2 Le modèle expérimental 

Comme modèle animal nous avons utilisé des porcelets âgés de 1 à 3 jours de 

vie et de jeunes porcs âgés de 4 à 6 semaines de vie. Le porc est un bon modèle pour 

étudier la circulation (Book, 1974). Ainsi, il est souvent utilisé pour évaluer les 

effets de différents agents pharmacologiques et le rôle d'une variété de déterminants 
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physiologiques sur l'hémodynamie oculaire du nouveau-né (Stiris, 1989, 1992; 

Chemtob, 1991;Gidday, 1995). Les animaux étaient anesthésiés avec de l'halothane 

pour le cathétérisme des vaisseaux sanguins. L'halothane a été préféré pour ces 

études parce qu'il est utilisé pour les chirurgies oculaires. L'augmentation des 

concentrations d'halothane résulte en une diminution significative de la pression de 

perfusion oculaire secondairement à une diminution de la pression artérielle 

moyenne puisque l'halothane n'affecte pas la pression intraoculaire (Roth, 1992). Le 

débit sanguin choroïdien diminue parallèlement à l'augmentation des concentrations 

d'halothane alors que le débit sanguin rétinien augmente malgré une diminution 

significative de la pression de perfusion oculaire. Après l'introduction des cathéters 

et la fin de la chirurgie les animaux se voyaient accorder une période de repos de 

deux heures avant le début des expériences pour étudier l'hémodynamie. La 

température corporelle était maintenue à l'aide de lampes chauffantes et leur 

hydratation maintenue grâce à la perfusion d'une solution parentérale glucosée. 

Toutes les études animales ont été approuvées par le comité d'éthique du Centre de 
Recherche de l'Hôpital Sainte-Justine. 

Les substances et réactifs utilisés de même que la description détaillée des 

procédures chirurgicales, les méthodes et les calculs de mesure des débits sanguins, 

les méthodes pour mesurer d'autres essaies biochimiques et les analyses statistiques 
sont décrits dans les chapitres suivants. 

Dans le but de vérifier notre hypothèse de recherche nous avons proposé et 

entrepris de réaliser une série d'expériences décrites ci-dessous. 

2.3 Les études expérimentales 

1) Hardy P, Abran D, Li D-Y, Fernandez H, Varma DR, Chemtob S. Free 

radicaLs in retinal and choroidal blood flow autoregulation in the piglet: 

interaction with prostaglandins. Invest Ophthalmol Vis Sci 1994;35:580-591. 

Des données expérimentales démontrent que chez l'animal nouveau-né, le 

flot sanguin rétinien est maintenu constant sur un court intervalle de pression 

artérielle lorsque comparée à l'adulte et qu'il n'y a pas d'autorégulation du débit 

sanguin choroïdien. Les prostanoïdes, provenant de la cyclooxygénase, contribuent 

significativement à établir les limites de l'autorégulation chez le nouveau-né non 



62 

seulement durant des conditions norrnoxiques mais aussi en présence de stress 

oxydants. De plus, la voie métabolique de la cyclooxygénase est non seulement une 

source significative de radicaux libres au niveau de la rétine du nouveau-né mais est 

régulée par ces derniers. Ainsi, un lien semble exister entre la génération de radicaux 

libres et les prostanoïdes pour gouverner ce phénomène physiologique majeur qu'est 

l'autorégulation du débit sanguin. Nous avons donc entrepris d'étudier comment la 

régulation de la synthèse des prostanoïdes par les radicaux libres est impliquée dans 

l'autorégulation rétinienne et choroïdienne. 

2) Hardy P, Peri KG, Lahaie I, Varma DR, Chemtob S. Increased nitric oxide 

synthesis and action preclude choroidal vasoconstriction to hyperoxia in 

newborn pigs. Circ Res 1996;79:504-511. 

Nous avons démontré précédemment que le nouveau-né porcelet présente une 

déficience de l'autorégulation du flot sanguin rétinien et particulièrement choroïdien 

en réponse à une augmentation aiguë de pression de perfusion, ceci lorsque comparé 

à l'adulte. Au-delà des limites supérieures de l'autorégulation, le débit sanguin 

rétinien varie en fonction de la pression de perfusion et il en résulte une 

augmentation marquée et rapide de l'apport d'oxygène et de la formation de radicaux 

libres à la rétine du nouveau-né. De ces observations, il faut distinguer le rôle relatif 

de la pression de perfusion de celui de l'augmentation de l'oxygénation tissulaire. 

Chez l'adulte et le nouveau-né l'hyperoxie conduit à une vasoconstriction rétinienne 

significative. D'un autre côté, la réponse de la choroïde à l'hyperoxie n'est pas claire 

chez l'adulte et demeure totalement inconnue chez le nouveau-né. La connaissance 

de cette réponse est très importante puisque la choroïde est de loin la source majeure 

d'oxygène à la rétine. De plus, les mécanismes responsables pour les réponses 

vasomotrices à des concentrations élevées en oxygène ne sont pas connus. Puisque 

le NO contribue de manière importante à la régulation de plusieurs lits vasculaires, 

nous avons examiné son rôle dans la réponse des vaisseaux sanguins rétiniens et 

choroïdiens à l'hyperoxie. 

3) Hardy P, Nuyt AM, Abran D, St-Louis J, Varma DR, Chemtob S. Nitric 

oxide in retinal and choroidal blood flow autoregulation in newborn pigs: 

interaction with prostaglandins. Pediatr Res 1996;39:1-7. 
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Nos données indiquent que les radicaux libres activent la cyclooxygénase et 

jouent un rôle dans l'autorégulation. Il en découle que parmi les mécanismes 

d'adaptation de l'autorégulation, en réponse à une augmentation aiguë de pression 

de perfusion, les radicaux libres modulent la voie métabolique de la 

cyclooxygénase, et les prostanoïdes, en retour, déterminent les limites de 

l'autorégulation des débits sanguins rétiniens et choroïdiens. L'oxyde nitrique 

(NO) est impliqué significativement dans la régulation des débits sanguins 

oculaires en réponse à l'hyperoxie et dans l'autorégulation de certains lits 

vasculaires en réponse à une hypertension. De plus, le NO produit certains de ses 

effets en activant la cyclooxygénase. Par conséquent, nous avons examiné la 

contribution de l'oxyde nitrique dans l'autorégulation des débits sanguins oculaires 

lors d'augmentation aiguë de pression de perfusion et étudié la contribution des 

prostaglandines dans la vasomotricité produite par le NO. 

4) Hardy P, Abran D, Hou X, Lahaie I, Peri KG, Varma DR, Chemtob S. Major 

role for prostacyclin in nitric oxide-induced ocular vasorelaxation in the 

piglet. Circ Res 1998;83:721-729. 

Nous avons démontré que lors d'une hypertension aiguëe il y a une 

augmentation de production de NO et de prostaglandines. Également, nos données 

indiquent une interaction entre les prostaglandines et les radicaux libres, incluant 

l'oxyde nitrique, au niveau de la régulation du tonus vasculaire oculaire. Par contre, 

le mécanisme par lequel la cyclooxygénase est activée initialement dans 

l'autorégulation du débit sanguin demeure totalement inconnue. Plusieurs auteurs 

rapportent le rôle possible des canaux ioniques sur la régulation du tonus vasculaire 

par exemple via les canaux potassiques dépendants du calcium. Il a été démontré 

que l'oxyde nitrique pouvait activer directement des canaux potassiques. Le NO 

peut également activer la cyclooxygénase par un mécanisme qui n'est pas encore 

précisé. Compte tenu du rôle important des prostaglandines dans la régulation des 

vaisseaux sanguins rétiniens et choroïdiens nous avons évalué si l'activation des 

canaux potassiques par le NO pouvait mener à l'activation de la cyclooxygénase et à 

la formation de prostaglandines. 
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Quatre articles forment les sections des quatre prochains chapitres. Les quatre 

articles sont publiés. Ci-dessous, se trouve la référence complète de ces articles. 

3.0 Hardy P, Abran D, Li D-Y, Fernandez H, Varma DR, Chemtob S. Free 
radicals in retinal and choroidal blood flow autoregulation in the piglet: 

interaction with prostaglandins. Invest Ophthalmol Vis Sci 1994;35:580-591. 

	

4.0 	Hardy P, Peri KG, Lahaie I, Varma DR, Chemtob S. Increased nitric oxide 

synthesis and action preclude choroidal vasoconstriction to hyperoxia in 

newborn pigs. Circ Res 1996;79:504-511. 

	

5.0 	Hardy P, Nuyt AM, Abran D, St-Louis J, Varma DR, Chemtob S. Nitric 

oxide in retinal and choroidal blood flow autoregulation in newborn pigs: 

interaction with prostaglandins. Pediatr Res 1996;39:1-7. 

	

6.0 	Hardy P, Abran D, Hou X, Lahaie I, Peri KG, Vanna DR, Chemtob S. Major 

role for prostacyclin in nitric oxide-induced ocular vasorelaxation in the 

piglet. Circ Res 1998;83:721-729. 
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3.1 Abrégé 

Purpose. To study the role of free radicals in autoregulation of retinal (RBF) and 

choroidal blood flow (ChBF) and the contribution of the cyclooxygenase pathway in 

free radical formation during blood pressure (BP) changes in 1-3 days old pigs. 

Methods. BP was adjusted by inflating balloon-tipped catheters placed of the aortic 

isthmus and the aortic root to induce hypertension and hypotension, respectively. 

Blood flow was measured using the microsphere technique. Also, the effects of 

peroxides on retinal artery diameter were studied on eyecup preparations using time-

frame photography processed by digital imaging. 

Results. Blood gases and intraocular pressure (13 ± 1 mm Hg) remained stable 

throughout the experiments. In control animais, RBF was constant only between 30 

and 75 mm Hg of ocular perfusion pressure (OPP) and ChBF increased as a function 

of OPP (T=0.58, p<0.01). Inhibition of peroxidation with the free radical scavenger 

21-aminosteroid, U74389F (2.5 mg/kg), widened the range of RBF and ChBF 

autoregulation (OPP from 30 to 131 mm Hg). Hypertension caused an increase in 

the products of peroxidation, malondialdehyde and hydroperoxides, as well as in 

PGE2, PGF2a  and 6-keto-PGF la  in the retina and choroid of control animais; these 

changes were inhibited by the free radical scavengers, U74389F (2.5 mg/kg) and 

high-dose allopurinol (140 mg/kg), as well as by the cyclooxygenase inhibitors, 

ibuprofen (40 mg/kg) and indomethacin (5 mg/kg). In isolated eyecup preparations, 

H202 and aunene hydroperoxide, dilated retinal vessels and this effect was 

completely blocked by indomethacin. 

Conclusions. These fmdings indicate that free radicals play a major role in setting 

the upper limit of RBF and ChBF autoregulation of the newborn animal. In addition, 

there exists a positive feedback interaction between free radicals and cyclooxygenase 

activity in ocular tissues such that during hypertension the cyclooxygenase pathway 

is an important producer of free radicals and in turn is also activated by them. 
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3.2 Introduction 

Autoregulation of blood flow is a major physiological event of rapid onset;1  
in the adult this enables blood flow to be maintained constant despite marked 

changes in perfusion pressure.2,3  In the newborn however, retinal blood flow (RBF) 
is autoregulated over a very narrow range of perfusion pressure and there is no 

autoregulation of choroidal blood flow (ChBF).4  The mechanisms that govern the 
limits of perfusion pressure over which blood flow remains constant are not well 

understood. We previously demonstrated that products of the cyclooxygenase 

pathway play a role in setting the blood pressure (BP) range of RBF and ChBF 

autoregu1ation;4,5  this conclusion was primarily based on the fact that 

cyclooxygenase inhibition raised the upper limit of autoregulation of RBF and 

ChBF.4  However, the cyclooxygenase pathway not only generates prostanoids but 

also free radicals.6-8  In the cerebral and coronary vasculature reactive oxygen 

species are released during an increase in perfusion pressure.9,10  These reactive 

oxygen species mainly exert vasodilator effects, 1 1,12 and have been postulated to be 

implicated in flow-induced vasorelaxation in vitro.10  However, the role of free 
radicals as well as their interactions with prostanoids in setting the upper limit of 

autoregulation of RBF and ChBF, particularly of the newborn, are not known. 

Studies were done to test the hypothesis that hypertension-induced activation 

of the cyclooxygenase pathway leads to generation of free radicals in the retina and 

choroid and the resultant vasodilation of the ocular vasculature plays a role in setting 

the reduced upper perfusion pressure limit of autoregulation of RBF and ChBF in the 

newborn pig. The findings in this study confirm our working hypothesis. 

3.3 Matériels et méthodes 

Animais and surgical preparation. One to three days old pigs (1.4-2.0 kg) were used 

in this study following the approval of the protocol by the Animal Care Conunittee 

of the Research Center of Hôpital Ste. Justine in accordance with the ARVO 

Resolution on the Use of Animals in Research. Fifleen animals were used for the 

measurement of blood flow as we previously described.4,5,13  Animais were 

anesthetized with 1.5% halothane for tracheostomy and catheterization of the blood 

vessels. The left subclavian artery was catheterized with a polyethylene catheter for 



68 

BP recording using a Statham pressure transducer connected to a Gould multi-

channel recorder (TA240, Gould Inc, Valley View, OH) and for the withdrawal of 

blood samples including reference samples. A similar catheter was placed into the 

left ventricle via the right subclavian artery for the injection of radiolabelled 

microspheres, and another one in the proximal thoracic aorta via a femoral artery for 

continuous BP recording. A silicone coated balloon-tipped catheter (Berman 

Angiocath, 4 or 5 French) was positioned in the distal thoracic descending aorta via a 

femoral artery; inflation of this balloon produced hypertension in the aortic arch. A 

second balloon-tipped catheter was placed immediately distal to the root of the aorta 

via the right common carotid artery, such that its inflation produced hypotension in 

the aortic arch. A polyethylene catheter was placed in the femoral vein for drug 

administration. In order to measure intraocular pressure, a 27 gauge butterfly needle 

attached to a catheter was introduced in the anterior chamber of the eye through the 

cornea and the site of entry was sealed with cyanoacrylate glue. 

Animals were ventilated by means of a Harvard small animal respirator with 

a gas mixture of 25% 02 and 75% N2. Halothane was discontinued after surgery 

and immediately thereafter animais were sedated with acepromazine (1 mg/kg iv) 

and paralyzed with pancuronium (0.1 mg/kg iv). In preliminary experiments it was 

found that administration of these agents at the dosage used did not alter heart rate, 

basal BP and blood flow. Moreover, we have previously shown that brain blood flow 

autoregulation was not affected by 0.1 mg/kg, and required four times this dose to be 

enhanced.13  Animals were placed under a radiant warmer to keep their body 

temperature at 38°C and were allowed to recover from the surgery for 2 h before 

starting the experiments. 

Experimental protocol. Piglets were divided randomly into two groups. One group 

of animais (n=8) received the potent free radical scavenger 21-aminosteroid, 

U74389F,14,15  at a dose (2.5 mg,/kg iv) previously shown to inhibit lipid 

peroxidation in the retina and other tissues after major oxidative stresses, such as 

asphyxia and ischemia.16-18  The second group of animais (n=7) was treated with an 

equivalent volume (1 ml iv) of the vehicle. The experimental protocol for the study 

of autoregulation of blood flow was similar to that previously reported in 

detail.4,5,13  Forty min after injection of U74389F or its vehicle basal RBF and 
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ChBF were recorded. Ten min after these first blood flow measurements, one of the 

two balloon-tipped catheters was inflated to produce hypotension or hypertension. 

Once a steady state BP was achieved (within 30 - 40 sec of balloon inflation), RBF 

and ChBF were determined again. The balloon was deflated alter the measurements 

and the animal was allowed to rest for 40 min. At the end of this rest period a second 

baseline RBF and ChBF was recorded; this enabled to ascertain that BP adjustments 

and serial injections of microspheres to measure blood flow did not produce 

persistent changes in hemodynamics (see Table 1).4,5  Ten min later, final 

measurements of RBF and ChBF were made after inflating the second balloon-tipped 

catheter so that each animal was subjected to systemic hypotension and hypertension, 

induced in a random order. Both during hypotension and hypertension, BP was 

scaled at intervals of 5 ± 1.8 mm Hg and over a range of 10 - 139 mm Hg. 

Retinal and choroidal blood flow measurements. RBF and ChBF were determined 

using the radionuclide-labelled microsphere technique described in detail by 

Heymann et al;19  this method allows several measurements of tissue blood flow 

(including to the eye) as previously documented by us4,5,13,20,21  and others.2,22- 

26  This method is based on the entrapment of a very small portion of the capillary 

bed by microspheres labelled with distinct radionuclides and measurement of the 

radioactivity in a reference blood sample during the initial transit after injection of 

the microspheres into a left chamber of the heart (for mixing with ejected blood).19  

Approximately 800,000 microspheres 15 jim diameter2,19,25  (specific gravity —1.3 

g/cm3, favoring a distribution corresponding to that of red blood cells19,25) labelled 
with [141ce],  [85sr],  [51cr] or [46Sc] (New England Nuclear, Boston, MA) were 

injected in a random sequence into the left ventricle and the catheter was flushed 

with 3 ml of saline. In previous experiments we showed that injections of up to 4 

differently radiolabelled microspheres yielded the same measurements of blood flow 

in the choroid, retina and other neural tissue;20,21  similar fmdings were observed 

after 7 injections of microspheres in tissue parts weighing only 17 mg.25  

Withdrawal of reference blood samples from the left subclavian artery catheter was 

started 10 sec before the injection of each type of radionuclide-labelled microspheres 

and was continued for 70 sec at a rate of 2 ml/min using a Harvard 
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infusion/withdrawal pump. The number of microspheres exceeded 1,000 in each 

reference sample and 450 in each retina and choroid examined, indicating adequate 

numbers and mixing of the spheres for reliable blood flow measurements.19,24 

Immediately atter each injection of microspheres, blood samples were withdrawn 

from the left subclavian artery to determine blood gases, 02 content (ABL 300, 

Radiometer, Copenhagen, Denmark), and hemoglobin concentrations. After the 

experiment the animal was killed with pentobarbital (120 mg/kg, iv), the location of 

catheters was verified and eyes were removed. In previous experiments we 

established that up to four serial injections of microspheres did not alter the 

concentrations of cyclooxygenase products in the retina and choroid.20  
The eyes were weighed, the anterior structures of the eye and the vitreous 

were gently removed and the retina (-85 mg each) was easily separated from the 

choroid (-40 mg each) and the choroid from the sclera.4  Radioactivity in the retina, 

choroid and reference blood samples were counted in a gamma scintillation counter 

(Cobra II, Canberra Packard, CA). The energy emitted over the full spectrum 

analyzed (15-2000 Kev) was divided into the emission spectrums of the 

radionuclides by differential spectroscopy, using a computerized multi-channel 

analyzer (Spectralyzer and PCGERDA, CA: up to 6 channels), and the percent 

interference between nuclides was substracted. Because there was no 

disproportionate distribution of microspheres to the two eyes, the radioactivity in the 

retina and choroid of both eyes were used to determine blood flow to these 

organs.4,20  Blood flow (ml/min/100 g) was calculated as (cpm/100 g of tissue x 

reference blood withdrawal rate) / cpm in the reference blood. Oxygen delivery to 

the retina and choroid was calculated as RBF and ChBF x arterial 02 content 

(ml/min/100 g), and retinal and choroidal vascular resistance (mm Hg/ml/min/100 g) 

as ocular perfusion pressure (mean BP minus intraocular pressure) divided by RBF 
and ChBF, respectively. 

Measurements of malondialdehyde, hydroperoxides and prostanoids. Forty additional 

piglets were prepared as described above to determine: 1) whether the peroxides 

generated during an increase in perfusion pressure arose from the cyclooxygenase 

pathway, and 2) if these free radicals contribute to activation of this pathway27,28  in 
the retina and choroid. For this purpose we measured prostanoid levels in these 
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tissues after treatrnent with the free radical scavengers, U74389F (2.5 mg/kg) and 

high-dose allopurinol (140 mg/kg);14-18,20,29  the xanthine oxidase inhibitor, 

allopurinol, at higher doses effectively scavenges free radicals including the hydroxyl 

radical.8,29  In addition the products of lipid peroxidation, malondialdehyde (MDA) 

and hydroperoxides," in the retina and choroid were measured after cyclooxygenase 

inhibition, using ibuprofen (40 mg/kg) and indomethacin (5 mg/kg).20  Therefore, 
retinal and choroidal MDA, hydroperoxides, PGE2, PGF2a, 6-keto-PGFI a  (stable 

metabolite of PGI2) and TXB2 (stable metabolite of TXA2) were measured in 

animals killed before (BP = 73 ± 9 mm Hg) or immediately after increasing the BP 

for 2 min (as per the blood flow studies) to 115 ± 4 mm Hg, a level greater than the 

upper BP limit of autoregulation of RBF and ChBF of newborn pigs.4  Immediately 
after the animals were killed, liquid N2 was poured on each eye; the eyes were then 

removed and stored at -80°C until the assay was performed within 1 month of 

storage, which does not lead to deterioration of any of the products.8  On the day of 
the assay, retinas and choroids were thawed on ice and suspended in a cold buffer 

(pH 7.4) of the following composition: 5 mM Tris-HC1, 0.67 mM acetylsalicylic 

acid, 0.5 mM EGTA and 100 µM butylated hydroxytoluene. The tissue was 

homogenized and centrifuged at 1,000 x g for 10 min to remove undisrupted cells 

and nuclei. The supernatant was used to assay MDA, hydroperoxides, PGE2, 

PGF2a, 6-keto-PGFia, TXB2, and proteins (the latter by dye-binding method31). 

Malondialdehyde measurements. MDA was measured by the thiobarbituric acid 

reaction." Briefly, samples were added to a 17 mM solution of thiobarbituric acid 

further acidified with acetic acid and heated to 90-100°C for 1 h. After cooling, 1-

butanol was added and the samples were centrifuged at 1,000 g for 10 min. 

Absorbance of the upper phase was read at 532 nm (DU-64, Beckman 

spectrophotometer). Standard curves were obtained with malonaldehyde bisdimethyl 

aceta1;32  the interassay variability was 

Hydroperoxide measurements. Hydroperoxides were measured to obtain a desirable 

additional index of peroxidation as previously reported.8,30  These were deterrnined 
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by oxidation of 250 µM FeC12 under acidic conditions (H2SO4, pH = 2 - 3) in the 

presence of 4 mM butylated hydroxytoluene and 100 µM xylenol orange and the 

absorption was read at 560 nm.33  Standard curves were obtained with t-butyl-

hydroperoxide; the interassay variability was < 3.5%. 

Prostanoid measurements. For determination of prostanoids the supernatant obtained 

after homogenization was further centrifuged at 50,000 x g for 30 min at 4°C to 

remove membranes to enhance extraction of prostanoids on octadecylsilyl silica 

columns.34  The supernatant was dissolved in 15% ethanol and acidified to pH 3 

with glacial acetic acid. The samples were applied to the octadecylsilyl silica 

columns, which were then washed with 15% aqueous ethanol followed by petroleum 

ether, and the prostanoids were subsequently eluted with methyl formate. PGE2, 

PGF2cc, 6-keto-PGF a  and TXB2 were measured by radioimmunoassay 

technique.4,5,8,20  The recovery was > 96% and the interassay variability was < 

5%. 

Effects of peroxides on retinal vascular diameter. A separate group of newborn pigs 

were killed with pentobarbital. Eyes were removed and placed in Krebs buffer of the 

following composition (mM): NaC1 120, KC1 4.5, CaC12 2.5, MgSO4 1.0, NaHCO3 

27, KH2PO4 1.0, sodium edetate 0.01, glucose 10, to which 1.5 U/ml heparin was 

added. Eyecups were prepared so as to enable to study the response of the relatively 

undisturbed retinal vasculature.35  A circular incision was made 3-4 mm posterior to 

the ora serrata which facilitated removal of the anterior structures and mainly 

vitreous body, resulting in minimal handling of the retina. The remaining eyecup was 

fixed with pins to a wax base in a 20 ml tissue bath containing Krebs buffer 

equilibrated with 95% 02 and 5% CO2 and maintained at 37°C and pH 7.35 - 7.45. 

Preparations were allowed to equilibrate for 30 - 45 min, during which period they 

were washed with fresh buffer every 15 min. Viability of the preparations was tested 

with the vasoconstrictor TXA2 analog, U46619. 

Segments of the retinal artery measuring 100 - 200 µrn were randomly 

selected; vessels of this size have been shown to be of great importance in the control 

of autoregulation of neural blood flow.36  The time-course of changes in retinal 
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artery diameter was studied following the addition of H202 and cumene 

hydroperoxide (10 - 10-5  M). The vessel diameter was recorded photographically 

through a dissecting microscope irrunediately prior to and at 2, 4 and 7 min atter 

applying the agent. Some preparations were pre-treated with indomethacin (1 uM) 

before adding H202 and cumene hydroperoxide to assess whether the effects of the 

peroxides were mediated by prostanoids. The effect of each concentration of 

peroxide was detennined by taking the mean of the response of 2 retinal vessels from 

each of 4 - 5 different eyecup preparations using a digital image analyzer (Videoplan, 

Zeiss). Each measurement was repeated three times and had a variability of < 1%. 

The responses were expressed as a percent change in vessel diameter from baselirte. 

Chemicals. The 21-aminosteroid, U74389F was a gift from the Upjohn Co., 
Kalamazoo, MI. 	Ibuprofen, indomethacin, allopurinol, acetylsalicylic acid, 

thiobarbituric acid, malonaldehyde bisdimethyl acetal, t-butyl-hydroperoxide, 

xylenol orange, butylated hydroxytoluene and cumene hydroperoxide were 

purchased from Sigma Chemical, St. Louis, MO. U46619 was obtained from 

Cayman Chemicals, Ann Arbour, MI. Radioimmunoassay kits for PGE2, PGF2cc, 6- 

keto-PGF cc  and DCB2 were obtained from Advanced Magnetics, Boston, MA. 

H202 and all other chemicals were purchased from Fisher, Montreal, Quebec. 

Ibuprofen and indomethacin were dissolved in 150 mM NaC1 and 0.3 N NaOH, 

titrated to pH 7.4.20  Allopurinol was dissolved in 150 mM NaC1 titrated to pH 11 

with Na0H.8  U74389F was dissolved in 20 mM citric acid monohydrate, 3.2 mM 

sodium citrate dihydrate and 77 mM NaC1 (pH 3).15,16  

Statistical analysis. Data were analyzed using Student's paired and unpaired t-tests, 

ANOVA for repeated measures, comparison among means tests, and by linear and 

non-linear correlation and regression analysis, as previously described in 

detail.4,5,13  For linear and non-linear correlation the Pearson's product-moment 

coefficient, r, and the Kendall's coefficient of rank correlation, T, were respectively 

calculated. The best fit line for the relationship between blood flow and perfusion 

pressure was determined by using the method of least squares of a polynomial 

regression analysis and by calculating the coefficient of determination, R2, as we 
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previously reported.4,5,13  We tested stepwise the significance for each increase in 

order of the polynomial function to examine whether the line fit was improved. The 

best-fit line was established as that having the last sequentially entered polynomial 

order to produce a significant improvement in the coefficient of determination.37,38  

Logarithmic regressions were also compared with polynomial functions for best fit of 

data points according to the method of least squares. In addition the relationship of 

blood flow to perfusion pressure was examined by the method of LOWESS 

smoothing,39  and based on these curves, which confirmed those determined by 

polynomial regression analysis, separate linear regressions were performed using the 

random effects model for longitudinal data,40  as previously used in studies on 

autoregulation of blood flow.41  Statistical significance was set at a p < 0.05. Values 

are expressed as means ± SEM and as range. 

3.4 Résultats 

Stability of experimental preparations. Arterial pH, P02, PCO2 and intraocular 

pressure remained stable throughout the course of the experiments and did not 

change with mean BP; the first and second baseline measures of mean BP, ocular 

perfusion pressure (OPP), RBF and ChBF were also constant and were not affected 

by U74389F (Table 1). 

Retinal and choroidal blood flow autoregulation. RBF and ChBF plotted as a 

function of OPP are shown in Fig. 1. In vehicle-treated pigs RBF and ChBF 

correlated non-linearly with OPP (t = 0.42 and 0.58, respectively; p ( 0.01). RBF 

was constant between 30 and 75 mm Hg of OPP (r = 0.03, p --- 0.9), and varied 

directly with OPP above and below this range (r = 0.82 - 0.87, p < 0.01). ChBF 

increased as a function of OPP over the full range of OPP studied (t.  = 0.58, p < 

0.01). 

Treatment of animais with the free radical scavenger, U74389F, markedly 

increased the upper limit of RBF and ChBF autoregulation. RBF and ChBF 

remained constant between 30 and 131 mm Hg of OPP (r = 0.34 and 0.35, 

respectively; p> 0.1), and vaiied with OPP below this range (r = 0.87 - 0.89, p < 

0.01). In addition, when OPP was increased to its highest levels (OPP > 90 mm Hg), 

RBF and ChBF increased respectively by 80 ± 17% and 73 ± 15% (p < 0.01) in 
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vehicle-treated animais; on the other hand RBF (9 ± 5%) and ChBF (11 ± 5%) did 

not change significantly in U74389F-treated pigs (p > 0.06) (vehicle- vs U74389F-

treated, p < 0.01). 

In a mariner comparable to RBF and ChBF, oxygen delivery to the retina and 

choroid in the vehicle-treated animais changed as a function of OPP (r = 0.39 - 0.41, 

p < 0.01) in contrast to U74389F-treated pigs = 0.21 - 0.26, p = 0.05 - 0.1). 

Retinal and choroidal vascular resistance. Because vascular resistance must increase 

if blood flow is to remain constant when perfusion pressure is raised, we calculated 

retinal and choroidal vascular resistance as a function of perfusion pressure (Fig. 2). 

In vehicle-treated animais the retinal and choroidal vascular resistance increased 

when OPP was raised up to 90 mm Hg (r = 0.92 and 0.87, p < 0.001), and above this 

value vascular resistance decreased with increasing OPP (r = -0.73 and -0.89, p < 

0.05). In contrast, in animals treated with U74389F retinal and choroidal vascular 

resistance increased linearly as a function of OPP over the full range of OPP studied 

(r = 0.93 and 0.90, p < 0.001). 

Malondialdehyde, hydroperoxide and prostanoid concentrations in the retina and 

choroid. In saline-treated animais the concentrations of MDA, hydroperoxides and 

prostaglandins increased in the retina and choroid when BP was acutely raised above 

the upper limit of RBF autoregulation; DCB2 did not change (Tables 2 and 3). Both 

cyclooxygenase inhibitors, ibuprofen and indomethacin, markedly reduced 

prostanoid levels and prevented MDA and hydroperoxide concentrations from 

increasing during hypertension without altering the levels of MDA and 

hydroperoxides during normotension (Tables 2 and 3). In addition the two free 

radical scavengers, U74389F and high-dose allopurinol, which significantly reduced 

tissue levels of MDA and hydroperoxides, did not affect prostaglandin 

concentrations during normotension but totally prevented the increase in 

prostaglandins during an acute rise in BP (Tables 2 and 3). 

Effects of peroxides on retinal vascular diameter. Cumene hydroperoxide and to a 

lesser extent H202 produced a concentration-dependent dilation of retinal arteries 

which stabilized within 4 min (Fig. 3). This effect of the peroxides was completely 
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blocked by indomethacin; indomethacin exerted negligible effects on basal retinal 

vessel diameter. 

3.5 Discussion 
The mechanisms that control the range of RBF and ChBF autoregulation are 

not well understood. Based on studies using ibuprofen we previously suggested that 

the cyclooxygenase pathway appears to be important in setting the limits of 

autoregulation of RBF and ChBF in the newbom anima1.4  This pathway leads to 

the production not only of prostanoids but also of free radicals.6-8  However, neither 

the role of free radicals nor the relative contribution of reactive oxygen species and 

prostanoids in this process is known. We present here for the first tùne evidence that 

free radicals, principally generated by the cyclooxygenase pathway, contribute 

significantly to the inability of the newbom to exhibit autoregulation of RBF and 

ChBF during modest increases in perfusion pressure. This inference is supported by 

our findings showing that the free radical scavenger, U74389F, decreased the 

hypertension-induced increase in lipid peroxides and widened the range of RBF and 

ChBF autoregulation (Tables 2 and 3, and Figs. 1 and 2), and consequently 

maintained 02 delivery to the retina and choroid constant. Our data also suggest that 

the free radicals produced in retinal and choroidal tissue during an acute rise in BP 

are critical in maintaining the activity of the cyclooxygenase pathway, and that its 

eicosanoid products mediate the vasodilator action of the free radicals (Fig. 3). 

Therefore it appears that in the newbom, of the cyclooxygenase products, 

prostaglandins control ocular vasomotor tone, but free radicals regulate the activity 

of the cyclooxygenase pathway when OPP is raised. Thus in a positive feedback 

interaction with cyclooxygenase, free radicals play an important role in a major 

physiological event, that of setting the upper limit of RBF and ChBF autoregulation 

of the newbom animal. 

We have previously reported the suitability of the newbom pig model in 

which perfusion pressure is changed non-phannacologically to study autoregulation 

of cerebra15,13  and ocular4  blood flow, and have also demonstrated that basal 

hemodynamic parameters are not affected by cyclooxygenase inhibition.4,2° In the 

present study the basal pH, blood gases and hemodynamic parameters remained 

steady and were not altered by any of the drugs.13,20,21  U74389F and high-dose 
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allopurinol effectively inhibited lipid peroxidation as expected,8,14-18,29 and did 

not affect basal prostanoid levels (Tables 2 and 3), consistent with previous fmdings 

in other tissues.18  The autoregulatory range of RBF and ChBF in the control 

animais were similar to those previously reported4  and the basal values and pattern 

of change of retinal and choroidal prostanoids, MDA and hydroperoxides were also 

consistent with earlier data. 4,5,8-10,20,42,43 

Our vasomotor studies were based on the assumption that vascular resistance 

is largely 	(-70%) governed by small vessels (< 200 ilm) in neural tissue,36,44  of 

which the retina is an integral part. Hence the effects of peroxides were determined 

on vessels 100 - 200 lm in diameter because these are believed to be the major ones 

controlling autoregulation of blood flow during hypertension.36  However one 

cannot exclude the contribution of larger arteries in autoregulation of ocular 

circulation for which some evidence exists in the brain.44  

The increase in prostaglandins and products of peroxidation in the choroid 

when OPP is raised (Table 3) can be caused by the vascular distention in the 

choroid4,5,9,10,43  which is predominantly vascular. In the retina prostaglandins 

may have originated from its vasculature but also diffused from the choroid, which 

indeed contains a much greater concentration of these eicosanoids than does the 

retina (Tables 2 and 3). The absence of release of the vasoconstrictor thromboxane 

during increased perfusion pressure has previously been noted4,5,43  and may be due 

to a decreased sensitivity of thromboxane synthase to reactive oxygen species.28  

The increase in the products of peroxidation, MDA and hydroperoxides30  in the 

retina when OPP was raised, likely originated from its vasculature,9,  10,45 and 

propagation of this oxidation may have been facilitated by the very high content of 

polyunsaturated lipids in the retina.46  

Free radicals can arise from various sources. The cyclooxygenase pathway is 

a particularly significant source of free radicals for the brain vasculature.6,7,47  Our 

data for the retina and choroid concur with these findings. We found that 

prostaglandins increase concomitantly with products of peroxidation during 

hypertension (Tables 2 and 3) and that two structurally unrelated cyclooxygenase 

inhibitors, ibuprofen and indomethacin, completely inhibited the hypertension- 
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induced increase in retinal and choroidal MDA and hydroperoxides. These findings 

suggest that in the newbom the cyclooxygenase pathway is a principal source of free 

radicals in the retina and choroid during an acute rise in BP. In addition, basal levels 

of MDA and hydroperoxides were not altered by ibuprofen and indomethacin, 

confirming our earlier data.8  It would thus appear that these two agents exerted 

effects on cyclooxygenase and not directly on lipid peroxide formation by chelating 

iron or scavenging free radicals.48  

The mechanisms by which free radicals produce their vasodilator effects may 

vary according to the tissue studied.11,12,49,50  However the mechanisms 

underlying the response of the retinal vasculature to peroxides have not yet been 

investigated. Cumene hydroperoxide and to a lesser extent H202 dilated the retinal 

vasculature (Fig. 3); a smaller effect of H202 compared to other more reactive 

oxygen species51  on the tone of neural vessels of similar size (100 - 200 wn) has 

also been recently reported.12  Both our in vitro and in vivo studies suggest that 

peroxides activate cyclooxygenase and that the released prostaglandins mediate the 

vasodilator action of free radicals in the eye. Indeed, the cyclooxygenase inhibitor, 

indomethacin, totally blocked the vasodilator effects of the peroxides (Fig. 3); this 

suggests that the ocular vasodilator effects of the peroxides are mediated by the 

prostaglandins, and is consistent with the increase in ocular blood flow caused by 

prostaglandins in the neonatal pig.21  Moreover this is in agreement with the 

significant dilator effect of PGI2 and relative lack of constrictor activity of PGE2 and 

PGF2a  on neural vessels52-54  as well as on the retinal vasculature in the newborn 

animal (unpublished observation) favoring a net vasodilation when prostaglandins 

are released.4,5,52  The inferred activation of prostaglandin synthesis by free 

radicals in vitro (Fig. 3) was also corroborated by data showing that in vivo both free 

radical scavengers, U74389F and high-dose allopurinol, inhibited the hypertension-

induced increase in prostaglandins (Tables 2 and 3). Thus during an acute rise in 

OPP free radicals in eye tissue are not only produced by the cyclooxygenase pathway 

but also activate this pathway. 

The reason for this continued activation of cyclooxygenase by free radicals in 

the ocular tissues of the newborn may be due to a decreased ability of the newborn to 

dispose of free radicals because of its lower content of antioxidant systems in the eye 
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compared with the adult.55,56  In addition, this positive feedback interaction 

between free radicals and cyclooxygenase seems to be dependent upon a sustained 

distending pressure on the vasculature caused by hypertension since prostaglandin 

levels in neurovascular blood following an increase in BP retum to basal values 

shortly afler reverting to normotension.4,5  

The evidence suggesting that the free radicals generated during acute 

hypertension contribute to the concomitant increase in RBF and ChBF in the 

newbom animal is based on three main findings. First, products of peroxidation in 

the retina and choroid increased when perfusion pressure was raised (Tables 2 and 

3); the release of reactive oxygen species,9,10,57  like that of prostaglandins,4,5,43  in 

the vasculature of other tissues has been shown to be pressure-dependent. Second, 

peroxides cause dilation of retinal vessels (Fig. 3). Interestingly, if a 10-15% 

vasodilatory response to reactive oxygen species, as seen in this and other 

studies12,49  occurred in vivo, this would correspond at least to a 32% decrease in 

vascular resistance and a 46% increase in blood flow,58  sufficient to explain the 
circulatory changes observed in the present study (Figs. 1 and 2). Third and most 

importantly, the free radical scavenger, U74389F, increased the upper perfusion 

pressure limit of RBF and ChBF autoregulation so that blood flow and 02 delivery 

to the retina and choroid remained constant over a wider range of OPP than in 

vehicle-treated pigs (Fig. 1). Consistent with these observations are the data that 

ocular vascular resistance increased as OPP was raised in U74389F-teated but not in 

vehicle-treated pigs (Fig. 2). 	U74389F did not affect the lower limit of 

autoregulation, which is in agreement with a recent report that cerebrovascular 

autoregulatory response to decreased perfusion pressure was not modified by 

superoxide dismutase and catalase.59  Thus, inhibition of lipid peroxidation with 

U74389F (Tables 2 and 3) widened the range of RBF and ChBF autoregulation by 

raising the upper perfusion pressure limit from 75 mm Hg to > 130 mm Hg (Figs. 1 

and 2). Because we found that free radicals appear to be generated primarily by the 

cyclooxygenase pathway (Tables 2 and 3), an enhancement in RBF and ChBF 

autoregulation with U74389F, consistent with that produced using the 

cyclooxygenase inhibitor ibuprofen,4  indicates an important role for 
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cyclooxygenase-generated free radicals in setting the upper limit of autoregulation of 

RBF and ChBF in the newbom animal. 

A rapid increase in BP seems to be a predisposing factor for the development 

of retinal60,61  as well as intraventricular cerebra162  hemorrhages in the newbom 

because of the decreased ability of the vasculature of the newbom to respond by 

vasoconstriction to limit blood flow.4,5,13,53,54  Rapid and transient increases in 

oxygen delivered to the retina have also been proposed to contribute to the 

development of retinopathy of prematurity.63,64  We have observed that reactive 

oxygen species are released during acute hypertension and in turn activate the 

production of vasodilator eicosanoids which limit autoregulation of RBF and ChBF 

in the newbom animal. Free radical scavengers and cyclooxygenase inhibitors have 

been shown in this and other studies to enhance autoregulation of ocular and cerebral 

blood flow,4,65  as well as to reduce the incidence of intraventricular cerebral 

hemorrhages in the human newbom.66-68  Although it has not been demonstrated 

that indomethacin significantly decreases the incidence of retinopathy of 

, prematurity;6869  the duration of therapy in these studies was likely too short (1 

day), and in contrast to other nonsteroidal antiinflamrnatory drugs4,20  indomethacin 

may impair ocular circulation.20,21,26  We speculate that regulation of the activity 

of the cyclooxygenase pathway with drugs such as ibuprofen4,8,20  may ultimately 

help to reduce the incidence of retinal hemorrhages in the premature newbom and 

perhaps that of retinopathy of prematurity. 

In conclusion, our data indicates that free radicals generated by the 

cyclooxygenase pathway play a major role in setting the autoregulatory range of 

RBF and ChBF in the newbom animal. The findings also suggest the following chain 

of events in the newbom. When OPP is raised above the upper limit of 

autoregulation of RBF and ChBF the cyclooxygenase pathway is activated, and this 

leads to the formation of prostaglandins and free radicals. Free radicals in turn 

activate further the synthesis of prostaglandins and these products of cyclooxygenase 

seem to cause the vasodilation which results in RBF and ChBF to increase. Thus the 

free radicals exhibit a positive interaction with cyclooxygenase as they exert a 
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significant contribution in setting the upper limit of RBF and ChBF autoregulation of 
the newbom animal. 
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3.6 Tables et figures 

Table 1. Mean blood pressure (MBP), intraocular pressure (IOP), ocular perfusion 

pressure (OPP), retinal blood flow (RBF), choroidal blood flow (ChBF) and arterial 

blood pH and gases during control period (baseline), hypotension and hypertension 
in newborn pigs. 

First baseline Second baseline Hypotension 	Hypertension 
(OPP<30 mmHg) 	(OPP>75 mmHg) 

Vehicle 
pH 

P02 

7.43 ± 0.02 

128 ± 4 

7.41 ± 0.03 

124 ± 8 

7.45 ± 0.04 

121 ± 14 

7.42 ± 0.02 

124 ± 6 

PCO2 36 ± 1 38 ± 2 34 ± 3 36 ± 1 

IOP 13 ± 2 14 ± 2 12 ± 3 16 ± 1 

MBP 70 ± 6 76 ± 6 NP NP 

OPP 58 ± 6 62 ± 6 NP NP 

RBF 35 ± 2 33 ± 2 NP NP 

ChBF 3186 ± 251 3291 ± 159 NP NP 

U74389F 

pH 7.41 ± 0.02 7.40 ± 0.01 7.42 ± 0.01 7.40 ± 0.01 

P02 122 ± 8 115 ± 9 117 ± 8 114 ± 6 

PCO2 39 ± 2 39 ± 1 37 ± 2 39 ± 1 

IOP 14 + 1 13 ± 2 11 ± 3 12 ± 2 

MBP 80 ± 8 77 ± 5 NP NP 

OPP 66 ± 8 64 ± 7 NP NP 

RBF 35 ± 2 36 ± 2 NP NP 

ChBF 3234 ± 166 2929 ± 104 NP NP 

Values are mean ± SEM; RBF and ChBF are expressed in ml/min/100 g, and all 

other values in mm Hg, except for pH. Hypotension and hypertension are defmed as 

the upper and lower OPP limits of RBF autoregulation in vehicle-treated animais. 

NP denotes not presented; see details on RBF and ChBF in Fig. 1. 
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Table 2. Retinal malondialdehyde, 6-keto-PGF1a, PGE2, PGF2a  and TXB2 

concentrations during normal and high mean blood pressure (BP) in newborn pigs 
treated with saline, ibuprofen, indomethacin, U74389F or allopurinol. 

Saline Ibuprofen 
(40 mg/kg) 

Indomethacin 
(5 mg/kg) 

U743 89F 
(2.5 mg/kg) 

Allopurinol 
(140 mg,/kg) 

Malondialdehyde 
Normal BP 	11.6 ± 0.7 
High BP 	21.4 ± 1.6* 

Hydroperoxides 
Normal BP 	24.0 ± 3.3 
High BP 	44.9 ± 1.5* 

6-keto-PGF1a  

11.4 ± 1.3 
11.0 ± 0.8 

23.9 ± 0.6 
27.7 ± 1.7 

9.8 ± 2.4 
10.3 ± 1.0 

22.4 	1.4 
19.5 ± 0.6 

6.8 ± 0.51 
6.7 ± 0.31 

7.4 ± 0.81 
8.9 ± 0.91 

1.6 ± 0.31 
0.5 ±0.11 

6.0 ± 0.41 
3.4 ± 0.11 

Normal BP 19.2± 1.9 3.4 	1.61 4.0 ± 0.51 17.8 ± 2.2 21.1 	3.8 
High BP 57.8 ± 6.5* 4.3 ± 0.51 2.7 ± 0.81 20.5 ± 2.4 16.2 ± 2.7 

PGE2 

Normal BP 71.4 ± 9.4 31.2 + 7.71 29.2 + 3.11 61.9 ± 0.6 59.1 	6.8 
High BP 117.7 ± 20.7* 37.2 + 9.61 23.3 + 3.71 61.9 ± 4.8 58.7 ± 5.7 

PGF2a, 

Normal BP 134.0 ± 17.8 43.7 + 10.41 37.5 + 11.81 107.7 ± 22.8 103.0 ± 26.5 
High BP 270.5 ± 55.0* 45.1 + 11.61 44.9 + 15.01 133.1 ± 26.8 161.4 ± 38.4 

TXB2 

Normal BP 34.5 ± 7.8 12.4 ± 4.61 16.7 + 0.51 27.5 ± 7.6 43.2 ± 9.4 
High BP 35.1 ±5.9 12.7 ± 3.01 11.1 ±4.91 32.9±8.6 41.8 ± 7.8 

Values are mean ± SEM; n = 4 for each value. Malondialdehyde and hydroperoxide 

concentrations are expressed in nmol/mg protein, and prostanoids in pmeg protein. 

Normal BP = 73 ± 9 mm Hg; high BP = 115 ± 4 mm Hg (above the normal range of 

RBF autoregulation; see Fig. 1). 
* p < 0.05 compared to value immediately on top and all others on the same row. 

p < 0.05 compared to value in saline-treated animals during normal BP. 
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Table 3. Choroidal malondialdehyde, 6-keto-PGF i a, PGE2, PGF2a  and TXB2 

concentrations during normal and high mean blood pressure (BP) in newbom pigs 
treated with saline, ibuprofen, indomethacin, U74389F or allopurinol. 

Saline Ibuprofen 
(40 mg/kg) 

Indomethacin 
(5 mg/kg) 

U74389F 
(2.5 mg/kg) 

Allopurinol 
(140 mg/kg) 

Malondialdehyde 
Normal BP 	2.7 ± 0.4 
High BP 	12.5 ± 2.5* 

2.9± 1.2 
4.2 ± 0.7 

2.7 ± 0.7 
4.4 ± 0.8 

1.5 ± 0.7 
2.6± 1.3 

0.9 ± 0.0t 
2.4 ± 0.1 

Hydroperoxides 
Normal BP 12.5 ± 3.3 12.9 ± 0.1 9.7± 1.4 5.0 ± 0.1t 4.6 ± 1.9t 
High BP 20.3 ± 0.1* 12.6 ± 1.4 8.1 ± 0.2 4.6 ± 0.1t 6.1 ± 1.1t 
6-keto-PGF1a  

Normal BP 330 ± 54 53 ± 1 1 t 39 ± 12t 393 ± 50 350 ± 31 

High BP 608 ± 28* 32 ± 9t 23 ± 6t 378 ± 59 389 ± 53 

PGE2 

Normal BP 668 ± 189 99 ± 9t 138 ± 27t 869 ± 137 783 ± 127 

High BP 1049 ± 101* 47± 17t 92 ± 20t 813 ± 154 686 ± 110 

PGF2oc 
Normal BP 200 ± 46 62 ± 4t 43 ± 8t 179 ± 36 196 ± 30 

High BP 323 ± 43* 55 ± 3t 43 ± 4t 189 ± 13 183 ± 52 

TXB2 

Normal BP 494 ± 84 96 ± 19t 71 ±9t 501 ± 56 452 ± 92 
High BP 506 ± 99 96 ± 7t 93 ± 5t 446 ± 49 516 ± 80 

Values are mean ± SEM; n = 4 for each value. Malondialdehyde and hydroperoxide 

concentrations are expressed in nmollmg protein, and prostanoids in pmeg protein. 

Normal BP = 73 ± 9 min Hg; high BP = 115 ± 4 mm Hg (above the normal range of 
RBF autoregulation; see Fig. 1). 

* p < 0.05 compared to value immediately on top and all others on the same row. 

t p < 0.05 compared to value in saline-treated animais during normal BP. 
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Figure 1. Retinal and choroidal blood flow as a function of ocular perfusion pressure 

(OPP) in newborn pigs treated with U74389F (2.5 mg/kg iv, n = 8) or its vehicle (n 

7). In vehicle-treated pigs the best fit regression line was a third-order polynomial for 

retinal and choroidal blood flow (R2  = 0.80 - 0.93; vs second-order polynomial, F> 

12, p < 0.001). In U74389F-treated animals a second-order polynomial regression 

fitted best the points for retinal and choroidal blood flow (R2  = 0.60 - 0.62; vs first-
order polynomial, F> 3.5, p < 0.05). OPP was calculated as mean systemic blood 
pressure minus intraocular pressure. 
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Figure 2. Retinal and choroidal vascular (Vasc.) resistance as a function of ocular 

perfusion pressure (OPP) in newborn pigs treated with U74389F (2.5 mg/kg iv, n 

8) or its vehicle (n 	7). In vehicle-treated animals retinal and choroidal vascular 

resistance increased when OPP was raised up to 90 mm Hg (r = 0.92 and 0.87, p < 

0.001), and above this value vascular resistance decreased with increasing OPP (r = - 

0.73 and -0.89, p ( 0.05). In animais treated with U74389F retinal and choroidal 

vascular resistance increased linearly as a function of OPP over the full range of OPP 

studied (r = 0.93 and 0.90, p < 0.001). OPP was calculated as mean systemic blood 

pressure minus intraocular pressure. 
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Figure 3. Time-course of the effects of cumene hydroperoxide and H202 on the 

diameter of retinal arteries of newborn pigs. Retinal vascular diameter was measured 

on isolated eyecup preparations using time frame photography processed by digital 

imaging. Responses are expressed as a percent change in vessel diameter from 

baseline (100 - 200 am). For each preparation the mean response of 2 vessels was 

obtained. Each point is the mean ± SEM of 4 - 5 experiments. The empty circle 

refers to the results after addition of 10-6  - 10-5  M of peroxide to the tissues pre-

treated with 1 µM indomethacin (indo). 
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4.1 Abrégé 

We tested the hypothesis that hyperoxia does not cause adequate constriction 

of choroidal vessels of the newborn (1-5 days old), resulting in increased oxygen 

delivery to the retina, possibly due to excess production and/or effects of 

vasodilators, such as nitric oxide. Hyperoxia (100% 02, 45 min) led to a decrease in 

retinal blood flow (RBF) of both newborn and juvenile (5-6 weeks old) pigs and also 
reduced choroidal blood flow (ChBF) only in the juvenile but not in newborn pigs; 

the absence of hyperoxia-induced ChBF response in the newborn was associated 

with a rise in choroidal 02 delivery. However, in newborn animais treated with the 

nitric oxide synthase (NOS) inhibitor, NG-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), 

hyperoxia caused a decrease in blood flow and 02 delivery to the choroid. Consistent 

with these effects of L-NAME, hyperoxia induced an increase in choroidal guanosine 

3,5 cyclic monophosphate in newborn pigs ventilated with 100% 02 and stimulated 

nitrite production in isolated choroids exposed to hyperoxia from newborn but not 

juvenile pigs; these effects were inhibited by NOS blockers. Also, both cNOS and 

iNOS activities were higher in choroidal tissues from newborn than juvenile animais. 

In addition, the vasorelaxant effect of the nitric oxide donor, sodium nitroprusside, in 

vitro was also greater on choroids from newborn than juvenile pigs. Finally, L-

NAME prevented the hyperoxia-induced increase in peroxidation products in the 

choroid of newboms. It is concluded that hyperoxia does not lead to a decrease in 

blood flow and 02 delivery to the choroid of the newborn because of increased nitric 

oxide synthesis and effects; since the choroid is the main source of 02 supply to the 

retina the present data contribute in providing an explanation for the increased 

susceptibility of the immature neonate to hyperoxia-induced retinopathy. 

Key Words: Nitric oxide, retina, choroid, hyperoxia 



4.2 	Introduction 

Retinopathy of prematurity (ROP) afflicts up to 80% of premature infants 

with serious sequelae such as strabismus, amblyopia, myopia and in the gravest cases 

blindness.1  The most important factor contributing to this vascular disorder appears 

to be the delivery of excess oxygen to the retina.2,3  Premature infants are subject to 

fluctuating oxygen tension which frequently leads to hyperoxygenation. Hyperoxia 

can cause excess oxygen delivery to the retina provided ocular vessels do not 

constrict adequately. In contrast to the adult,4  the newborn does not possess a fully 

developed autoregulatory control of ocular blood flow;5,6  this would favor retinal 

hyperoxia as the blood oxygen tension increases. However, studies have shown that 

hyperoxia causes significant constriction of the retinal vasculature in the newborn7,8  

as well as in the adult.9-12  On the other hand, the major source of oxygen delivery to 

the retina particularly in the newborn is the choroid;13-15  but the effects of 

hyperoxia on choroidal circulation of the newborn have not been studied. It is thus 

possible that hyperoxia causes an increase in oxygen supply to the retina of the 

newbom because of increased choroidal blood flow (ChBF) secondary to poor 

vasoconstriction of choroidal vessels. 

Autoregulation of ocular blood flow is an important and complex physiologie 

adjustment involving neuronal and hormonal homeostatic mechanisms.13  Nitric 

oxide is a potent endothelium-derived vasodilator16  but does not seem to be 

involved in the regulation of retinal blood flow during hypoxia, hypotension and 

hypercapnia.17,18  On the other hand, an inhibition of nitric oxide synthase (NOS) 

predominantly of the NOS-3 isoform decreases ChBF and increases choroidal 

vascular resistance17, 
 19,20  and in newborn animais it increases the range of ChBF 

autoregulation during an acute rise in perfusion pressure.21  It is thus possible that the 

free radical nitric oxide contribute in determining the responses of ChBF to 

hyperoxia. The present studies were undertaken to test the hypothesis that hyperoxia 

does not cause adequate constriction of choroidal vessels of the newborn leading to 

excess oxygen delivery to the retina and that this may be due to excess production 

and/or effects of vasodilators such as nitric oxide. Newborn pigs were used since 

anatomically and to some extent developmentally the retinal circulation of the 
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newbom pig is very similar to that of humait infants;22  for ptuposes of comparison 

juvenile pigs were also used. 

4.3 Matériels et méthodes 

Animals and Surgical Procedures 
Newbom (1-5 days old) and juvenile pigs (5-6 weeks old) were used in this study 

according to a protocol approved by the Animal Care Committee of the Research 

Center of Ste-Justine Hospital. Retinal blood flow (RBF) and ChBF were measured 

by microspheres as previously described.5,6,21  Briefly, the animais were 

anesthetized with 2.0% halothane for tracheostomy and catheterization of various 

blood vessels. The left subclavian artery was catheterized with a polyethylene 

catheter for the withdrawal of blood samples including reference samples. A similar 
catheter was placed into the left ventricle via the right subclavian artery for the 

injection of radiolabeled microspheres to measure blood flow and another one in the 

descending thoracic aorta via a femoral artery for continuous blood pressure (BP) 

recording by means of a Statham pressure transducer connected to a Gould 

multichannel recorder (TA240). A polyethylene catheter was placed in the femoral 

vein for intravenous (i.v.) administration of drugs. In order to measure intraocular 

pressure (IOP), a 27 gauge butterfly needle attached to a catheter was introduced in 

the anterior chamber of the eye through the cornea and the site of entry was sealed 

with cyanoacrylate glue. Animals were ventilated by means of a Harvard small 

animal respirator with a gas mixture of 21% 02 and 79% N2. Halothane was 

discontinued after surgery; animals were maintained on a-chloralose (bolus i.v. 

injection of 50 mg/kg followed by infusion of 10 mg/kg/h) and paralyzed with 

pancuronium (0.1 mg/kg i.v.). Body temperature was maintained at 38°C with an 

overhead lamp and the animals were allowed to recover from surgery for 2 h before 

starting the experiments. 

Experimental Protocol and Hemodynamic Measures 
RBF, ChBF and arterial blood gases were measured before, as well as 15 and 45 

min after pigs were ventilated with 100% oxygen; although values at 15 min were 

nearly the same as those at 45 min, to ascertain stability of responses values at 45 

min were used for further analysis. Twenty six animals were randomly assigned to 

receive i.v. 45 min before the first blood flow measure either saline (1.5 ml) 1 mg/kg 



bolus injection followed by a continuous infusion of 50 µ,g/kg/min of NG-nitro-L-

arginine methyl ester (L-NAME), a dose which significantly inhibits NOS 

activity,21,25  and is consistent with ID 50 and IC50 values for NOS.25,26  

RBF and ChBF were determined by the radionuclide-labeled microsphere 

technique as previously described in detail;5,6  approxirnately 106  microspheres (15 

diameter) labeled with [141ce], [95Nb] or [46Sc] were injected in a random 

sequence into the left ventricle. Immediately after the completion of the injection of 

microspheres, blood samples were withdrawn from the left subclavian artery to 

determine blood gases, oxygen content (ABL 300; Radiometer, Copenhagen, 

Denmark) and hemoglobin concentrations. After the experiment, animals were killed 

by i.v. injection of sodium pentobarbital (120 mg/kg); the location of catheters was 

verified and the eyes were removed. Radioactivity in the retina, choroid and 

reference blood samples were counted in a gamma scintillation counter (Cobra II, 

Canberra Packard, Downers Grove, IL). Blood flow (ml/min/g) was calculated as 

(cpm/g tissue x reference blood withdrawal rate) / (cpm in the reference blood). 

Oxygen delivery to the retina and choroid was calculated as RBF and ChBF x 

arterial oxygen content (µ1/min/g).27  Retinal and choroidal vascular resistances (mm 

Hg/ml/min/g) were calculated by dividing the ocular perfusion pressure (MBP minus 

intraocular pressure [I0P]) by RBF and ChBF, respectively. 

Assays of Guanosine 3,5 Cyclic Monophosphate, Hydroperoxides 

Fourty additional pigs were surgically prepared and ventilated with 21% 02 

or 100% 02 as described above. Immediately after the animais were killed, liquid N2 

was poured on each eye. The tissues were then removed and stored for less than 2 

weeks at -80° C.5,6  In an attempt to assess changes in nitric oxide release in vivo we 

measured its major second messenger cGMP, which has been shown to be a reliable 

, index of NO activity.2628  Changes in cGMP were not determined in the retina 

because in this tissue cGMP predominantly arises from phototransduction. For each 

assay, one choroid was homogenized using a tissue grinder (30,000 RPM for 30 sec; 

Omni 2000, Waterbury, CT) in a buffer (pH 7.4) containing 10 mM Tris HC1, 7.5 

mM Mg C12, 0.5 mM EGTA, 0.02% acetylsalicylic acid, 1 mM 1,4-dithiothreitol, 1 

mM benzamidine, 0.5 mM 3-isobuty1-1 -methyl-xanthine and then centrifuged for 10 



min at 1000 x g. cGMP in the supematant was measured by radioinimunoassay using 

a commercial kit (Amersham, Arlington Heights, IL); the efficiency of recovery was 
>90%. 

For the assay of hydroperoxides, the retinas and the choroids were thawed on ice 

and suspended in a cold buffer (pH 7.4) of the following composition: 5 mM Tris-

HCL, 0.67 mM acetylsalicylic acid, 0.5 mM EGTA and 45 1.1M butylated 

hydroxytoluene. Tissues were homogenized and centrifuged at 1000 x g for 10 min 
to remove undisrupted cells and nuclei. The supematant was used for the assay. 

Hydroperoxides were determined by the oxidation of 250 plg FeC12 under acidic 

conditions (H2SO4, pH = 2 to 3) in the presence of 4 mM butylated hydroxytoluene 

and 100 µM xylenol orange. Standard curves were obtained with t-butyl- 

hydroperoxide and the absorption was measured at 560 nm;6,23  the interassay 
variability was 

Nitric Oxide and cGMP Synthesis by the Choroid in vitro  
Nitric oxide production by the choroid was measured indirectly by determining 

the formation of its stable oxidation product, nitrite, using a modification of Wu's 

method;29  this method allows conversion of nitrate back to nitrite which enhances 

reliability of the latter. Intact choroids were suspended in 1000 Ill Krebs buffer of the 

following composition (mM): NaC1 120, KC1 4.5, CaC12 2.5, MgSO4 1.0, NaHCO3 

27, KH2PO4 1.0, glucose 10 in presence of L-arginine 0.2. Tissues were 

preincubated for 15 min at 37°C and oxygenated with 12% (P02 = 70-80 mm Hg) or 

95% 02 (P02 := 490-640 mm Hg); these 02 concentrations compared to those 

obtained in vivo in 21% and 100% 02 respectively. The equilibration period was 

established by measures of P02 in the buffer. Aliquots of 100 1.11 of the buffer were 

collected over a 15 min incubation to measure production of nitrite; the choroid was 

stored of -80°C for the measurement of cGMP as described above. The buffer 

samples were added to 20 t1 of NADPH and 80 t1 of a mixture containing nitrate 

reductase (80 U/1), glucose-6-phosphate dehydrogenase (160 U/1) and glucose-6-

phosphate (500 p.M). The reaction time was 45 min at 20°C. The components of 

Griess reagent (200 p.1 of 0.1% N-(1-naphthyl) ethylenediamine HC1 followed by 200 

pl of 1% sulfanilamide in 5% phosphoric acid) were then added. After the incubation 



of samples for 10 min at 20°C, the absorbance was read by spectrophotometry 

(Beckman DU-600) at 540 nm. Standard curves were obtained with sodium nitrite 

and had an interassay variability of <5%. 

Nitric Oxide Synthase Activity 

Nitric oxide synthase (NOS) activity was determined essentially as described in 

the literature." Briefly, 0.5-1.0 g porcine choroid tissue was collected from three 

newbom and rvvo juvenile pigs and homogenized in 5 ml ice-cold homogenization 

buffer (50 mM Tris-HC1, pH 7.5, 1 mM EDTA, 1 mM 1,4-dithiothreitol, 5 mM 

glucose, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 20 µg/m1 each of aprotinin, leupeptin 

and soy bean trypsin inhibitor) using a Polytron tissue grinder. The homogenate was 

centrifuged at 12,000 x g for 15 min and the protein content of the supematant was 

determined by the dye-binding method using bovine serum albumin as the standard. 

An aliquot of the supematant (100-200 µg protein) was incubated in the presence or 

absence of 1 mM Nco-nitro-l-arginine (L-NA) in 200 µ1 incubation buffer (50 mM 

HEPES, pH 7.5, 1 mM 1,4-dithiothreitol, 1 mM EDTA and 1.25 mM CaC12) 

containing 0.1 mM L-[3H] arginine (1 µCi of 91Ci/mmole specific activity), 1 mM 

NADPH, 15 j.iM 6R-tetrahydrobiopterin, 1 µM FAD and 1 µM calmodulin, for 10 

min at 37 °C. The incubations were stopped by adding 1 ml ice-cold 100 mM HEPES 

(pH 5.5) buffer containing 10 mM EGTA and 500 mg Dowex AG-50W-X8 (counter 

ion Na) cation exchange resin, and irnmediately centrifuged at 12,000 x g for 20 

min. Radioactivity in the L-PH]citrulline-containing supematant was counted. To 

determine inducible NOS (iNOS) activity, EGTA (10 mM) was added to the 

incubation buffer. Total NOS activity was calculated as the Nco-nitro-l-arginine- 

sensitive formation of L-[3H]citrulline. Constitutive NOS (cNOS) activity was 

obtained by subtracting iNOS activity from the total NOS activity. 

Choroidal Vessel Responses in vitro  

Eyes were removed from the newborn and juvenile pigs and placed in Krebs 

buffer of the following composition (mM): NaC1 120, KC1 4.5, CaC12 2.5, MgSO4 

1.0, NaHCO3 27, KH2PO4 1.0, sodium edetate 0.01, glucose 10, to which 1.5 U/ml 

heparin was added. Eyecups were prepared to study the response of the relatively 



undisturbed vasculature of the choroid as previously described in detail.21,31  Briefly 
a circular incision was made 3-4 mm posterior to the ora serrata and the anterior 

segment and vitreous body were removed. The retinal pigment epithelium was 

removed to reveal the choroidal vasculature. The eyecups were fixed with pins to a 
wax base in a 20 ml tissue bath containing Krebs buffer equilibrated with a mixture 

of 12% 02, 5% CO2, balance N2 and maintained at 37°C and pH 7.35-7.45. 

Preparations were allowed to equilibrate for 30-45 min, during which period they 

were washed with fresh buffer every 15 min. Segments of choroidal vessels 

measuring 100 - 200 jam in diameter, reported to be important in blood flow 

autoregulation,32  were randomly selected. The outer vessel diameter was recorded 

with a video camera mounted on a dissecting microscope (Zeiss M-400). The digital 

images were analyzed using the software, Sigma Scan (Jandel Scientific, Corte 

Madera, CA). Effects of equilibration of the buffer with 12% and 95% oxygen on 

vessels diameter was studied in the presence or absence of 1 mM L-NA. For 

purposes of comparison, effects of the thromboxane A2 analog U46619 and phorbol 

12-myristate 13-acetate (PMA) on choroidal vessel diameter were determined. To 

determine the concentration-dependent vasorelaxant response to the nitric oxide 

donor, sodium nitroprusside (102  - 10-5  M) and carbaprostacyclin, choroidal 
vessels were precontracted with U46619 (100 nM, —50% of maximal contraction). 

Each measurement was repeated 3 times and had a variability of < 1%. 

Chemicals 

Radionuclide microspheres were purchased from New England Nuclear, Boston, 

MA. cGMP radioimmunoassay kits and L-[3H] arginine were obtained from 

Amersham, Arlington Heights, IL. Phorbol 12-myristate 13-acetate, NG-nitro-L-

arginine methyl ester, Nco-nitro-l-arginine, were purchased from Sigma Chemical 

Co., St. Louis, MO. U-46619 and carbaprostacyclin were purchased from Cayman 

Chemicals, Ann Arbor, MI. All other solvents and chemicals were purchased from 

Fischer Scientific, Chemical Co., St. Louis, MO. 



Statistics 
Data were analyzed by two-way analysis of variance factoring for 02 

concentration, age goup and treatment, and by comparison among mean tests. 

Statistical significance was set at p < 0.05. 

4.4 Résultats 
Effects of Hyperoxia on 111:13P, Heart Rate, IOP and Blood Gases 

Hemodynamic and arterial blood gas values in newbom pigs at 21% oxygen (n=7) 

were as follows: MBP (mm Hg) 74±3, heart rate (beats/min) 206±14, IOP (mm Hg) 

11±1, blood pH 7.43±0.03, PCO2 (mm Hg) 41±1, P02 (mm Hg) 110-14 and 02 

content (volume %) 9.9±1. Ventilation with 100% 02 significantly (p < 0.05) 

increased P02 to 468±20 and 02 content to 14.4±1.1, but had no significant effect 

on other variables. L-NAME significantly increased MBP from 74±3 to 94±5 at 21% 

02 and from 80±3 to 93±5 at 100 % 02 (n=6) but did not affect other parameters 

including IOP. 

Hemodynamic and arterial blood gas variables in juvenile pigs at 21% 02 (n=7) 

were as follows: MBP 83±5, heart rate 245±21, IOP 16±3, blood pH 7.41±0.02, 

PCO2 41±2, P02 108±3 and 02 content 12.3±1.5. Ventilation with 100% oxygen 

increased P02 to 485±20 mm Hg and 02 content to 16.2±1.4 volume % (p < 0.05), 

without significantly affecting other variables. Injection of L-NAME (n=6) increased 

MBP from 83±5 to 119±14 during normoxia and from 78±4 to 126±16 under 

hyperoxia but did not affect any other parameter. 

Effects of Hyperoxia on RBF and ChBF 

Increasing inhaled 02 from 21% to 100% decreased RBF on average by 44% and 

35% in newborn and juvenile pigs, respectively (Figs 1 c,d). RBF response to 

hyperoxia was not modified by L-NAME in newbom and juvenile pigs. 

Ventilation with 100% 02 decreased ChBF on average by 35% in juvenile 

animals (Fig lb) but produced no significant effects on ChBF in newborns (Fig la). 

However L-NAME decreased ChBF in newbom and juvenile pigs bath during 

normoxia and hyperoxia. Moreover, in contrast to saline-treated newboms, L- 
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NAME-treated newborn pigs exhibited a decrease in ChBF in response to hyperoxia, 

as seen in juveniles (Figs la,b). 

Effects of Hyperoxia on Ocular Vascular Resistance and Oxygen Delivery 

Changes in retinal and choroidal vascular resistance were consistent with those 

for ocular blood flow. Hyperoxia caused an increase in retinal and choroidal vascular 

resistance in juvenile pigs but only in retinal vascular resistance in newborn animais; 

these effects of hyperoxia were not significantly altered by L-NAME (Table 1). 

Changes in 02 delivery to the retina and choroid paralleled those in blood flow. 

Hyperoxia decreased 02 delivery to the retina of both newborn and juvenile pigs and 

to the choroid only of juvenile pigs (Table 1). L-NAME did not affect 02 delivery to 

the retina. In saline-treated newborn pigs hyperoxia caused an increase in 02 

delivery to the choroid. ln contrast in newborn animais treated with L-NAME, there 

was a decrease in choroidal 02 delivery which reduced to a further extent in 

response to hyperoxia. 

Effects of in vivo Exposure to Hyperoxia on Ocular Tissue Levels of cGMP, 

Hydroperoxides 
The cGMP levels (pmol/mg protein) in the choroid of newborn pigs increased 

significantly from 3.3±0.2 in 21% 02 to 5.2±0.4 in 100% 02, and were decreased 

after treatment with L-NAME (2.1±0.2, p < 0.05). Levels of cGMP in newborns 

were also higher than those in juvenile animais where they did not increase with 

hyperoxia (1.8±0.2 in 21% 07 and 1.9±0.2 in 100% 02). 

Exposure of newborn pigs to 1 0 Oc/0 02 increased hydroperoxides (nmoUmg 

protein) in the choroid from 12.5±3.3 to 36.3±9.7 and in the retina from 24.0±3.3 to 

44.3±7.1; no changes were seen in adult tissues. L-NAME prevented hyperoxia-

induced increase in hydroperoxides in newborn tissues. 

In vitro Production of cGMP and Nitrite by the Choroid 

Attempt to examine if hyperoxia could stimulate nitric oxide production in the 

newborn was made by exposing isolated choroidal tissue to increased 02 tension. 

Equilibration of the buffer with 95% 02 resulted in a slight increase in cGMP 
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production in the choroid of newboms over values at 12% 02 (Fig 2); these changes 

were not observed in tissues of juveniles which also exhibited lower cGMP 

formation (Fig 2). L-NA reduced cGMP generation and inhibited its increase in 

choroids of newbom. 

The formation of nitrite by the choroidal tissues from the newbom increased after 

equilibration with 95% 02, and these levels were higher than the corresponding 

values in choroids of juvenile pigs (Fig 2). L-NA prevented the hyperoxia-induced 

increase in nitrite production seen in newboms. 

NOS Activity in Choroid 
Most of the NOS activity in the choroid was contributed by cNOS; iNOS 

accounted for approximately 15% of the total in the newbom choroid and was barely 

detectable in the juvenile choroid (Fig 3). Both the cNOS and iNOS activities in the 

choroid of newbom pigs were significantly higher than in the choroid of juvenile 

pigs. 

Effects of Increased Oxygen Concentration and Other Vasoactive Agents on 

Response of the Isolated Choroid Vessels 

An increase in 02 concentration of the buffer from 12% to 95% caused a 

significantly greater constriction of choroidal vessels from juvenile pigs than of 

vessels from newbom animals (Fig 4a). However, newbom tissues treated with the 

NOS blocker L-NA constricted more to 95% 02 than untreated choroidal 

vasculature. Maximal vasoconstrictor effects of U46619 was also less on newborn 

than juvenile choroids (28±4% and 54±6%, respectively), whereas that of PMA was 

comparable for these two age groups (48±9% and 50±4%, respectively). 

The relaxant effect of the nitric oxide donor, sodium nitroprusside, was more 

marked on choroidal vessels from newboms than from juveniles (Fig 4b). Likewise 

carbaprostacyclin exerted a greater relaxant effect on the choroid of the newbom 

than of the juvenile pigs; maximal effects of carbaprostacyclin in the newbom and 

the juvenile were 117±10% and 73±4%, respectively. 



4.5 Discussion 

The present study was conducted to test the postulate that hyperoxia does not 

cause adequate constriction of choroidal vessels of the newbom leading to excess 02 

delivery to the retina and that this may be due to excess production and/or effects of 

vasodilators. Our tradings indeed confirm this hypothesis. The data indicate that, in 

contrast to juvenile animals, autoregulatory response of the choroidal circulation to 

hyperoxia in the newbom is practically absent. Increased activity of NOS and greater 

vasodilator efficacy of nitric oxide in newboms seem to contribute significantly to 

their lack of hyperoxia-induced autoregulation. Since the choroid is the major source 

of 02 supply to the retina,13-15  this inability of the choroidal vasculature to limit 02 

delivery due to excess production and efficacy of nitric oxide described here in the 

newbom provides a new and additional explanation for the increased susceptibility of 

the neonate to hyperoxia-induced retinal injury. 

The decrease in RBF caused by hyperoxia in both the newbom and juvenile 

animals is consistent with tradings from several other laboratories.7-11,33  Likewise 

the decrease in ChBF we observed in juvenile pigs in response to hyperoxia is in 

accordance with the results of other workers on adult animals.34-36  These decreases 

in ocular blood flow seem to result from increases in vascular resistance (Table 1). 

These hemodynamic changes led to reductions in 02 delivery to the retina of 

newbom and juvenile pigs as well as the choroid of juvenile but not of newbom 

animals. On the contrary, hyperoxia did not cause constriction of the choroidal 

vessels of the newbom leading to increased choroidal 02 delivery. In agreement with 

our findings it has recently been shown that, in contrast to retinal vasculature, 

morphometric studies of the choroidal microvasculature of newborn dogs exposed to 

prolonged hyperoxia revealed no reductions in vessel caliber.37  Associated with this 

increase in 02 delivery in newbom pigs peroxidation was also stimulated, as 

reflected by increases in hydroperoxides in both the choroids and the retinas; the 

increase in hydroperoxides in the retina, despite a reduction in oxygen delivery from 

retinal circulation, is consistent with the fact that the choroid is by far the main 

source of 02 supply to the retina.13-15  

The most important fradinz of this study is that hyperoxia caused a decrease 

in Chl3F (Fig 1) and an increase in choroidal vasoconstriction (Fig 4a) in the juvenile 



but not in the newborn pigs; this could be due to one or several factors such as 

ontogenic differences in nitric oxide synthase activities (Figs 2 and 3), in the effects 

of hyperoxia on nitric oxide release (Fig 2) and in the sensitivity of NOS to oxygen 

(Fig 2 and Table 1). The possibility of an increased sensitivity of NOS in the 

newborn to oxygen is suggested by the data that oxygen caused a greater increase in 

vascular cGMP and nitrite production by the choroid of the newborn than of the 
juvenile (Fig 2). This inference is further supported by a relatively bigger rise in 

choroidal vascular resistance by NOS inhibitors in the newborn than in the juvenile 

pigs under both normoxic and hyperoxic conditions, despite a mater ability of the 

juvenile to vasoconstrict in response to hyperoxia (Table 1 and Fig 4). 

A contribution of nitric oxide on basal ChBF is suggested by the data that L-

NAME decreased basal ChBF in both the newborn and juvenile pigs in the presence 

of an increase in ocuiar perfusion pressure. This reduction in ChBF was greater in 

newborn (52%-58%) than in juvenile animais (22%-36%, p < 0.05) (Fig 1), 

consistent with a greater production and/or efficacy of nitric oxide in the newborn. 

The reduction in ChBF after NOS inhibition in juvenile animais we observed is 

similar to that described by others. I 7,19,20 L_NAmE (Fig 1) did not affect RBF in 
response to hyperoxia in the newborn and juvenile pigs, as previousiy 

reported.17,18,21  More importantly in the newborn, in addition to reduced basal 

choroidal circulation, blood flow and oxygen delivery to the choroid decreased 

during hyperoxia after inhibition of NOS by L-NAME. Although the NOS 

inhibition-induced hypertension might modify autoregulatory response as 

demonstrated in adult rats,49  we have shown that in the newborn animal 

hypertension per se (produced by obstructing the aortic isthmus) which results in an 

increase in ocular perfusion pressure up to 146 mm Hg induced no autoregulatory 

response of choroidal blood flow.6,21  Thus the hyperoxia-induced vasoconstriction 

of choroidal vessels in newborns after NOS inhibition suggests it is NOS inhibition 

rather than the hypertension that confers choroidal autoregulatory response, 

apparently by unmasking a vasoconstriction. Finally, aithough we mulot totally rule 

out additional effects of NOS inhibitors on systems other than nitric oxide, the doses 

used are consistent with 1D50 and IC50 values for NOS,25  '26  and the effects of L- 



NAIVW observed in juvenile pigs correspond with those reported with the same and 

other types of NOS inhibitors,17-21 which can be reversed with L-arginine.19,20 

The above inference on the role of nitric oxide drawn from in vivo studies is also 

supported by the data that the vasoconstrictor response of eyecup choroidal vessels to 

hyperoxia increased in the presence of L-NA in the newborn (Fig 4); however, 

hyperoxia still caused less constriction of the choroidal vessels of the newborn than 
of juvenile pigs. This lesser constriction of the choroidal vessels of the L-NA-treated 

newborn than of juveniles animals might in part be due to a generally decreased 

efficacy of constrictors in the newborn.50  This inference is supported by choroidal 

vasoconstrictor response to the thromboxane analog U46619; however, constriction 

elicited by non-receptor-mediated stimuli such as phorbol esters caused similar 

effects in newborn and juvenile tissues. 
Additional evidence for an important role for nitric oxide in the control of 

choroidal circulation of the newborn is provided by data on cGMP and nitrite 

production by the choroid. 1) Basal levels of cGMP, a major second messenger of 

nitric oxide,51  as well as in vitro production of cGMP and nitrite were higher in 

tissues from newborn than juvenile animals and increased during hyperoxia only in 

newbom choroids (Fig 2). A stimulant effect of 02 on NOS has been reported by 

others;52  reasons for lack of this effect in juvenile choroids are not clear, but may be 

due to decreased activation of calcium channels by 02 and in turn constitutive 

endothelial NOS activity in older subjects.39,53  2) Inhibition of NOS prevented the 

hyperoxia-induced increases in cGMP and nitrite synthesis. And 3) cNOS and iNOS 

activities were significantly higher in choroids of newbom than of juvenile pigs (Fig 

3); these findings are consistent with a greater production of nitrite in the newbom 

choroid (Fig 2) and higher levels of NOS activity reported in other newbom 

tissues. 545  5 
Finally, a greater relaxant effect of the nitric oxide donor, sodium nitroprusside, 

was also disclosed in newborn compared to juvenile tissues in the present study (Fig 

4b). Reasons for this effect are not clear, but are perhaps due to developmental 

changes in relaxation-coupled mechanisms. The greater relaxant effects of both 

sodium nitroprusside and carbaprostacyclin in the newbom might suggest an 

expression of greater responsiveness to vasodilators in newborn than in juveniles 
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since these two agents act mainly via cGMP and cAlVIP, respectively; similar 

ontogenic differences in vasorelaxant response to other agents have been 

observed.56'57  Increased formation of cGMP by nitric oxide in newborn tissues is 

unlikely, as suggested from the relatively smaller production of cGMP compared to 

nitrite in response to 95% 02 (F'ig 2); similar absence of ontogenic changes in 

guanylate cyclase activity has been reported in other tissues.58  On the other hand, an 
increase efficacy of sodium nitroprusside on the outward rectifier potassium channel 

of vasculature of the newborn anima159  may explain the greater sodium 
nitroprusside-induced vasorelaxation we observed. Overall, our data disclose an 

important role for nitric oxide in the choroidal circulation autoregulatory response to 

hyperoxia in the newborn and indicate that an inhibition of NOS unveils a 

vasoconstrictor response to hyperoxia in the choroid of newborn pigs. It is of interest 

that a more important role of the nitric oxide-cGMP system in the regulation of tone 

of other vascular beds in the newborn compared to that of adults has also recently 

been reported.6° 

In conclusion, the present tradings altogether reveal that increased nitric oxide 

production and vasodilator effects in newborns prevent a decrease in ChBF during 

acute episodes of hyperoxia; since the choroid is the major source of oxygen to the 

retina, this allows hyperoxygenation of the retina and favors peroxidation. Given the 

underdeveloped antioxidant systems in the newborn46-48  this inability to limit 02 

delivery could contribute to the high susceptibility of the immature neonate to 

hyperoxia-induced retinopathy. However, although excess nitric oxide actions may 

lead to deleterious effects a sufficient amount of this agent may be required to avoid 

irreversible retinal vasoconstriction and vasoobliteration.61 
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4.6 Tables et figures 

Table 1.  Retinal and choroidal vascular resistance and oxygen delivery during normoxia 

(21% 02) and hyperoxia (100% 02) in newbom and juvenile pigs treated with saline or 

NG-Nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) 

Animal Treatment Fi02 

(%) 

Retina Choroid Retina Choroid 

Vascular resistance 

(mm Hg/ml/min/g) 

Oxygen delivery 

(Ill/min/g) 

Newbom 

Saline 21 180i=33 2.6 ± 0.4 37 ± 4 2970 ± 570 

100 380 ± 59 * 2.3 ± 0.3 30 ± 3 * 4299 ±310 * 

L-NAME 21 220±19 7±1 t 48±3 177O±244 t 

100 360±11* 10±2* 35±4* 1310±150* 

Juvenile 

Saline 21 155 ± 17 2.3 ± 0.2 95 ± 32 3370 ± 450 

100 227 ± 26 * 3.5 ± 0.4 * 68 ± 27 * 2370 ±413 * 

L-NAME 21 163 ± 5 4 ± 1 93 ± 13 3997 ± 47 

100 303 ± 59* 10±1*  60 ± 14* 2310±158* 

Values are mean ± SEM; n = 6-8 for each treatment group. L-NAME was 

administered of lmg,/kg i.v. followed by 50 i.ig/kg/min i.v. p< 0.05 compared to 

corresponding value in Fi02 21%; t p< 0.05 compared to corresponding value in 

saline-treated animais. 
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Figure 1. Retinal and choroidal blood flow as a function of Fi02 (%) in newbom 

and juvenile pigs. Newbom pigs (a and c) were treated i.v. with saline (A, 1.5 ml, 

n=7) or NG-nitro-L-arginine methyl ester (0, L-NAME, 1 mg/kg followed by 50 

1.1g/kg/min, n=6). Juvenile pigs (b and d) were treated i.v. with saline (A, n=7) or L-

NAME (0, 1 mg/kg followed by 50 itg/IcWmin, n=6). All agents were administered 

45 min before the first blood flow measurement. Animais were ventilated with 21% 

or 100% 02 for 45 min. Values are mean ± SEM. * p < 0.05 compared to 

corresponding value at 21% 02. t p < 0.05 compared to corresponding value in 

saline-treated animais. 
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Figure 2. Production of cGMP and nitrite in vitro by choroids of newborn and 

juvenile pigs. Choroids were placed in Krebs buffer and equilibrated with 12% 02 or 

95% 02. Values are mean = SEM of 5 experiments in each group. Error bars unseen 

are within the symbols.* p < 0.05 compared to corresponding value at 12% 02. 
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Figure 3. Constitutive (cNOS) and inducible (iNOS) nitric oxide synthase (NOS) 

activities in the choroid from newbom and juvenile pigs. Total NOS activity was 

measured as the Neo-nitro-L-arginine-sensitive production of L-[31-1]citrulline from 

L431-1]arginine. To deterrnine inducible NOS (iNOS) activity, EGTA (10 mM) was 

added to the incubation buffer. Constitutive NOS (cNOS) activity was obtained by 

subtracting iNOS activity from the total NOS activity. Values are mean ± SEM; n=4 

for each value. * p <0.05 compared to corresponding values for juveniles. t p < 0.01 

compared to corresponding values for cNOS. 
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Figure 4. Responses of choroidal vessels from newborn and juvenile pigs to 95% 02 

(a) and to sodium nitroprusside (b). Isolated eyecup preparations were set up in Krebs 

buffer and diameters of exposed choroidal vessels were measured using video digital 

image analysis technique; response was calculated as the percent change in vessel 

diameter from baseline. In (a) we present the percent decrease in vessel diameter 

upon increasing 02 concentration in the bath from 12% to 95% for tissues pre-treated 

(30 min) or not (control) with 1 mM No-nitro-L-arginine (L-NA). In (b) vessels were 

precontracted with the thromboxane A2 analog U46619 (0.1 1.1M, —50% maximal 

contraction) and the response is the percent reversal of this constriction. Values are 

means ± SEM, each of 4-6 experiments. * p < 0.05 compared to corresponding value 

for juveniles. t p < 0.05 compared to corresponding control value. 
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5.1 Abrégé 

The role of nitric oxide (NO) as well as its interaction with prostaglandins in 

setting the limits of autoregulation of retinal blood flow (RBF) and choroidal blood flow 

(ChBF) were studied in newbom pigs (1-5 days old). Blood flows were measured by the 

microsphere technique. Low and high ocular perfusion pressure (OPP) were induced by 

inflating balloon-tipped catheters placed at the aortic root and isthmus, respectively. 

Animals were treated with the NO synthase inhibitors, NG-nitro-L-arginine methyl ester 

(L-NAME, 1 mg/kg followed by 50 itg/kg/min; n=12) or N°-monomethyl-L-arginine 

(L-NMMA, same dose as L-NAME; n=3), or with saline (n=12). In separate animals 

(n=42), guanosine 3',5'-cyclic monophosphate (cGMP), the second messenger for NO, 

and prostaglandins were measured at an average OPP of 90 mm Hg and 125 ± 6 min Hg; 

cGMP levels served as an index of NO release. The effect of the NO donor sodium 

nitroprusside on choroidal vessel diameter was determined using video imaging of 

isolated eyecup preparations. In control animals RBF was constant only within a range 

of 30 to 80 mm Hg OPP (r = 0.03, p > 0.9). There was no autoregulation of ChBF which 

increased as a function of OPP = 0.58 - 0.72, p < 0.01). L-NAME and L-NMMA 

prevented a change in RBF and ChBF from 30 to 146 mm Hg (the highest OPP studied; 

[r < 0.3, p > 0.15]) and caused an increase in retinal as well as choroidal vascular 

resistance as OPP was raised; these agents did not affect ocular blood flow at OPP < 30 

mm Hg; Elevated OPP caused increases in cGMP, 6-keto-PGF a  and PGE2 in the 
choroid (a vascular tissue), which were prevented by L-NAME and L-NMMA. Sodium 

nitroprusside caused a dilatation of choroidal vessels in isolated eyecup preparations, 

which was significantly attenuated by indomethacin. Data suggest a role for NO in the 

autoregulation of RBF and ChBF in the newborn such that a release of NO during a rise 

in OPP prevents adequate constriction necessary for maintaining RBF and ChBF 

constant; data also suggest that the vasodilator effect of NO might in part be mediated 

through a release of prostaglandins. 
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Abbreviations: 	NO, Nitric Oxide 

RBF, Retinal Blood Flow 

ChBF, Choroidal Blood Flow 

cGMP, Guanosine 3',5'-Cyclic Monophosphate 

PGE2, Prostaglandin E2 

PG12, Prostaglandin 12 

6-keto PGF 1 a,  6-Keto-Prostaglandin F i a  

L-NAME, NG-Nitro-L-Arginine Methyl Ester 

L-NMMA, NG-Monomethyl-L-Arginine 

RVR, Retinal Vascular Resistance 

ChVR, Choroidal Vascular Resistance 

OPP, Ocular Perfusion Pressure 

BP, Blood Pressure 

10P, Intraocular Pressure 

Key Words: Blood flow autoregulation, nitric oxide, prostaglandins, retina, choroid 
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5.2 Introduction 

Retinal (RBF) and choroidal blood flow (ChBF) are maintained constant over a 

wider range of perfusion pressure in the adult than in the newbom (1, 2, 3). 

Consequently, a mild rise in perfusion pressure above the reduced upper limit of blood 

flow autoregulation in the newbom leads to a marked increase in blood flow and oxygen 

delivery to the retina (3, 4), which has been speculated of predisposing to retinopathy of 

prematurity (4,5). However, the mechanisms that govem the limits of perfusion pressure 

over which RBF and ChBF are autoregulated, especially in the newbom, remain largely 

unknown. 

We have previously suggested that cyclooxygenase products, which include 

prostaglandins and free radicals, exert a significant role in the autoregulation of ocular 

blood flow (3, 4). It has been proposed that nitric oxide (NO), which is also a reactive 

oxygen species, is likewise released from the vasculature during an increase in perfusion 

pressure (6) and has been implicated in the autoregulation of coronary blood flow in 

isolated heart preparations (7). Recent evidence suggests that NO can stimulate 

cyclooxygenase (8, 9). Although prostanoids and free radicals exert significant 

vasomotor properties (4, 10, 11), the effects of NO have largely been attributed to 

increases in guanosine 3',5'-cyclic monophosphate (cGMP) (12, 13). The role of NO as 

well as its interaction with prostaglandins in setting the perfusion pressure limits of RBF 

and ChBF autoregulation, particularly of the newbom, have not been investigated. In the 

present study, we investigated the role of NO in contributing to the narrow range of RBF 

and ChBF autoregulation in newbom animais and assessed the possible existence of 

interactions between NO and prostaglandins. For this purpose, we determined the effects 

of the NO synthase inhibitors, NG-monomethyl-L-arginine (L-NMMA) and 

NG-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), on RBF, ChBF, and ocular prostaglandin 

and cGMP levels as a function of perfusion pressure, as well as ascertained the 

contribution of prostaglandins in the vasomotor effects of NO in isolated eye cup 

preparations. 
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5.3 Matériels et méthodes 

Surgical Preparation 

Newborn pigs (1-5 days old) weighing 1.2-2.2 Kg were used in this study 

according to a protocol approved by the Animal Care Committee of the Research Center 

of Ste-Justine Hospital. RBF and ChBF were studied in 27 animais as previously 

described (4, 14). Briefly, animais were anesthetized with 1.5% halothane for 

tracheotomy and catheterization of various blood vessels. The left subclavian artery was 

catheterized with a polyethylene catheter for the withdrawal of blood samples including 

reference samples. A similar catheter was placed into the left ventricle via the right 

subclavian artery for the injection of radiolabeled microspheres and another one in the 

descending thoracic aorta via a femoral artery for continuous blood pressure (BP) 

recording by means of a Statham pressure transducer connected to a Gould multichannel 

recorder (TA240). A silicone coated balloon-tipped catheter (Berman Angiocath) was 

positioned in the distal thoracic descending aorta via a femoral artery; inflation of this 

balloon produces hypertension in the aortic arch. A second balloon-tipped catheter was 

placed at the root of the aorta via the right common carotid artery, and its inflation 

produces hypotension in the aortic arch. A polyethylene catheter was placed in the 

femoral vein for intravenous (i.v.) administration of drugs. In order to measure 

intraocular pressure (IOP), a 27 gauge butterfly needle attached to a catheter was 

introduced in the anterior chamber of the eye through the comea and the site of entry was 

sealed with cyanoacrylate glue. Animais were ventilated by means of a Harvard small 

animal respirator with a gas mixture of 21% 02 and 79% N2. Halothane was 

discontinued after surgery; animals were maintained on a-chloralose (bolus i.v. injection 

of 50 mg/kg followed by infusion of 10 mg/kg/hr) and paralyzed with pancuronium (0.1 

mg/kg iv). Body temperature was maintained at 38°C with an overhead radiant lamp and 

the animais were allowed to recover from the stnery for 2 h before starting the 

experiments. 
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Experimental protocols  

Animais were assigned to receive i.v. either saline (1.5 ml; n=7) or L-NAME (1 

mg/kg followed by 50 itg/kg/min; n=9). Protocols used to study the response of RBF and 

ChBF to changes in perfusion pressure were similar to those we have previously 

reported (3, 4). Basal RBF and ChBF were recorded 45 min after the injections and ten 

min later one of the tvvo balloon-tipped catheters was inflated to produce hypotension or 

hypertension. Once a steady state BP was achieved (within 30 to 40 sec of balloon 

inflation), RBF and ChBF were determined again; autoregulation of blood flow is known 

to be of rapid onset and establishes within 10 sec (15). The balloons were deflated after 

the blood flow measurements and animais were allowed to recover for 40 min. At the 

end of this recovery period a second baseline RBF and ChBF was recorded and 10 min 

later, final measurement of RBF and ChBF were made after inflating the other 

balloon-tipped catheter. Hence each animal was subjected to one hypotensive and one 

hypertensive episode performed in a random order; for each treatment group of animals 

BP was scaled at intervals of 5 ± 1.8 mm Hg to cover a range of 5 to 146 mm Hg. 

Measurements of retinal and choroidal blood flow  

RBF and ChBF were determined using the radionuclide-labeled microsphere 

technique as previously described (3, 4). In brief, approximately 106  microspheres (15 ji 

m diameter) labeled with 141ce,  95N-b,  46sc and 113sn (New England Nuclear, Boston, 

MA) were injected in a random sequence into the left ventricle. Withdrawal of reference 

blood samples from the left subclavian artery catheter was started 10 sec before the 

injection of each type of radionuclide-labeled microspheres and was continued for 70 sec 

at a rate of 2 ml/min using a Harvard infusion-withdrawal pump. The number of 

microspheres exceeded 1000 in each reference sample and 400 in each retina and 

choroid. Immediately after each injection of microspheres, blood samples were 

withdrawn from the left subclavian artery to determine blood gases, 02 content (ABL 

300; Radiometer, Copenhagen, Denmark), and hemoglobin concentrations. After the 
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experiment, animais were killed with pentobarbital (120 mg/kg iv), the location of 

catheters was verified and the eyes were removed. 

The eyes were weighed, the anterior structures of the eye and the vitreous were 

gently removed, and the retina and choroid were separated. Radioactivity in the retina, 

choroid and reference blood samples were counted in a gamma scintillation counter 

(Cobra II, Canberra Packard, CA). The percent interference between radionuclides was 

subtracted. Because there was no disproportionate distribution of microspheres to the 

two eyes, the radioactivity in the retina and choroid from both eyes were combined to 

determine blood flow to these organs (3, 4). Blood flow (ml/min/g) was calculated as 

[cprn/g of tissue x reference blood withdrawal ratel / [cpm in the reference blood]. 

Oxygen delivery to the retina and choroid was calculated as RBF and ChBF x arterial 02 

content (ml/min/g). Retinal and choroidal vascular resistances (mm Hg,/ml/min/g) were 

calculated by dividing the ocular perfusion pressure (OPP; mean BP minus intraocular 

pressure [1013]) by RBF and ChBF, respectively. 

Measurements of guanosine 31 ,51-cyclic monophosphate (cGMP) and prostaglandins  

Forty-two additional pigs were prepared as described above to determine the 

changes in prostaglandins and cGMP, a second messenger for NO (12, 13), and to assess 

the contribution of NO in prostaglandin synthesis in the ocular vasculature. For this 

purpose we measured PGE2, 6-keto-PGF (stable metabolite of PGI2) and cGMP 

levels in a purely vascular ocular tissue, the choroid, in animais treated with saline or NO 

synthase inhibitors, L-NAME or L-NMMA. Animais were killed either at an average 

OPP of 90 mm Hg or immediately after increasing OPP to 125 ± 6 min Hg (for 2 min, as 

per blood flow studies), a level greater than the upper OPP limit of autoregulation of 

RBF and ChBF of newborn pigs (4); this enabled comparable increases in OPP in all 

treatment groups. Two different NO synthase inhibitors (L-NAME and L-NMMA) were 

used to ensure that effects of these agents were due to inhibition of NO synthase since 

arginine alkyl esters like L-NAME have been recently suggested to possess atropine-like 

properties (16). Immediately after the animais were killed, liquid N2 was poured on 

each eye; eyes were then removed and stored at -80°C until assays were performed 

within 1 month of storage. On the day of the assay, choroids were thawed on ice and 
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suspended in a cold buffer (pH 7.4) containing 5 mM Tris-HC1, 0.67 mM acetylsalicylic 

acid and 0.5 mM EGTA. The tissue was homogenized and centrifuged at 1,000 x g for 

10 min; the protein in the pellet was measured by the dye-binding method (17). The 

supernatant was used to assay cGMP by radioimmunoassay, and to extract and measure 

PGE2 and 6-keto-PGF i Œ by radioimmunoassay as well (4, 10, 18); recovery efficiency 

was > 90%. 

Effects of sodium nitroprusside on choroidal vasculature in vitro  

Another group of piglets were killed with pentobarbital, eyes removed and 

eyecup preparations set up to study the response of the relatively undisturbed choroid 

vessels as previously described for the retinal vessels (10, 19). Briefly, a circular 

incision was made 3-4 mm posterior to the ora serrata and the anterior structures, 

vitreous body and retina were removed. The remaining eyecup containing the choroid 

attached to the sclera was fixed with pins to a wax base in a 20 ml tissue bath containing 

Krebs buffer of the following composition (mM): NaC1 120, KC1 4.5, CaC12 2.5, 

MgSO4. 1.0, NaHCO3 27, KH2PO4 1.0, sodium edetate 0.01, glucose 10, to which 1.5 

U/ml heparin was added; the buffer was equilibrated with 20% 02, 5% CO2 and 75% 

N2 and maintained at 37°C and pH 7.35 - 7.45. Segments of choroidal vessels measuring 

80 - 120 gm in diameter were randomly selected; vessels of this size have been shown to 

be particularly important in the control of autoregulation of blood flow (20). 

Experimental conditions appropriate for retinal vessels (10, 19) were found suitable for a 

study of choroidal vessel responses. In order to determine concentration-vasorelaxant 

response curves to the NO donor, sodium nitroprusside (102  - 10-5  M), choroidal 

vessels were precontracted with 0.1 pM U46619 (TXA2 analog). The outer vessel 

diameter was recorded prior to and after topical application of the drug with a video 

camera mounted on a dissecting microscope (Zeiss M-400). In order to determine any 

contribution of prostaglandins in the vasorelaxant responses to NO, a number of 

choroidal vessel preparations were pretreated with indomethacin (1 ptM) for 30 min; 

vessels were then contracted with U46619 and responses to sodium nitroprusside 

determined as described above. The digital images were analyzed using the software, 
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Sigma Scan (Jandel Scientific, Corte Madera, CA). Each measurement was repeated 3 

times and had a variability of < 1%. The responses were expressed as a percent reversal 

of the U46619-induced constriction. 

Chemicals  
NG-monomethyl-L-arginine, NG-nitro-L-arginine methyl ester, sodium 

nitroprusside and indomethacin were purchased from Sigma Chemical Co., St. Louis, 

MO; drugs were freshly prepared in normal saline. Radionuclide microspheres were 

purchased from New England Nuclear, Boston, MA. Radioirnrnunoassay kits for PGE2 

and 6-keto-PGF a  were obtained from Advanced Magnetics (Boston, MA) and those 

for cGMP from Arnersham (Oakville, Ont). All other chemicals were purchased from 

Fisher, Montreal, Quebec, 

Statistical Analysis  

Data were analyzed by paired Students t test, analysis of variance for repeated 

measures and comparison among means tests, and by linear and nonlinear correlation 

and regression analysis, as previously described in detail (3, 4, 14). For linear and 

nonlinear correlation, the Pearson's product moment coefficient (r) and the Kendall's 

coefficient of rani( correlation (t) were respectively calculated. The best fit line for the 

relationship between blood flow and perfusion pressure was determined by using the 

method of least squares of a polynomial regression analysis and by calculating the 

coefficient of determination (R2) as we previously reported for other studies on 

autoregulation of blood flow (3, 4, 14). We tested stepwise the significance for each 

increase in order of the polynomial function to examine whether the line fit was 

improved. The best-fit line was established as that having the last sequentially entered 

polynomial order to produce a significant improvement in the coefficient of 

determination. In addition, the relationship of blood flow to perfusion pressure was 

examined by the method of LOWESS smoothing, and based on these curves separate 

linear regressions were performed using the random effects model for longitudinal data, 

as previously used in studies on autoregulation of blood flow (4, 21); these analyses 
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confirmed those determined by polynomial regression analysis. Linear regressions were 

compared by regression equality test using the method of least squares (22). Statistical 

significance was set at p < 0.05. 

5.4 Résultats 

Stability of Preparations  
Arterial pH, P02, PCO2 and IOP remained stable throughout the course of an 

experiment (Table 1); RBF and ChBF also did not differ between the first and second 

baselines. L-NAME caused an increase in basal BP and consequently OPP, and a 

decrease in ChBF at baseline. 

Effects of L-NAME on RBF and ChBF autoregulation  

RBF and ChBF plotted as a function of OPP are shown in Fig. 1. In 

saline-treated animals RBF and ChBF correlated nonlinearly with OPP = 0.58 and 

0.72, respectively, p < 0.01). RBF was constant between 30 and 80 mm Hg of OPP (r = 

0.03, p> 0.9, based on polynomial and LOWESS curves), and varied with OPP above 

and below this range (respectively, r = 0.97, p < 0.01; and 0.67, p < 0.05; Fig.1). ChBF 

increased as a function of OPP over the entire range of OPP studied = 0.6, p < 0.01). 

Treatment with L-NAME significantly extended the upper limit of autoregulation 

of RBF from 80 to 146 rnmHg (the maximum OPP studied) and allowed ChBF to be 

maintained constant between 30 and 146 mm Hg (r < 0.3, p > 0.15); L-NAME did not 

affect RBF and ChBF when OPP was reduced below 30 mm Hg. Moreover, when OPP 

was raised to its highest levels (> 100 mm Hg) RBF and ChBF increased by 38-44% 

after saline treatment and only by 5-9% after L-NAME (saline versus L-NAME-treated, 

p < 0.01). Above an OPP of 80 mm Hg retinal and choroidal vascular resistance was 

unrelated to OPP in saline-treated animals (r < 0.02, p > 0.85) whereas it increased 

linearly with OPP in L-NAME-treated pigs (respectively, r = 0.84 and 0.92, p < 0.001). 
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Changes in oxygen delivery to the retina and choroid paralleled those in blood 

flow. Oxygen delivery to the eye remained constant between 30 and 146 mm Hg OPP 

after L-NAME (r < 0.1, p > 0.9) but increased as a function of OPP in saline-treated 

animais (T = 0.51-0.62, p < 0.01). 

To ascertain our fmdings regarding the effects of L-NAME on the upper limit of 

RBF and ChBF autoregulation, separate groups of piglets received either L-NAME (1 

mg/kg followed by 50 µg/kg/min; n=3), L-NMMA (dose as L-NAME; n=3) or saline 

(n=5), and RBF and ChBF were studied at OPP k 90 mm Hg. For this purpose each 

animal was subjected to stepwise acute increases in OPP for 2 min periods from baseline 

to approxùnately 90, 105 and 125 mm Hg; OPP varied by 5 ± 2 mm Hg for each of these 

preset values. In the saline-treated animals RBF and ChBF increased linearly with OPP 

(r = 0.59 - 0.88, p < 0.01) (Fig. 2). Basal ChBF (ml/min/g) after L-NAME was lower 

(12.6 ± 1.1) than that after L-NMMA (29.1 ± 2.3, p < 0.01). L-NAME and L-NMMA 

prevented the change in RBF and ChBF as a function of OPP (L-NAME: r = 0.11 - 0.2, 

p > 0.5; L-NMMA: r = 0.26 - 0.39, p ?._ 0.1); regressions for saline-treated animais 

differed significantly from those treated with L-NAME and L-NMMA (p < 0.05, by 

regression equality test). Furthermore, when OPP was increased from 90 mm Hg to 125 

mm Hg, the percent changes in RBF and ChBF were significantly greater in 

saline-treated pigs than in those treated with L-NAME or L-NMMA (p < 0.01; Table 2); 

consequently, the changes in retinal and choroidal vascular resistance were higher after 

L-NAME and L-NMMA than after saline (p < 0.01). 

Effects of NO synthase inhibitors on choroidal cGMP and prostaglandin levels  

A rise in OPP was associated with an increase in the levels of cGMP, 

6-keto-PGF 1 a  and PGE2 in the choroid of saline-treated pigs; this was prevented by 

L-NAME and L-NMMA (Table 3). 

Effects of sodium nitroprusside on choroidal vessel diameters 

Sodium nitroprusside produced a concentration-dependent relaxation of 

choroidal vessels precontracted with the TXA2 analog U46619 (Fig. 3). Pretreatment of 
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choroidal vessels with indomethacin attenuated the vasorelaxant response to sodium 

nitroprusside by approximately 40%; indomethacin by itself did not affect choroidal 

vascular diameter. 

5.5 Discussion 

In die newborn, there is no autoregulation of ChBF and the upper limit of RBF 

autoregulation is reduced (3, 4). Since autoregulation of ChBF does exist in the adult 

(2), its absence in the newborn could be expected to be of important pathophysiologic 

significance. However, the mechanisms of autoregulation of blood flow to the eye are 

not fully understood. Prostaglandins have been shown to play a role in cerebral and 

ocular blood flow autoregulation in the newborn (3, 4, 14, 23). The potent vasodilator 

NO has also been implicated in coronary blood flow autoregulation in vitro  (7). 

Moreover NO has also been found to stimulate cyclooxygenase activity (8, 9). It is thus 

possible that prostaglandins and nitric oxide interact with each other in the control of 

autoregulation of circulation. We therefore studied the role of NO and its interactions 

with prostaglandins in setting the limits of RBF and ChBF autoregulation in the 

newborn. 

We have previously demonstrated the suitability of the protocol used in the 

present experiments for a study of blood flow autoregulation (3, 4, 14, 23). The 

autoregulatory ranges of RBF and ChBF observed in the control anirnals of this study are 

virtually identical to those previously reported (3, 4). In addition to studying 

autoregulation of blood flow as v.re have formerly desciibed (3, 4, 14, 23), different 

animals were subjected to similar graduai increases in perfusion pressure. First the 

regression lines for ocular blood flow as a function of OPP 	90 mm Hg in the 

saline-treated pigs did not differ in the two experimental protocols (p ?. 0.25). Second, 

NO synthase inhibitors maintained blood flow constant over the full range of OPP 

studied in both types of experiments. Thus the results obtained have been substantiated. 



135 

Data of this study indicate an ùivolvement of NO in the autoregulation of RBF 

and ChBF in newbom pigs. This is suggested by two main observations. First, cGMP, a 

second messenger for NO (12, 13), increased in the choroid (a vascular tissue) in 

response to increased perfusion pressure, and this effect was prevented by the NO 

synthase inhibitors, L-NAME and L-NMMA (Table 3). Second, and more importantly, 

an inhibition of NO synthase by both L-NAME and L-NMMA maintained RBF and 

ChBF constant over a range of OPP wider than in control animals (Figs. 1 and 2) and 

increased the vascular resistance during high OPP (Table 2). Assuming that an increase 

in cGMP is indicative of an increase in NO, it would appear that NO is released during a 

rise in perfusion pressure, as previously reported (6), and NO directly or, in part through 

prostaglandins, contributes to setting the upper limit of autoregulation of RBF and ChBF 

in the newborn animal. Thus, results of this study indicate that NO is involved in the 

upper limit of autoregulation of ocular blood flow. 

NO does not seem to contribute to the RBF and ChBF response at the lower 

limit of perfusion pressure (Fig. 1); this is in conformity with data of other workers (7, 

24, 25). A reduction in oxygen delivery to tissues during hypotension may decrease the 

02-dependent NO synthesis so that NO synthase inhibitors may not cause further 

inhibition. NO also does not appear to contribute to basal RBF as opposed to ChBF 

(Tables 1 and 3), as previously reported (26). Several authors have suggested that the 

role of NO in the control of basal blood flow differs among tissues; for instance, NO 

seems to be important in resting circulation to certain areas of the brain (27) and in the 

kidneys (28) but not in the heart (29), which may partly explain the heterogeneity in 

endothelium-dependent responses of different blood vessels (30, 33). 

Certain observations made in this study also suggest that NO might activate 

cyclooxygenase and its hemodynamic effects might in part be contributed by 

prostaglandins. For example, an inhibition of NO synthase prevented the 

hypertension-ùiduced increase in both cGMP and prostaglandins (Table 3). Furthermore, 

the sodium nitroprusside-induced vasodilation was significantly attenuated following an 

inhibition of prostaglandin synthesis by indomethacin (Fig. 3). On the other hand, 

because cyclooxygenase activity is 02-dependent a decrease in prostaglandin levels 

following NO synthase inhibitors could have been indirectly caused by the decrease in 
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tissue oxygen delivery induced by these drugs; this is however unlikely since 

prostaglandin concentrations at basal OPP were not altered by L-NAME and L-NMMA. 

The present study does not identify the relative contribution of NO and 

prostaglandins in the control of autoregulation of RBF and ChBF. It may appear that 

prostaglandins exert a more significant role in this physiological process since inhibition 

of cyclooxygenase enhances autoregulation in the newborn (3, 4, 23) in a manner 

comparable to that caused by the blockers of NO synthesis (Figs. 1 and 2). However, an 

important role for NO cannot be excluded especially since the vasodilatory effects of 

PGE2 and PGD2 are in part produced by NO (35, 36). It is very likely that both NO and 

prostaglandins contribute together as well as independently in setting the narrow range 

of autoregulation of RBF and ChBF of the newborn. 

In summary, this study reveals a role for NO in the autoregulation of RBF and 

ChBF. When OPP is acutely increased NO and prostaglandins are released; by possibly 

interacting with dilator prostaglandins NO contributes to the narrow or absent range of 

autoregulation of RBF and ChBF in the newborn. The reduced upper limit of RBF 

autoregulation and an absence of ChBF autoregulation in the newborn (3, 4) suggest a 

decreased vasoconstriction (or excess vasodilation) (3, 4). Both NO as well as PGE2 and 

PGI2 indeed cause more vasodilation in ocular tissues of newboms than in those of 

adults (19, 34); consequently, an inhibition of their synthesis can establish effective 

autoregulation of RBF and ChBF in the newborn (Figs. 1 and 2 and refs. 3,4). However 

an effective autoregulation of blood flow during increased perfusion pressure must 

require an active vasoconstriction and not simply an elimination of vasodilation (37). 

Thus, it is apparent from the data of the present and other (3, 4) studies that in the 

newborn, NO and prostaglandins prevent or mask the vasoconstriction essential for 

maintaining blood flow constant during increases in perfusion pressure (38). 
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5.6 Tableaux et figures. 

Table 1. Arterial blood pH and gases, mean blood pressure (MBP), intraocular 

pressure (IOP), ocular perfusion pressure (OPP), retinal blood flow (RBF) and 

choroidal blood flow (ChBF) at baseline, and &ring hypotension and hypertension in 

newborn pigs treated with saline or NG-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME). 

First Baseline Second Baseline Hypotension 

(OPP <:30 mm Hg) 

Hypertension 

(OPP > 80 mm Hg) 

Saline 

pH 7.43 ± 0.02 7.41 ± 0.03 7.45 ± 0.04 7.42 ± 0.02 

P02 16.6 ± 0.5 16.1 ± 1.0 15.7 ±1.8 16.1 ± 0.8 

PCO2 4.7 ± 0.1 4.9 ± 0.3 4.4 ± 0.4 4.7 ± 0.1 

MBP 70 ± 6 76 ± 6 NP NP 

IOP 13 ± 2 14±2 12±3 16 + 1 

OPP 58 ± 6 62 ± 6 NP NP 

RBF 0.35 ± 0.02 0.33 ± 0.02 NP NP 

ChBF 31.86 ± 2.51 32.91 ± 1.59 NP NP 

L-NAME 

pH 7.38 ± .01 7.35 ± .06 7.35 ± .04 7.36 ± .03 

P02 13.5 ± 0.9 14.2 ± 1.8 13 ±1.7 14.2 ± 2.1 

PCO2 6.0 ± 0.4 5.9 ± 0.5 5.6 ± 0.8 5.5 ± 0.1 

MBP 132 ± 6 * 126 ± 3 * NP NP 

IOP 10 ± 1 13±1 13±1 13 ± 3 

OPP 122 ± 5 * 113 ± 4 * NP NP 

RBF 0.37 ± 0.07 0.42 ± 0.10 NP NP 

ChBF 9.42± 0.86 * 9.38 ± 1.05 * NP NP 

Values are mean ± SEM; RBF and ChBF are expressed in mi/min/g, P02 and PCO2 are 

expressed in l(Pa and all other values in mm Hg except for pH; n=7 and 9 respectively in saline 

and L-NAME-treated animais. Hypotension and hypertension are defmed as the upper and 

lower OPP limits of RBF autoregulation in saline-treated animais. NP denotes not presented; 

see Fig. I. * p< 0.05 compared to corresponding value in saline-treated animals. 



Table 2. Percent change in retinal and choroidal blood flow and vascular 

resistance when ocular perfusion pressure is increased from an average of 90 

to 125 mm Hg in newborn pigs treated with saline, NG-nitro-L-arginine 

methyl ester (L-NAME) or NG-monomethyl-L-arginine (L-NMMA). 

SALINE L-NA1VLE L-NMISIA 

(% change) 

RBF 52 ± 2 8 +1 * 1 ± 1 * 

ChBF 62 ± 5 10±2* 10±2* 

RVR 6 ± 16 28 ± 9 16±7 

ChVR -16 ± 9 19 ± 3 * 43±3* 

Values are the mean ± SEM; n = 5, 3 and 3 for saline, L-NAME and L-NIVIMA 

treated pigs, respectively. RBF: retinal blood flow, ChBF: choroidal blood flow, 

RVR: retinal vascular resistance, ChVR: choroidal vascular resistance. 

* p < 0.01 compared to corresponding value for saline-treated animals. 
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Table 3. Levels of cGMP, 6-keto-PGF 1 cc  and PGE2 in the choroid when ocular 

perfusion pressure is increased from an average of 90 (basal) to 125 mm Hg (high) in 

newbom pigs treated with saline, NG-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) or NG-

monomethyl-L-arginine (L-NMIV1A). 

SALINE L-NAME L-NMMA 

cGMP Basal OPP 7.6 ± 0.3 5.7 ± 0.8 t 4.4 ± 0.8 t 

High OPP 11.4 ± 1.4 * 6.5 ± 0.3 t 3.8 ± 0.5 t 

6-keto-PGFia  Basal OPP 384 ± 44 283 ± 10 345 ± 26 

High OPP 629 ± 93 * 294 ± 27 395 ± 60 

PGE2 Basal OPP 798 ± 47 835 ± 134 922 ± 27 

High OPP 1338 ± 217 * 756 ± 86 800 ± 45 

Each value is mean ± SEM of 7 experirnents. 

cGMP, 6-keto-PGFia  and PGE2 are expressed in pmol/g protein. 

* p<0.05 compared to corresponding value at basal ocular perfusion pressure (OPP). 

t p<0.05 compared to corresponding cGMP level in saline treated group. 
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Figure 1. Retinal and choroidal blood flow autoregulation as a finiction of ocular 

perfusion pressure in newborn pigs treated with NG-nitro-L-arginine methyl ester 

(L-NAME) (1 mg/kg followed by 50 tg/kg/min; n=9) or saline (n=7). Each animal was 

subjected to one hypotensive and one hypertensive episode to cover for each treatment 

group a range of ocular perfusion pressure from 5 to 146 mmHg. In saline-treated 

animals the best fit regression line was a third-order polynomial for RBF (R2  = 0.89, p < 

0.001) and a second-order polynomial for ChBF (R2  = 0.80, p < 0.05). In 

L-NAME-treated pigs a second-order polynomial regression fitted best the points for 

RBF and ChBF (R2  = 0.75 and 0.80, respectively, p < 0.001). 
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Figure 2. Retinal and choroidal blood flow as a function of increased ocular perfusion 

pressure (OPP) in newbom pigs treated with saline (n=5), N°-nitro-L-arginine methyl 

ester (L-NAME, n=3) or NG-monomethyl-L-arginine (L-NM1vIA, n=3); both drugs were 

given at 1 mg/kg followed by 50 µg/kg/min. For these experiments, which are distinct 

from those presented in Fig. 1, each animal was subjected to stepwise acute increases in 

OPP from baseline to approximately 90, 105 and 125 mm Hg; OPP varied by 5 ± 2 mm 

Hg for each of these preset values. The faint lines correspond to the regressions for 

individual animals, and the thick lines represent the mean regressions for all animals in 

the group. In saline-treated animais RBF and ChBF increased linearly with OPP (r 

0.59 - 0.88, p < 0.01). In animals treated with L-NAME and L-NMMA, RBF and ChBF 

did not change as a function of OPP (r = 0.11 - 0.39, p 	0.1); regressions for 

saline-treated animals differed from those given L-NAMfE and L-NMMA (p < 0.05, by 

regression equality test). 
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Sodium Nitroprusside (log M) 

Figure 3. Effect of sodium nitroprusside on choroidal vessel diameter in eyecup 

preparations of newbom pigs pretreated with saline (empty circles) or indomethacin (1 µ 

M; filled circles). Vessel diameter was measured by video imaging technique. Relaxant 

responses are expressed as a percent reversal of U46619-induced constriction. Each 

point is the mean ± SEM of four experiments. * p < 0.05 compared to corresponding 

values after saline (by analysis of variance and comparison among means tests). 
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6.1 Abrégé 

We studied the mechanisms of retinal and choroidal vasorelaxation elicited 

by nitric oxide (NO) using piglet eyes. NO donors, sodium nitroprusside (SNP) and 

diethylamine-NONOate, caused comparable concentration-dependent relaxation 

which was partially (-40%) attenuated by the guanylate cyclase inhibitors, 

methylene blue and LY83583, and reduced to a lesser extent (-25%) by the inhibitor 

of guanosine 3,5 cyclic monophosphate (cGMP)-dependent kinase, KT5823. In 

contrast, NO-induced dilatation (by NO donors and endogenous NO after stimulation 

with bradykinin) was substantially (-70%) diminished by K a  channel blockers 
tetraethylammonium (TEA), charybdotoxin and iberiotoxin, by cyclooxygenase 

inhibitors, indomethacin and ibuprofen, by the PGI2  synthase inhibitor, trans-2-
phenyl cyclopropylamine (TPC), as well as by removal of endothelium; whereas 

relaxation of endothelium-denuded vasculature to SNP was unaltered by 

indomethacin, TPC and charybdotoxin, but was nearly nullified by methylene blue 

and the K„ channel blocker 4-aminopyridine. NO donors significantly increased PGI2 

synthesis and the putative PGI2  receptor-coupled second messenger, adenosine 3,5' 

cyclic monophosphate (cAMP), from ocular vasculature (retinal microvessels and 

choroidal perfusate), and this increase in PGI2  formation was markedly reduced by 

TPC, TEA, charybdotoxin and/or removal of endothelium, but only slightly by 

methylene blue and LY83583. Also, SNP as well as Ka channel openers NS1619 

and NS004 caused an increase in PGI2  synthesis in cultured endothelial cells, which 

was virtually abolished by Ka blockers. Finally vasorelaxation to cGMP analog, 8- 

bromo cGMP, and protein kinase G stimulant, 13-pheny1-1,N2-etheno-8-

bromoguanosine-31 ,5'cyclic monophosphate, was mostly Kedependent and in 

contrast to NO largely unrelated to PGI2  formation. In conclusion, data indicate that 

NO-induced ocular vasorelaxation is partly mediated by cGMP through its action on 

smooth muscle, and more importantly by stimulating PGI2  formation of endothelial 

origin via a mechanism mostly independent of guanylate cyclase, which involves 

opening of a Kca  channel. 

Keywords: Nitric oxide, sodium nitroprusside, prostacyclin, guanosine 3',5'-cyclic 

monophosphate, potassium channels. 
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6.2 Introduction 

Nitric oxide (NO) is a potent vasodilator which activates guanylate cyclase 

resulting in generation of guanosine 3,5 cyclic monophosphate (cGMP), presumed 

to be the principal effector of NO-induced vasorelaxation in various tissues.14  
However, recent studies on pulmonary, aortic and intestinal tissue suggest that NO 
can also cause smooth muscle relaxation by direct activation of K+  channels mostly 
of the calcium-dependent type (Kca).5'6  NO has also been reported to interact with 
prostaglandin G/H synthase independent of cGMP perhaps directly,7  although this 
remains controversia1.8'9  Moreover, bidirectional interactions between prostaglandins 
and K+  channels have been demonstrated, such that in some vascular tissue 
prostaglandins activate K+  channels;1°'11  but also opening of K+  channels has been 
reported to stimulate per se prostaglandin production12  found to mediate a portion of 
the vasorelaxation induced by the resulting hyperpolarization.13  However, the 
physiological significance of this potential interaction between NO, K+  channels and 
prostaglandins, in mediating NO effects on vasculature is far from clear.14  
Regardless, data from current literature suggest that the mechanisms that mediate 

vasomotor effects of NO in one type of vasculature may not necessarily apply to 
other vascular beds. 

As seen in nearly all vasculatures studied to date NO has been shown to 

control the tone of the ophthalmic, retinal and choroidal vasculature as wel1.15-18  
Moreover, NO has been implicated in the control of retinal and choroidal blood flow 
autoregulation.17'18  Recently we have reported that ocular vasorelaxation to some 
autocoids was NO-dependent but independent of cGMP;19'2°  however, this NO-
induced relaxation was significaritly reduced by indomethacin,17  suggesting a 
possible role for prostaglandins. In the present study we explored the role of 

prostaglandins, specifically that of PGI2, in mediating relaxant actions of NO on 
retinal and choroidal vasculature, and in this process investigated as well the relative 
contribution of cGMP and K+  channels including their potential involvement in 
formation of PGI2.12  Findings indicate that although cGMP, through its action on 

smooth muscle, participates in NO-induced ocular vasodilatation, a more important 

role is contributed by PGI, of endothelial origin via a mechanism mostly independent 
of guanylate cyclase activity, which involves a K a  channel. 



6.3 Matériels et méthode 

Animals 

Animals were used according to a protocol approved by the Animal Care 

Committee of Hôpital Sainte-Justine in accordance with the principles of the Guide 

to the Care and Use of Experimental Animais and guidelines of the Canadian 

Council on Animal Care. Yorkshire piglets (2-4 days old; n = 95) obtained from 

Fermes Ménard Inc (L'Ange-Gardien, Québec) were anesthetized with halothane 
(2.5%) and killed by intracardiac injection of pentobarbital (120 mg/kg). Eyes were 

quickly removed and placed in ice-cold Krebs buffer (pH 7.35-7.45) of the following 

composition (mmol/L): NaC1 120; KCI 4.5, CaC12 2.5, Mg504 1.0, NaHCO3 27, 

KH2PO4 1.0, glucose 10, to which was added 1.5 U/ml heparin. 

Vasomotor responses of retinal vessels 

Eyecups were prepared to study the relatively undisturbed retinal vasculature 
as previously described.21'22  Briefly, an incision was made at the level of the ora 
serrata; the anterior segment and vitreous of the eye were removed. Vertical and 
horizontal incisions directed towards the optic nerve were made; the eyecup was 

pinned to a wax support in a bath containing 20 ml Krebs buffer equilibrated with 

21% 02, 5% CO2 and 74% N2 and maintained at 37°C. Eyecups were washed 2-3 

times with fresh Krebs buffer and allowed to equilibrate for 30-45 min before 
starting the experiment. 

The effects of NO donors, sodium nitroprusside (SNP) and the NO adduct, 
diethylamine NONOate (NONOate),23  of bradykinin, the effects of which are mostly 
NO-dependent in ocular vasculature,24  as well as of the stable analogs of guanosine 

3',5'-cyclic monophosphate (cGMP), 8-bromo cGMP and 13-pheny1-1,N2-etheno-8-
bromoguanosine-37,5'cyclic monophosphate (8-bromo PET cGMP), selective protein 
kinase G stimulant,25  were studied on diameter of unperfused retinal arterioles and 
venules (100-200 iim) selected in the field of a dissecting microscope (Zeiss M-400), 
as previously described;21'22  Vasodilator effects of these agents were determined on 
preparations preconstricted submaximally with the TXA2  mimetic U46619 (0.2 
µmo1/L)21.22  which decreased vessel diameter by 24.6 ± 2.1 %. Vascular diameter 

was recorded with a video camera prior to and after topical application of increasing 

concentrations of the agents; concentrations were increased every 7 min, at which 



time a stable response had been reached. The digitized images were analyzed using a 

commercial software (Sigma Scan, Jandel Scientific, Corte Madera, CA). Each 

measurement of diameter was repeated 3 times and had a variability of < 1%. 

Cumulative dose-responses (10-12  to 10-5  mon) of the different agents were 

constructed on retinal vessels from eyes of different animais in the absence or the 

presence of the prostaglandin G/H synthase inhibitors indomethacin (1 µmol/L) and 

ibuprofen (100 µmon), the PGI2  synthase blocker trans-2-phenyl cyclopropylamine 

(TPC, 5 ilmol/L),21'26  the guanylate cyclase inhibitors methylene blue (1 p.mol/L) and 

LY83583 (10 itmol/L),27  the protein kinase G antagonist KT5823 (1 pmol/L)28  , the 

K, channel blocker 4-aminopyridine (4-AP, 3 mmol/L)29  and the Ka channel blocker 

tetraethylamonium (TEA, 1 mmol/L).5'29  Concentrations of all blockers are 

consistent with those that inhibit targeted enzymes and channels.5'27-29  

Measurement of choroidal vascular perfusion pressure 

The mechanisms of action of NO was also evaluated on choroid (a vascular 

tissue) using a preparation we previously described.19'2°  A vorticose vessel was 

catheterized up to immediately beyond the sclera using a 27 gauge butterfly needle 

maintained in place with cyanoacrylate glue. The catheterized eyeball was placed in 

a bath containing Krebs buffer (pH 7.4); the buffer was bubbled with a mixture of 

21% 02, 5% CO2 and 74% N2 and maintained at 37°C. The choroid was perfused 

by means of a pulsatile minipump (Gilson, France) with the Krebs buffer at a 

physiological constant flow rate of approximately 0.20 ml/min to produce a 

perfusion pressure of 60 mm Hg.19'2°  Perfusion pressure immediately proximal to the 

eyeball was continuously recorded using a pressure transducer (Perceptor DT, 

Namic, NY) connected to a Gould multichannel amplifier-recorder (TA 240, Gould, 

OH). 

The choroidal vascular bed (with and without endothelium) was perfused for 

30 min with Krebs buffer for stabilization of the preparation; endothelium was 

removed by infusing air in vasculature which no longer relaxed to acetylcholine2°  but 

responded normally to endothelium-independent stimulants U46619 and papaverine. 

Thereafter Krebs containing SNP or bradykinin (10-12  to 10-5  mol/L) was infused 

with or without pretreatment (30 min) with indomethacin (1 itmol/L), TPC (5 

µmon), methylene blue (1 limon), the Kca  blockers charybdotoxin (100 ntnol/L) 



1 J't 

and iberiotoxin (100 nrnol/L),5'29  the KAn blocker glibenclamide (10 iimol/L),5'29  the 
blocker 4-AP (3 mmol/L)29  or N<3-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, 1 

mmol/L); detection of decreases in perfusion pressure (vasorelaxation) did not 

require pretreatment with U46619. Indomethacin, TPC, methylene blue, L-NAIVIE 

and 4-AP produced a small increase (5 ± 2 mm Hg) in perfusion pressure in choroids 

with intact endothelium; removal of endothelium also caused a slight increase in 

perfusion pressure (4 ± 1 mm Hg) which was raised by methylene blue by another 3 

± 1 mm Hg. These small increases in perfusion pressure did not alter maximal 

relaxation to papaverine (0.1 Ftmol/L). Vasomotor responses were recorded 

continuously and concentration of stimulants was increased every 10 min when 

responses had reached a plateau. 

Preparation of retinal microvessels 

Retinal microvessels were prepared as previously described.3°  Briefly, retinas 
were gently homogenized with a Wheaton pestle in 5 mmol/L Tris-HC1 buffer (pH 

7.4) containing 1.1 mmol/L acetylsalicylic acid, 0.5 =ion EGTA, 1 mmol/L 

benzamidine, 0.1 mmol/L phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF) and 100 Ftg/m1 

soybean trypsin inhibitor. The homogenate was mixed with Ficoll 400 (40%) at a 1:1 

vol/vol ratio and centrifuged at 20,000 x g for 20 min at 4°C. The pellet, which 

contains the microvessels, was washed in the above buffer three times. Purity of the 

microvessel preparation was confirmed by high power microscopy and by gamma-

glutamyl transpeptidase activity which was higher in vessel (5.6-6.1 mU/mg protein) 
than in neural parenchyma (0.3-0.35 mU/mg protein).31  

Retinal microvascular endothelial cell culture 

Endothelium-dependence of NO effect on PGI2  production was equally 
studied on cultured endothelial cells. Retinal microvessels were suspended in 

endothelium growth medium (Clonetics, CA) containing gentamicin (5 pig/mL), 

kanamycin (20 p.g/mL) and nystatin (10 U/rnL) and placed in a humidified 

atmosphere with 95% 02  and 5% CO2  at 37°C. After a first passage 80% of 

confluent cells were Factor VIII positive, and by the second passage virtually 100%; 

other characteristics utilized for identification of endothelial cells (also used to 

differentiate them from smooth muscle cells) was their cobblestone morphology at 



confluence, and negative staining for smooth muscle specific actin. Cell viability was 

verified by trypan blue exclusion. Formation of 6-keto-PGFic, was measured on third 

passage endothelial cells stimulated with SNP. 

Immunostaining for Factor VIII and smooth muscle actin was performed by 

fixing cells on cover slips with acetone for 10 sec and subsequently rehydrated in 

phosphate buffer saline (PBS) for 20 min. Fixed cells were incubated for 60 min to 

Factor VIII or smooth muscle actin (1:50) antibody diluted in PBS containing 10% 

fetal calf serum and 5% goat serum with 0.1% Triton X-100. The cells were then 

washed 2-3 times with PBS and blocked for 15 min in PBS containing 0.2% bovine 

serum albumin, 5% goat serum and 0.2% Triton X-100. Atter 5 washes in PBS, the 

secondary antibody fluorescein [FITC]-conjugated goat anti-rabbit (1:100) was 

applied under the same conditions, and cells were washed again in PBS and water. 

Coverslips were then mounted in Immuno-mount and examined under an 

epifluorescent microscope (Lenz Diaplan). 

Prostanoid assays 

Retinal microvessels (600-800 µg protein) were suspended in 50 nunol/L 

Tris-HC1 buffer (pH 7.4) containing 1 mmol/L PMSF, 1.5 µmol/L pepstatin A, 0.2 

mmol/L leupeptin and 100 µg/m1 of soybean trypsin inhibitor. The tissues were pre-

incubated for 20 min with arachidonic acid (5 µmon) at 37°C in the absence or 

presence of indomethacin (1 µmon), ibuprofen (100 µmol/L), Tpc (5 µmol/L), 

methylene blue (1 µmon), LY83583 (10 µmon), KT5823 (1 µmol/L), 4-AP (3 

mmol/L) and TEA (1 mmol/L) prior to addition of SNP (0.1 µmon), NONOate (0.1 

µmon), 8-bromo cGMP (10 umol/L) or 8-bromo PET cGMP (10 p.mol/L); dose-

response to stimulants (SNP, NONOate, 8-bromo cGMP and 8-bromo PET cGMP) 

was also studied. The reaction was stopped in boiling water (5 min). Preparations 

were then centrifuged at 2,000 x g for 20 min. Using a similar protocol, 

prostaglandin production was also measured on cultured endothelial cells. 6-keto-

PGF1c, (stable PGI2  metabolite), PGE2  and PGD2  were determined on the supernatant 

by radioimmunoassay as previously described in detai1,19'32  and protein was 

determined on the pellet. As expected, basal levels of both PGE2  and PGD2  (in the 

absence of stimulation with SNP or NONOate) were only reduced by indomethacin 

and ibuprofen (<70 pg/mg protein/min for PGE2  and <3 pg/mg protein/min for 



PGD2), and 6-keto PGFia  only by indomethacin, ibuprofen and TPC (<20 pg/mg 
protein/min). 

Effect of the NO donor SNP on prostaglandins was also measured on 
perfusate from choroids with intact and denuded of endothelitun in presence or 
absence of K+  chatutel blockers. For this purpose prostaglandins were measured on 
10 min collections of perfusate and expressed as a function of choroid protein 
content. Net  production of prostaglandins was calculated after correction for basal 
synthesis in the absence of NO donor. 

Adenosine 3',5 cyclic monophosphate (cAMP) and cGMP assays 

For cAMP and cGMP assays, retinal microvessels were incubated at 37°C for 

5 min with SNP (10 nmon) and DEA (100 nmol/L) in Tris-HC1 buffer 10 mmol/L 
(pH 8.0) containing (mmol/L) adenosine triphosphate 1, MgC12  7.5, creatine 
phosphate 15, ethylene glycol-bis(13-aminoethyl ether)tetraacetic acid 0.5, isobutyl 

methylxanthine 0.5, dithiothreitol 1, benzarnidine 1, PMSF 0.1, creatine 

phosphokinase 185 U/ml, acetylsalicylic acid 200 pg,/ml, and soybean trypsin 

inhibitor 100 µg/m1; tissues were pretreated or not (20 min) with TPC (5 jamol/L). 

Microvessels were then homogenized (Omni, Waterbury, CT) to measure cAMP and 

cGMP by radioimmunoassay using commercial kits, as previously reported.19'203°  
Net cAMP and cGMP production stimulated by test agents was calculated after 
correction for basal production in the absence of stimulants, which was for cAMP: 

8.1 ± 1.4 pmol/mg protein/min, and for cGMP: 7.0 ± 1.9 pmol/mg protein/min. 

Intracellular calcium measurements. 

Intracellular calcium ([Ca2+]) was measured using the fluorescent indicator 

fura-2/AM. Confluent endothelial cells were trypsinized in a solution containing 0.05% 

trypsin and 0.02% EDTA for 2 min after which 5 ml HBSS was added. Cells were 

centrifuged at 250 x g for 10 min and resuspended in a buffer containing (mM): Hepes 

20, D-glucose 10, KC14.6, NaC1118, and CaC12  0.5, as well as 1% fetal bovine serum. 

Cell viability was determined by trypan blue exclusion and was >90%. Fura-2/AM (2 

µM) and 0.2% Pluronic F-127 were added to cell suspensions and incubated at 37°C for 



30 min. The loaded cells were then washed twice and resuspended in HBSS with Ca2+  

(2.5 mM) and 1% fetal bovine serum with or without 15 min pretreatment with 

SK&F96365 (20 itM), nifedipine (5 µM), iberiotoxin (100 Nm) or EGTA (5 mM), 

followed by stimulation with SNP (10 JIM). The [Ca21; was determined in 2 ml of fura-

2-loaded cell suspension (-2x10-6  cells/ml) continuously stirred and measured by a 

spectrofluorometer LS 50 (Perkin Elmer, Beaconsfield, England) using excitation 

wavelengths of 340 and 380 nm and emission at 510 inn. Calibration of the fluorescent 

signal was determined on 2 ml cell suspension by sequential addition of 0.2% Triton X-

100 to obtain the maximal fluorescence ratio (Rmax) and to 5 mM EGTA plus 101.1M of 

ionomycin to obtain the minimal fluorescence ratio (Rmin). Autofluorescence was 

deterrnined by measuring fluorescence from nonloaded cells and subtracting it from the 

fluorescence produced by fura-2-loaded cells in order to calculate the fluorescence ratio 

R (340/380) corresponding to the values produced at 340 and 380 nm. The [Ca21; was 

calculated from the equation of Grynkiewicz et al (16): [Ca21 = Ka [(R-R) / (Rn.- 

(Sf2  / Sb2), where Kd (224 nM) is the effective dissociation constant of the fura-2-

Ca2+  complex and Sf2  / Sb2  the ratio of fluorescence intensity at wavelength 380 nm in 

the presence of EGTA and Triton X-100, respectively. 

Chemicals 

NS004 was generously provided by Dr. Soren-Peter Olesen (NeuroSearch, 

Glostrup, Denmark). The following agents were purchased: diethylamine NONOate 

(Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI); 8-bromoguanosine-3',5'cyclic monophosphate 

and 13-pheny1-1,N2-etheno-8-bromoguanosine-31 ,5'cyclic monophosphate (Biolog, 

LaJolla, Ca); SNP, L-NAME, indomethacin, bradykinin, ibuprofen, trans-2-phenyl 

cyclopropylamine, tetraethylarnmonium chloride, charybdotoxin, iberiotoxin, 4-

aminopyridine, acetylsalicylic acid, U46619, acetylcholine, papaverine, arachidonic 

acid, soybean trypsin inhibitor (type II-S), benzamidine, PMSF, dithiothreitol, 

creatine phosphokinase, ethylene glycol-bis(8-aminoethyl ether)tetraacetic acid, 



ethylene diamine-tetraacetic acid and isobutyl methylxanthine (Sigma Chemicals, St-

Louis, MO); LY83583 and KT5823 (Calbiochem, San Diego, CA); NS1619 

(Research Biochemicals International, Naticic, MA); radioirtununoassay kits for 6-

keto PGFic, and PGE2 (Advanced Magnetics, Boston, MA); cGMP assay kits 

(Amersham, Mississauga, Ontario); cAMP assay kits (Diagnostic Product 

Corporation, Los Angeles, CA); endothelial cell medium (Clonetics, CA); FITC-

conjugated goat anti-rabbit antibody, fetal calf serum, goat serum (Jackson 

Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA); Factor VIII antibody and smooth 

muscle specific actin antibody (Dako, Carpinteria, CA); all other high purity 

chemicals (Fisher Scientific, Montréal, Québec). 

Data analysis 
Data were analyzed using Student's t-test or two-way ANOVA, factoring for 

concentrations and drugs. Post-ANOVA comparison among means were performed 

using the Tukey-Kramer method. Statistical significance was set at p < 0.05. Data are 

presented as mean ± SEM. 

6. 4 Résultats 
Effects of NO donors on retinal vessel diameter 

SNP and NONOate produced concentration-dependent relaxation of retinal 

arterioles and venules (Fig. 1). Maximal response to both NO donors was 

comparable on arterioles and venules; but SNP was more potent than NONOate, with 

EC50  values in arterioles and venules respectively of 0.16 ± 0.02 and 0.13 ± 0.01 

nmol/L for SNP, and 12.6 ± 0.1 and 7.9 ± 0.1 nmol/L for NONOate. 

Indomethacin, ibuprofen, the PGI2  synthase inhibitor TPC, the Ka blocker 

TEA and the cGMP-dependent protein kinase inhibitor KT5823 did not alter the 

basal diameter of retinal vessels; the guanylate cyclase inhibitors, methylene blue 

and LY83583 and the K„ channel blocker 4-AP, produced slight constriction (3.1 ± 

0.4 %). All eight blockers partially inhibited vasorelaxant effects of SNP and 

NONOate comparably on arterioles and venules (Fig. 2). KT5823 inhibited 

approximately 25-30% of NO-induced dilatation, methylene blue and LY83583 

inhibited 35-45% of the relaxation by NO, whereas indomethacin, ibuprofen as well 

as TPC blocked 65-75% of the relaxation. Combination of guanylate cyclase and 



prostaglandin G/H or PGI2 synthase inhibitors blocked nearly 90% of NO-induced 

dilatation. 

Effects ofNO on prostaglandin production in retinal microvessels 

SNP and NONOate caused concentration-dependent iuncrease in 6-keto PGFia 

production by isolated retinal microvessels (Fig 3). In contrast PGE2  synthesis 
slightly decreased following stimulation with SNP and NONOate; likewise, PGD, 

synthesis was not stimulated by SNP and NONOate (basal: 15.0 ± 2.0 pg/mg 

protein/min, and after NONOate (100 nmol/L): 13.8 ± 2.3 pg/mg protein/min). 

Prostaglandin G/H synthase inhibitors indomethacin and ibuprofen reduced synthesis 

of prostaglandins, and the PGI2  synthase inhibitor TPC as well as the Kca  channel 

blocker TEA selectively and equivalently decreased only that of 6-keto PGFic, after 

stimulation by NO donors; of all inhibitors, as expected only prostaglandin synthase 

blockers reduced basal levels (in the absence of stimulation with SNP or NONOate) 

of prostaglandins. Guanylate cyclase inhibitors methylene blue (1 µmon) and 

LY83583 (10 µmon) slightly decreased NO donor-induced production of 6-keto 

PGFic, but not of PGE2, whereas consistent with its vasomotor effects the cGMP-

dependent protein kinase inhibitor, KT5823 (1 µmon), did not affect prostaglandin 

formation; 5-fold higher concentrations of methylene blue, LY83583 and KT5823 

did not reduce further 6-keto PGFic, generation (data not shown). Thus in retinal 

vasculature NO donors induce PGI2  synthesis mostly independent of cGMP and 

protein kinase G, but apparently largely dependent of Kca• 

Effects of cGMP analogs on retinal vascular relaxation and PGI2  production 

To further assess the role of cGMP and protein kinase G on retinal 

vasorelaxation and their interaction with prostaglandins, effects of cGMP analogs 

were studied on vasomotricity and PGI2  synthesis. 8-Bromo cGMP caused a dose-

dependent vasorelaxation which was minimally attenuated by indomethacin and 

TPC, was markedly diminished by the protein kinase G inhibitor KT5823, the Ky 

blocker 4-AP and the combination of 4-AP with KT 5823, but was unaffected by 

TEA (Table 1). 8-Bromo cGMP also caused a small stimulation of 6-keto PGFia 

production which was markedly reduced by indomethacin and TPC but was 

unaffected by KT5823. 4-AP and TEA; this suggested that PGI2  synthesis by cGMP 



is independent of protein kinase G and activation of Kca  and K channels. Along the 

same lines and consistent with results presented in Figs. 2 and 3 regarding the role of 

protein kinase G, selective stimulation of this cGMP-dependent kinase with 8-bromo 

PET cGMP25  caused negligible generation of 6-keto PGFia, and a vasodilatation 

unaltered by prostaglandin G/H and PGI2  synthase inhibitors, which however was 

reversed by KT5823 and/or 4-AP. Thus results with analogs of cGMP suggest that 

ocular vasorelaxation to this cyclic nucleotide is largely unrelated to PGI2  (and to 

Kca  channels) in contrast to effects elicited by NO (Figs. 2 and 3), but rather seems to 

depend upon K channel activation (Table 1). 

Effects of NO on cAMP and cGMP production in retinal vessels 

Further evidence that NO mediates part of its ocular vascular effects via PGI2 

was provided by measuring the putative second messenger to the PGI2  receptor, 

namely cAMP. SNP and NONOate stimulated cAMP production in retinal 

microvessels; this was markedly reduced by TPC (Fig. 4), which however did not 

affect basal production of cAMP (in absence of NO donors). As expected, NO 

donors also increased cGMP formation. 

Role of PGI2, guanylate cyclase and Kca  on NO-induced relaxation in perfused 

choroid 

The role of PGI2, guanylate cyclase and Kca  on SNP-induced vasorelaxation 

was also studied on a separate ocular tissue, specifically the choroid, which is totally 

of vascular nature. Consistent with observations made on the retinal vasculature (Fig. 

2), SNP-induced choroidal relaxation was inhibited by approximately 75% by 

indomethacin, TPC and the Kca blockers charybdotoxin and iberiotoxin, was 

unaffected by KATp blocker glibenclamide, and reduced by nearly 40% by methylene 

blue and 4-AP (Fig. 5A). Removal of endothelium (by infusing air which abolished 

relaxation to acetylcholine but not to papaverine, and did not affect contraction to 

U46619) resulted in diminished relaxation to SNP, which under these conditions was 

unaltered by indomethacin, TPC and charybdotoxin, but markedly further reduced by 

methylene blue and 4-AP. Moreover, in the absence of functional endothelium 

vasorelaxation to SNP was comparable to that in endothelialized choroid treated with 

prostaglandin synthesis inhibitors (indomethacin and TPC) or Kca  blockers 

(charybdotoxin and iberiotoxin) (Fig. 5A). In addition, on choroid denuded of 
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endothelium 8-bromo cGMP (10 gmol/L)-elicited vasorelaxation was unaffected by 

TPC and charybdotoxin but virtually abrogated by 4-AP (data not shown). Hence, 1) 
removal of endothelium eliminated the PGI2  (as well as 1CO3) dependence of SNP-
induced relaxation, and 2) the preponderant role of guanylate cyclase appears to be 
on the smooth muscle via a K, channel (Table 1). 

Choroidal production of 6-keto PGFic, stimulated by SNP was dose- 
dependent. SNP-induced generation of 6-keto PGFia  was markedly reduced to the 
same extent by removal of endothelium and chatybdotoxin, but not by glibenclamide 

or 4-AP (Fig. 5B); charybdotoxin did not further reduce 6-keto PGFic, formation in 
the absence of functional endothelium. Likewise, 6-keto PGF1a  synthesis by cultured 
retinal endothelial cells in response to SNP was nearly nullified by charybdotoxin 

and iberiotoxin, but not by glibenclamide or 4-AP (Fig. 5C). In addition, the specific 
Ka channel openers NS 1 6 1 9 and NS00433  also stùnulated synthesis of 6-keto 
PGFia, and this was virtually abolished by iberiotoxin; K4  channel blockers did not 
modify basal (in the absence of SNP, NS1 61 9 or NS004) production of 6-keto 
PGFia. Thus, it can be inferred that NO-induced production of P0I2  by ocular 
vasculat-ure involves opening of a K a  channel present on endothelial cells. 

Role of PG12  in bradykinin-elicited ocular vasorelaxation 
Finally, the contribution of PGI2  on vasomotor response to endogenously 

released NO was also studied. For this purpose effects of bradykinin, which exerts 
most of its ocular vasorelaxation via N0,24  were tested on retinal and choroidal 
vasculature. Bradykinin caused a dose-dependent retinal and choroidal 
vasorelaxation which was nearly nullified by the NO synthase inhibitor L-NAME, 

and markedly decreased to an equivalent degree by prostaglandin G/H and PGI2 
synthase inhibitors indomethacin and TPC (Fig. 6A and B). 

6.5 Discussion 

NO plays a major role in governing important hemodynamic responses in the 

eye. Specifically NO exerts a significant role in autoregulation of retinal and 

choroidal blood in response to acute increases in perfusion pressure17  as well as to 
hyperoxia.18  Vasomotor responses to various endogenous agents in the eye have also 
been found to be NO-dependent.19"20'24  But the mechanisms of action of NO in ocular 



vasculature has not been elucidated. Although cGMP has been generally suggested to 

mediate the vasomotor actions of NO in vascu1ature,14  this cyclic nucleotide may not 
be a universal effector of NO across all vascular beds. For instance, it has been 

reported for aorta and lung vasculature that vasorelaxation to NO may be mediated 

by activating K+  channels,5'6'34  and in skin14  and eyes to perhaps depend upon 
prostaglandins.17  Interactions between K÷  channels and prostaglandins have also 
been documented.1°13'35'36  We therefore explored the relative contributions of 
interactions between K±  channels, prostaglandins and cGMP in mediating NO-

evoked dilatation of ocular vasculature. Using retinal and choroidal vessel 
preparations as well as isolated cultured endothelial cells we found that NO-induced 

relaxation of these oculovascular beds is partly mediated by cGMP, but more 
importantly is dependent upon PGI2  formation by the endothelium through a 
mechanism mostly independent of guanylate cyclase, which involves opening a Kca 

channel; in this regard, we are not aware of any report disclosing a comparably major 

role for PGI2  in mediating NO-induced dilatation in other blood vessels. 
The PGI2-dependence of NO action was observed in both retinal arterioles 

and venules (Fig. 2) as well as on choroidal vasculature (Fig. 5A). The relaxant 

effects of NO in these vessel beds was tested using two distinct NO donors, SNP and 

NONOate, which exhibited comparable efficacy (Fig. 1), as well as with an agent 

which releases endogenous NO, bradykinin (Fig. 6). In addition, relaxant response to 

all three compounds was equivalently reduced by approximately 70% by molecularly 

turelated inhibitors of prostaglandin G/H synthase indomethacin and ibuprofen, as 

well as specifically by PGI2  synthase blocker TPC21'26  (Figs. 2, 5A and 6). 
The major finding in this study is the important role of PGI2  in mediating 

NO-induced relaxation of ocular vessels. This inference is based on the following 

observations. 1) Prostaglandin G/H synthase inhibitors, indomethacin and ibuprofen, 

reduced NO donor-elicited retinal and choroidal vasodilatation by approximately 

70%, similar to effect produced by the specific PGI2  synthase blocker TPC21'26  (Figs. 
2 and 5A). 2) Vasodilatory response to endogenously-released NO, following 

stimulation with bradykinin (inhibitable by L-NAME), was also blunted by 

indomethacin as well as TPC (Fig. 6), to a similar extent that relaxation to NO 

donors was reduced by these prostaglandin synthase inhibitors (Figs. 2 and 5A). 3) 

The effect of NO donors on the generation of cAMP, a second messenger for the 

PGI2  receptor,37  was markedly reduced by TPC (Fig. 4). And 4) NO donors 



stimulated dose-dependently the production of PGI2 (measured by its stable 

metabolite 6-keto PGF1Œ) by retinal and choroidal vasculature as well as by retinal 

endothelial cells, and this formation of PGI2  was inhibited by all three prostaglandin 

synthase blockers (indomethacin, ibuprofen and TPC) (Figs. 3 and 5B,C). Thus, NO 

causes formation of PGI2  which contributes significantly to NO-induced ocular 

vasorelaxation. 
Because in vasculature PGI2  is believed to originate mostly from 

endothelium,38  we verified this conjecture. Indeed, SNP-induced 6-keto PGFia 

production was virtually abolished by endothelium-denuded choroidal vasculature 
and was found to be produced directly by retinal vessel endothelial cells (Fig. 5B and 

5C). Moreover, at the functional level removal of endothelium eliminated PGI2-

dependent vasorelaxation induced by NO donors (Fig. 5A). Our fmdings are 

consistent with NO-induced formation of PGI2  by coronary endothelial cells;39  

although mechanisms of NO-stimulated PGI2  synthesis in these reports were not 

elucidated. 
In contrast to PGI2, the synthesis of PGE2  and PGD2  was not stimulated by 

NO donors (Fig. 3). The precise reasons for this selective increase in NO-induced 

PGI2  synthesis in ocular vasculature are not fully clear. Although stimulation of 

cyclooxygenase is generally associated with a rise in all prostanoids, divergent 

production of prostanoids in response to various stimuli including to NO has been 

reported.21,40,41 NO has also been shown to stimulate PGE2  formation in certain 

cells42'43  but not in others.9'44  In vascular cells, shear stress which releases NO, was 

reported to elicit PGI2  but not PGE2  synthesis,45  consistent with the present 

observations. Differences in the tissue expression and independent regulation of 

PGE2, PGD2, PGI2 and TXA2  synthases from that of cyclooxygenase may explain 

variable profiles of prostanoid formation.46'47  

A salient feature of this study is the significant contribution of calcium-

dependent K+  channels in NO-induced ocular vasorelaxation which per se requires 

the formation of PGI2. Evidence for this inference is provided by various 

observations. First, two general blockers of Kca  channels, TEA and charybdotoxin, 

as well as a specific blocker of the large conductance Ka channel iberiotoxin, but 

not a KATp channel blocker glibenclamide,29  markedly reduced ocular vasorelaxation 

to NO donors to the same extent as blockers of prostaglandin G/H and PGI2  synthase 

(Figs. 2 and 5A). Secondly, SNP- and NONOate-stimulated formation of PGI2  by 
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retinal and choroidal vessels as well as by endothelial cells (the principal source of 
PGI2) was significantly dirninished by Kca but not KATP or K,, blockers (Figs. 3 and 
5B,C); accordingly, removal of endothelium abolished inhibitory effects of 

charybdotoxin on vasorelaxation to NO donor (Fig. SB). More direct evidence that 
opening of Kca  channels leads to PGI2  formation was obtained with the specific Kca 
openers NS1619 and NS00433, and suggest that hyperpolarization evoked by these 
Kca channel openers induce PGI2  generation from endothelium (Fig. 5C). Of interest, 
this role of Kca  channels may also explain recently reported stimulation of PGI2 
formation by NO in coronary endothelial cells.39  Thirdly, in contrast to Kca  channel 
blockers, PGI2  synthesis was minimally reduced by inhibition of guanylate cyclase 
(Fig. 3) likely from endothelium.48  In addition, Kca-dependent relaxation and PGI2 
formation by NO appear to be independent of cGMP, since cGMP analog-elicited 
vasodilatation and PGI2  synthesis was unaffected by Kca  blockers (Table 1). 
Altogether these observations indicate that NO (but not cGMP) causes opening of 
Kca  channels, apparently of large conductance, present on the endothelium;49  this 
results in PGI2  formation largely responsible for the NO-evoked ocular 
vasorelaxation. Although the precise mode of interaction between NO and Kca  was 
not investigated in the present study, a direct activation of Kca  by NO has been 
suggested.5'6  Thus our findings imply that NO elicits hyperpolarization of 
endothelium, which in turn leads to PGI2  synthesis; this premise concurs with similar 
observations by others,12  presumably by increasing intracellular calcium via non- 
voltage-dependent calcium channels.49'5°  On the basis of this inference one cannot 
exclude activation of NO synthase by NO, however this would suggest an unstable 
positive feedback physiological situation. 

Although cGMP exhibits a minor role in NO-induced PGI2  formation 
compared to Kca  (Fig. 3), it retains nonetheless a contribution in NO-evoked ocular 
vasorelaxation (albeit small relative to that by PG12) (Fig. 2) by acting mostly on the 
smooth muscle. Indeed, on endothelialized vasculature guanylate cyclase inhibitors 

methylene blue and LY83583 reduced vasorelaxation to NO by approximately 400/ 
(Figs. 2 and 5A); and on vasculature denuded of functional endothelium methylene 

blue nearly nullified vasomotor effects of NO (Fig. 5A). Because vasodilatation to 

cGMP analogs was virtually abolished by cGMP-dependent kinase inhibitor KT5823 

(Table 1), it can be inferred from the data that cGMP exerts its major action on the 

smooth muscle of ocular vessels via protein kinase G. To further elucidate the action 



of NO and cGMP on ocular vascular smooth muscle we examined the role of K+  
channels.5'6'51-54  On endothelialized vasculature the K„ channel blocker 4-AP (but not 

KATp blockers) like the guanylate cyclase inhibitors reduced vasorelaxation to NO by 

approximately 35-40% (Figs. 2 and 5A) and almost abolished the vasodilatation 

induced by cGMP analogs (Table 1). On vasculature denuded of endothelium 4-AP 

(but not Kca  blockers), as seen with guanylate cyclase inhibitors, almost completely 

eliminated the vasomotor effects of NO (Fig. 5A). Likewise, vascular smooth muscle 

relaxation to cGMP was found to be dependent of the Ky channels.51  These results 
indicate that in vascular smooth muscle of the retina and choroid, the NO-evoked 

ocular vasorelaxation is not due to activation of Kca  channels but rather to that of K, 
channels. 

The absence of involvement of Kca  channels on the relaxant response of 
smooth muscle of ocular vasculature to NO differs from that described in most other 

vascular bedS.5345556  However, such major role for Kca  channels in mediating NO-

induced vasorelaxation has not been universally observed52'53'57  including in a 
comparable porcine mode1.5358  Consistent with our findings in some tissues the 

effect of NO on vasculature has been found to be Kv-dependent.54'57  This diversity in 
mechanisms of action of NO may be due to tissue as well as regional specificity in 

the expression of ion channels in vascular smooth muscles.29  Along the same lines, 

although in heart and lung a significant role for KATp channels has been reported in 

vasodilatation to P0I271059  our data with glibenclamide in ocular vasculature do not 

support an important role for KAT? (Fig. 5A and B). 

In summary, our findings in the ocular vasculature disclose a previously 

undescribed cascade of events leading to relaxation in response to NO. Based on our 

data we propose a model depicted in Fig. 7, in which NO activates in the 

endothelium mainly opening of Kca  channels and to a smaller extent cGMP 

generation, which result in PGI2  synthesis released to act on its receptor on the 

smooth muscle37  to evoke the predominant action of NO. Notwithstanding, in the 

smooth muscle cGMP and its dependent kinase participate non-negligibly in NO 

action mostly via K, channels; albeit an effect of cGMP on ocular vasorelaxation 

independent of K.,„ channels cannot be excluded (Table 1). Together PGI2  and cGMP 

elicit nearly all vasorelaxation to NO in the eye (Fig. 2). Because NO and PGI2  are 

important mediators of vasomotor tone, the similar marked improvement in ocular 
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blood flow autoregulation observed after cyclooxygenase as well as NO synthase 

inhibitors in young alliMalS17'18'41  may be explained by the intimate interaction 

between NO and PGI2  in retinal and choroidal vasculature presented in the present 

study. 
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6.6 Table et figures 
Table 1. Effects of 8-bromo cGMP and 8-bromo PET cGMP on retinal vessel 

relaxation and net production of 6-keto PGFia  

Agent + inhibitor or saline Maximal relaxation 6-keto PGFic, 

(A) 	 (pg/mg protein/min) 

8-bromo cGMP (10nmol/L) + Saline 17.6 ± 2.2* 3.5 ± 0.6* 

8-bromo cGMP (1 wnol/L) + Saline 47 ± 3.1* 6.7 ± 0.3 

8-bromo cGMP (10 p.mol/L) + Saline 62.6 ± 5.2 7.4 ± 0.9 

8-bromo cGMP (10 µmon) + Indomethacine 51.5 ± 1.5 * 0.9 ± 0.1* 

8-bromo cGMP (10 µmon) + TPC 52.2 ± 3.2 * 1.7 ± 0.2* 

8-bromo cGMP (10 µmon) + KT 5823 11.9 ± 2.7 * 7.7 ± 0.9 

8-bromo cGMP (10 µmon) + 4-AP 9.3 ± 3.1* 7.4 ± 0.5 

8-bromo cGMP (10 µmol/L) + 10.3 ± 3.5* 7.5 ± 0.4 

KT5823 + 4-AP 

8-bromo cGMP (10 µmon) + TEA 60.3 ± 3.1 7.2 ± 0.7 

8-bromo PET cGMP (10 p.mol/L) + Saline 50.2 ± 3.3 0.7 ± 0.3 

8-bromo PET cGMP (10 µmon) + 51.3 ± 3.0 0.5 ± 0.3 

Indomethacine 
8-bromo PET cGMP (10 wnol/L) + TPC 54.1 ± 3.0 0.6 ± 0.4 

8-bromo PET cGMP (101arnollL) + KT 5823 6.1 ± 2.1 * 0.7 ± 0.2 

8-bromo PET cGMP (10fflol/L) + 4-AP 4.4 ± 2.9* 0.5 ± 0.4 

8-bromo PET cGMP (10 µmon) + 3.4 ± 3.0* 0.6 ± 0.2 

KT 5823 + 4-AP 
Vasomotor responses are expressed as percent reversal of the vasoconstriction 

induced by 0.2 µmon U46619 on retinal arterioles. Effects of 8-bromo cGMP and 

8-bromo PET cGMP were studied 20 min after pretreatment with indomethacin (1 

µmon), trans-2-phenyl cyclopropylamine (TPC, 5 µmon), KT 5823 (1 ktmol/L), 

TEA (1 mmol/L), 4-aminopyridine (4-AP, 3 mmollL) or saline. Net  6-keto PGFic, 

production was rneasured on isolated retinal microvessels after correction for basal 

production in the absence of cGMP analogs (66 ± 16 pg/mg protein/min). Data are 

mean ± SEM of 4 experiments. * p < 0.05 compared to corresponding values with 

saline and 8-bromo cGMP or 8-bromo PET cGMP of 10 µmon. 
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Figure 1. Vasorelaxant concentration-response to SNP (filled symbols) and 

NONOate (empty symbols) of retinal arterioles (squares) and venules (circles). 

Relaxant effects are expressed as percent reversal of U46619 (0.2 µmol/L)-induced 

vasoconstriction. Data are mean ± SEM of 4-6 experirnents. 
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Figure 2. Vasorelaxant effects of SNP (clear bars) and NONOate (hatched bars) on 
retinal arterioles (A) and venules (B). Tissues were preconstricted with U46619 (0.2 

gmol/L) and pretreated with the following agents prior to addition of SNP (10 

nmol/L) and NONOate (100 mnol/L): methylene blue (MB, 1 !mon), LY83583 
(LY, 10 µmon), KT5823 (KT, 1 µmon), triethylammonium (TEA, 1 mmol/L), 
indomethacin (Indo, 1 limon), ibuprofen (Ibu, 100 µmon), and/or trans-2-phenyl 
cyclopropylamine (TPC, 5 µmon), as well as saline. Data are mean ± SEM of 4-6 
experiments expressed as percent reversal of U46619-induced constriction. 

* g < 0.01 compared to other values. 
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Figure 3. Effects of SNP (clear bars) and NONOate (hatched bars) on 6-keto PGFict 

(A) and PGE2 (B) synthesis in isolated retinal microvessels. Dose response to SNP 

and NONOate as well as effects of SNP and NONOate in the absence or presence of 

the following agents were studied: methylene blue (MB, 1 µmol/L), LY83583 (LY, 

10 umol/L), indomethacin (Indo, 1 µmon), ibuprofen (Ibu, 100 µmol/L), trans-2-

phenyl cyclopropylamine (TPC, 5 itmol/L), triethylammonium (TEA, 1 mmol/L), 

and KT5823 (1 µmon). As expected, basal levels (unstimulated with SNP or 

NONOate) of PGE2  were only reduced by indomethacin and ibuprofen (<70 pg/mg 

protein/min), and 6-keto PGF la  only by indomethacin, ibuprofen and TPC (<20 

pg,/mg/protein). Data are mean ± SEM of 4-6 experiments. * p < 0.05 compared to 

corresponding control values (SNP or NONOate after saline pretreatment); t p < 

0.05 compared to basal values. 
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Figure 4. Effects of SNP (clear bars) and NONOate (hatched bars) on net cAMP and 

cGMP production in isolated retinal microvessels; tissues were pretreated with TPC 

(5 limon) or saline prior to addition of SNP (10 'linon) and NONOate (100 

nrnol/L). Net stimulated production by test agents was calculated after correction for 

basal production in the absence of NO donors, which was for CAMP: 8.1 ± 1.4 

pmol/mg protein/min, and for cGMP: 7.0 ± 1.9 pmol/mg protein/min; TPC did not 

modify basal cAMP production in the absence of NO donors. Values are mean 

SEM of 4 experiments, each performed in duplicate: * p < 0.01 compared to 

corresponding control values (saline). 
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Figure 5. (A) Effects of SNP on perfusion pressure of infused choroids containing 

(clear bars) or devoid of functional endothelium (hatched bars), in the presence or 

absence of prostaglandin synthase, guanylate cyclase, Kca, K and KATip channel 

blockers. Choroids were infused with Krebs buffer of physiological constant flow 

rate of —0.2 mllmin producing a perfusion pressure of 60 mm Hg;19'2°  a negative 

change in perfusion pressure reflects vasorelaxation. Endothelium was removed by 

infusing air which abolished relaxation to acetylcholine but not to papaverine and did 

not affect contraction to U46619. Krebs containing SNP was infused with or without 

pretreatment (30 min) with indomethacin (1 !linon), TPC (5 µmon), methylene 

blue (1 µmon), charybdotoxin (CTX, 100 limon), iberiotoxin (IBX, 100 nmon), 

4-aminopyridine (4-AP, 3 rrunon) or glibenclamide (Glib, 10 µmon). 

Indomethacin, TPC, methylene blue and 4-AP produced a small increase (5 ± 2 mm 

Hg) in perfusion pressure in choroids with intact endothelium. Removal of 

endothelium also caused a slight increase in perfusion pressure (4 ± 1 mm Hg) which 
was raised by methylene blue by another 3 ± 1 mm Hg; these small increases in 

perfusion pressure did not alter maximal relaxation to papaverine (0.1 µmon). 

Values are mean ± SEM of 4 experiments. * p < 0.01 compared to corresponding 

saline; t p < 0.01 compared to all other values of SNP (10 nmon)-treated 

preparations, except those with glibenclamide. 

(B) SNP-stimulated net production of 6-keto PGFic, in choroidal perfusate. 6-keto 

PGFic, was measured on 10 min collections of perfusate at infusion rate described in 

(A); concentrations of agents and other details are described in (A). Net production 

stimulated by SNP was calculated after correction for basal production in the absence 

of NO donor (67.4 ± 9.8 pg/mg protein/min). Values are mean ± SEM of 4 

experiments, expressed as a function of choroid protein content. Endo refers to 

endothelium. * p < 0.01 compared to corresponding saline. 

(C) SNP-stimulated synthesis of 6-keto PGFic, on retinal endothelial cells. 

Endothelial cells were cultured from isolated retinal vessels. Dose-response to SNP 

was studied on cells (third passage) loaded with arachidonic acid (5 limon) for 20 

min. Effects of charybdotoxin (CTX, 100 nmol/L), iberiotoxin (IBX, 100 'linon), 4-

aminopyridine (4-AP, 3 mmon) or glibenclamide (Glib, 10 µmon) prior to 



addition of SNP (10 nmol/L), NS1619 (1 pmollL) or NS004 (1 p.mol/L) was also 

studied. Net  stimulated production by test agents (SNP, NS1619 or NS004) was 

calculated after correction for basal production in the absence of stimulants (43.5 ± 

1.2 pg/mg protein/min); le channel blockers did not modify basal production of 6-

keto PGFic, in the absence of SNP, NS1619 or NS004. Values are mean ± SEM of 3 

experiments. * p < 0.01 compared to corresponding saline. 
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Figure 6. Contribution of prostacyclin in bradykinin-evoked retinal (A) and 

choroidal (B) vasorelaxation. Dose response to bradykinin (Bk) as well as effects of 

pretreatment with indomethacin (Indo, 1 µmon), TPC (5 µmon) and L-NAME (1 

mmol/L) were studied as described in Figs. 2 and 5A. Values are mean ± SEM of 4 

experiments. * p < 0.01 compared to corresponding saline value; t p < 0.05 

compared to all other values. 
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Figure 7. Model based on data presented, depicting mechanism of NO-induced 

ocular vasorelaxation involving interactions between cGMP, Ky channels, Kca  

channels and PGI2. AC, GC and PKG refer to adenylate cyclase, guanylate cyclase 

and cGMP-dependent protein kinase, respectively. 
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CHAPITRE 7 

DISCUSSION 

7.1 Les grandes lignes de la discussion 

La première partie de la discussion présente les concepts scientifiques qui ont 

permis d'entreprendre ces études, et discute de la rationalisation des méthodes 

d'investigation. 
La seconde partie porte sur le rôle des radicaux libres dans l'autorégulation 

des débits sanguins oculaires et de l'interaction entre les radicaux libres et les 

prostaglandines dans le processus d'autorégulation des réponses vasomotrices 

rétiniens et choroïdiens. 
La troisième partie de la discussion traite premièrement du rôle important de 

l'oxyde nitrique dans l'autorégulation des débits sanguins rétiniens et choroïdiens en 

réponse aussi bien à l'hyperoxie qu'aux changements aigus de pression de perfusion; 

et deuxièmement de la maturation des réponses hémodynamiques des vaisseaux 

sanguins rétiniens et choroïdiens à l'oxyde nitrique. 
La quatrième partie discute d'un nouveau mécanisme d'action vasculaire de  

l'oxyde nitrique. Cette partie met l'emphase sur le rôle important joué par les 

prostaglandines, particulièrement la prostacycline, dans la relaxation vasculaire de 

l'ceil induite par l'oxyde nitrique via l'activation de canaux potassiques dépendants 

du calcium situés dans l'endothélium. 
La dernière partie de la discussion conclue sur les travaux de thèse et souligne 

la pertinence clinique des données en relation avec la rétinopathie du prématuré. 
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7.2 Les rationnels et les justifications des approches expérimentales 

L'inaptitude des vaisseaux sanguins oculaires du nouveau-né à répondre par 

une vasoconstriction, dans le but de limiter le débit sanguin à la rétine, lors 

d'augmentation rapide et aiguë de la pression artérielle, peut prédisposer au 

développement des hémorragies rétiniennes (von Barsewisch, 1979). Au même titre, 

en absence de régulation de l'apport d'oxygène à la rétine, une augmentation rapide 

et transitoire de l'oxygène prédispose au développement de la rétinopathie du 

prématuré (Patz, 1952). La capacité des vaisseaux sanguins de la rétine et de la 

choroïde à maintenir une bonne perfusion tissulaire lors de variations de pression de 

perfusion artérielle est appelée autorégulation. De la même manière, le contrôle de 

l'oxygénation tissulaire à la rétine par une variation du tonus des artères est aussi 

attribué à l'autorégulation. Le mécanisme de ces réponses régulatrices est incertain. 

Avec la découverte de l'EDRF en 1980, une nouvelle ère a débuté dans la 

compréhension de l'autorégulation de la résistance vasculaire et du débit sanguin au 

niveau de lœil. D'intenses investigations ont permis de mieux comprendre 

l'existence d'un système complexe d'interaction entre les vasoconstricteurs et les 

vasodilatateurs. L'endothélium semble être l'effecteur majeur de toutes ces réponses 

physiologiques. 	Les substances importantes impliquées dans ce processus 

d'autorégulation sont les prostaglandines, l'oxyde nitrique et possiblement le 

système rénine-angiotensine (Paulson, 1988). 

Nous avons démontré chez le nouveau-né porcelet que le débit sanguin 

rétinien est maintenu constant sur un court intervalle de pression de perfusion 

oculaire comparativement à celui de l'adulte (de 30 à 80 mm Hg chez le nouveau-né 

et de 30 à plus de 150 mm Hg chez l'adulte) (Chemtob, 1991). Contrairement à 

l'adulte, la choroïde du nouveau-né ne s'autorégule pas lors de variations de pression 

de perfusion (Chemtob, 1991; Kiel, 1992; Kiel, 1994). La choroïde est la principale 

source d'oxygène à la rétine (Alm, 1992). Les prostaglandines produites par la voie 

métabolique de la cyclooxygénase jouent un rôle dans la délimitation des intervalles 

d'autorégulation des débits sanguins oculaires. Ainsi, l'inhibition de la synthèse des 

prostaglandines augmente la limite supérieure de l'autorégulation des débits sanguins 

rétiniens et produit une autorégulation à la choroïde. De plus, les inhibiteurs de la 

cyclooxygénase maintiennent constant le débit sanguin et l'apport d'oxygène à la 

rétine sur un intervalle beaucoup plus grand de pression de perfusion oculaire 

(Chemtob, 1991). 	Ces résultats suggèrent une prédominance des effets 
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vasodilatateurs produits par les prostaglandines formées lors d'augmentation de la 

pression de perfusion. 
Des études dans notre laboratoire ont également démontré que dans un autre 

tissu vasculaire, soit la microcirculation cérébrale du nouveau-né, la limite supérieure 

réduite de l'autorégulation des débits sanguins cérébraux est secondaire à une plus 

grande activité des prostaglandines produisant une vasodilatation et une plus faible 

activité des prostaglandines ayant un pouvoir de vasoconstriction (Chemtob, 1989; 

Chemtob, 1990; Li, 1994; Li, 1996). Cette différence ontogénique en faveur d'une 

production ou d'une activité accrues des agents vasodilatateurs chez le nouveau-né à 

été démontré pour plusieurs agents tels que le NO et le CO et dans plusieurs autres 

lits vasculaires (Abraham, 1988; North, 1994; Weiner, 1995; Nankervis, 1995). De 

même, la contractilité du muscle lisse vasculaire à plusieurs agents vasoconstricteurs 

est aussi dépendante du développement; elle est plus importante chez l'adulte que 

chez le nouveau-né et le fcetus (Hayashi, 1978; Seguchi, 1990; Nakanishi, 1997). 

Ainsi, il est concevable que les différences ontogéniques en faveur de l'activité 

des vasodilatateurs dans les lits vasculaires rétiniens et particulièrement 

choroïdiens puissent contribuer à la réduction de la limite supérieure de 

l'autorégulation des débits sanguins rétiniens et ainsi à l'absence 

d'autorégulation de la choroïde. 
Dans le but de vérifier notre hypothèse, nous avons étudié l'effet des 

inhibiteurs des radicaux libres et de l'oxyde nitrique sur les débits sanguins rétiniens 

et choroïdiens. La majorité des effets des radicaux libres se traduisent par une 

relaxation vasculaire (Rubanyi, 1986). Les débits sanguins rétiniens et choroïdiens 

ont été mesurés par l'injection de microsphères radioactives (Heymann, 1977). Cette 

technique a été utilisée à plusieurs reprises pour mesurer les fonctions 

hémodynamiques des vaisseaux sanguins oculaires (Alm, 1972; Bill, 1975; Stiris, 

1989; Chemtob, 1991) et elle a été validée par d'autres méthodes de mesures du débit 

sanguin (Rudolph, 1967; Neutze, 1968). 
Dans les expériences qui ont conduit à cette thèse, un modèle expérimental a 

été utilisé pour reproduire des changements de pression de perfusion artérielle et 

pour étudier l'autorégulation sans avoir à utiliser un agent pharmacologique. La 

fiabilité et la reproductibilité, respectivement, du modèle et des résultats ont été 

confirmé par plusieurs publications (Chemtob, 1990; Chemtob, 1991; Chemtob, 

1992). De plus, les différents paramètres hémodynamiques et les mesures de gaz 



sanguins pouvant affecter les débits sanguins sont demeurés constants durant toutes 

les expériences. 
Les réponses vasomotrices de la rétine ont été mesurées sur des préparations 

de rétine baignant dans des bains de solution physiologique, ce qui permettait l'étude 

des vaisseaux sanguins rétiniens sans altération majeure du tissu (Fenurri-Dileo, 

1990). Des vaisseaux sanguins de dimension variant entre 50 et 200 µm ont été 

sélectionnés car ils représentent les vaisseaux de résistance impliqués dans les 

phénomènes d'autorégulation (Baumbach, 1985). La viabilité des préparations a été 

examinée par l'administration dU46619 un vasoconstricteur analogue au 

thromboxane A2. Pour la choroïde, les réponses vasomotrices ont été étudiées à 

l'aide d'un modèle de perfusion. L'intégrité des cellules endothéliales a été vérifiée 

par la réponse vasomotrice à l'acétylcholine. 

7.3 	L'interaction des radicaux libres avec les prostaglandines dans 

l'autorégulation rétinienne et choroïdienne 

Puisque la voie métabolique de la cyclooxygénase produit aussi des radicaux 

libres qui exercent principalement des effets vasodilatateurs suite à des stress 

oxydants (Rubanyi, 1988) et que l'ont dispose d'inhibiteurs efficaces de leur 

formation (Federico Villa, 1997), il était judicieux de rechercher l'implication des 

radicaux libres dans le processus d'autorégulation en réponse à des changements 

aigus de pression de perfusion. Plusieurs études suggèrent la génération de radicaux 

libres lors d'hypertension (Kontos, 1981, 1983, 1984; Wei, 1985; Nakazono, 1991; 

Suzuki, 1995; Swei, 1997). De plus, des changements de diamètre des artérioles 

cérébrales après une hypertension aiguë peuvent être prévenus par des inhibiteurs de 

la cyclooxygénase tel que l'indométhacine (Kontos, 1981). Également, les radicaux 

libres sont impliqués dans le contrôle local du débit sanguin dans une variété de 

tissus en réponse à des stress oxydants (Rubanyi, 1988; Kuo, 1990). 

L'hypothèse à vérifier était donc que dans la rétine et la choroïde, 

l'activation de la voie métabolique de la cyclooxygénase lors d'hypertension 

aiguë conduit à la génération de radicaux libres et est elle-même régulée par les 

radicaux libres. 
Nos résultats ont permis de rapporter pour la première fois que les radicaux 

libres contribuent significativement à l'incapacité du nouveau-né à autoréguler les 
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de perfusion et en conséquence à maintenir constant un apport d'oxygène à la rétine 

et à la choroïde. Cette inférence est supportée par le fait que le U74389F, un 

composé 21-aminostéroïde inhibiteur de la peroxydation lipidique (Braughler, 1987; 

Federico Villa, 1997) a élargi la limite supérieure de l'autorégulation et a prévenu la 

formation de MDA et d'hydroperoxydes (deux indices de peroxydation) autant à la 

rétine qu'à la choroïde lors d'hypertension (Fig. 1 et Tableaux 2-3, Chap.3). Le 
U74389F n'a pas affecté la limite inférieure de Pautorégulation. Il est à noter que le 

U74389F n'a pas d'effet sur le NOS et n'est pas un capteur de NO. 
Bien que les radicaux libres jouent un rôle dans l'autorégulation des débits 

sanguins rétiniens et choroïdiens, leurs origines restaient à être déterminée. Dans les 

vaisseaux cérébraux, par exemple, la voie métabolique de la cyclooxygénase est une 

source importante de radicaux libres (Egan, 1981; Kontos, 1985; Kukreja, 1986). 

Pour déterminer si les radicaux libres produits au niveau de l'oeil lors d'hypertension 

provenaient de la cyclooxygénase, des inhibiteurs de la cyclooxygénase ont été 

utilisés concomitamment à la mesure de la synthèse des prostaglandines et de deux 

indices de peroxydation, le MDA et les hydroperoxydes. Tout d'abord, les niveaux 

de base des prostaglandines sont plus élevés dans la choroïde que dans la rétine parce 

qu'il s'agit d'un tissu purement vasculaire. En revanche, les niveaux de MDA et 

d'hydroperoxydes sont plus élevés dans la rétine probablement due à son contenu 

plus élevé en lipides polyinsaturés favorisant la peroxydation lipidique. De plus, les 

niveaux de base d'hydroperoxydes sont beaucoup plus élevés que ceux des 

prostaglandines dues au fait que les hydroperoxydes proviennent de plusieurs voies 

métaboliques et que les prostaglandines ne sont produites que via la cyclooxygénase. 

Les résultats montrent que le niveau de prostaglandines augmente simultanément 

avec les produits de peroxydation à la rétine et dans la choroïde (Tableaux 2-3, chap. 

3). De plus, deux inhibiteurs de la cyclooxygénase, l'ibuprofène et l'indométhacine, 

qui sont différents au point de vue de leurs structures (Insel, 1990), ont inhibé 

complètement l'augmentation des MDA et des hydroperoxydes produits lors 

d'hypertension, en plus évidemment de diminuer significativement la synthèse de 

prostaglandines (Tableaux 2-3, chap. 3). La synthèse de prostaglandines n'est pas 

complètement abolie parce que le l'ibuprofène et l'indométhacine sont des 

inhibiteurs compétitifs de la cyclooxygénase et non pas des inhibiteurs irréversibles. 

De plus, nous avons démontré dans le tissu rétinien que la diminution de la synthèse 
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des prostaglandines, via l'utilisation d'un inhibiteur compétitif de la cyclooxygénase, 

était dépendante de la dose (Hardy, 1998a). Les niveaux de base des MDA et des 

hydroperoxydes n'ont pas été affectés par l'ibuprofene et l'indométhacine (Tableaux 
2-3, chap. 3). 	L'absence d'effet du U74389F sur la synthèse basale de 
prostaglandines confirme la spécificité de ce dernier comme inhibiteur de la 

peroxydation lipidique. L'allopurinol à haute dose, aussi un capteur de radicaux 

libres, a également diminué les niveaux tissulaires de MDA et d'hydroperoxydes 

sans affecter les niveaux de base des prostaglandines et a prévenu leur augmentation 
durant une hypertension (Tableaux 2-3, chap. 3). 

Ces résultats suggèrent deux choses. La première est que, chez le nouveau-

né, la voie de la cyclooxygénase est la source principale de radicaux libres lors 
d'hypertension aiguë au niveau de la rétine et de la choroïde. En effet, les inhibiteurs 

de la cyclooxygénase préviemient complètement l'augmentation de radicaux libres 

lors d'hypertension. Deuxièmement, les inhibiteurs de la cyclooxygénase agissent 

vraiment sur la cyclooxygénase pour prévenir l'augmentation des radicaux libres lors 

d'hypertension parce que la synthèse de base des radicaux libres n'est pas affectée 

comme elle le serait si ces agents agissaient comme chélateur de fer ou comme 
capteur de radicaux libres (Kennedy, 1990). 

L'augmentation des prostaglandines et des produits de la peroxydation à la 

choroïde lorsque la pression de perfusion est élevée est probablement le résultat 

d'une distension de la choroïde (Wei, 1985; Borgdorff, 1988; Kuo, 1990; Chemtob, 
1990 et 1991). De même, les prostaglandines mesurées dans la rétine proviennent 
des vaisseaux sanguins de la rétine mais aussi possiblement de la choroïde par 
diffusion. La choroïde a une plus grande concentration d'eicosanoïdes que la rétine. 

Le contenu en lipides polyinsaturés très élevé de la rétine a sûrement aidé à la 

propagation de la peroxydation lipidique qui a fort probablement pris origine des 

vaisseaux sanguins de la rétine lors d'une augmentation de la pression de perfusion. 

Les mécanismes par lesquels les radicaux libres produisent une dilatation des 

vaisseaux sanguins varient dépendamment du tissu étudié (Rubanyi, 1986 et 1988; 

Wolin, 1989; van der Kraaij, 1990; Leffler, 1991). Cependant, leurs effets et leurs 

mécanismes d'action n'avaient pas été étudiés au niveau des vaisseaux sanguins 

rétiniens. Pour examiner la contribution relative des radicaux libres dans la 

vasomotricité rétinienne et une interaction possible entre les métabolites réactifs de 

l'oxygène et les prostaglandines dans la régulation du tonus vasculaire des vaisseaux 
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sanguins oculaires, nous avons étudié in vitro l'effet vasculaire des peroxydes sur les 

microvaisseaux rétiniens. Ces vaisseaux de résistance ont été examinés car ils sont 

en grande partie responsables du contrôle de l'autorégulation des débits sanguins 

durant l'hypertension (Baumbach, 1985; Faxaci, 1987). L'hydroperoxyde de cumène 

et le peroxyde d'hydrogène ont causé une dilatation des microvaisseaux de la rétine 

et cette réponse a été complètement bloquée par l'indométhacine (Fig. 3, Chap.3). 

Les concentrations d'hydroperoxydes utilisées in vitro correspondent aux 

concentrations rapportées aux Tableaux 2 et 3, Chap.3. Ainsi, les études in vitro 

supportent les études in vivo et confirment que les peroxydes produits par la voie 

métabolique de la cyclooxygénase activent la cyclooxygénase et que les 

prostaglandines formées suite à l'activation des radicaux libres sont les médiateurs de 

la vasodilatation. 
Donc, ces études ont démontré que les radicaux libres générés par la voie 

métabolique de la cyclooxygénase jouent aussi un rôle en établissant les limites 

supérieures de l'autorégulation des débits sanguins rétiniens et choroïdiens chez le 

nouveau-né animal. De plus, les radicaux libres démontrent une interaction positive 

avec la voie métabolique de la cyclooxygénase contribuant à l'augmentation de la 

synthèse des prostaglandines. Ainsi, lorsque la pression de perfusion oculaire est 

augmentée au-delà de la limite supérieure de l'autorégulation des débits sanguins 

rétiniens et choroïdiens, la voie métabolique de la cyclooxygénase est activée et 

conduit à la formation de prostaglandines et de radicaux libres. Les radicaux libres 

en retour activent encore plus la formation de prostaglandines lesquelles produisent 

la vasodilatation, et il en résulte une augmentation des débits sanguins rétiniens et 

choroïdiens et de l'apport excessif d'oxygène à la rétine. 

7.4 Rôles de l'oxyde nitrique dans l'autorégulation rétinienne et choroïdienne : 

Ontogénie de l'oxyde nitrique synthase. 

En clinique, les nouveau-nés prématurés sont sujets à des fluctuations 

importantes de la tension en oxygène qui conduisent fréquemment à une oxygénation 

excessive. Un facteur important contribuant au développement de la rétinopathie du 

prématuré semble être justement l'apport excessif d'oxygène à la rétine (Flynn, 

1992; Penn, 1992; Phelps, 1993). Contrairement à l'adulte, le nouveau-né n'a pas 

développé complètement ses mécanismes lui permettant d'autoréguler ses débits 



196 

sanguins oculaires (Chemtob, 1991; Hardy, 1994). Ainsi, cette situation favoriserait 

une hyperoxie de la rétine lorsque la tension en oxygène augmente concomitamment 

avec la pression de perfusion. Toutefois, les études ont démontré que l'hyperoxie 

cause une vasoconstriction significative des vaisseaux sanguins rétiniens chez le 

nouveau-né (Peters, 1980; Ricci, 1987) et l'adulte (Hickam, 1966; Papst, 1982; Riva, 

1983; Hague, 1988) permettant ainsi de restreindre l'apport d'oxygène à la rétine. 

Par contre, c'est la choroïde qui est la principale source d'oxygène à la rétine. 

Toutefois, la réponse de la choroïde à l'oxygène n'est pas claire chez l'adulte et 

demeure totalement inconnue chez le nouveau-né (Bill, 1962; Friedman, 1972; Riva, 

1994a et 1994b; Flower, 1995). Advenant le cas où la choroïde ne soit pas capable 

de réguler son débit sanguin en réponse à l'augmentation des concentrations 

d'oxygène, il est possible que l'hyperoxie produise une augmentation de 

l'apport d'oxygène à la rétine. Pour clarifier cette situation les effets de 

l'hyperoxie sur les débits sanguins rétiniens et choroïdiens du nouveau-né et la 

comparaison des réponses vasculaires du nouveau-né à celle des animaux plus âgés 

ont été déterminés. 
La mesure des débits sanguins rétiniens et choroïdiens a été faite en utilisant 

des microsphères radioactives. L'augmentation de la concentration d'oxygène 

inhalée passant de 21% à 100% a causé une diminution du débit sanguin rétinien 

d'environ 44% chez le nouveau-né et de 35% chez le jeune porc adulte (Figs. 1c-d, 

Chap. 4), confirmant les études d'autres chercheurs (Peters, 1980; Ricci, 1987; 

Hickam, 1966; Papst, 1982; Riva, 1983; Deutsch, 1983). Contrairement à l'adulte, la 

ventilation mécanique avec 100 % d'oxygène n'a eu aucune influence sur le débit 

sanguin choroïdien du nouveau-né alors que l'hyperoxie a diminué le débit sanguin 

choroïdien d'environ 35 % chez l'adulte (Figs. la-b, Chap.4) (Trokel, 1965; 

Friedman, 1972; McLeod, 1996). Les changements en apport d'oxygène ont suivi 

les changements de débit sanguin sauf pour la choroïde du nouveau-né qui, suite à 

l'absence de diminution du débit sanguin choroïdien, a vu l'apport d'oxygène à la 

choroïde augmenté très significativement (Tableau 1, Chap. 4; Fig. 2, Chap. 7). Cet 

excès d'apport d'oxygène a eu des conséquences sur la synthèse des radicaux libres 

au niveau de Iœil. La mesure des hydroperoxydes a augmenté de 2 à 3 fois au-delà 

de la normale pour la rétine et la choroïde, respectivement (Fig. 1, Chap. 7). Il y a eu 

augmentation de la peroxydation lipidique à la rétine lors d'hyperoxie malgré une 

vasoconstriction des vaisseaux sanguins rétiniens. 	L'augmentation des 
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hydroperoxydes à la rétine s'explique probablement par le fait que la choroïde est la 

principale source d'oxygène à la rétine (Alm, 1972; Bill, 1975; Linsetuneier, 1992). 

Cette absence d'autorégulation de la choroïde lors d'hyperoxie chez le nouveau-né 

est possiblement due à un excès de vasodilatation ou à un manque de 

vasoconstriction. Les mécanismes responsables des réponses vasomotrices en 

réponse à l'augmentation de la concentration d'oxygène ont donc été étudiés. 

Précédemment, nous avons démontré que l'absence d'autorégulation des 

débits sanguins oculaires en réponse à l'augmentation de pression de perfusion 

artérielle semblait être causée par un excès de vasodilatateurs spécifiquement par 

l'interaction des prostaglandines avec les radicaux libres. Récemment, notre 

laboratoire a démontré que chez le nouveau-né, les prostanoïdes vasoconstricteurs au 

niveau de la rétine et de la choroïde causaient moins de vasoconstriction que chez 

l'adulte. D'un autre côté, les effets vasomoteurs des prostaglandines produisant 

principalement une vasodilatation étaient de beaucoup supérieurs chez le nouveau-né 

comparativement à l'adulte (Abran, 1995, 1997a et 1997b; Hardy, 1998b). Cette 

différence dans les mécanismes d'action vasculaires des prostanoïdes à la rétine et à 

la choroïde a été expliquée par un changement ontogénique de l'expression et du 

mécanisme de signalisation intracellulaire couplé aux récepteurs des prostaglandines 

(Abran, 1995, 1997a et 1997b; Hardy, 1998b). En plus des prostaglandines et des 

radicaux libres, l'endothélium vasculaire produit plusieurs autres agents 

vasodilatateurs en réponse à des stimuli chimiques et physiques. L'oxyde nitrique, 

un vasodilatateur puissant dérivé de l'endothélium (Palmer, 1987), participe au 

maintien du tonus basal de plusieurs lits vasculaires et joue un rôle très important 

dans la régulation du débit sanguin (Gardiner, 1990; Umans, 1995). L'oxyde 

nitrique est impliqué dans l'autorégulation des débits sanguins dans certains tissus 

(Ueeda, 1992; Kelly, 1994; Talman, 1995). 

Nous avons spéculé que l'absence de régulation de la choroïde lors 

d'hyperoxie pouvait être la conséquence d'un excès de production et/ ou d'un 

plus grand effet de vasodilatateurs, spécifiquement le NO. Chez le nouveau-né 

lors d'hyperoxie le L-NAME a permis au débit sanguin choroïdien et à l'apport 

d'oxygène à la choroïde de diminuer (Fig. 1 et tableau 1, Chap. 4; Fig. 2, Chap. 7). 

De plus, le L-NAME a prévenu l'augmentation des hydroperoxydes dans les tissus 

oculaires du nouveau-né (Fig. 1, Chap. 7). Les résultats des tests hémodynamiques 

ont aussi suggéré une plus grande production et/ ou un plus grand effet de l'oxyde 
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nitrique chez le nouveau-né que chez l'adulte. En effet, le L-NAME a diminué le 

débit sanguin choroïdien de base de 58 % chez le nouveau-né comparativement à une 

réduction de seulement 36 % chez l'adulte (Fig. 1, Chap. 4). Le L-NAME n'a pas 

affecté les débits sanguins rétiniens chez le nouveau-né et l'adulte comme rapporté 

précédemment dans la littérature (Fig. 1, Chap. 4) (Deussen, 1993; Gidday, 1995). 

D'autres évidences indiquant un rôle important de NO sur le contrôle de la 
circulation choroïdienne sont apportées par les données in vivo de la mesure des 
niveaux de GMPcyclique et, in vitro, par la synthèse de GMPcyclique et de nitrite 
par la choroïde. Les niveaux de synthèse de base de GMPcyclique, un second 

messager pour l'oxyde nitrique, de même que la production in vitro de GMPcyclique 
et de nitrite, sont plus élevés dans les tissus choroïdiens du nouveau-né que chez 

l'adulte et augmentent durant l'hyperoxie seulement dans la choroïde du nouveau-né 

(Fig. 2, Chap. 4). Le L-NAME a prévenu l'augmentation de GMPcyclique in vivo 
durant l'hyperoxie. Ces résultats suggèrent une plus grande formation de NO durant 

l'hyperoxie et une plus grande sensibilité de NOS à l'oxygène chez le nouveau-né 

puisque le GMP cyclique et les nitrites ont augmenté seulement dans la choroïde du 

nouveau-né lors d'hyperoxie. Finalement, nous avons vérifié si cette plus grande 

production de NO dans les tissus choroïdiens pouvait être le résultat d'une plus 

grande activité enzymatique de NOS. L'activité de NOS obtenue par la mesure de 

[3F1]-citrulline est quatre fois plus grande chez le nouveau-né que chez l'adulte. La 

plupart de l'activité de NOS dans la choroïde du nouveau-né est dépendante des 

isoformes constitutives (Fig. 3, Chap. 4). Ces résultats sont en accord avec d'autres 

études indiquant des niveaux plus élevés de NOS dans d'autres tissus chez le 

nouveau-né (North, 1994; Weiner, 1995; Dumont, 1998). 

Les effets de l'hyperoxie ont également été étudiés in vitro sur des choroïdes 

exposées à 95 % d'oxygène (Fig. 4a, Chap. 4). Lors d'hyperoxie, les vaisseaux 

choroïdiens du nouveau-né produisent une constriction plus faible que ceux de 

l'adulte. L'exposition à l'hyperoxie de vaisseaux choroïdiens préalablement traités 

avec un inhibiteur de NOS, produit une vasoconstriction plus importante qu'en 

absence de L-NA chez le nouveau-né mais cette réponse demeure quand même 

moindre que chez l'adulte. Cette constriction plus faible des vaisseaux choroïdiens 

traités avec le L-NA, suggère une diminution de l'activité des agents 

vasoconstricteurs chez le nouveau-né (Toda, 1979) 
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Finalement, on a examiné si les effets vasomoteurs de l'oxyde nitrique 

pouvaient être plus importants à la choroïde du nouveau-né que sur celle de l'adulte. 

Le nitroprussiate de sodium, un donneur de NO, a produit une vasodilatation plus 

grande chez le nouveau-né que chez l'adulte (Fig.4b, Chap.4). 
Ainsi, nos données indiquent que l'oxyde nitrique joue un rôle plus important 

dans la régulation du tonus vasculaire basal de la choroïde chez le nouveau-né. 

Encore plus, l'absence d'autorégulation de la choroïde en réponse à l'augmentation 

de la concentration d'oxygène n'est pas due en soi à un manque de vasoconstricteurs 

mais bien plus à un excès d'oxyde nitrique secondaire à une synthèse accrue, à une 

plus grande activité enzymatique de l'oxyde nitrique synthase et à un plus grand effet 

vasomoteur de l'oxyde nitrique sur les vaisseaux sanguins choroïdiens. 

Cette étude confirme de nouveau l'incapacité de la choroïde à s'autoréguler, 

cette fois-ci, durant l'augmentation de la concentration en oxygène. En plus, ces 

travaux ont permis de démontrer un rôle important de l'oxyde nitrique dans le 

contrôle de la circulation oculaire chez le nouveau-né. L'augmentation d'activité de 

l'enzyme NOS couplée à une plus grande sensibilité à l'oxygène et le plus grand 

effet vasodilatateur de l'oxyde nitrique chez le nouveau-né semblent contribuer 

significativement à l'absence d'autorégulation de la choroïde lors d'hyperoxie. 

Puisque la choroïde est la source majeure d'oxygène à la rétine, cette incapacité 

des vaisseaux sanguins choroïdiens à limiter l'apport excessif d'oxygène à la 

rétine, couplée à une déficience en antioxydant chez le nouveau-né (Bougie, 

1982; Frank, 1984; Oliver, 1992), fournissent des indices additionnels pour 

expliquer une plus grande susceptibilité du nouveau-né aux traumatismes 

rétiniens induits par l'hyperoxie. 
Dans ces études nous n'avons toutefois pas étudié les mécanismes 

vasoconstricteurs responsables de la réduction des débits sanguins rétiniens en 

réponse à l'hyperoxie aiguë. 	Des données importantes à partir d'études 

pharmacologiques et physiologiques chez l'animal in vivo suggèrent un rôle possible 

pour l'endothéline dans l'autorégulation des débits sanguins rétiniens et choroïdiens 

(Brown, 1996; Zhu, 1998). De plus, il y a plusieurs évidences qui nous laissent 

croire que l'endothéline pourrait jouer un rôle dans l'effet de certaines isoprostanes 

sur les vaisseaux sanguins oculaires (Lahaie, 1998). En plus, l'endothéline stimule la 

libération d'hormone telle que le thromboxane un puissant vasoconstricteur 

(Reynolds EE, 1990). 
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Jusqu'à maintenant nos résultats ont démontré que les agents vasodilatateurs 

provenant de la voie métabolique de la cyclooxygénase ainsi que l'oxyde nitrique, 

exercent un rôle important dans la régulation des débits sanguins oculaires. Il a été 

proposé que l'oxyde nitrique soit libéré dans les vaisseaux sanguins durant une 

augmentation de pression de perfusion (Koller, 1991). Une augmentation de la 

synthèse de NO lors de changements de pression de perfusion oculaire pourrait 

contribuer à restreindre la limite supérieure de l'autorégulation des débits 

sanguins oculaires. De plus, puisque le NO et les prostaglandines exercent des 

effets vasomoteurs très significatifs au niveau des vaisseaux sanguins oculaires, 

il est possible qu'ils soient intimement impliqués dans l'autorégulation 

vasculaire de la rétine et de la choroïde. 

En premier lieu, nous avons examiné le rôle joué par l'oxyde nitrique dans 

l'autorégulation des débits sanguins rétiniens et choroïdiens cette fois-ci lors de  

changements aigus de pression de perfusion. Le L-NAME a significativement 

augmenté la limite supérieure de l'autorégulation, passant de 80 à 146 mm Hg, et a 

permis au débit sanguin choroïdien de s'autoréguler et ainsi d'être maintenu constant 

de 30 à 146 mm Hg (Fig. 1, Chap. 5). Le L-NAME n'a pas affecté les débits 

sanguins rétiniens et choroïdiens lors d'hypotension i.e. lorsque la pression de 

perfusion oculaire est plus basse que 30 mm Hg. 

Pour confirmer l'effet de l'inhibition de la production du NO sur la limite 

supérieure de l'autorégulation, nos études ont porté sur la limite supérieure de 

l'autorégulation. Des groupes séparés de porcelets ont été traités avec du salin ou du 

L-NAME ou le L-NMMA, deux inhibiteurs de l'oxyde nitrique synthase. Pour 

chaque animal la pression de perfusion était augmentée de manière progressive 

passant de la valeur de base (70 ± 6 mm Hg) à 90 mm Hg (la limite supérieure de 

l'autorégulation), à 105 mm Hg puis à 125 mm Hg. Dans le groupe témoin, les 

débits sanguins rétiniens et choroïdiens ont varié en fonction de la pression de 

perfusion (Fig. 2, Chap. 5). Le L-NAME et le L-NMMA ont prévenu les 

changements des débits sanguins en fonction de la pression de perfusion (Fig. 2, 

Chap. 5). De plus, cette stabilisation du débit sanguin rétinien et choroïdien a 

prévenu la formation de MDA (Fig.1, Chap.7). D'autres données confirmant une 

implication du NO dans l'autorégulation des débits sanguins rétiniens et choroïdiens 

lors d'hypertension aiguë, sont fournies par la mesure des niveaux de GMPcyclique, 
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un second messager de l'oxyde nitrique. Dans la choroïde, un tissu purement 
vasculaire, en réponse à l'augmentation de pression de perfusion, il y a une 

augmentation de GMP cyclique (Tableau 3, Chap. 5). Les inhibiteurs de NO ont 

prévenu l'augmentation de GMP cyclique lors d'hypertension. 
Deuxièmement, nous avons examiné si une interaction entre le NO et les 

prostaglandines était possible dans l'autorégulation des débits sanguins rétiniens et 

choroïdiens. Nos données indiquent qu'une élévation de pression de perfusion 

oculaire cause une augmentation de la synthèse des prostaglandines, plus 

particulièrement de PGI2 et de PGE2, deux prostaglandines vasodilatatrices. Une 

interaction entre le NO et les prostaglandines dans l'autorégulation de la limite 

supérieure des débits sanguins est suggérée par l'effet des inhibiteurs de NOS sur la 

synthèse des prostaglandines. Le L-NAME et le L-NMMA ont prévenu 

l'augmentation de la formation des deux types de prostaglandine durant une 

augmentation de la pression de perfusion (de 90 à 125 mm Hg) (Tableau 3, Chap. 5). 

Une autre évidence en faveur d'une interaction entre le NO et les prostaglandines est 

démontrée in vitro sur les vaisseaux choroïdiens par l'inhibition significative par 

l'indométhacine, un inhibiteur de la cyclooxygénase, de la dilatation vasculaire 

produite par le nitroprussiate de sodium (Fig. 3, Chap. 5). 
Donc, cette étude a démontré un rôle du NO dans l'autorégulation de la limite 

supérieure des débits sanguins rétiniens et choroïdiens lors de changements aigus de 

pression de perfusion. Nos résultats suggèrent que lorsque la pression de perfusion 

est augmentée, l'oxyde nitrique et les prostaglandines sont libérés et contribuent à 

restreindre la limite supérieure de l'autorégulation du débit sanguin rétinien ou à 

maintenir une absence d'autorégulation à la choroïde en favorisant un excès de 

vasodilatation ou en masquant l'effet des vasoconstricteurs endogènes. En plus, il 

semble que le NO ait un effet positif sur la formation de prostaglandines, comme 

c'est le cas avec d'autres radicaux libres (Chap. 3). 

7.5 Mécanisme d'action vasculaire de l'oxyde nitrique : Rôle majeur de la 

prostacycline. 

Nos résultats démontrent pour la première fois un rôle du NO dans 

l'autorégulation du tonus des vaisseaux sanguins oculaires en réponse à une 

hyperoxie et à des changements aigus de pression de perfusion (Yao, 1991; Donati, 
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1995). Nos résultats suggèrent que les prostaglandines servent de médiateurs pour 

produire les effets vasodilatateurs de l'oxyde nitrique. Il semble donc que les 

prostaglandines exercent un rôle significatif dans ce processus physiologique puisque 

l'inhibition de la cyclooxygénase affecte l'autorégulation chez le nouveau-né d'une 

manière comparable à celle de l'inhibition de l'enzyme oxyde nitrique synthase. 

La découverte récente d'une interaction entre le NO et la cyclooxygénase a 

contribué à augmenter les connaissances sur les rôles biologiques des produits de ces 

voies métaboliques. En plus de son rôle bien établi dans le système cardiovasculaire, 

la neurotransmission et dans les mécanismes de défense, le NO exerce un effet de 

modulation sur l'activité de la cyclooxygénase. Même si les résultats des études in 

vitro semblent conflictuels, toutes les évidences in vivo suggèrent que le NO active la 

cyclooxygénase et augmente la biosynthèse des prostaglandines par un mécanisme 

indépendant du GMPcyclique. La modulation de la production de prostaglandines 

par le NO peut avoir une pertinence physiologique, pathologique et thérapeutique. 

Dans des conditions physiologiques le NO produit par l'isoforme constitutive du 

NOS des cellules endothéliales, peut représenter un stimulus permanent pour 

l'activation de la COX-1. Ainsi, la relaxation du muscle lisse pourrait être obtenue 

par le NO, non seulement par élévation du GMP cyclique, mais aussi indirectement 

par l'élévation concomitante de l'AMP cyclique via une augmentation de la 

production de vasodilatateurs tels que PG12  ou PGE2  due à une activation de la COX-

1 (Salvemini, 1995). 
D'autres mécanismes d'action du NO impliquent les canaux potassiques. Des 

travaux récents suggèrent que l'oxyde nitrique et les nitrovasodilatateurs activent des 

canaux potassiques dépendants du calcium et causent une vasodilatation ou une 

relaxation tissulaire (Archer, 1994; Bolotina, 1994; Abderrahrnane, 1998). Ces 

canaux potassiques, au niveau des artères de résistance, ont un rôle dans la régulation 

du tonus vasculaire (Brayden, 1992). De plus, une interdépendance entre les 

prostaglandines et les canaux potassiques a été décrite dans certains tissus vasculaires 

(Jackson, 1993; Bouchard, 1994; Cohen, 1995). 
Ainsi, bien que nos travaux démontrent également qu'il existe une interaction 

entre l'oxyde nitrique et les prostaglandines au niveau de la régulation du tonus 

vasculaire de la rétine et de la choroïde, le processus d'activation de la 

cyclooxygénase demeure totalement inconnu. Nous avons donc vérifié l'hypothèse 

que, dans la circulation oculaire du nouveau-né, les effets vasomoteurs de 
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l'oxyde nitrique sont produits principalement par les prostaglandines. Nous 

avons poursuivi nos recherches du côté des mécanismes qui sous-tendent 

l'interaction entre le NO, les prostaglandines, les canaux potassiques dépendants du 

calcium et le GMPcyclique dans les vaisseaux oculaires du porcelet nouveau-né. 

Tout d'abord, les effets vasomoteurs des donneurs de NO, le nitroprussiate de 

sodium (SNP) et le diethylamine NONOate (NONOate), ont été vérifiés sur des 

vaisseaux sanguins rétiniens de résistance (100 à 200 p.m). Les donneurs de NO ont 

produit une vasodilatation significative des artérioles et des veinules rétiniennes (Fig. 

1, Chap. 6). La réponse maximale des deux donneurs de NO était comparable mais 

le SNP s'est montré comme étant plus puissant que le NONOate. 

Pour déterminer la contribution exercée par la guanylate cyclase et la protéine 

kinase G sur les effets vasomoteurs produits par le NO, nous avons utilisé le bleu de 

méthylène et le LY83583, (inhibiteurs de la guanylate cyclase), le KT 5823 

(inhibiteur de la protéine kinase G). Ces inhibiteurs ont réduit la vasodilatation 

produite par les donneurs de NO de l'ordre de 30 à 40 % (Fig. 2, Chap. 6). Le rôle 

joué par les prostaglandines dans les effets vasomoteurs produits par le NO a été 

examiné par l'utilisation d'iurihibiteurs de la cyclooxygénase, l'indométhacine et 

l'ibuprofène, et un inhibiteur de la prostacycline synthase, le trans-2-

phenylcyclopropylarnine (TPC). L'inhibition de la synthèse des prostaglandines et 

plus particulièrement de la prostacycline a réduit très significativement les effets 

vasomoteurs des donneurs de NO, de l'ordre de 70 % (Fig. 2, Chap. 6). Le chlorure 

de tétraéthylarnmonium, un inhibiteur des canaux potassiques dépendants du 

calcium, a réduit la relaxation vasculaire induite par les donneurs de NO de manière 

similaire aux inhibiteurs des prostaglandines (Fig. 2, Chap. 6). Finalement, la 

combinaison d'un inhibiteur de la guanylate cyclase avec soit un inhibiteur de la 

prostacycline synthase ou de la cyclooxygénase a réduit très significativement l'effet 

des donneurs de NO, de l'ordre de 90 % (Fig. 2, Chap. 6). En résumé, ces résultats 

suggèrent que les effets vasomoteurs des donneurs de NO sur les vaisseaux rétiniens 

de résistance sont peu dépendants de la guanylate cyclase mais sont plutôt causés en 

grande partie par les prostaglandines, particulièrement la prostacycline, via des 

canaux potassiques dépendants du calcium situés au niveau de l'endothélium ou du 

muscle lisse vasculaire. 

Pour confirmer le rôle important de la prostacycline et pour savoir si le NO 

active le canal potassique dépendant du calcium au niveau de l'endothélium ou du 
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muscle lisse vasculaire, la synthèse de prostaglandines a été mesurée. La production 

par les cellules endothéliales de 6-céto-PGF1a, le métabolite stable de la 

prostacycline, et de PGE2  dans des micro-vaisseaux rétiniens isolés a été mesurée. 

Le SNP et le NONOate causent une augmentation de la production de 6-céto-PGFic, 

alors que la synthèse de PGE2  est légèrement diminuée (Fig. 3, Chap. 6). Une 

production préférentielle de certains types de prostaglandines par différents stimuli, 

incluant le NO, a plusieurs fois été rapportée dans la littérature (Abran, 1995b; 

Leffler, 1990; Chemtob, 1991). Seuls les inhibiteurs de la cyclooxygénase, 

l'indométhacine et l'ibuprofène ont réduit la synthèse des deux prostaglandines. 

L'inhibiteur de la prostacycline synthase et l'inhibiteur du canal potassique 

dépendant du calcium ont réduit la synthèse de prostacycline de façon similaire aux 

inhibiteurs de la cyclooxygénase (Fig. 3, Chap. 6). Les inhibiteurs de la guanylate 

cyclase ont légèrement diminué la synthèse de la prostacycline alors que l'inhibiteur 

de la protéine kinase G n'a pas eu d'effet significatif (Fig. 3, Chap. 6). Ces résultats 

indiquent que dans les vaisseaux rétiniens de résistance, les donneurs de NO 

induisent la synthèse de prostacycline, presque indépendamment du GMP cyclique et 

indépendamment de la protéine kinase G, via un canal potassique dépendant du 

calcium situé dans l'endothélium. 

D'autres évidences indiquant que les effets du NO sont en partie produits via 

la prostacycline, furent démontrées par les résultats obtenus lors de la mesure de la 

synthèse d'AMP cyclique, le second messager du récepteur de la prostacycline. Les 

donneurs de NO ont stimulé la synthèse d'AMPcyclique dans les microvaisseaux 

rétiniens (Fig. 4, Chap. 6). Cette synthèse a été inhibée par le TPC, l'inhibiteur de la 

prostacycline synthase. Comme anticipé, les donneurs de NO ont augmenté la 

formation de GMP cyclique (Fig. 4, Chap. 6). 

Pour évaluer davantage le rôle joué par le GMPcyclique et la protéine kinase 

G sur la relaxation des vaisseaux sanguins de la rétine et leurs interactions avec les 

prostaglandines, les effets des analogues du GMP cyclique ont été étudiés. La 

relaxation vasculaire du 8-bromo GMPcyclique, l'analogue de la GMP cyclique, est 

atténuée légèrement par l'indométhacine et le TPC mais plus particulièrement par 

l'inhibiteur de la protéine kinase G, le KT 5823 et le 4-aminopyridine, l'inhibiteur du 

canal potassique dépendant du voltage (Tableau 1, Chap. 6). Seulement les 

inhibiteurs des prostaglandines ont inhibé la synthèse de 6-céto-PGFIa. La relaxation 

vasculaire du 8-bromo PET GMPcyclique, l'analogue de la protéine kinase G, est 
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significativement atténuée par l'inhibiteur de la protéine kinase G et le 4-
aminopytidine, l'inhibiteur du canal potassique dépendant du voltage (Tableau 1, 

Chap. 6). L'analogue de la protéine kinase G ne stimule pas la synthèse de 

prostacycline. Ces résultats suggèrent que les effets des analogues de la GMP 

dépendent très peu de la prostacycline mais principalement de l'activation d'un canal 

potassique dépendant du voltage au niveau du muscle vasculaire lisse. 
Le mécanisme d'action vasculaire du NO a aussi été étudié dans la choroïde 

qui est un tissu purement vasculaire. L'utilisation de la choroïde nous a permis 

d'étudier le rôle de l'endothélium vasculaire. Le SNP, a causé une vasodilatation de 

la choroïde et cet effet était dépendant de la concentration (Fig. 5a, Chap. 6). En 

présence d'endothélium, la relaxation induite par le SNP a été inhibée de 75 % par 

l'inhibiteur de la prostacycline synthase et l'ibériotoxine, un inhibiteur sélectif des 

canaux potassiques dépendants du calcium (Fig. 5a, Chap. 6). Le bleu de méthylène 

et le 4-aminopyridine ont réduit de presque que 40 % la relaxation vasculaire 

produite par le SNP. La dénudation de la choroïde de son endothélium a réduit les 

effets du SNP (Fig. 5a, Chap. 6). Seul le bleu de méthylène et le 4-aminopyridine 

ont diminué la relaxation vasculaire du SNP. Il est intéressant de noter que les effets 

de vasorelaxation du SNP sans endothélium sont comparables aux effets du SNP en 

présence de TPC avec endothélium intact. 
L'effet du NO sur la synthèse de prostacycline a aussi été confirmé à la 

choroïde. Le SNP conduit à une augmentation de la synthèse de prostacycline et 

cette synthèse est dépendante de la concentration de NO utilisée (Fig. 5b, Chap. 6). 

Comme pour la rétine, l'activation d'un canal Ka à la choroïde conduit à la synthèse 

de prostacycline puisque la charybdotoxine, un autre inhibiteur des canaux 

potassiques dépendants du calcium, a inhibé la synthèse de prostacycline induite par 

le SNP. La dénudation de la choroïde de son endothélium a inhibé la synthèse de 

prostacycline au même titre que l'utilisation d'un inhibiteur de KG, (Fig. 5b, Chap. 

6). 
La dépendance du NO vis-à-vis l'endothélium vasculaire pour la synthèse de 

prostacycline a été étudiée sur des cellules endothéliales en culture provenant de 

tissus rétiniens. Comme pour les tissus choroïdiens les inhibiteurs des canaux 

potassiques dépendants du calcium ont presque aboli la synthèse de prostacycline par 

le SNP (Fig. 5c, Chap. 6). Dans le but de démontrer l'inférence que l'oxyde nitrique 

conduit à la formation de prostacycline par une activation d'un canal potassique 
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dépendant du calcium, des activateurs spécifiques des canaux potassiques dépendants 

du calcium, le NS 1619 et le NS004 (Macmillan, 1995) ont été utilisés. Ces deux 

agents ont conduit à la synthèse de prostacycline. De plus, des inhibiteurs des 

canaux potassiques dépendants du calcium ont inhibé la synthèse de prostacycline 
stimulée par le NS 1619 et le NS004 (Fig. 5c, Chap. 6). Ainsi le même mécanisme 

d'action de l'oxyde nitrique se retrouve à la choroïde et suggère que 

l'hyperpolarisation, suite à l'activation des canaux potassiques dépendants du 

calcium situés dans l'endothélium vasculaire, mène à la synthèse de prostacycline 

laquelle médie les effets vasculaires de l'oxyde nitrique. 
L'augmentation de la synthèse de prostacycline est dépendante du calcium 

intracellulaire via l'activation de la phospholipase A2. Nous avons vérifié si l'oxyde 

nitrique pouvait conduire à l'augmentation du calcium intracellulaire. 

L'augmentation du calcium intracellulaire a été mesurée à l'aide de l'indicateur 

fluorescent fura-2 dans les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins rétiniens. 

Le SNP a causé une augmentation du calcium intracellulaire (Fig. 3, Chap. 7). En 

présence de SNP, l'inhibiteur des canaux calciques ne dépendant pas du voltage le 

SKF 96365 et l'ibériotoxine, un inhibiteur de canaux potassiques dépendants du 

calcium, ont prévenu l'augmentation du calcium intracellulaire. La néfidipine, un 

inhibiteur des canaux calciques dépendant du voltage, n'a pas bloqué l'augmentation 

du calcium intracellulaire (Fig. 3, Chap. 7). Ces résultats suggèrent que l'oxyde 

nitrique hyperpolarise la cellule endothéliale en activant le canal potassique 

dépendant du calcium, lequel est couplé à un canal calcique non dépendant du 

voltage résultant en une augmentation du calcium intracellulaire nécessaire à la 

synthèse de prostacycline (Fig. 4, Chap. 7). 
Finalement, les réponses vasomotrices produites par le NO endogène ont 

aussi été examinées. La bradykinine exerce la plupart de ses effets sur la relaxation 

vasculaire au niveau de l'oeil via le NO (Zhu, 1997). Les effets de la bradykinine ont 

été inhibés significativement par les inhibiteurs des prostaglandines, l'ibuprofène et 

le TPC l'inhibiteur de la prostacycline synthase, et presque totalement par le L-

NAME, un inhibiteur de l'oxyde nitrique synthase (Fig. 6, Chap. 6). De nouveau ces 

résultats démontrent l'importance de la prostacycline dans la vasorelaxation induite 

par l'oxyde nitrique. 
En conclusion, nos résultats démontrent un nouveau mécanisme d'action 

vasculaire de l'oxyde nitrique conduisant à la dilatation des vaisseaux sanguins 
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oculaires (Fig. 4, Chap. 7). La relaxation des vaisseaux sanguins rétiniens et 

choroïdiens induite par l'oxyde nitrique est surtout dépendante de la synthèse 

endothéliale de prostacycline via un mécanisme presque indépendant de la guanylate 

cyclase et de la formation de GMP cyclique. Ce nouveau mécanisme d'action 

vasculaire de l'oxyde nitrique implique l'activation des canaux Ko, localisés au 

niveau de l'endothélium. L'interaction importante entre le NO et la PGI2 dans les 

vaisseaux sanguins rétiniens et choroïdiens permet d'expliquer l'amélioration 

marquée et similaire de l'autorégulation des débits sanguins oculaires après 

l'inhibition de la cyclooxygénase ou de NOS. 
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Tableau 1. Effets vasomoteurs de facteurs métaboliques, neurologiques et 

endothéliaux sur les vaisseaux sanguins rétiniens et choroïdiens. 

Facteurs Rétine Choroïde 

Nouveau-né Adulte Nouveau-né Adulte 

Hyperoxie nil 

Hypoxie + + + + 

Hypercapnie + + + + 

Hypocapnie ind. ind 

Système nerveux autonome 

Sympathique ind. nil ind. 

Système nerveux autonome 

Parasympathique nil nil ind. + 

Prostaglandine I2  + + + + 

Prostaglandine E2 - minime + 

Prostaglandine D2 -F-E + -H- + 

Prostaglandine F2a - faible - faible 

Thromboxane A2 

NO -HE + ++ + 

Peroxyde d'hydrogène +/- +/- ind. ind. 

Hydroperoxyde de cumène +/- +/- ind. ind. 

Endothéline 

Le signe + signifie une vasodilatation et le signe — représente une vasoconstriction. 

Ind.: indéterminé. Nil: aucun effet. 
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Figure 1. Niveaux de MDA et d'hydroperoxydes à la choroïde chez des nouveau-nés 

porcelets suite à une hypertension (changement de pression de perfusion oculaire de 

90 à 125 mm Hg) ou suite à une hyperoxie (Fi02  de 100 % pour 45 min). 

*P 0.05 comparé au groupe normotendu (21 % 02). 
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Figure 2. Pourcentage de changement du débit sanguin (ChBF), de l'apport 

d'oxygène (Ch02del) et de la résistance vasculaire (CVR) à la choroïde durant une 

hypertension (lorsque la pression de perfusion oculaire est augmentée de 90 (limite 

supérieure de l'autorégulation) à 125 mm Hg) et durant l'hyperoxie (Fi02  = 100 % 

pour 45 min) chez le nouveau-né porcelet traité avec du salin ou du NG-nitro-L-

arginine methyl ester (L-NAME). 

* P 	0.05 comparé au groupe salin correspondant; n = 8 pour chaque groupe 

expérimental. 
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Figure 3. Les effets du SNP en absence ou en présence de nifédipine, de SK&F 

96365 et d'ibériotoxine sur la concentration intracellulaire de calcium dans les 

cellules endothéliales vasculaires. 
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Figure 4. Mécanisme de relaxation vasculaire de l'oeil induit par l'oxyde nitrique 

impliquant des interactions entre le GMP cyclique, la prostacycline (P012), les 

canaux potassiques dépendants du calcium (Kci,), les canaux calciques ne dépendant 

pas du voltage (NVOC) et les canaux potassiques dépendants du voltage (Ky). Les 

abréviations AC, GC et PKG indiquent respectivement l'adénylate cyclase, guanylate 

cyclase et protéine kinase dépendante de la GMP cyclique. 
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7.7 Conclusions et applications cliniques 

CONCLUSIONS 

1. Les radicaux libres sont impliqués dans l'autorégulation des débits sanguins 

rétiniens et choroïdiens en contrôlant la formation des prostaglandines. 

Durant une hypertension aiguë les radicaux libres activent la cyclooxygénase 

qui à son tour produit des radicaux libres. Ainsi, il existe une rétroaction 

positive entre les radicaux libres et la voie métabolique de la cyclooxygénase. 
Toutefois, les effets vasomoteurs des radicaux libres sont médiés par les 

prostaglandines. 

2. Plus spécifiquement, le radical libre oxyde nitrique est impliqué dans 

l'autorégulation des débits sanguins rétiniens et choroïdiens lors d'hyperoxie. 

3. L'augmentation de la synthèse de NO associée à une plus grande activité de 

l'enzyme NOS et l'effet vasodilatateur supérieur de l'oxyde nitrique chez le 

nouveau-né par rapport à l'adulte, empêchent la choroïde du nouveau-né de 

s'autoréguler. En conséquence, une réduction de l'activité de l'oxyde nitrique 

synthase augmente la limite supérieure de l'autorégulation du débit sanguin 

rétinien et permet à la choroïde de s'autoréguler lors d'augmentation aiguë de la 

pression de perfusion oculaire. 

4. L'incapacité de la choroïde à limiter l'apport d'oxygène à la rétine lors 

d'hyperoxie et en réponse à une augmentation aiguë de pression de perfusion, 

favorise la formation d'une peroxydation lipidique à la rétine. Ce concept 

important dans la génération de peroxydes chez le nouveau-né, s'ajoute à la 

déficience ontogénique d'antioxydants. 



216 

5. Dans les vaisseaux sanguins oculaires, les effets vasomoteurs de l'oxyde nitrique 

sont majoritairement produits par la prostacycline via l'activation de canaux 

potassiques dépendants du calcium situés au niveau de l'endothélium vasculaire. 

Par ailleurs, le GMPcyclique et la protéine kinase G participent faiblement aux 
effets vasculaires du NO dans les vaisseaux sanguins rétiniens et choroïdiens, 

principalement par une activation de canaux potassiques dépendants du voltage 

localisés au niveau du muscle lisse vasculaire. 
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APPLICATIONS CLINIQUES 

La pathogénèse de la rétinopathie du prématuré est multifactorielle quoique 

l'âge gestationel, un très petit poids à la naissance (< 1500 gr) et les fluctuations des 

concentrations en oxygène demeurent parmi les principaux facteurs (Hohnstrom, 

1998). La réduction précoce de l'apport d'oxygène et une excellente surveillance des 

besoins en oxygène chez les nouveau-nés prématurés ont permis de réduire 

significativement l'incidence de la rétinopathie (Flynn, 1988). Néanmoins, la 
réduction des concentrations en oxygène n'est pas suffisante pour prévenir le 

développement de la rétinopathie du prématuré. 
L'autorégulation des débits sanguins est un des plus importants phénomènes 

physiologiques. Nos études ont démontré que le nouveau-né, comparativement à 

l'adulte, a une déficience de ce processus physiologique. Dans le cas de la 

circulation oculaire, l'incapacité de la choroïde du nouveau-né à s'autoréguler lors de 

changements aigus de pression de perfusion et en réponse à l'hyperoxie, conduit à un 

apport excessif d'oxygène à la rétine et y favorise la peroxydation lipidique. 

Nos données indiquent un rôle important pour les produits des voies 

métaboliques de la cyclooxygénase et de l'oxyde nitrique synthase dans le contrôle 

de l'autorégulation des débits sanguins rétiniens et choroïdiens. Nos études 

démontrent que les effets de l'oxyde nitrique sur les limites de l'autorégulation des 

débits sanguins oculaires sont dépendants de l'âge. Ces études ont démontré que 

l'intervalle réduit de la limite supérieure de l'autorégulation ou l'absence 

d'autorégulation lors d'hyperoxie chez le nouveau-né impliquent une activité 

enzymatique et des effets vasodilatateurs accrus de l'oxyde nitrique chez le nouveau-

né. Plus encore, ces études ont démontré un nouveau mécanisme d'action vasculaire 

de l'oxyde nitrique dans les vaisseaux sanguins rétiniens et choroïdiens du nouveau-

né impliquant une interaction étroite entre l'oxyde nitrique et les prostaglandines. 
Dans leur ensemble, les travaux présentés ont élucidé l'interaction existant 

entre les radicaux libres, y compris l'oxyde nitrique, et les prostaglandines dans le 

contrôle de l'autorégulation du débit sanguin rétinien et choroïdien chez le nouveau-

né porcelet. Une meilleure compréhension des mécanismes de l'autorégulation, un 

des phénomènes circulatoires et physiologiques des plus importants, peut 

éventuellement conduire à la prévention de certaines pathologies chez le nouveau-né 

telles que la rétinopathie du prématuré. 
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CHAPITRE 8. DIRECTION FUTURE 

Pour compléter la compréhension du rôle de l'oxyde nitrique dans 

l'autorégulation des débits sanguins oculaires, il serait intéressant d'attribuer un ou 

des rôles précis à chacune des trois isoformes de NOS et d'étudier la possibilité de 

régler spécifiquement leur synthèse ou leur activité grâce à des inhibiteurs 
spécifiques. Dans ce contexte, une étude approfondie de l'autorégulation dans les 

modèles d'invalidation des gènes de chacune des trois isoformes de la NOS pourrait 

être réalisée. 
Un autre facteur contribuant à l'autorégulation des débits sanguins oculaires 

est le système nerveux autonome. Les nerfs parasympathiques participent à la 

régulation des débits sanguins oculaires et, comme dans le cerveau, leurs effets sont 

principalement produits par les fibres non-adrénergiques et non-cholinergiques via 

l'oxyde nitrique provenant du nNOS (Nilsson, 1996). 11 serait intéressant d'examiner 

la contribution de cette isoforme ainsi que celle du système nerveux autonome dans 

l'autorégulation des débits sanguins oculaires. 
Le transfert des forces produites initialement par une augmentation du débit 

ou de la pression artérielle, s'effectue sur la surface luminale de la cellule 

endothéliale. La présence de mécanorécepteurs sur les cellules endothéliales 

vasculaires (Lansman, 1987), représentés par des canaux ioniques, pourrait être le 

mécanisme initial par lequel les changements de pression affectent la cascade 

d'événements conduisant à la synthèse d'oxyde nitrique et de prostaglandines. Nos 
travaux ont démontré qu'il existe une interaction entre les canaux potassiques 

dépendants du calcium et des canaux calciques indépendants du voltage dans la 

synthèse endothéliale de prostacycline suite à la stimulation par l'oxyde nitrique. 

Toutefois, les mécanismes par lesquels les forces mécaniques peuvent contrôler les 

canaux ioniques demeurent largement inconnus. Plusieurs inhibiteurs existent pour 

ces mécanorécepteurs et leur utilisation pourrait permettre l'évaluation des 

mécanismes initiaux impliqués dans le processus d'autorégulation (Hamill, 1996). 

Finalement, du point de vue thérapeutique nos résultats permettent de 

spéculer sur des considérations futures. À ce jour, l'inhibition non spécifique de NO 

pour traiter par exemple la rétinopathie du prématuré est difficile (O'Brien, 1997). 
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L'inhibition de NOS par des inhibiteurs très sélectifs reste une solution prometteuse. 
Par contre, le nouveau développement d'inhibiteurs sélectifs pour la cyclooxygénase 
(les isoformes constitutifs versus inductibles) ou des récepteurs de prostaglandines, 

est encore plus prometteur. 
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