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SOMMAIRE 

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

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

antioxydante pour la protection du coeur contre les dommages reliés à l'ischémie-

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

pertinent de clarifier la contribution relative des espèces réactives oxygénées aux 

dommages observés, puisque ceci s'avère déterminant pour le choix du ou des 

antioxydants à préconiser. Nous avons donc entrepris d'évaluer la contribution du 

radical hydroxyle. 

L'hypothèse d'une participation de ce radical aux dommages d'ischémie-reperfusion 

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

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

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

soit la formation de produits aromatiques hydroxylés par chromatographie gazeuse 

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

affinité pour ce radical, soit le N-acétylcystéine. Rétrospectivement, le choix de cette 

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

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

le débit coronarien dès la première série d'expérience a donné lieu à des expériences 

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

Pour réaliser cette recherche, nous avons utilisé le coeur isolé de rat perfusé selon le 

mode Langendorff. La séquence des événements associés à l'ischémie-reperfusion 

a été documentée par la mesure temporelle et continue tout au long des perfusions 

de divers indices: (i) production de radical hydroxyle, (ii) nécrose cellulaire (libération 

de la lactate déshydrogénase), (iii) stress oxydatif (libération de glutathion), et (iv) 

fonction métabolique (libération de lactate et de pyruvate). De plus, le dosage 

d'indices tissulaires (nucléotides adényliques et glutathion) après chaque expérience 

et la mesure de paramètres physiologiques (débit coronarien, rythme cardiaque, 



pression systolique et diastolique, dP/dt) au cours des perfusions, nous ont permis 

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

Dans une première série d'expériences, les coeurs perfusés ont subi une ischémie 

partielle de 90 minutes (1m1/min) suivie d'une reperfusion de 30 minutes. Pour la 

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

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

mode Langendorff. Finalement, pour la troisième série d'expériences, nous avons fait 

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

30 minutes. 

En résumé, cette étude soulève d'une part un questionnement quant à la contribution 

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

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

radicalaire. D'autre part, nos résultats mettent en évidence un effet modulateur du 

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

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

activité de piégeur des radicaux hydroxyles. Le mécanisme impliqué dans cet effet 

modulateur du N-acétylcystéine, lequel a été observé dans trois protocoles différents 

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

acétylcystéine et des conditions de perfusion. Parmi les facteurs mis en cause, tel 

que suggéré par nos résultats, mentionnons l'effet permissif des substrats exogènes, 

probablement le lactate, la formation d'oxyde nitrique et de dérivés S-nitrosothiols et 

l'activité des canaux K + A-rp. Cet effet modulateur du N-acétylcystéine sur le débit 

coronarien pourrait être à l'origine des effets hypotenseurs rapportés lors de son 

administration chez des patients souffrant de maladies cardiovasculaires. 
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Chapitre I. REVUE DE LITTÉRATURE 

1. INTRODUCTION GÉNÉRALE 

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

décès et d'invalidité dans la plupart des sociétés industrialisées. En 1995, 37% des 

décès au Canada étaient attribuables aux MCV381. Comparativement aux statistiques 

des années 50 et 60, on note cependant une amélioration constante (Figure. 1), due 

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

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

morbidité et la mortalité demeurent spécialement élevées chez les patients ayant subi 

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

56% des décès associés aux MCV en 1995. De ce nombre, la moitié était due à un 

infarctus aigu du myocarde. 

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

recherche des MCV a porté sur la caractérisation des "lésions de reperfusion", plus 

récemment nommé "syndrome d'ischémie-reperfusion". Ce terme réfère à une série 

d'événements apparaissant à la reperfusion du coeur ischémique soit l'arythmie, la 

sidération myocardique et endothéliale et la nécrose cellulaire. De nombreuses 

évidences expérimentales incriminent les espèces réactives dérivées de l'oxygène 

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

endothéliale, toutefois leur implication dans la mort cellulaire est controversée. Ceci 

explique en partie les résultats plutôt décevants des thérapies antioxydantes 

(lesquelles limitent l'effet toxique des ERO) lors de l'infarctus, un état qui inclut une 

composante importante de nécrose. En outre, l'application clinique des thérapies 

antioxydantes semble plus prometteuse lors de la transplantation et/ou de la chirurgie 

cardiaque et lorsque se produisent des épisodes répétés et transitoires d'ischémie-

reperfusion (thrombolyse, angine). Toutefois, les modalités de ces thérapies 

antioxydantes n'ont pas été définies précisément. 
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Etant donné l'abondance de littérature traitant des antioxydants, des espèces 
réactives dérivées de l'oxygène et de l'oxyde nitrique, cette revue bibliographique ne 

peut être exhaustive, bien qu'elle tente de cerner les effets de ces différents facteurs 

dans le syndrome d'ischémie-reperfusion cardiaque. Aussi, les références citées sont 
souvent des revues de la littérature. 

Taux de mortalité pour 100 000 hommes 
700 

600 

500 

400 

300 

200 

100 

1950 	 1961 	 1971 	 1981 	 1995 

Figure 1. 	Décès reliés aux maladies cardiovasculaires chez les hommes 
canadiens entre 1951-1995. 

Ajustés en fonction de l'àge d'après la population mâle canadienne de 1991 381 . 
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2. LE SYNDROME D'ISCHÉMIE-REPERFUSION CARDIAQUE 

2.1. Définitions et descriptions 

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

nommés syndrome d'ischémie-reperfusion (I-R). Ces phénomènes sont: la sidération 

myocardique, la sidération endothéliale, l'arythmie et la nécrose cellulaire. 

La sidération myocardique est une dysfonction mécanique réversible, sévère et 

prolongée, observée suite à une ischémie, malgré une reperfusion normale et 

l'absence de nécrose cellulairel". La sévérité de la sidération myocardique serait 

proportionnelle à la durée de l'ischémie. 

La sidération endothéliale ou vasculaire réfère à une altération dans la fonction des 

vaisseaux viables après l'ischémie et la reperfusion43'168. Ce phénomène, qui peut se 

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

vasodilatateurs coronariens, concerne principalement l'endothélium, un tissu important 

dans l'homéostasie des vaisseaux sanguins. 

Le troisième phénomène associé au syndrome dl-R est l'arythmie. Les différents 

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

dérangement électrophysiologique de la cellule" qui se produisent surtout suite à une 

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

décès chez l'homme lors d'une ischémie myocardique aiguë. 

Finalement, le quatrième phénomène associé au syndrome dl-R est la nécrose 

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

si ce phénomène se produit à la reperfusion seulement, s'il est causé par l'ischémie 

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

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

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

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

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

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

l'athérosclérose. 

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

doivent être mentionnées car elles s'apparentent à l'ischémie. D'abord l'anoxie, une 

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

restriction de débit, et aussi l'hypoxie, une condition où il y a une baisse de la 

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

en haute altitude. 

Concernant le degré d'ischémie, si elle est globale, comme c'est le cas lors de la 

cardioplégie avec une solution non-oxygénée en hypothermie, aucun substrat exogène 

n'est disponible mais l'énergie peut être obtenue par la scission du glycogène 

endogène en lactate. Un contenu élevé en glycogène serait bénéfique durant des 

ischémies de courte durée mais non durant celles de longue durée où le glycogène 

serait tout de même déplété totalement et où des dommages myocardiques 

apparaîtraient, exacerbés par un pH faible qui mène à l'augmentation des échanges 

Ne/ H+ durant la reperfusiorr. 

Lors d'une ischémie partielle ou régionale (avec un débit résiduel), le flux glycolytique 

joue un rôle essentiel dans la génération d'ATP. Les substrats mitochondriaux seuls 

ne permettent pas une récupération de la créatine phosphate (CP), et l'ATP généré 

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

récupération métabolique ou maintenir la fonction diastolique durant l'ischémie 

partielle modérée359. En fait, le flux glycolytique diminue en fonction du débit 

coronarien même si l'extraction de glucose augmente à faible débit, ce qui suggère 
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que le débit coronarien est l'élément limitant lors d'ischémie partielle. Le débit 

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

approvisionnement de glucose sera bénéfique ou néfaste dans le développement des 

contractures ischémiques' . 

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

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

fonction contractile réduit la demande en oxygène du coeur dans une condition où 

l'apport est faible car le débit sanguin est réduit'. L'hibernation myocardique est 

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

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

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

2.1.2. La reperfusion 

La reperfusion se définit par le retour d'un débit et d'une oxygénation normale au 

myocarde. Lorsqu'un tissu est privé d'oxygène, en particulier le myocarde, le 

rétablissement du débit sanguin est un pré-requis absolu pour la survie. Toutefois, 

paradoxalement, il peut aussi entraîner des lésions du myocarde, appelées lésions de 

reperfusion'''. C'est dans les années 70, qu'a été soulevée la possibilité que la 

reperfusion puisse endommager les myocytes déjà lésées par l'ischémie164. Mais ce 

n'est qu'en 1983 que le concept de "lésions de reperfusion" a vu le jour'. En effet, 

la reperfusion est associée avec une libération d'enzymes, une augmentation 

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

calcium, des altérations de la fonction mitochondriale, des dommages aux membranes 

cellulaires et même de la nécrose. Encore aujourd'hui, les preuves qui relient la mort 

cellulaire et les autres phénomènes à la reperfusion sont faibles. Pour comprendre les 

mécanismes impliqués, il faudrait concentrer les efforts sur la réalisation d'études 

visant uniquement une intervention au moment même de la reperfusion. 
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2.2. Pathophysiologie 

Le syndrome d1-R est complexe et multifactoriel. Les événements biochimiques qui 

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

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

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

adényliques), l'accumulation de produits toxiques du métabolisme (ions H+ , acyl-CoA) 

et la production d'ERO. Toutefois, le déroulement précis de ces différents 

événements, ainsi que leur contribution respective à la pathophysiologie du syndrome 

dl-R ne sont pas encore connus avec précision. Deux hypothèses principales se 

dégagent de la littérature, soient: L'accumulation massive de calcium ionisé (Ca2+) 

dans le cytoso1193•297  et la production d .ER041,118,252,335,457. Plus récemment, la 

production d'espèces réactives dérivées de l'oxyde nitrique (ERN)96.361•435•454  a été 

proposé comme hypothèse complémentaire à celle des ERO. Il convient de 

mentionner que les deux hypothèses retenues sont toutefois interdépendantes. 

2.2.1. Hypothèse du calcium 
L'homéostasie du calcium intracellulaire joue un rôle significatif dans la régulation du 

métabolisme cellulaire ainsi que dans de nombreux processus physiologiques dont la 

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

intracellulaire attribuée en partie à une augmentation des échanges séquentielles 

H+ /Na+ et Na+  /Ca2+142  et à un mauvais fonctionnement des pompes catalysant ces 

échanges47•421, serait à l'origine de la destruction des membranes plasmiques et 

mitochondriales129  menant éventuellement à la mort cellulaire193  et à l'arythmie199•299. 

Cette hypothèse a été formulée sur la base de nombreuses études qui montraient le 

bénéfice d'une réduction de la concentration extracellulaire de calcium à la 

reperfusion126'1 " et/ou d'un pré-traitement avec des antagonistes calciques152•174  

avant l'ischémie, sur la sidération nnyocardique et l'incidence d'arythmie. 

2.2.2. Hypothèse des espèces réactives dérivées de l'oxygène et de l'azote 
La seconde hypothèse implique les espèces réactives dérivées de l'oxygène et de 

l'azote (ERON) comme facteurs responsables des dommages cellulaires induits par 
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l'ischémie et la reperfusion myocardique. Plusieurs études ont montré que la 

libération d.ER09,15,42,136,172,296,462  ou d'ERN361"435'454  est un phénomène étroitement lié 

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

sidération myocardique a été observée par plusieurs auteurs40,128,321, surtout dans des 

modèles d'ischémie de courte durée' où la nécrose est moins importante. Par 

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

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

augmente de façon exponentielle465. D'autre part, le lien entre la sidération 

endothéliale et la production d'ERN n'a été exploré que récemment et met en cause 

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

oxyde synthase (NOS)362. Enfin, dans un modèle dl-R, l'arythmie serait causée, du 

moins en partie, par la génération d.ER025,240,412,  quoique certains auteurs réfutent 

cette hypothèse"•113. 

Bien que nous reconnaissions le rôle important du calcium dans le syndrome d'I-R, 

l'abondance de littérature du début des années 90 et la technologie à notre disposition 

ont orienté nos recherches vers l'hypothèse des ERON. Les prochaines sections 

présenteront de façon plus détaillée la littérature pertinente à cette hypothèse 

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

2.3. Espèces réactives dérivées de l'oxygène (ERO). 

2.3.1. Définition 

Le terme "radical libre" réfère aux entités chimiques possédant un ou plusieurs 

électrons non-appariés. Le terme "espèces réactives dérivées de l'oxygène" ou ERO 

réfère aux entités chimiques formées suite à la réduction monovalente de la molécule 

d'oxygène. Ainsi, la première étape de cette réduction conduit à l'anion superoxyde 

(02 ), lequel peut être converti enzymatiquement ou chimiquement en peroxyde 

d'hydrogène (H202). En présence de complexes de fer, le H202  se décompose en 

espèce à très fort potentiel d'oxydation, soit principalement le radical hydroxyle (•OH) 

via les réactions de Haber-Weiss (a) et de Fenton (b): 
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a) 02.-+ H202 	+ .0H + 0H 

b1) Fe3+ + 02.-  - Fe" + 02  

b2) Fe' + H202  - Fe3+  + .0H + 0H 

11 est à noter que tous ces ERO, sauf le H202  et l'oxygène singulet (1 02) sont aussi des 

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

toxicité très variables et la plupart ont une demi-vie très courte. Ainsi, il est très 

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

l'organisme en raison du caractère ubiquitaire de 102  et du fer. 

Le H202, le 02.-, le .0H, et 1 102  ont été impliqués dans le syndrome dl-R. Plus 

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

hydroxyles comme facteurs contributifs à la sidération nnyocardique et le H202  

comme précurseur du .0H154. D'autre part, 102.-  serait plutôt relié à la sidération 

endothéliale233•417, alors que quelques études mentionnent son implication dans les 

dommages de reperfusion213•459 . 

2.3.2. Principales sources 

Plusieurs sites de formation d'ERO ont été décrits, autant intracellulaires 

qu'extracellulaires et varieraient selon le tissu et l'espèce étudiée. Divers types 

cellulaires et tissus donnent naissance à des ERO par des réactions enzymatiques ou 

par auto-oxydation au cours de leur métabolisme normal et parfois en réponse à un 

stimuli spécifique. Notons qu'il peut y avoir plusieurs sources différentes à l'intérieur 

d'un site. Nous décrirons ici les principales sources potentiellement présentes dans 

le coeur' et nous discuterons de leur importance relative dans le syndrome dl-R, 

puisque plusieurs évidences montrent que des ERO seraient produits en grande 

quantité lorsque le coeur privé d'oxygène est réoxygéné15,42,136,462. La Figure 2  

schématise les effets de quelques-unes de ces sources. 
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Figure 2. 	Sources de formation d'ERO. 

Abréviations: MPO =myéloperoxydase, HOCI =acide hypochlorique, 

Fe2+  = fer ferreux. 
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2.3.2.1. Chaîne de transport d'électrons: En conditions physiologiques, la chaîne de 

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

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

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

d'électrons de la chaîne respiratoire, formant ainsi le 02-121. Cette fuite d'électrons 

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

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

dans des conditions où le NADH est élevé et où il y a absence d'ADP. Bien qu'il 

existe peu de preuves directes5•213, il y a peu d'études' qui réfutent le rôle de cette 

source dans la production d'ERO lors du syndrome dl-R. 

2.3.2.2. Xanthine oxydase: A l'état normal, les tissus contiennent peu de xanthine 

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

cours de l'ischémie, l'activation d'une protéine kinase causée par l'accumulation de 

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

deshydrogénase, une enzyme qui ne produit pas de ERO, en XO. La dégradation de 

l'ATP cellulaire conduit à l'accumulation d'hypoxanthine", qui en présence d'oxygène 

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

production s'accompagne de la formation d'02-  et de H202252. Dans le tissu 

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

moins dans le coeur isolé de rat410. Il existe toutefois peu d'évidences directes290'45°  

du rôle de la XO dans le syndrome dl-R, d'autant plus que la conversion entre la 

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

demeure dans le syndrome dl-R cardiaque chez l'humain car quelques études ont 

rapporté que le coeur possède peu ou pas de X092,106,146 alors que d'autres ont 

démontré sa présence'30•433. 

2.3.2.3. NADPH-oxydase et myéloperoxydase: Parmi les différents types de 

leucocytes, certains granulocytes (neutrophiles et éosinophiles) et les monocytes 

(macrophages) sont des cellules phagocytaires impliquées dans le processus 

inflammatoire. Les neutrophiles sont les leucocytes les plus abondants au début de 
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la reperfusion et contiennent dans leur membrane plasmique une NADPH-oxydase qui 

réduit l'oxygène moléculaire en 02.-. Les neutrophiles activés sécrètent aussi l'enzyme 

myéloperoxydase (MPO) qui catalyse la formation de l'acide hypochlorique (HOCI)335, 

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

endothéliales. Le rôle de la NADPH-oxydase et de la MPO dans le syndrome dl-R 

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

stress oxydatif dans des préparations sans neutrophiles et qu'il n'est toujours pas 

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

les dommages de reperfusion sont déjà établis'. Malgré cela, plusieurs chercheurs 

ont proposé que les neutrophiles soient une source majeure d'ERO dans le coeur 

reperfusé225  principalement lors d'ischémies prolongées et/ou sévères'. 

2.3.2.4. Cyclo-oxygénase et lipoxygénase: Les perturbations du métabolisme des 

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

calcium cytosolique, peut induire une libération d'acide arachidonique qui est 

métabolisé en prostaglandines et leucotriènes durant Ilischémiem. Cette voie implique 

un transfert d'électrons qui pourrait initier la formation de ERO, principalement 

par la cyclo-oxygénase et la lipoxygénase, bien que ce rôle dans le syndrome dl-R 

cardiaque ne soit pas bien défini'. Il est probable que cette voie soit impliquée lors 

d'ischémies sévères puisque l'accumulation d'acide arachidonique dans le coeur 

ischémique est un phénomène tardif qui apparaît après au moins 30 minutes 

d'ischémie et qui est aggravé par la reperfusion423  . 

2.3.2.5. Catécholamines: Les catécholamines produites dans les membranes 

cellulaires et libérées de façon importante lors de la reperfusion pourraient aussi 

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

été proposé', mais plus récemment, il a été démontré que si le phénomène d'auto-

oxydation se produit, il s'agit d'un processus extrêmement 1ent195  qui a peu de chance 

d'être impliqué dans le syndrome dl-R cardiaque. L'oxydation des catécholamines 

catalysée par une enzyme ou des métaux traces serait le mécanisme le plus probable. 
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2.3.2.6. Système des oxydases à fonctions mixtes: Le système des oxydases à 

fonctions mixtes est constitué par une chaîne de transport d'électrons similaire à celle 

de la chaîne respiratoire mitochondriale. Essentiellement localisé dans les 

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

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

des xénobiotiques78. L'02  moléculaire pourrait être activé par ce système et être 

transformé en substances toxiques comme 102.-419. Bien que le rôle de ce système 

ait été démontré dans le foie45, il ne semble pas jouer un rôle important dans le 

syndrome dl-R cardiaque. 

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

mitochondriale, dépendante d'une cytochrome b558, a été mis en évidence dans des 

microsomes de cellules endothéliales provenant d'artères coronaires bovines272•274, de 

muscles lisses vasculaires et de myocytes273  comme étant une source majeure de la 

production intracellulaire de 02.-. Des études antérieures292,422 avaient aussi mis en 

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

d'électrons dont l'activité augmentait proportionnellement à la gravité de l'ischémie 

dans le coeur de lapin. Selon Mohazzab-H et collaborateurs273, il s'agirait de la même 

enzyme et les évidences rapportées laissent croire qu'elle pourrait jouer un rôle 

important dans le syndrome dl-R. 

2.3.2.8. Autres voies: L'accumulation d'équivalents réducteurs pendant l'ischémie 

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

réagir entre eux ou avec l'oxygène, pourrait induire la formation d'ERO. La formation 

de methémoglobine à partir d'oxyhémoglobine produit l02  289  très lentement à pH 

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

hématies dans les capillaires libère des dérivés du fer qui favorisent la production 

d'ER0250. L'importance de ces deux dernières voies n'est certes pas très grande dans 

des modèles de coeurs isolés et perfusés sans sang où des ERO sont tout de même 

observés. Par contre, la formation de methémoglobine et la lyse des hématies sont 

certes des voies de production de ERO non négligeables dans le syndrome dl-R 
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cardiaque in vivo. 

2.3.3. Cibles 

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

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

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

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

leurs fonctions (métabolisme, transport d'ions, récepteurs, etc.). Finalement, en 

agissant sur les acides gras polyinsaturés par un processus de peroxydation, les ERO 

altèrent les propriétés des membranes cellulaires, dont la fluidité et la 

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

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

intracellulaires tels la lactate déshydrogénase (LDH) et la créatine kinase (CK)211. Une 

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

le plus étudié 108,112,318.  

Les différents stades de la peroxydation lipidique ont été décrits pour la première fois 

au début du 19 iè" siècle. Il s'agit d'un enchaînement de réactions radicalaires 

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

phase explosive de propagation, et iii) une phase de terminaison (Figure 3). 

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

gras (I...) par soustraction d'un atome d'hydrogène (H.) à un groupement méthylène 

(CH2) à l'aide d'une espèce radicalaire suffisamment réactive. Par réarrangement, le 

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

ii) Phase de propagation: C'est une étape d'amplification, se développant en présence 

d02, dont la concentration dans les tissus et le sang est toujours largement 

supérieure à celle nécessaire. L'02  se fixe sur le radical d'acide gras pour former un 

radical peroxyle (L02.), qui lui-même réagit avec un acide gras (LH) adjacent formant 

un hydroperoxyde (LOOH) et un nouveau radical lipidique (L) qui propage la réaction. 
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Initiation: 	LH + initiateur 	L + 

Propagation: L• +02  

 

L02• 

 

L02  + LH 	LOOH + 

Terminaison: 	L02  + LO2• 	LOOL+ 02  

L02.  + L 	LOO L 

+ 	 LL 

Figure 3. 	Processus de lipoperoxydation 

Abréviations: LH= acide gras, L.= radical lipidique, L02.= radical 
peroxyle, LOOH= radical hydroperoxyde, LOOL et LL= composés 
stables. 
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Les hydroperoxydes réagissent soit avec des métaux ou soit avec l02 , pour former 

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

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

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

les divers constituants cellulaires et propager les dommages initialement induits par 

les ER0112. 

iii) Phase de terminaison: Cette dernière étape consiste en la formation de composés 

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

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

interaction ERO et acides gras polyinsaturés car ces derniers ont une concentration 

supérieure. Ainsi, la phase de terminaison ne peut survenir qu'après un certain temps 

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

soient déjà produites. 

2.3.4. Systèmes de protection 

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

faible concentration comparativement à un oxydant peut ralentir significativement ou 

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

peuvent prévenir la formation d'ERO, ou peuvent réagir avec ces derniers pour les 

neutraliser. Les termes "antioxydants" et "piégeurs de radicaux libres" sont utilisés 

alternativement pour décrire les différents systèmes de protection. 

Dans des conditions aérobiques, le myocarde survit à la production continuelle de ERO 

grâce à l'équilibre entre la production d'oxydants par les différents systèmes 

cellulaires et le maintien des défenses antioxydantes. Cependant, durant l'ischémie, 

le myocarde est partiellement déplété de ses réserves antioxydantes et à la 

reperfusion, à cause de l'arrivée massive d'oxygène, la production d'ERO est 

augmentée, diminuant encore plus les réserves antioxydantes endogènes du coeur'. 

En fait, le coeur subit des dommages durant la reperfusion dont l'étendue est très 

dépendante de l'efficacité des défenses antioxydantes. 
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Le débalancement entre l'activité des systèmes de protection ou de défense et la 

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

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

se produit lors du syndrome dl-R où le stress oxydatif apparaît dans une situation où 

le glutathion oxydé (GSSG) s'accumule plus vite qu'il est métabolisé en glutathion 

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

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

peuvent mener à la mort. 

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

systèmes de défense. Les systèmes enzymatiques (Tableau 1) et les systèmes non-

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

synergique selon une compartimentation bien précise pour protéger les cellules contre 

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

Tableau. 1. Principaux systèmes de défenses enzymatiques 

Antioxydants Fonctions 

Superoxyde dismutase 

(SOD) 

Dismuter l'anion superoxyde en peroxyde 

d'hydrogène: 	(02-- 02+H202). 

Catalase (CAT) Réduire le peroxyde d'hydrogène en eau: 

(H202- H20+02). 

Glutathion peroxydase 

(GSHpx) 

Réduire le peroxyde d'hydrogène en eau: (H202-

H20 +GSSG) et les hydroperoxydes en acide 

hydroxyle: (LOOH-LOH +GSSG). 

Glutathion réductase 

(GSHrx) 

Réduire le glutathion oxydé en glutathion réduit 

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

NADPH. 
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Tableau 2. Principaux systèmes de défenses non-enzymatiques 

Antioxydants Fonctions 

Transferrine, céruloplasmine 

et albumine 

Séquestrer des ions métalliques 

Histidine Piéger les radicaux hydroxyles et l'oxygène 

singulet 

Taurine Piéger l'acide hypochlorique (HOCI) et les 

radicaux hydroxyles 

Ubiquinone Prévenir la peroxydation lipidique 

Flavonoïdes Prévenir la peroxydation lipidique et séquestrer 

des ions métalliques 

Vitamine E (tocophérol) Piéger les radicaux peroxyles et l'oxygène 

singulet 

Vitamine C (acide ascorbique) Recycler le radical tocophéryl en tocophérol 

Beta-carotène Piéger l'oxygène singulet 

Glutathion réduit (GSH) Co-enzyme du glutathion peroxydase, piégeurs 

	  de radicaux hydroxyles et d'oxygène singulet 

2.3.4.1. Les systèmes enzymatiques: Plusieurs types de SOD sont décrits dans la 

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

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

et une forme extracellulaire de S0D419. Les différents types ayant tous comme rôle 

principal de piéger les 02.-. Aussi, la CAT est une enzyme principalement localisée 

dans le cytosol qui agit en dégradant le H202  comme la GSHpx cytosolique, une 

métallo-enzyme contenant du sélénium. Par ailleurs, la GSHrx est très importante, car 

elle regénère le GSH oxydé par la GSHpx en GSSG (Figure 5). Il semble donc 

qu'aucun des systèmes enzymatiques ait spécifiquement pour cible les .0H. De plus, 

bien que l'activité de la GSHpx soit relativement élevée dans le coeur, l'activité de la 

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

très faible'''. 
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Figure 4. 	Complémentarité et synergisme des molécules antioxydantes 

Abréviations: LO.  = radical alkoxyle, LOO =radical peroxyle, LOH =acide 

hydroxyle, LOOH = hydroperoxyde 
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Figure 5. 	Cycle du glutathion 

Abréviations: LOOH =hydroperoxyde, LOH = acide hydroxyle. 
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2.3.4.2. Les systèmes non-enzymatiques: D'une part, la transferrine, l'albumine et 

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

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

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

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

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

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

piégeur d 102  et de •OH et protège le coeur du syndrome dl-R via ses multiples effets 

dose-dépendants214'308. La taurine, un produit du métabolisme de la cystéine, est 

présente en grande concentration au niveau intracellulaire bien que son rôle 

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

en modulant les flux de Na + et Ca2÷ 181  et protège des effets des neutrophiles en 

piégeant les HOCI originant de la MP0329. 

Par ailleurs, l'ubiquinone, aussi appelé coenzyme Q10, est un constituant naturel de 

la chaîne respiratoire mitochondriale qui a démontré des propriétés antioxydantes 

d'abord in vitro sur des cellules cardiaques animales isolées' puis plus récemment, 

dans divers modèles animaux dl-R cardiaque13,247,277,458. Chez l'humain, un traitement 

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

lipidique et la nécrose durant et après la période d'ischémie66. Bien que le mécanisme 

d'action de l'ubiquinone ne soit pas connu, il a été proposé que la forme réduite 

pourrait agir en piégeant des radicaux lipidiques ou directement des espèces 

radicalaires impliquées dans l'initiation de la peroxydation lipidique". Il s'agit, en fait, 

du seul antioxydant lipidique synthétisé de façon endogène. 

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

divers effets. L'intérêt pour la recherche sur les flavonoïdes vient en partie du 

paradoxe français. En effet, il a été démontré que le vin rouge, consommé en grande 

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

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

comme le trans-resveratrol qui fait partie de la famille des flavonoïdes74.361. Ce 



22 

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

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

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

démontré des effets cardioprotecteurs de certains flavonoïdes, possiblement via leurs 

propriétés antioxydantes288425. 

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

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

ascorbique est hydrosoluble, le tocophérol ainsi que le bêta-carotène sont liposolubles 

et se déplacent liés à différentes formes de transporteurs. Plusieurs études, autant 

in vivo, qu'in vitro ont démontré les effets antioxydants du tocopherol1418541 190340, 
 

et dans une moindre mesure, de l'acide ascorbique341  et du bêta-carotène111 •338. Ils 

agiraient tous les trois en interrompant des réactions en chaîne impliquées dans la 

peroxydation des lipides. Présent dans le coeur, le tocophérol agit de façon 

synergique avec la vitamine C qui réagit avec le radical tocophéryl pour regénérer le 

tocophérol. L'administration d'acide ascorbique308•424  ou du bêta-carotène385  lors de 

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

conditions. 

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

contiennent des niveaux élevés (0.5-10 mM) de GSH, un tripeptide qui joue un rôle 

important comme antioxydant endogène et dans le maintien de l'équilibre d'oxydo-

réduction. En fait, le GSH participe à l'élimination du H202  et des LOOH, en servant 

de co-substrat à l'enzyme GSHpx121. Le GSSG formé par cette première réaction est 

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

cofacteur. Un statut élevé en GSH du myocarde est associé à une diminution de 

l'étendue de l'infarctus et une récupération précoce des fonctions contractiles du 

myocarde ischémique371 . Enfin, le GSH peut inhiber la peroxydation des lipides et 

s'avère efficace comme piégeur direct de certains ERO, tels les -OH et 1028,153 2 	. 

Bien que le GSH soit synthétisé dans le cytosol, on en retrouve une grande quantité 
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dans la mitochondrie. La libération de GSH des organes isolés et perfusés origine 

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

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

protection contre des composés toxiques endogènes et exogènes253  alors que le GSH 

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

oxydatif331. 

2.3.5. Méthodes d'évaluation ou de détection des ERO 

La spectroscopie par résonance paramagnétique électronique (EPR), la 

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

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

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

production de ERO. 

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

était appliquée sur des homogénats de coeurs préalablement congelés249,462. Cette 

méthode a été critiquée du fait que certains spectres de résonance ne seraient pas 

dus à des ERO, mais plutôt à la congélation et à la manipulation mécanique du 

tissu465. Aussi, cette méthode ne permet qu'une mesure par coeur, à un temps 

prédéterminen. Depuis quelques années, la technique EPR est surtout appliquée sur 
9,15,34,42,136,250,353,413 l'effluent coronarien 	 ou sur des cellules en culture461,464, auxquels 

un agent qui sert à piéger les électrons non-appariés (ESR:"electron spin resonance 

spectroscopy") est ajouté, stabilisant les ERO et rendant la méthode plus spécifique. 

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

-OH, mais cet agent pourrait simultanément réduire la vulnérabilité des coeurs à 

l'arythmie413. Aussi, les échantillons doivent tout de même être purifiés et/ou 

congelés et une production artéfactuelle de ERO a été rapportée', de même que la 

toxicité in vivo des agents piégeurs à concentrations élevées42'315. 

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

l'hydroxylation de substances aromatiques dont le salicylate, servant d'index de la 
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production de .0H (2,3-dihydroxybenzoate, 2,5-dihydroxybenzoate), sont mesurés par 
H  pLc 27,200,317,397,398,411. L'acide salicylique (2-hydroxybenzoate) est ajouté au tampon 

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

que l'EPR dans la détection d' oH296,411. 

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

invasive qui peut servir a évaluer la génération de ERO en continuel'. Pour la 

chimiluminescence à faible niveau, la lumière est générée par l'émission d 1 02  et via 

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

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

lumière lorsqu'elle est oxydée, est ajoutée à la préparation pour amplifier le signa18. 

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

lucigénine soit très sensible à 

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

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

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

La méthode la plus populaire, bien que non spécifique, demeure le test à l'acide 

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

produit lors de la peroxydation lipidique'. Cette méthode utilise soit la technique de 

spectrophotométrie qui est non spécifique et peu sensible ou soit la technique de 

HPLC qui améliore la spécificité et la sensibilité. Plus récemment, des méthodes plus 

spécifiques de dosages de divers aldéhydes issus de la lipoperoxydation utilisent la 

chromatographie gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GCMS)88. 

2.4. Espèces réactives dérivées de l'oxyde nitrique (ERN) 

2.4.1. Historique 

Bien que l'oxyde nitreux (N20) ait été introduit dans la pratique clinique en anesthésie 

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

années 90 que l'intérêt s'est accru pour l'oxyde nitrique (NO). Les effets sur le coeur 
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de cette molécule hydrosoluble ont été rapportés pour la première fois par Furchgott 

et Zawadzki en 1980131 , qui l'avait nommé EDRF ("endothelium derived relaxing 

factor"). Depuis, certains auteurs ont démontré qu'il s'agissait du .N0115.302, mais 

d'autres recherches proposent qu'il s'agit plutôt d'un S-nitrosothio176198. Dans 

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

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

nombreux processus physiologiques critiques". 

2.4.2. Synthèse et régulation du -NO 

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

l'oxyde nitrique synthase (NOS), une enzyme du cytochrome P450 qui agit à l'aide 

de cofacteurs tels le NADPH, l02, le Ca2± /calmoduline, le tétrahydrobioptérine (H4B), 

la flavine adénine dinucléotide (FAD) et la flavine mononucléotide (FMN)241  (Figure 6). 

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

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

isoenzymes diffèrent par plusieurs traits caractéristiques incluant leur expression 

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

calcium et à la calmoduline. 

La synthèse du .NO apparaît dans différents types cellulaires et tissus, incluant 

l'endothélium vasculaire, les plaquettes, les macrophages et les cellules neuronales'. 

En outre, un coeur normal synthétise le .NO via la NOS présente dans l'endothélium 

coronarien et dans les myocytes. 	Plusieurs agents peuvent augmenter la 

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

plus, l'endothéline-1 (ET-1), un peptide produit par l'endothélium, induit la libération 

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

endothéliales. En conditions pathologiques, l'ET-1 endogène agit comme un 

vasoconstricteur car il semble que le mécanisme régulateur de production et de 

libération de .NO et de ET-1 puisse avoir été détruit si l'endothélium est 

endommagé242. 11 existerait un mécanisme de rétroaction réciproque de synthèse 

entre les vasoconstricteurs et les vasodilatateurs437. Selon plusieurs auteurs, la 
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Figure 6. 	Synthèse et régulation du .NO 

Abréviations: NOS =oxyde nitrique synthase, H4B=tétrahydrobioptérine 
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libération de •NO par l'endothélium des coronaires serait réduite dans quelques 

conditions pathologiques incluant l'athérosclérose et le syndrome d l-R221287, bien que 

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

secondes de reperfusion435.466. Il semble que lors d'ischémies de courtes durées la 

formation de -NO provienne de la NOS, alors que si l'ischémie est longue et progresse 

vers la nécrose, la formation de .NO viendrait de la décomposition du nitrite 

tissulaire'. D'autre part, l'expression de la NOS inductible non-dépendante du 

calcium ionique, apparaîtrait dans les myocytes de coeurs humains défaillants et 

pourrait être impliquée dans certaines pathophysiologies, 62,408.  Ainsi, différents types 

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

dans le myocarde non-défaillant. 

2.4.3. Catégories 

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

dérivées de l'oxyde nitrique soit le peroxynitrite (ON001, le dioxyde nitrique ou nitrite 

(NO2-) et le nitrate (N031. À un pH de 7.4, le ON00-  serait très instable et réagirait 

rapidement avec des résidus tyrosines sur les protéines pour former le nitrotyrosine449  

ou serait protoné en acide peroxynitreux qui se réarrange en NO3-  ou se décompose 

en NO2-  et .011328. 

2.4.4. Fonctions 

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

Beaucoup d'études utilisent des méthodes indirectes, avec le L-arginine223,282,330,442 

ou des inhibiteurs de la N0S361,447,453,454 pour démontrer l'effet du *NO. Selon les 

modèles (coeur ischémique ou normal) étudiés, certains auteurs lui confèrent un effet 
209,220,282,362,436,442,446,  plutôt protecteur 	 alors que d'autres21,97,361,454 le croit nocif. 

Aussi, durant le phénomène dl-R du myocarde, les cellules souffriraient, selon 

certains auteurs, d'une libération déficiente de .N0287,417,442, alors que d'autres 

rapportent une augmentation marquée de .NO à la reperfusion'. 

Le principal mécanisme d'action du .NO est une réaction avec des protéines et des 
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enzymes contenant du fer et/ou un groupement thiol (Fe-8)351. Par ce mécanisme, le 

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

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

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

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

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

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

circonstances230275. La fonction de régulation du débit coronarien sera élaborée 

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

2.4.4.1. Régulation du débit coronarien: II est généralement accepté que le -NO 

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

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

31 ,5'-monophosphate cyclique (cGMP), un second messager à action vasorelaxante 

dans plusieurs systèmes biologiquesnFigure 7). Cette fonction du •NO a été évalué 

dans différents modèles, principalement in vitro en utilisant des donneurs de .N048• 209  

ou des inhibiteurs de -N048•235. Cependant, le rôle du .NO dans la régulation basale du 

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

de chien perfusé avec une solution sanguine'''. Il semble que cette disparité puisse 

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

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

l'endothélium est un des facteurs impliqués dans le mécanisme d'hyperémie réactive 

myocardiale qui suit une interruption transitoire du débit sanguin coronaire 48,235,418,466.  

2.5. Interactions ERO et ERN 

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

déterminantes dans le syndrome d l-R85231284291361  (Figure 8). Lors de la reperfusion, 

en présence d'02-, le .NO pourrait être transformé en 0N00-  qui se décompose 



cellule endothéliale 

AGGRÉGATION VASODILATATION 

cellule musculaire lisse plaquette 

t Débit coronarien 

29 

Figure 7. 	Régulation du débit coronarien par le NO 

Abréviations: NOS = oxyde nitrique synthase, sGC =guanylate cyclase 

soluble, cGMP = guanosine-3',5'-monophosphate cyclique. 
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ultérieurement en .0H241 . Les évidences expérimentales à ce sujet sont de plus en 

plus nombreuses bien que souvent indirectes et controversées21,278,320,328,429. 

Récemment, dans différents modèles in vitro de coeurs isolés, la formation de 0N00-

a été mise en évidence327438'484, bien que celle-ci n'ait pas encore été démontrée de 

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

102-  en plus du •NO en condition où le L-arginine est faible'. De plus, il est connu 

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

reperfusion pour convertir les 02.-  et les H202  en .0H. Ce dernier peut exacerber les 

dommages endothéliaux188  et modifier la production de .NO. Puisque le 0N00 

oxyderait les composés sulfhydryles cent fois plus vite que le H202, il est proposé que 

cette réaction soit un mécanisme important de la toxicité des ERN828, ou un 

mécanisme par lequel le •NO est mis en réserve sous forme de S-nitrosothiols et 

relâché sur une période prolon gée448.  

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

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

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

•NO et les molécules contenant des groupements sulfhydryles produit vraiment des 

nitrosothiols dans des conditions anaérobiques, à pH neutre84•177. Il semble que la 

présence d'oxygène et de molécules accepteuses d'électrons soit nécessaire144  pour 

que la réaction se produise. Par ailleurs, certaines études ont proposé que le .NO 

pourrait servir de piégeur d02 6,350. Enfin, l'effet néfaste du NO2-  qui oxyderait le 

GSH tissulaire par un mécanisme temps-dépendant a été démontré par certaines 

études188. Finalement, d'autres ont montré que la nitrosation du GSH ou d'autres 

composés possédant un groupement thiol par le NO2-  causerait plutôt une relaxation 

par un mécanisme impliquant la production de .NO et la stimulation de sGC88. 

2.5.1 . Evidences expérimentales reliant les ERON au syndrome dl-R 

Dans les années 70, Hearse et ses collaborateurs188187  ont démontré que la 

réintroduction de l'oxygène à un coeur hypoxique était accompagnée d'une altération 

rapide et profonde du tissu, évaluée par la libération d'enzymes cytosoliques et des 
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changements ultrastructuraux. Au début des années 80, des chercheurs ont noté 

qu'il existait plusieurs voies de production des ERO dans différents tissus (voir section 

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

être activées durant la reperfusion après une période d'ischémie, il fut proposé que 

les ERO puissent contribuer à la mort cellulaire observée dans le syndrome dl-R. 

Cette hypothèse implique que ce n'est pas l'ischémie en soit qui entraîne la mort 

cellulaire, mais plutôt la réintroduction de l'oxygène à la reperfusion. 

Ainsi, plusieurs évidences expérimentales supportant le rôle des ERO dans l'infarctus 

du myocarde sont basées sur la capacité de molécules présumément antioxydantes 

à réduire les dommages dans des modèles dl-R myocardique. Plusieurs antioxydants 

ont été utilisés, autant durant l'ischémie que la reperfusion, pour tenter de prévenir 

ou corriger les dommages dl-R. Le Tableau 3 résume quelques-unes de ces études. 

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

3.1.1.1.. Malgré le grand nombre d'études in vitro répertoriées sur le sujet avant le 
début de ce projet de doctorat16,63,257,258,281,386,441, le rôle de la thérapie antioxydante 

dans la séquence ischémie/reperfusion in vivo avait été peu étudié46.322. Chez 

l'humain, avant 1992, il n'existait que des études épidémiologiques sur la 

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

de MCV". 

Plusieurs raisons peuvent expliquer les résultats divergents obtenus dans ces études 

et le succès mitigé de la thérapie antioxydante dans la prévention du syndrome dl-R: 

1) 	Les modèles d'études (organelles cellulaires, myocytes isolées, coeurs isolés), 

les espèces animales (rat, chien, cochon, lapin, etc.)369  et les paramètres 

mesurés sont très variables et parfois difficilement comparables. A titre 

d'exemple, mentionnons la taille de l'infarctus qui est mesurée après une 

durée limitée de reperfusion, quoiqu'elle varie grandement dans les 24h suivant 

la reperfusion335; 
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2) La thérapie antioxydante semble efficace seulement contre les dommages 

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

a une composante irréversible importante; 

3) Il semble crucial que l'intervention ait lieu immédiatement au moment de la 

reperfusion334.460, puisque c'est à ce moment qu'il y a le plus d'évidences 

d'une production augmentée d'ER042; 

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

le renforcement des antioxydants intracellulaires pose des problèmes puisque 

la plupart des molécules ont un poids moléculaire trop élevé pour traverser la 

membrane et s'attaquer aux sites de production intracellulaires des ER0202. 

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

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

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

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

5) Même avec des molécules antioxydantes qui pénètrent facilement la 

membrane plasmatique tel que le N-acétylcystéine (NAC), l'efficacité du 

traitement est incertain, étant donné la réactivité extrême des ERO tel le 'OH; 

6) Dans plusieurs études, l'effet bénéfique de substances présumément 

antioxydantes sur la fonction myocardique est rapporté sans que soit établie 

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

la diminution de la production des ERO et les bénéfices pour la fonction dans 

une même étude. Par exemple, des effets bénéfiques de l'allopurinol ont été 

maintes fois rapportés, bien qu'il ne soit pas prouvé hors de tous doutes que 

la XO ait un rôle dans la pathophysiologie des dommages de reperfusion 

myocardique. Certains chercheurs remettent même en question la présence 

de cette enzyme dans le myocarde humain 92,106,146; 
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7) 	Certaines techniques utilisées pour évaluer la production d'ERO ou leurs effets, 

dont le test TBA, donnent des résultats artéfactuels et sont controversés150'189. 

Finalement, le syndrome dl-R est un phénomène multifactoriel dont la prévention ou 

le traitement nécessite vraisemblablement plus qu'une simple intervention 

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

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

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

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

proposée. 
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3. CARDIOPROTECTION 

3.1. Généralités 

La thérapie antioxydante ne s'avère qu'une des nombreuses approches envisagées 

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

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

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

plusieurs autres interventions sont proposées pour protéger le coeur des dommages 

ischémiques et/ou améliorer la récupération fonctionnelle des coeurs ayant subi une 

période d'ischémie. Ces interventions peuvent être utilisées autant pour les patients 

devant subir une intervention chirurgicale que pour ceux souffrant de maladies 

cardiaques de type ischémique, telle l'angine. 

Dans le cas d'ischémie précédant ou reliée à une chirurgie, ces interventions sont 

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

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

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

3.1.1. Interventions nutritionnelles 

Les interventions nutritionnelles se rapportent à l'administration de substances 

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

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

métabolisme énergétique de la cellule myocardique. 

3.1.1.1. Les antioxydants: Tel que mentionné précédemment, les antioxydants sont 

nécessaires pour prévenir la formation et s'opposer à l'action des ERON, lesquels 

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

biomolécules153. Une des stratégies nutritionnelles consiste à fournir au coeur des 

substances antioxydantes naturelles ou leurs précurseurs dès le début de la 

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

piéger les ERO ou interrompre les réactions en chaîne. Parmi les antioxydants 
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naturels, mentionnons les vitamines E et C, les caroténoïdes, l'ubiquinone et les 

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

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

ont été utilisés lors du présent projet de recherche. 

GSH: Tel que mentionné précédemment, le GSH joue un rôle important dans le 

maintien de l'équilibre d'oxydo-réduction des cellules. Le GSH exogène ne peut 

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

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

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

limitant pour sa synthèse comme la cystéine, ou des donneurs de GSH comme le GSH 

monoethyl ester:147. Toutefois, la cystéine ne peut être administrée tel quel puisqu'elle 

est rapidement oxydée en cystine et de fortes concentrations extracellulaires de 

cystéine sont toxiques chez l'animal' et pour les cellules en culture'''. 

NAC: Le NAC est un composé de faible poids moléculaire précurseur de cystéine 

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

concentrations testées. D'ailleurs, en clinique, le NAC est utilisé depuis une 

quarantaine d'années pour différents traitements dont les maladies obstructives et 

congestives des poumons356  et l'intoxication au paracétamol qui produit une déplétion 

en GSH dans les hépatocytes125. Son utilisation comme agent cardioprotecteur 

demeure assez récente. Ainsi, plusieurs études ont montré que le NAC atténue les 

phénomènes associés au syndrome dl-R dans différents modèles in 
vitro62,121,127,263,323,376,401 et in vivo chez des patients subissant un pontage121  ou suite 

à l'infarctus' "77. 

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

plusieurs mécanismes. Ainsi, il a été rapporté que l'infusion de NAC à des coeurs 

lapins subissant une ischémie puis une reperfusion, augmente la concentration 

intracellulaire de GSH62. D'autres études ont montré que le NAC n'augmentait pas127  

ou peu' 206  la synthèse de GSH, mais augmentait plutôt le rapport GSH/GSSG352. 11 
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a aussi été rapporté que s'il est administré avant l'ischémie, le NAC stimule la 

production de GSH dans divers modèles animaux62,121, montre des effets protecteurs 

au niveau de la fonction cardiaque62121127256323401  et du débit coronarien'', mais 

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

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

contre le .0H11 , puisqu'il s'agit d'un composé comportant un groupement sulfhydryle. 

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

dans des systèmes cellulaires intacts ou de perfusion d'organes. 

3.1.2. Interventions métaboliques 

Plusieurs substrats énergétiques dont certains acides aminés intermédiaires du cycle 

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

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

telle que l'insuline et/ou à d'autres agents comme le dichloroacétate (DCA), reconnus 

pour leurs effets métaboliques. Un résumé des connaissances actuelles sera présenté 

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

3.1.2.1. Acides aminés: En conditions aérobiques, les acides aminés contribuent peu 

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

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

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

réparation des structures subcellulaires286. Cependant, la contribution des acides 

aminés (principalement le glutamate et les acides aminés à chaînes branchées) 

augmente lorsque l'apport en oxygène est insuffisant. 	En effet, plusieurs 

études3256,70,71,139,310,311,343,366,367,375 montrent que les acides aminés peuvent 

protéger contre les dommages d'ischémie, même si quelques unes77,133,140,194,332  n'ont 

pas démontré d'effet bénéfique. La reperfusion avec un ou des acides aminés a 

permis dans différents modèles dl-R d'obtenir une meilleure récupération de la 

fonction contractile 32,44,56,70,139,151,267,366,367, de la fonction endothéliale282, du 

métabolisme énergétique 56,109,343,367,391,440  ou une diminution de la taille de 

l'infarctus'''. ln vivo, l'effet du glutamate a été étudié chez l'humain en condition dl- 
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R et semble stimuler la sécrétion d'insuline et modifier la disponibilité et l'utilisation 

des substrats vers le glucose et le glutamate plutôt que vers les acides gras". Les 

résultats divergents obtenus concernant la recherche sur les acides aminés 

s'expliquent par les différences dans les modèles dl-R, l'espèce animale, les acides 

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

cardiaque et/ou la concentration de substrats exogènes emplo yés308.  

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

et sujets à la controverse. Pour le glutamate, l'aspartate et les acides aminés à 

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

semble impliqué. Ainsi, suite à leur transamination respective en a-cétoglutarate et 

en oxaloacétate32•21 , ils contribueraient à une voie anaérobique pour la regénération 

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

lactate et de l'excès de NH3  en accélérant la transamination du pyruvate en alanine392. 

Par ailleurs, l'intérêt récent pour le L-arginine provient de son rôle de précurseur de 

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

endothéliales, ce qui pourrait bloquer le recyclage de L-citrulline en L-arginine234. La 

supplémentation en L-arginine ne fait pas l'unanimité car certains chercheurs' ont 

démontré une augmentation des dommages liés à la séquence 	Aussi, le L- 

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

précurseur de .NO car il s'agit d'un acide aminé basique dont le transport est assuré 

par des transporteurs voltages-sensibles' 97. 

3.1.2.2. Intermédiaires du cycle de Krebs: Plusieurs substrats intermédiaires du cycle 

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

cardioprotecteurs dans des modèles in vitro et in situ dl-R344. Ils amélioreraient la 

production d'ATP lors de l'ischémie mais cet avantage serait perdu dès le début de 

la reperfusion349. Par contre, lors de la cardioplégie hypothermique, le fumarate 

semble améliorer la récupération fonctionnelle ainsi que le niveau de CP393. Le 

mécanisme d'action proposé est similaire à celui du glutamate et de l'aspartate, soit 
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l'amélioration de la production d'ATP lors de l'ischémie. Ainsi, l'a-cétoglutarate a été 

ajouté aux solutions cardioplégiques lors de chirurgie cardiaque chez l'humain205  et 

comme substrat dans une solution de perfusion pré-ischémique pour un coeur isolé'. 

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

myocarde. 

3.1.2.3. Intermédiaires de la glycolyse: Plusieurs auteurs ont rapporté un effet 

cardioprotecteur du pyruvate 1,53,57,61,89-91,363. Son utilisation mène à une augmentation 

des équivalents réduits pour la chaîne mitochondriales de transport d'électrons et à 

un potentiel de phosphorylation cytosolique supérieur au glucose359. ln vitro, dans des 

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

mitochondries337, diminue les phosphates intracellulaires", améliore le pompage 

d'ions du réticulum sarcoplasmique dont le Ca', diminue la libération de LDH61'90 , 

augmente l'activité de l'enzyme GSHpx" et augmente ou préserve les phosphates 

riches en énergie57.99. De plus, en présence de glucose, le pyruvate prévient la perte 

de CP à la reperfusion, dans un modèle d'ischémie partielle359, alors que le pyruvate 

seul a le même effet s'il est administré avant l'ischémie globale' ou régionale57  en 

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

substrat a un effet important sur la récupération de la pression développée après 

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

pré-ischémiques'''. Le pyruvate doit être administré avant la reperfusion pour avoir 

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

avec le pyruvate avant le début de l'ischémie. 

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

semblent intervenir30. En général, deux explications ressortent; un effet métabolique 

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

transporté dans la mitochondrie par un mécanisme de transporteur nnédié, éliminant 

plusieurs étapes limitantes de la glycolyse. Les différentes voies métaboliques 

impliquées sont: une carboxylation qui fournit l'oxaloacétate, une deshydrogénation 

qui forme l'acetyl-CoA, outrepassant la glycolyse et la formation de lactate par la LDH 
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qui réduit le ratio NADH/NAD+. De plus, en combinaison avec le glucose, le pyruvate 

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

et la reperfusion89. Finalement, le pyruvate exerce un effet antioxydant en réagissant 

avec le H202  et conséquemment en réduisant la production de .0H89. 

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

produire de l'énergie à partir de l'oxydation des glucides. L'utilisation du glucose et 

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

glycogène pour la reperfusion427. L'administration d'une quantité supraphysiologique 

de glucose accompagnée d'insuline à un coeur ischémique, permet de maintenir la 

glycolyse et d'éviter les contractures ischémiques'''. L'utilisation d'un mélange 

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

gauche suite à une chirurgie cardiaque nécessitant une période d'ischémie'''. 

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

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

myocardique de glycogène et possiblement la stimulation de l'activité de la PDI-1391. 

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

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

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

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

augmentant l'oxydation du glucose et du lactate quand les niveaux d'oxygène sont 

suffisants. Chez certains patients souffrants de maladies stables des artères 

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

fraction d'éjection et diminue les dommages ischémiques en améliorant l'oxydation 

via la PDH380. Dans un modèle de préservation/reperfusion, l'administration de DCA 

à la reperfusion améliore la récupération fonctionnelle, le statut énergétique et diminue 

la concentration de lactate dans le perfusat432. De même, le DCA améliore la 

performance mécanique d'un coeur ayant subi une ischémie suivie d'une reperfusion, 

en réduisant le lactate via l'augmentation de l'activité de la PDH326. 
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Ainsi, plusieurs évidences suggèrent que le DCA exerce un effet inotropique directe 

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

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

riches en énergie et/ou l'oxygène peut être limitante pour la fonction cardiaque'''. 

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

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

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

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

du coeur. 

3.1.2.6. Adénosine: L'adénosine est un nucléoside endogène qu'on retrouve dans 

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

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

l'adénine nucléotide, l'adénosine est un puissant vasodilatateur qui a des effets 

directs sur les muscles vasculaires lisses24  et qui exerce aussi un effet chronotropique 

(rythme) négatif et dromotropique (conduction) négatif sur les noeuds sinuso-

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

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

un effet anti-adrénergique qui réduit la libération de norépinéphrine des terminaisons 

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

génération de 02.-  par les neutrophiles134. De plus l'adénosine atténuerait la sidération 

myocardique et microvasculaire, initierait et modulerait le préconditionnement et 

finalement, réduirait l'étendue de l'infarctus420. 

Bien qu'il y ait des évidences que l'adénosine puisse protéger contre les dommages 

induits par l'ischémie et la reperfusion, il y a peu d'enthousiasme pour son utilisation 

lors de la cardioplégie et en clinique. Les éléments mis en cause sont: sa très courte 

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

rapide par l'endothélium et les globules rouges et ses multiples effets secondaires 

rapportés1". 
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3.1.3. Interventions pharmacologiques 

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

cardioprotection. Parmi celles-ci mentionnons les plus étudiées: 

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

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

et depuis environ une décennie, dans celui de l'hypertension'''. Les bêta-bloquants 

seraient particulièrement efficaces pour réduire les épisodes d'ischémie lors d'angine 

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

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

agissent par compétition avec les neurotransmetteurs du système nerveux 

sympathiques pour occuper les sites des récepteurs bêta-adrénergiques. Dans le 

coeur, on retrouve les sites des récepteurs bêtal-adrénergiques, alors que dans les 

vaisseaux et les muscles lisses on retrouve les bêta2-adrénergiques176. L'efficacité 

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

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

chronotropique négatif, un effet inotropique négatif et une réduction dans la pression 

artériel sanguine durant l'exercice. 

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

effets sur le métabolisme des lipides et les réactions médiées par les ERO et sur la 

cascade de l'acide arachidonique. Il a été démontré que les bêta-bloquants diminuent 

l'agrégation plaquettaire et la prolifération de neutrophiles345. De plus, certains bêta-

bloquants (carvedilol, propanolol) améliorent les paramètres hémodynamiques post-

ischémiques, diminuent la libération de LDH, la formation d'hydroperoxydes et la 

peroxydation lipidique21 2. 

3.1.3.2. Inhibiteurs calciques: Utilisé dans le traitement de l'angine, du spasme 

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

l'entrée de calcium dans les cellules des muscles lisses vasculaires et du myocarde 

et en entraînant la dilatation des artères coronaires. L'utilisation des inhibiteurs 
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calciques dans différents modèles in vitro et in vivo, démontre l'importance attribuée 

au paradoxe du calcium, un phénomène qui se produit lorsque le coeur est perfusé 

quelques minutes avec une solution contenant très peu ou pas de calcium suivi d'une 

perfusion avec une concentration physiologique de calcium. Le dérèglement des 

pompes calciques résulte en une accumulation de Ca' intracellulaire, qui 

s'accompagne d'une perte de constituants intracellulaires et de problèmes de 

contractilité135. Le paradoxe du calcium est d'autant plus dommageable lorsqu'il 

apparaît lors du syndrome dl-R où le coeur est déjà affaibli. 

Comme les autres antagonistes du calcium, la nifédipine démontre un effet 

inotropique négatif qui permet une meilleure récupération fonctionnelle dans un 

modèle expérimental dl-R307  à condition d'être administré avant la période 

d'ischémie'''. Par ailleurs, le 2,3-butanedione monoxime est un agent inotropique 

négatif vasodilatateur, qui diminue de façon réversible la sensibilité des protéines 

contractiles au Ca'. En fait, il s'agit d'un inhibiteur réversible du couplage actine-

myosine qui a un rôle d'inhibiteur calcique. Cette drogue influencerait plusieurs 

mécanismes, incluant la contraction musculaire, les courants ioniques et la 

transmission synaptique364. Elle est utilisée de façon expérimentale dans les solutions 

de reperfusion 37'58'368'438  et de préservation cardiaque229,387,388. 

3.1.3.3. Inhibiteurs de l'enzyme de conversion de l'angiotensine (ACE): Différents 

inhibiteurs de l'ACE ont été administrés de façon expérimentale dans des modèles dl-

R203243244259402  et chez des patients souffrant de MCV122. Ces agents 

pharmacologiques, dont le premier commercialisé était le captopril, ont pour effet 

d'inhiber la conversion de l'angiotensine I qui est relativement inactive en angiotensine 

Il active. Les inhibiteurs de ACE agiraient en augmentant la récupération contractile 

à la reperfusion via la prévention de la dégradation de la bradykinine' qui stimule la 

biosynthèse des prostaglandines et la production de NO dans l'endothélium 

vasculaire'''. Par ailleurs, certains inhibiteurs de ACE démontreraient des effets 

bénéfiques en partie à cause de leur groupement thio1251 . 



45 

3.1.3.4. Nitrovasodilatateurs (donneurs de .N0): La nitroglycérine est utilisée depuis 

fort longtemps pour la prévention et le traitement des crises d'angine de poitrine. 

Cette drogue sert aussi dans le traitement d'infarctus aigu du myocarde en 

augmentant le débit coronarien par la dilatation des artères coronaires et par 

l'amélioration de l'irrigation des territoires ischémiés'. Les nitrates également 

utilisés contre l'angine de poitrine agissent aussi en libérant le .NO, lequel relaxe les 

muscles vasculaires lisses incluant ceux des artères et des veines. De plus, ils 

semblent redistribuer le débit coronarien dans le coeur quand la circulation coronaire 

est partiellement bloquée'''. Bien que le mécanisme responsable de ces effets ne soit 

pas parfaitement clair, il est connu que ces produits sont efficaces à court terme mais 

non à long terme car une tolérance possiblement associée à une déplétion en thiols 

se développe avec le temps2. Plus récemment, les donneurs de groupements SH 

comme le NAC ont été employés pour renverser cette tolérance aux nitrates'', alors 

que les nitrosothiols eux-mêmes, ont été utilisés au niveau expérimental comme 

donneurs de .N0210•374 . 

3.1.3.5. Inhibiteurs de la synthèse des prostaglandines: Les anti-inflammatoires 

non-stéroïdiens sont depuis longtemps utilisés suite à l'infarctus ou chez les patients 

souffrant de maladies thrombolytiques comme analgésiques et anti-inflammatoires. 

Ces drogues telles l'aspirine, l'indométhacine ou l'ibuprophène, inhibent la synthèse 

de prostaglandines en agissant sur la cyclo-oxygénase, diminuant ainsi l'agrégation 

plaquettaire218. Récemment, des drogues plus spécifiques ont été évaluées dans des 

modèles animaux in vivo et in vitro, démontrant l'implication des leucotriènes et des 

thromboxanes dans les dommages de reperfusion365. Chez l'humain, l'utilisation d'un 

inhibiteur spécifique de l'enzyme thromboxane synthase a permis de préserver la 

production de la prostacycline PGI2, qui démontre des effets protecteurs et aussi 

d'améliorer le débit coronarien suite à un ponta ge407.  

3.1.4. Interventions mécaniques 

Les interventions mécaniques incluent le préconditionnernent, la modification des 

paramètres physico-chimiques du coeur et la cardioplégie. Cette dernière stratégie 
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sera discutée en détail à la section 3.2. étant donné qu'elle fait partie des 

interventions utilisées dans ce projet de recherche. 

3.1.4.1 Préconditionnement ischémique: L'exposition du coeur à des ischémies 

transitoires semble induire des changements adaptatifs qui améliorent la capacité du 

coeur à subir une ischémie plus importante. Ce phénomène, appelé 

préconditionnement ischémique', permettrait en autre d'augmenter l'efficacité des 

systèmes de protection endogènes86'383. Parmi les mécanismes proposés pour 

expliquer ce phénomène, mentionnons les récepteurs alpha-adrénergiques, 

l'adénosine, les canaux potassiques sensibles à l'ATP et/ou la protéine kinase C. Bien 

que ces mécanismes soient encore débattus, ce phénomène a des implications 

cliniques et expérimentales intéressantes. Par exemple, il est possible que l'ischémie 

produite lors d'angine de poitrine puisse être suffisante pour induire un 

préconditionnement ischémique chez les patients. 

3.1.4.2. Modification des paramètres physico-chimiques: Les paramètres physico-

chimiques des solutions utilisées pour l'arrêt, la préservation ou la reperfusion du 

coeur dans des modèles d'organes isolés peuvent influencer la récupération 

fonctionnelle du coeur. Parmi ces paramètres, mentionnons la température, la 

pression, le pH et la composition ionique, particulièrement la concentration de 

calcium, de magnésium et de potassium. Dans cette section, seuls les facteurs se 

rapportant aux interventions de reperfusion seront discutés, les autres paramètres 

plus pertinents à la cardioplégie seront abordés à la section suivante. 

Pression et température: La pression et la température au cours des premières 

minutes de reperfusion semblent affecter la restauration de la fonction cardiaque 

après une période d'ischémie3.148•393. La pression de reperfusion jouerait un rôle 

majeur au niveau de la nécrose cellulaire", de la demande énergétique', de la 

fonction contractile'''''''' et de l'apparition d'oedème'''. Dans les modèles 

animaux, une restauration progressive plutôt qu'abrupte du flot coronaire, réduirait la 

surcharge en calcium' et le stress mécanique sur la paroi vasculaire, diminuant le 
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paradoxe de l'oxygène, responsable des dommages associés aux ERO dans les 

myocytes et la vasculature225268. Chez l'humain, la reperfusion directement à la 

pression normale suite à une ischémie globale, est associée avec de l'oedème 

prolongé, des niveaux d'ATP inférieurs et une récupération plus lente de la fonction 

contractile comparativement à une reperfusion avec une augmentation graduelle de 

la pression393. Dans certaines études, l'effet de la température de reperfusion n'est 

pas dissocié de l'effet de la pression148225. Cependant, il a été rapporté qu'une 

reperfusion hypothermique pouvait affecter la récupération de la fonction 

hémodynamique, en retardant la production d'ATP3498 . 

pH et calcium: Pour les trois premières minutes de reperfusion suite à une ischémie, 

la récupération des coeurs est influencée par le pH294. Certains auteurs obtiennent 

une meilleure récupération avec un pH acide3160179246294,  bien que de plus vieilles 

études mentionnaient avoir de meilleurs résultats avec pH basique pour contrer 

l'aCid0Se33'126'255. Le mécanisme expliquant l'effet protecteur d'un pH initial de 

reperfusion acide n'est pas simple et le mécanisme de base par lequel le pH affecte 

la contractilité du muscle cardiaque et le métabolisme myocardique n'est pas 

complètement compris. Un pH acide retarderait la récupération du pH physiologique, 

préviendrait la libération d'H+, la surcharge de calcium et la liaison du calcium avec 

la troponine. Aussi, en réduisant la contractilité, un pH acide diminue la demande 

énergétique et réduit l'utilisation d'ATP. Mais le pH a un effet biphasique et si la 

reperfusion acide se prolonge plus de trois minutes, cela devient néfaste294. Par 

ailleurs, il semble que la température de la solution de reperfusion influence l'effet du 

pH. 

D'autre part, dans la cellule myocardique intacte le système d'échange Ne/Ca" est 

sensible au pH. Le taux initial de captation de Ca' via l'échange Na+ /Ca" à pH 6.7 

est réduit de 50% par rapport à sa valeur à pH 7.4304. Donc si les dommages induits 

par la reperfusion sont provoqués par l'entrée de Ca2+, l'acidification de la solution de 

reperfusion initiale protège la cellule. De plus, une acidose intracellulaire transitoire 

pourrait prévenir la sidération myocardique179.246, probablement par une réduction des 
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influx de Ca2+ dans la cellule et/ou par la compétition des ions H+ pour les sites de 

liaison du calcium intracellulaire au début de la reperfusion204,246. La charge de Na+  

associée à la réduction de l'acidose intracellulaire via l'échange Na +/H+  ou par 

l'inhibition de la pompe au Na + peut aussi contribuer à la surcharge en Ca2+  en 

inhibant les efflux de calcium par les échanges Nai-ica2+ 142. La réduction de Ca' 

dans la solution de reperfusion et l'ajout d'un agent anti-calcique font partie des 

stratégies de cardioprotection87•126 . 

3.1.5. Interventions géniques 

La thérapie génique est une nouvelle intervention de cardioprotection, développée in 

vitro et in vivo dans des modèles animaux. Elle consiste à introduire du nouveau 

matériel génétique à l'intérieur des cellules somatiques pour permettre de synthétiser 

des protéines déficientes ou manquantes348. Il existe trois principales approches de 

transfert de gènes, soit les rétrovirus recombinants, les adénovirus recombinants et 

la livraison directe d'ADN373. La thérapie génique dans le traitement des MCV pourra 

éventuellement permettre de diminuer les facteurs de risque d'athérosclérose, de 

prévenir les maladies thrombolytiques vasculaires, de fournir un système 

d'administration des médicaments et de prévenir l'infarctus du myocarde348. La 

recherche progresse très rapidement au niveau du phénomène de resténose qui se 

produit suite à une angioplastie110,117,129,157,276.  Le but ultime étant d'interférer avec 

la prolifération de cellules musculaires lisses et/ou avec la sécrétion de diverses 

composantes de la matrice extracellulaire qui accompagne la lésion de resténose dans 

la lumière des artères'''. À ce jour, l'injection directe d'ADN donne une expression 

génique très faible, alors que l'utilisation de vecteurs adénoviraux donne une 

expression génique beaucoup plus efficacel". 

3.2. Cardioplégie 

3.2.1. Généralité 

Lors de la chirurgie cardiaque ou de la préservation en vue d'une transplantation, le 

coeur doit inévitablement subir une période d'ischémie". Dans ces conditions, les 
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dommages sont minimisés par la cardioplégie. La cardioplégie réfère à un arrêt 

cardiaque contrôlé, visant à ralentir l'apparition de lésions ischémiques irréversibles. 

Les solutions cardioplégiques induisent un arrêt rapide et complet du coeur en 

diastole, minimisant ainsi ses besoins énergétiques. 

Depuis son introduction au début des années 70, la cardioplégie cristalloïde froide est 

devenue la méthode de protection myocardique de choix de plusieurs équipes 

chirugicales. Associée aux progrès de l'anesthésie et des techniques chirurgicales, 

elle a permis de réduire de façon sensible la morbidité et la mortalité suite aux 

chirurgies cardiaques. 	Initialement, les solutions cardioplégiques visaient 

principalement l'arrêt rapide et complet du coeur en diastole afin de minimiser les 

besoins énergétiques. 	De nos jours, les solutions cardioplégiques de types 

intracellulaire (riche en potassium) ou extracellulaire (riche en sodium), cristalloïdes 

ou sanguines, enrichies de diverses substances pour leurs effets anti-ischémiques, 

sont utilisées de routine pour arrêter et protéger le myocarde durant les chirurgies à 

coeur ouvert. 

3.2.2. Préservation du greffon cardiaque 

Que ce soit pour une transplantation ou pour toutes autres chirurgies nécessitant un 

arrêt relativement prolongé de la circulation sanguine, la préservation du greffon 

cardiaque est inévitable et entraîne une période d'ischémie transitoire qui doit être 

contrôlée. 

Plus particulièrement lors de transplantation, la protection cardiaque pose des 

problèmes spécifiques, puisque les conditions de prélèvement et de transport du 

greffon cardiaque imposent une privation d'oxygène de plusieurs heures'. En fait, 

le coeur subit cinq phases, soit: 	l'arrêt ou cardioplégie, le prélèvement, la 

préservation, la réimplantation et la reperfusion. En dépit de recherches actives, lors 

de transplantations, les coeurs des donneurs sont souvent préservés par des 

techniques simples d'entreposage au froid qui permettent une préservation sécuritaire 

de 4 à 5 h26643. Pourtant, des efforts considérables ont été déployés pour améliorer 
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la qualité et augmenter la durée de la préservation, afin de surmonter la pénurie de 

coeurs à greffer. Malheureusement, il existe encore trop de controverses concernant 

la préservation de longue durée pour que son usage devienne répandu. 

La préservation myocardique est un processus dynamique affecté par la durée et la 

sévérité de l'ischémie. Contrairement au foie et au rein, le coeur est un organe 

contractile qui contient de grandes quantités d'actine et de myosine. Il est donc 

susceptible à des dommages de contraction reliés à une privation d'énergie, d'autant 

plus que le rétablissement rapide de sa fonction est vital'. Plusieurs types de 

préservation ont été testés autant sur des modèles expérimentaux animaux que chez 

l'humain. Différentes températures et modes de préservation ont été utilisés. 

3.2.2.1. Température: Que la température de préservation soit physiologique (37°C) 

ou froide (<20°C), chaque méthode a ses avantages et ses inconvénients et la 

température myocardique idéale reste à déterminer. La préservation hypothermique 

ralentit l'activité des enzymes intracellulaires ainsi que la mort cellulaire sans toutefois 

arrêter totalement le métabolisme22. Selon certains, la cardioplégie tiède (37°C), 

continue, ne serait pas supérieure à la cardioplégie froide et aucune n'offrirait une 

protection complète248324. D'autres auteurs, ont observé une meilleure protection 

avec la cardioplégie tiède285, laquelle permettrait d'éviter le stress oxydatif, alors que 

la froide l'augmenterait. 	En outre, l'utilisation de cardioplégie sanguine froide 

préserverait l'endothélium mieux que la solution cristalloïde°. 

Les contractures seraient la principale cause de dommages myocardiques lors de la 

préservation hypothermique, un phénomène accéléré par la présence de calcium 

ionisé387. 	Pourtant, des températures entre 0°C et 10°C 	permettraient la 

récupération complète de la fonction ventriculaire, alors qu'entre 12 et 20°C la 

récupération serait plus lente239245"445. L'oedème tissulaire, une complication majeure 

de la préservation d'organe à basse température, apparaît à cause de l'hypothermie 

et de l'absence d'oxygène combinés, qui inhibent les pompes sodium-potassium du 

sarcolemme. En conséquence, les ions Na + et Cl-  entrent dans la cellule contre un 
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gradient de concentration, avec un déplacement d'eau concomitant. 

3.2.2.2. Modes de préservation: Il n'y a pas de consensus à savoir si le coeur devrait 

être préservé d'une façon statique ou s'il devrait être perfusé. On reproche toutefois 

à la perfusion d'accélérer le processus d'oxydation donc d'exposer le coeur aux ERO 

et d'inhiber les systèmes de protection enzymatiques'. Par contre, en hypothermie, 

les coeurs ont un meilleurs débit aortique et libèrent moins de CK lorsqu'infusé à 10 

ou 20 cmH2064. Des pressions plus ou moins élevées seraient néfastes. Il semble 

que la récupération de la fonction contractile lors de préservation à long terme soit 

reliée au débit d'infusion durant la préservation237. La microperfusion permettrait donc 

d'améliorer la fonction cardiaque pour des préservations de longue durée (12-24h) 

malgré un fort oedème. Pour des préservations de 6h ou moins la microperfusion 

n'aurait pas d'avantage sur préservation hypothermique statique sauf pour les niveaux 

d'ATP, d'ADP et d ,Amp124.  

Les chercheurs sont aussi très partagés quant au mode de perfusion le plus adéquat 

car il semble dépendre de la température. Ainsi, il ne semble pas plus avantageux 

d'utiliser la perfusion continue avec le sang en normothermie que la solution 

cristalloïde froide administrée de façon intermittente324. Par ailleurs, il existe un lien 

complexe entre la pression d'infusion, la durée d'infusion et la concentration d'ions 

potassiques dans la solution'. Ainsi, la microperfusion avec une solution froide sans 

oxygène serait plus efficace qu'une solution oxygénée perfusée à pression plus 

élevée. La présence d'une substance colloïdale dans ce cas est cependant nécessaire 

pour obtenir de bons résultats à long terme444. 

3.2.3. Solutions cardioplégique et de préservation 

En pratique, plusieurs équipes utilisent une solution d'arrêt (cardioplégique) mais 

préservent encore le coeur dans un salin physiologique froid443. Heureusement, la 

tendance va vers l'utilisation de solutions de préservation plus sophistiquées qui 

servent parfois du même coup de solution d'arrêt. Les nombreuses recherches des 

dernières années en vue de déterminer la composition de la solution idéale ont permis 
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de mieux comprendre les complications liées à la préservation du coeur et d'identifier 

les facteurs responsables. Malheureusement, la variété de solutions utilisée donne 

lieu à beaucoup de controverse dans ce domaine. 

3.2.3.1. Caractéristiques des solutions: Plusieurs caractéristiques des solutions de 

préservation influencent le devenir du coeur. 	Le Tableau 4 résume ces 

caractéristiques, tout en soulevant les controverses. 

pH: Il est bien établi que pour maintenir les réactions enzymatiques, l'équilibre acido-

basique doit être respecté. Cependant, une autre théorie veut qu'en utilisant une 

solution légèrement alcaline (pH 7.4-7.6) cela puisse compenser pour l'acidose 

métabolique qui accompagne l'ischémie myocardique102. Pour une préservation de 

longue durée, de meilleurs résultats sont obtenus à pH physiologique'''. 

Oxygénation: Le besoin d'oxygénation semble étroitement relié à la température de 

préservation. La dépendance à l'oxygène des coeurs de rats arrêtés à 20°C est 

démontrée par la quantité substantielle d'02  consommée sur une période de 51199. 

L'oxygénation diminuerait les pertes d'ATP, de CP"' et aurait aussi un effet sur le 
pH430.  

Osmolarité: Tant les solutions hypo-osmolaires (260-270 mOsm), que hyper-

osmolaires (310-350 mOsm), si elles sont hypothermiques, causent des problèmes 

à la fonction cardiaque". L'osmolarité optimale se situerait entre 280 et 290 mOsm. 

La prévention de l'oedème avec une solution hyper-osmolaire n'est pas efficace 

puisqu'à la reperfusion, ces coeurs deviennent oedèmiques. 	Par ailleurs, 

l'augmentation de l'osmolarité stimulait le taux de consommation myocardiale 

d'oxygène de façon dose-dépendantel". 

Type de solution: Comparativement à la cardioplégie cristalloïde, la cardioplégie au 

sang permettait une meilleure récupération de la fonction cardiaque52.285  et une 

meilleure préservation des phosphates riches en énergie293, bien que certains auteurs 
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n'aient pas observé de bénéfices à la solution sanguine' 2  ou aient noté des avantages 

avec les deux types de solution". L'inconvénient majeur de la solution cristalloïde est 

sa faible capacité de transport de l'oxygène alors que la solution sanguine à basse 

température a une viscosité élevée, ce qui peut causer l'éclatement des globules 

rouges avec une obstruction des capillaires. Les conclusions sont cependant difficiles 

à tirer des études comparant les solutions sanguines et cristalloïdes parce que la 

température varie et le sang est souvent dilué dans un ratio 4:1 dans une solution 

cristalloïde. 

En ce qui concerne les types de solutions intra et extracellulaires, il n'y a pas de 

consensus à savoir si l'un est préférable à l'autre. Les solutions de type intracellulaire 

imitent la composition du liquide intracellulaire avec une concentration élevé en 

potassium, alors que les solutions dites extracellulaires ont un contenu élevé en 

sodium. 

Finalement, aucune technique (froid, chaud, intermittent, continue, etc.) de 

cardioplégie n'a encore permis de prévenir totalement les conséquences de l'ischémie 

myocardique chez des patients subissant un pontage'''. En fait, il existe un lien 

complexe entre les caractéristiques qui forment l'équilibre d'une solution et c'est 

pourquoi il n'existe pas de consensus pour ce qui est des caractéristiques idéales que 

devraient posséder une solution de préservation. 	Il semble que plusieurs 

combinaisons soient acceptables. 

3.2.3.2. Composition des solutions cardioplégiques: Outre les caractéristiques des 

solutions cardioplégiques mentionnées à la section précédente, la composition de ces 

solutions a aussi fait l'objet de nombreuses études. Depuis les vingt dernières 

années, plusieurs agents ont été ajoutés aux solutions cardioplégiques afin d'en 

améliorer l'efficacité. Nous décrivons dans un premier temps la composition de base 

des solutions cardioplégiques (Tableau 5), puis nous discuterons brièvement des 

principaux composés ajoutés à ces solutions ( Tableau 6) . 
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Tableau 5. 	Composition de base des solutions cardioplégiques 

Additifs Principales fonctions Concentrations utilisées 

Potassium Arrêt du coeur en diastole 4-145 mM 

Calcium Maintien de l'intégrité des 

membranes cellulaires 

mitochondriales 

0.05-2.5 mM 

Sodium Equilibre ionique 10-184 mM 

Magnésium Diminution des influx de calcium et 

efflux de potassium durant ischémie 

0.4-34 mM 

Chlore Equilibre ionique 20-276 mM 

Bicarbonate 

de sodium 

Pouvoir tampon 4.5-30 mM 

Du Tableau 5, nous devons souligner les points suivant: 

1) Malgré que la nature des ions ajoutés aux solutions varie peu, leur 

concentration est très variable. 

2) Des concentrations élevées de potassium durant l'arrêt et la préservation 

pourraient être responsables, du moins en partie, de la dégénérescence de 

l'endothélium observée à la reperfusion60'238. 

3) La présence de calcium dans la solution cardioplégique ne semble pas 

essentielle, d'autant plus que son absence cause l'arrêt cardiaque67. 

Cependant, les problèmes apparaissent lors de la reperfusion d'un coeur 

préservé sans calcium, avec une solution contenant du calcium, causant le 

paradoxe du calcium. 

4) 	Le magnésium a plusieurs utilités; entre autres il prévient la perte cellulaire de 
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potassium, préserve le magnésium endogène pour son rôle de cofacteur 

enzymatique, joue un rôle anti-calcique et diminue l'incidence des troubles du 

rythme à la reperfusionl". 

5) 	Les concentrations optimales de sodium et de chlore n'ont pas été déterminées 

car très peu d'études se sont attardées à l'effet direct de ces ions'''. Il en est 

de même pour le bicarbonate de sodium, qui a de plus un pouvoir tampon 

discutable si la solution n'est pas oxygénée. 

Le Tableau 6 résume les principales classes d'agents retrouvés dans les solutions 

cardioplégiques. 	Les effets anti-ischémiques cardioprotecteurs des substrats 

énergétiques et des inhibiteurs calciques ont déjà été discutés respectivement aux 

sections 3.1.2. et 3.1.3.2.. Bien que le rôle des antioxydants a également fait l'objet 

de cette revue précédemment (sections 2.3.4. et 3.1.1 .1.), ajoutons tout de même 

que l'utilisation d'antioxydants dès la période de préservation est justifiée par des 

évidences de la production de ERO durant l'ischémie'. Aussi, des effets bénéfiques 

de l'addition de GSH ont été rapportés sur le coeur reperfusé, bien que son utilisation 

puisse causer un problème pratique relié à son instabilité chimique. La substitution 

par le NAC dans ces conditions n'a pas donné d'aussi bons résultats262  et récemment 

le S-adénosyl-L-méthionine a été proposé comme alternative'''. 

En outre, concernant les autres classes d'agents, elles seront brièvement introduites: 

Agents osmotiques et oncotiques: Au même titre que les ERO, l'oedème 

intracellulaire du myocarde pourrait contribuer à la mauvaise performance du coeur 

après l'ischémie143. Les agents osmotiques aident donc à conserver l'intégrité 

morphologique des cellules alors que les agents oncotiques visent plus spécifiquement 

à limiter l'oedème interstitiel. 

Agents vasodilatateurs et anesthésiques: L'utilisation d'agents vasodilatateurs est 
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Tableau 6. 	Composés ajoutés aux solutions cardioplégiques 

Classes d'agents Exemples Références 

Substrats énergétiques 

(Acides aminés, 

intermédiaires de la 

glycolyse et du cycle de 

Krebs) 

Glutamate 26,56,71,139,151, 216, 262, 

264, 311,332,343,405,440 

Aspartate 26, 56, 70,133,311,332, 

343,375,405 

Glucose 299,300 

Pyruvate 61,90,208,337,363 

Fumarate 303 

Antioxydants GSH 63,258,262-264,305 

NAC 75,256,300 

Mannitol 123,143,262,264,305 

Allopurinol 83,309 

Déféroxamine 107,257,260 

SOD 16,216,258,386 

CAT 16,216 

Agents osmotiques Lactobionate 65,261,264 

Mannitol 123,143,262,264 

Agents oncotiques Dextran 262300 

Inhibiteurs calciques Verapamil 152,300,321,451 

Diltiazem 389404 

2,3-Butanedione 

mono xime 

229,387,388 

Agents vasodilatateurs Nitroglycérine 175,300 

Agents 

Anesthésiques  

Procaine 170,428 

moins répandue mais semble améliorer la fonction cardiaque. L'efficacité de la 

nitroglycérine serait dose-dépendante. Par ailleurs, les anesthésiques sont utilisés en 

cardioplégie pour induire l'arrêt cardiaque, diminuer la demande d'oxygène durant 
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l'ischémie et réduire l'arythmie à la reperfusion'. 

3.2.3.3. Les solutions les plus utilisées: Dans la littérature, plusieurs solutions 

utilisées pour l'arrêt et/ou la préservation cardiaque sont dénombrées. Par contre, 

seulement deux solutions ont été conçues spécifiquement pour le coeur. Les autres 

ont été développées pour la préservation d'organes abdominaux dont la sensibilité à 

la préservation diffère grandement du coeur en raison de son contenu en actine et 

myosine qui le rend susceptible à des dommages de contraction reliés à une privation 

d'énergie. Le Tableau 7 identifie les principales solutions utilisées dans la préservation 

cardiaque, ainsi que leurs caractéristiques dominantes. 

Tableau 7. Les principales solutions de préservation utilisées pour le coeur 

SOLUTIONS CARACTÉRISTIQUES RÉFÉRENCES 

University of Wisconsin (UW) Allopurinol, adénosine, GSH 104,191 

St-Thomas Hospital No.2 ou 
Plegisol (STH No.2) 

Ions principaux et bicarbonate 
de sodium 

219,395 

Celsior GSH, glutamate, histidine, 
mannitol 

264 

Stanford University Osmolarité élevée 384 

Bretschneider HTK Histidine élevée 178,333 

Collins Glucose élevé 207,414,415 

Columbia University (CU) cAMP, nitroglycérine 300 

Dans les prochains paragraphes, suivra une brève description de chacune des 

solutions énumérées dans le Tableau 7: 

La solution UW est certes la plus connue. Elle a été mise au point pour la 

transplantation de pancréas, avant d'être utilisée pour le rein, le foie puis le coeur. 

Comme solution cardioplégique elle connaît du succès dans différents modèles pour 

des durées et conditions de préservation très variées. Par contre, puisqu'elle ne 
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contient pas de calcium, la solution UW peut causer un dysfonctionnement cellulaire 

si la reperfusion a lieu avec une solution contenant du calcium, via un influx massif 

de ce dernier. Aussi, sa viscosité élevée peut augmenter le stress et la résistance 

vasculaire si elle est perfusée contribuant ainsi aux dommages endothéliaux59  déjà 

présents à cause de la concentration élevée de potassium. Enfin, il semble que la 

solution Wisconsin cause des dysfonctions endothéliales proportionnelles à 

l'augmentation de température2' et qu'elle serait plus efficace à 4°C. 

D'autre part, la solution STH No.2 a été conçue en 1981 à partir de la solution St-

Thomas No.1219. Les modifications apportées (légère diminution du sodium et du 

potassium et diminution de 50% du contenu en calcium, retrait de la procene, ajout 

de bicarbonate et ajustement du pH à 7.8) ont amélioré les performances de cette 

solution dont l'efficacité est rapportée entre 1 et 10°C avec une solution oxygénée". 

Conçue en 1994, la solution Celsior a été mise au point spécifiquement pour le 

coeur264. La formulation de cette solution visait trois grands principes, soit la 

prévention de l'oedème intracellulaire, la prévention des dommages causés par les 

ERO et la prévention des contractures par l'amélioration de la production d'énergie et 

la limitation de la surcharge en calcium. Cette solution contient des composés 

antioxydants, un substrat énergétique, des agents osmotiques, des agents tampons 

et les électrolytes de base. 

Par ailleurs, il existe peu de littérature concernant les solutions Stanford, 

Bretschneider HTK, Collins et Columbia. A long terme, les patients dont le coeur a 

été traité avec la solution Stanford lors de transplantation, ont démontré moins de 

vasculopathie que ceux traités avec la solution UW105. La solution Stanford University 

est quelques fois utilisée simplement pour la période d'arrêt. 

Développée en 1961, la solution Bretschneider serait la plus utilisée en Europe. Au 

cours des années, elle a été modifiée et la version HTK conçue pour la préservation 

de coeurs, est maintenant la plus utilisée, offrant de bons résultats en hypothermie, 
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sans être oxygénée'. 

De son côté, la solution Collins avait été conçue au départ pour la préservation de 

reins. Elle endommage le coeur à l'arrêt à cause de sa grande concentration de 

potassium et sa faible concentration de sodium, mais serait efficace pour la 

préservation414, surtout à basse température. 

Finalement, la solution CU, élaborée dans le but de reconstituer le cGMP, le •NO et 

l'AMP inter et intra-cellulaire, contient une grande diversité de produits et serait 

efficace pour les préservations de longue durées". 

Enfin, il existe une confusion majeure dans la littérature concernant les solutions 

cardioplégiques. Certains chercheurs utilisent les formulations initiales, d'autres les 

modifient. De plus, le mode, la durée et la température de préservation, de même que 

l'espèce étudiée varient constamment rendant les comparaisons sur l'efficacité des 

solutions très hasardeuses. 
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Chapitre II. STRATÉGIE DE PROJET 

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

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

antioxydante pour la protection du coeur contre les dommages reliés à l'ischémie-

reperfusion. 

Dans le contexte du début des années 90, plusieurs études portant sur le sujet avaient 

été publiées, bien que la controverse régnait quant au rôle de la thérapie antioxydante 

due en partie, au manque de rigueur de plusieurs études. A cet égard, l'objectif 

général de ce projet était d'éclaircir la contribution de chacune des espèces 

radicalaires aux dommages observés, puisque ceci s'avère déterminant pour le choix 

du ou des antioxydants à préconiser. L'hypothèse principale était que l'investigation 

systématique de la séquence des événements pendant l'ischémie et la reperfusion 

avec les outils méthodologiques appropriés, nous permettrait de clarifier la relation de 

cause à effet entre les espèces réactives oxygénées et les dommages associés à 

l'ischémie-reperfusion. 

Nous avons donc choisi d'étudier le rôle des 'OH puisque d'une part, il semble qu'ils 

soient les plus toxiques et d'autre part, nous disposions d'une méthode spécifique de 

chromatographie gazeuse couplée à la spectrométrie de masse pour évaluer leur 

formation. Aussi, nous voulions travailler avec un seul antioxydant dont l'efficacité 

avait été démontré in vitro contre le .0H. C'est ainsi que le NAC a été sélectionné, 

d'autant plus qu'il s'agissait d'une molécule non-toxique possédant plusieurs 

propriétés intéressantes dont certaines furent démontrées in vivo chez des sujets 

souffrant de maladies cardiaques. 

Pour notre étude, nous avons choisi d'utiliser un modèle d'ischémie-reperfusion sur 

des coeurs isolés de rats perfusés selon le mode Langendorff. Ce modèle permet un 

bon contrôle des conditions expérimentales et la caractérisation de la séquence des 
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événements par différentes mesures faites sur le perfusat effluent. Puisque la 

première série d'expériences avait un aspect exploratoire, nous avons documenté 

différents paramètres dans des coeurs isolés de rats perfusés en conditions 

aérobiques, soumis à une ischémie partielle de 90 minutes (1 ml/min) puis à une 

reperfusion de 30 minutes soient: la production de .0H ainsi que divers paramètres 

reflétant soit le stress oxydatif (GSH), la nécrose cellulaire (LDH), l'état rédox 

cytosolique (lactate/pyruvate) et la fonction cardiaque (débit coronarien et rythme 

cardiaque). De plus, le NAC a été infusé à différents moments durant l'expérience 

afin de déterminer si: 1) cette molécule avait un effet antioxydant direct sur les .0H 

dans un organe isolé et dans l'affirmative, 2) si cet effet était associé à des effets 

bénéfiques sur les paramètres biochimiques et physiologiques du coeur. Des résultats 

de cette première partie de l'étude, nous avons tiré les conclusions suivantes: 1) le 

NAC a un effet antioxydant direct contre les .0H quoique cette action ne soit pas 

associée à aucun effet bénéfique sur les paramètres biochimiques et physiologiques 

du coeur et 2) le NAC induit une hyperémie soutenue dans les coeurs reperfusés après 

une ischémie partielle. Il semble que plus d'un mécanisme soit impliqué dont la 

production de .NO, et que ce mécanisme dépende du temps d'addition du NAC. 

Suite à cette première série d'expériences, nous avons examiné, suivant le même 

protocole, les effets de deux dérivés du NAC, des molécules non commercialisées très 

prometteuses, soit le thiopyruvate éthyl ester et le N-acétylcystéine-fumarate diéthyl 

ester. L'hypothèse était que ces molécules devaient permettre d'observer des 

bénéfices supplémentaires à la réduction des .0H étant donné les propriétés des 

conjugués. Les résultats préliminaires décevants nous ont fait changer de voie. 

Par ailleurs, quelques articles parus dans la littérature soulevaient la possibilité d'un 

plus grand bénéfice d'une thérapie antioxydante dans un modèle où la nécrose serait 

moins importante, comme dans les cas de chirurgie pour un pontage ou lors d'une 

préservation en vue d'une transplantation. C'est alors que nous avons décidé 

d'appliquer la thérapie antioxydante à la mise au point d'une solution de préservation 

et d'une solution de reperfusion. La solution cardioplégique devait permettre 
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d'augmenter la durée sécuritaire de la période de préservation alors que la solution de 

reperfusion devait limiter les dommages associés à l'ischémie-reperfusion. Après 

plusieurs essais et après avoir réalisé l'ampleur de la littérature, la complexité de ce 

domaine de recherche et les controverses qui y règnent, nous nous sommes fixés des 

objectifs plus précis. Nous avons décidé d'utiliser une solution de préservation 

conçue spécifiquement pour le coeur afin de pouvoir concentrer nos efforts sur 

diverses interventions lors de la période de reperfusion. 

Nous avons donc utilisé un deuxième protocole basé sur un modèle de cardioplégie-

reperfusion (C-R). L'hypothèse de travail était que dans un modèle de C-R où il y a 

peu de nécrose, nous devrions observer d'une façon plus marquée les effets 

bénéfiques d'un traitement antioxydant. Puisque dans la littérature il était suggéré 

qu'une reperfusion graduelle pourrait permettre de diminuer les dommages de 

reperfusion associés au stress oxydatif, nous avions comme premier objectif de 

documenter l'effet de la technique de reperfusion. En tenant compte du résultat, le 

deuxième objectif était d'évaluer l'effet d'une thérapie antioxydante couplée ou non 

avec une thérapie énergétique. Dans les deux cas, les coeurs de rats étaient 

préservés 4h à 4° C dans la solution Celsior, puis reperfusés 60 minutes sur un 

montage Langendorff. En plus des techniques utilisées lors de la première série 

d'expérience, nous avons mis au point le dosage d'ATP, d'ADP et d'AMP tissulaire 

par spectrophotométrie, nous avons placé de petites électrodes sur le coeur à la 

reperfusion afin d'évaluer l'incidence d'arythmie et nous avons inséré un ballonnet 

dans le ventricule gauche du coeur pendant la reperfusion afin d'obtenir des 

paramètres de la fonction contractile. Des résultats de ce deuxième protocole, nous 

avons tiré les conclusions suivantes: 1) le NAC combiné aux substrats énergétiques 

augmentent le débit coronarien à la reperfusion et 2) l'augmentation du débit 

coronarien n'est associée à aucun effet bénéfique sur les paramètres biochimiques et 

physiologiques du coeur isolé. 

Pour tenter d'expliquer les facteurs impliqués dans la modulation du débit coronarien, 

nous avons utilisé un troisième protocole d'ischémie-reperfusion, soit l'ischémie 
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globale de 15 minutes suivie d'une reperfusion de 30 minutes. Ce protocole 

permettait le traitement des coeurs avec des inhibiteurs variés avant la période 

d'ischémie. L'hypothèse de travail étant qu'en bloquant alternativement différentes 

voies connues dans la littérature pour être impliquées dans la modulation du débit 

coronarien, nous pourrions identifier la ou les voies responsables de l'élévation du 

débit coronarien observée pour les coeurs reperfusés avec le NAC et les substrats 

énergétiques. 

Les résultats obtenus au cours de ce projet font l'objet d'un article publié (Free 

Radicals Biology & Medicine) et d'un manuscrit soumis (American Journal of 

Physiology). Dans l'ensemble, ces résultats soulèvent un questionnement quant à la 

contribution des 'OH et par conséquent, quant à la pertinence d'une thérapie 

antioxydante ciblée sur ces espèces réactives oxygénées dans le syndrome 

d'ischémie-reperfusion sur un coeur isolé. En outre, les résultats mettent aussi en 

évidence un effet modulateur du NAC sur le débit coronarien. Cet effet est 

indépendant de son activité de piégeur de .0H et pourrait bien expliquer les effets 

hypotenseurs rapportés précédemment dans la littérature lors de son administration 

chez des patients cardiaques. 
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Abstract—me capacity of N-acetylcysteine to directly scavenge hydroxyl radical produced by rat hearts reperfused after 90 
min of low-flow ischemia was assessed by the hydroxylation of 4-hydroxybenzoate into 34-dihydroxybenzoate using a gas chromatography-mass spectrometric assay. Reperfused hearts showed a massive release of 3,4-dihydroxybenzoate, lactate 
dehydrogenase, and total glutathione, contained less reduced and oxidized glutathione, but maintained spontaneous beating and 
coronary flow rates close to preischemic values. Compared to untreated hearts: reperfused hearts treated with N-acetylcysteine 
from the start of ischemia (i) released four times less 3,4-dihydroxybenzoate, but similar amounts of lactate dehydrogenase or 
glutathione, (ii) showed a nitric oxide-dependent increase in coronary flow rate, and (iii) contained less oxidized glutathione, 
but similar amounts of reduced glutathione. Reperfused hearts receiving N-acetylcysteine since the last 5 min of ischemia had 
also a four-times lower 3.4-chhydroxybenzoate release, but their coronary flow rate response was similar to that of untreated 
hearts. These results indicate that N-acetylcysteine can directly scavenge hydroxyl radicals produced by reperfused ischemic 
hearts, although this effect is not associated with any protective effects as indicated by the lactate dehydrogenase and glutathione 
release and cannot explain the nitric oxide-dependent reperfusion hyperemia. 

Keywords--N-Acetylcysteine, Low-flow ischemia, Reperfusion, Coronary flow, Heart, Hydroxyl radical, Free radicals 

INTRODUCTION 

Reperfusion of blood flow to the ischernic myocardium 
is an absolute prerequisite for survival. However, para-
doxically, it may also promote further myocardial in-
jury by what has been called "reperfusion injury." 
Reperfusion injury is a complex multifaceted phenom-
enon that includes arrhythrnias, reversible myocardial 
and endothelial dysfunction (myocardial and microvas-
cular stunning), and the conversion of reversibly to 
irreversibly injured myocytes (myocyte death; see for 
review Opie, Yellon and Jennings,2  and Hearse et al.3). 
Increasing evidence indicates that arrhythmias and 
stunning are free radical-mediated phenomena,4-7  but 
controversy persists regarding whether oxygen radicals 
contribute to extending cell death.'" 

N-Acetylcysteine (NAC) is one among many agents 

Address correspondence to: Julie Brunet, Laboratory of Intermedi-
ary Metabolism, Louis-Charles Simard Research Center. Notre-
Dame Hospital, 1560 Sherbrooke St. East, Montréal, Québec, Can-
ada, H2L 4M1. 

adrninistered in an attempt to neutralize the deleterious 
effects of free-radicals and thus to improve heart recov- 
ery upon reperfusion. NAC is a low molecular weight 
compound that raises the intracellular concentration of 
cysteine, and hence of reduced glutathione (GSH),I2  
an important endogenous antioxidant. It also has direct 
scavenging properties in vitro against the hydroxyl rad-
ical ("OH), and hypochlorous acid. 34  NAC was 
shown by many authors,' 16  but not all, 78  to be 
effective in improving heart mechanical function with-
out reducing myocyte death.'5•19  These beneficial ef-
fects are observed when NAC treatment is started be-
fore' or during ischemia,'5  but not at reperfusion, 68  
and are associated in some studies,12.16  but not 3:11,15  
with an increase in the GSH content of the heart. The 
failure of NAC to be beneficial when added at reperfu-
sion is taken as evidence against its direct scavenging 
action.' However, the latter cannot be excluded, be-
cause the improved cardiac function is not always asso-
ciated with an increased heart GSH content.I5  

The purpose of this study was to deterrnine whether 
NAC can directly scavenge 'OH radical in an in vitro 



J. Dit iNVI el ul 

68 

model of cardiac ischemia and reperfusion. *OH produc-
tion has been assessed by aromatic hydroxylation,' mea-
suring the formation of 3,4-dihydroxybenzoate 
(34DHBZ) from 4-hydroxybenzoate (4HBZ) using a gas 
chromatography mass spectrometry (GCMS) assay.' 
Pan of this work was presented in abstract form.' 

MATER1ALS AND METHODS 

Chemicals 

N-acetyl-L-cysteine, (±)-norepinephrine hydrochlo-
ride, 5,5'-dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid), 2-vinylpyri-
dine, [2,2,3,3-21-14]succinic acid and [1,1-21-12]phenyl-
acetic acid were obtained from Aldrich Chemical Co. 
(Milwaukee, WI). 4-Hydroxybenzoate, 3,4-dihydroxy-
benzoate, 2,5-dihydroxybenzoate, sodium octanoate, N-
w-nitro-L-arginine (NNLA), L(+)-lactic acid, reduced 
glutathione (GSH), and glutathione reductase were 
bought from Sigma (St. Louis, MO), oxidized glutathione 
(GSSG), NAD, NADPH, and TRIS from Boehringer 
Mannheim Canada (Laval, Québec), triethanolamine 
from Fisher Scientific (Montréal, Québec), and sulfosali-
cylic acid from Anachemia (Montréal, Québec). Cardio-
trol (lactate dehydrogenase (LDH) from human serum) 
was obtained from Hoffmann-La Roche Ltd (Brampton, 
Ontario). N-Methyl-N-(t-butyldimethylsily1)-trifluoro-
acetarnide was supplied by Regis Chernical Co. (Morton 
Grove, IL). Sodium borodeuteride (NaB2H4) was bought 
from Cambridge Isotope Laboratories (Andover, MA). 
The internai standard, [3,4,4,4-2114]lactate was synthe-
sized as previously described.23  All other reagents were 
analytical grade. All aqueous solutions were made with 
water purified by a "Milli-Q" system (Millipore, St-
Laurent, Québec). 

Rat heart pelfusions 

Male Sprague-Dawley rats weighing between 250 
and 350 g were sacrificed by cervical dislocation. The 
hearts were rapidly excised and perfused according to 
the Langendorff technique at a constant pressure of 80 
mm Hg with a nonrecirculating modified Krebs-
Ringer bicarbonate buffer containing 119 rrtM NaC1, 
4.8 mM KC1, 1.3 mM CaC12.2H20, 1.2 mM 
1.2 mM MgSO4  • 7H20, 25 mM NaHCO3, 11 mM glu-
cose, 0.2 mM octanoate, and 1 mM 4HBZ. The perfu-
sate was equilibrated at 37°C with 5% CO2  and 95% 
02  (pH 7.4). The heart was enclosed in a temperature-
controlled, water-jacketed, chamber. Coronary flow 
rate was measured with an electromagnetic flow probe 
(Model FM501, Carolina Medical Electronics Inc., 
King, NC) installed above the aortic cannula. Heart 
rate was measured using a pressure transducer con-
nected to the perfusion line via a T junction above the  

aortic cannula (Blood Pressure Analyzer, Micro-Med 
Inc., Louisville, KN), and the heart temperature using 
a thermocouple (Yellow Springs Instrument Co., lnc, 
OH) attached on the surface of the heart. All three 
instruments were linked to a microcomputer (Hewlett 
Packard Vectra ES) for continuous recording of data. 
The hearts were allowed to beat spontaneously 
throughout the experiments. Hearts that didn't fulfill 
the following criteria were discarded: spontaneous 
heart rate above 200 beats/min and increase of coro-
nary flow on release of a 20-25 second period of 
inflow occlusion (reactive hyperemia). 

Pelfusion protocols 

After an equilibration period at normal flow (nor-
mally about 20-30 min), hearts were perfused aerobi-
cally at reduced flow (1 ml/min) for 90 min low-flow 
ischemia, and then reperfused for 30 min. Hearts were 
freeze-clamped (with Wollenberger tongs) and stored 
in liquid nitrogen. 

For all perfusions, norepinephrine (NE) was infused 
at a final concentration of 1 pM from the beginning 
of the low-flow ischemic period until the end of the 
perfusion to simulate the excessive systemic and/or 
local adrenergic discharge, which are known complica-
tions of myocardial ischemia.24  When indicated, NAC 
was infused at a final concentration of 100 pMi2  either 
from (i) the beginning of the low-flow ischemic period, 
or (ii) 5 min prior to the reperfusion period, until the 
end of the perfusion. To detennine the effect of a nitric 
oxide (NO) synthetase inhibitor, N-w-nitro-L-arginine 
(NNLA) was added to the perfusion buffer at a final 
concentration of 100 iaM.25  Perfusate NE and NAC 
concentrations were kept constant despite variations in 
coronary flow using a computer program26  developed 
for feedback control of a syringe pump (Harvard In-
struments, Southnatick, MA). Stock solutions of NE 
(100 pM) and NAC (10 mM) were prepared fresh with 
deionized nitrogen-equilibrated water just prior to the 
experiment, and were protected from light. The 5 mM 
NNLA stock solution was made in 0.9% NaC1 solution. 

Sampling protocols 

Samples of effluent perfusate were collected on ice 
at the indicated times and processed immediately as 
follows: (i) 34DHBZ: 2 ml perfusate without any treat-
ment, (ii) GSH + GSSG: 500 L perfusate was treated 
with 10 pl of saturated sulfosalicylic acid (SSA) for 
protein precipitation, followed by 16 pl of triethano-
lamine for neutralization; (iii) LDH: 500 pl perfusate 
was diluted with 500 pl 245 mM TRIS buffer pH 
7.0, and (iv) lactate, pyruvate and succinate: 500 
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perfusate was treated for 30 min with 200 pl 1 M 
Na1321-1., to stabilize pyruvate by reduction into [2HI-
lactate.21  Glutathion was assayed within 2 to 4 h' after 
sample collection, and LDH within 20 min as prelimi-
nary experiments indicated a rapid decrease in LDH 
activity with time. Samples for the assay of 34DHBZ, 
lactate, pyruvate, and succinate were frozen. 

Analytical procedures 

Enzymatic assays: LDH, GSH, and GSSG were as-
sayed on a Roche COBAS FARA. For LDH, the proce- 
dure of the instrument operator's manual, which is that 
of Gay et al.,n  was followed. A standard solution of 
LDH (Cadiotrol) was always assayed in parallel with 
the samples. The procedure to assay GSH and GSSG 
was that of Anderson.29  For tissue content of GSH and 
GSSG, hearts were pulverized in a mortar cooled at 
the temperature of liquid nitrogen, and the frozen pow-
dered tissue (80 mg) was homogenized using an ultra-
sonic disintegrator (Vibra Cell, Sonics & Materials 
Inc., Danbury, CN) in 1 ml of an ice-cold nitrogen-
equilibrated 5% SSA solution. The homogenates were 
then centrifuged at 3000 g for 20 min. For the assay 
of GSH, 100 pl supematant was diluted in 0.4 mi 
nitrogen-equilibrated 5% SSA solution and neutralized 
with 16 pl triethanolarnine. For the assay of GSSG, 400 
pl supematant is treated with 8 pl of 2-vinylpyridine to 
prevent interference by GSH, and neutralized with 6 
pl triethanolamine. Standard Curves of GSH and GSSG 
were always performed in parallel. Analyses were per-
formed in triplicate, and each sample was assayed three 
times. 

Gas chromatography—mass spectromeny (GCMS) 
assay. (i) 34DHBZ: Perfusate samples (2 nil) were 
spiked with 1 nmol of each of the following extemal 
standards, [2H2]phenylacetic acid ([2H2]PAC) and 2,5-
dihydroxybenzoate (25DHBZ).21  (ii) Lactate, pyruvate 
(reduced to CH]lactate),23  and succinate: Perfusate 
samples (0.5 ml) were spiked with 250 nmol [2W-
lactate and 5 nmol [2H4]succinate. All samples were 
acidified, saturated with NaC1, and extracted with di-
ethyl ether. The combined ether phases were dried with 
anhydrous sodium sulphate and gently evaporated un-
der a nitrogen stream. The dry residues were converted 
to t-butyldimethylsilyl (TBDMS) derivatives by the 
addition of 50 or 75 pl of N-Methyl-N-(t-butyldimeth-
ylsily1)-trifluoroacetamide. 

All samples were analyzed on a Hewlett Packard 
5988A GCMS operated in the electron impact mode 
(70 eV) using selective ion monitoring analysis (SIM). 
GC conditions were: 25 m x 0.2 mm HP-5 capillary 
column; helium flow, 0.6-0.8 ml/min; split ratio 1:10; 

column head pressure, 20 kPa; injection port and trans- 
fer line, 280°C. The GC temperature programs used 
were the following: (i) 34DHBZ: 110' for 2 min and 
6°/min to 280°. Elution times for the TBDMS deriva-
tives of CH21PAC, 25DHBZ, and 34DHBZ were 12.2. 
28.0, and 29.3 min, respectively. Ions monitored at 
these times were at m/z 195, 439, and 439, respec-
tively. Those ions are forrned through the loss of the 
t-butyl group [M-57r from the TBDMS radical. (ii) 
Lactate, [2H]lactate  (pyruvate reduced with NaB21-14], 
succinate: 140° for 5 min and 5°/min to 205° and 50°/ 
min to 250' for 2 min. The TBDMS derivatives of 
lactate and succinate elute at 9.3 and 12.7 min, respec-
tively. Ions monitored are at m/z 261, 262, and 265 
for lactate, [2H]lactate and [2a]lactate, respectively, 
and at m/z 289 and 293 for succinate and rad-
succinate, respectively. 

Peak areas, deterrnined by computer integration, 
were corrected for naturally occurring heavy isotopes 
and for light isotopic impurities.30-3  Concentrations 
of lactate, pyruvate, and succinate in samples (QA) 
were calculated using the corrected area (CA) of the 
ion corresponding to the compound of interest (CAA) 
and to the internai standard (CAis), and the quantity 
of the internai standard (Q1s) added to each sample 
analyzed. 

QA = QIS X (CAA/CAIS) 

For 34DHBZ, quantitation was achieved using a 
response factor in the numerator of the above equa-
tion.32  This factor is determined experimentally for 
each external standard with a standard curve performed 
in parallel with the samples to be analyzed. The limit 
of detection of our assay is in the pmole range. 
34DHBZ data are expressed in three different formats: 
(i) concentration (nmol 34DHBZ per ml of effluent 
perfusate), (ii) rate of production or formation in nmol 
per min (nmol 34DHBZ per ml of effluent perfusate 
X flow rate in remin), and (iii) accumulated amount 
of 34DHBZ formed during the first 10 min of reperfu-
sion (nmol 34DHBZ/10 min), which was calculated as 
follows: 

{ [Rate of formation of 34DHBZ (nmol/min) at ti] 

X [(t, — t2) (min)] }. 

where ti  —t2  is the time interval between two sample 
collections. 

In view of possible artefacts associated with mea-
surements of *OH radicals production by aromatic hy-
droxylation in various systems,211.3-14  our 34DHBZ 
data were corrected for background noise. The latter 
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was determined for each perfusion experiment by 
GCMS analysis of the influent perfusate. collected at 
the beginning and the end of the experiment. It aver-
aged 6.2 ± 1.6 nmo1/1, representing 71%, 22%, and 
16% of basal, ischemic, and postischemic 34DHBZ 
concentration, respectively. Similarly, in two separate 
experiments where we simulated a perfusion without 
hanging a heart, the artefactual concentration of 
34DHBZ in the perfusate amounted to 2.8 ± 1.0 
nmole/1. 

Statistical analysis 

Data are expressed as means ± SE of n heart perfu-
sions. A one-way nonparametric analysis of variance 
(Kruskal—Wallis test) were used to assess separately in 
control or NAC-treated hearts the effect of intervention 
(low-flow ischemia, or reperfusion, versus basal or pre-
ischernic conditions) on the various measured parame-
ters. Comparisons between control and NAC-treated 
hearts (effect of treatment) were performed using either 
an analysis of covariance for repeated measures (perfu-
sate), a one-way analysis of variance followed by a 

Dunnett multiple comparison test (perfusate), or an 
unpaired r-test (tissue). Linear trend between two pa-
rameters was tested with the Pearson correlation coef-
ficient. A probability ofp < 0.05 was considered statis-
tically significant. 

RESULTS 

The formation of "OH radicals by the isolated per-
fused rat heart was assessed by the hydroxylation of 
4HBZ into 34DHBZ using GCMS. This approach is 
similar to that measuring the formation of 2,3-dihy-
droxybenzoate from the chemical reaction of salicylic 
acid with *OH. Similarly, the chernical reaction of 
4HBZ with "OH yields 34DHBZ.21  Quantitation of 
34DHBZ in the heart influent and effluent perfusate 
was achieved using two different external standards, 
rH2]phenylacetic acid, and 2,5-dihydroxybenzoate. 
Because similar results were obtained with the two 
extemal standards (not shown), only those calculated 
with [2H2]phenylacetic acid are reported in this article. 

In preliminary experiments (not shown), the addi-
tion of 1 mM 4HBZ to the perfusate of hearts subjected 
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Fig. 1. Effect of low-flow ischemia (LF) and reperfusion (R) on the production (A) and the concentration (B) of 34DHBZ by 
isolated rat hearts perfused without (white bars) or with 100 AM NAC (black bars). Two groups of hearts, perfused with a 
nonrecirculating Krebs—Ringer buffer containing 11 mM glucose, 0.2 mM octanoate, and 1 mM 4HBZ were subjected to 90 
min of LF and 30 min of reperfusion. Starting at the beginning of the LF period, one group of hearts received an infusion of 1 
M NE alone (n = 6, control), whereas the other group received an infusion of 1 AM NE + 100 AM NAC (n = 5, NAC). 

Samples from the effluent perfusate were collected during 1-2 min starting at the time indicated, and analyzed by GCMS to 
determine the quantity of 34DHBZ formed from 4HBZ, an index of 'OH radical production. Values are means -± SE of the five 
or six heart perfusions. Analysis of covariance (effect of treatment): p < 0.05 for both 34DHBZ production and concentration 
at LF and R. Analysis of variance (effect of intervention): (a) 34DHBZ production, LF: NS (control, NAC). R: p < 0.05 (control, 
NAC): (b) 34DHBZ concentration, LF p < 0.05 (control, NAC), R: p < 0.05 (control) and NS (NAC). B: basal or preischemic 
conditions. 
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Fig. 2. Effect of low-flow ischemia (LF) and reperfusion (R) on the release of LDH (A) and GSH + GSSG (B) by isolated rat 
hearts perfused without (white bars) or with 100 pM NAC (black bars). Other data from the heart perfusion experiments described 
in Figure I. Samples from the effluent perfusate were collected during 1-2 min at the time indicated and assayed immediately. 
Values are means ± SE of five or six heart perfusions. Analysis of covariance (effect of treatment): NS in all cases. Analysis 
of variance (effect of intervention): (a) LDH, LF and R: p < 0.05 (control, NAC); (b) GSH, LF: NS (control, NAC), R: p < 
0.05 (control. NAC). B: basal or preischemic conditions. 

to 60 min of low-flow ischemia and 15 min of reperfu-
sion did not significantly influence the coronary flow 
rate or heart rate, nor the magnitude of LDH and GSH 
release, under basal or ischemic conditions or upon 
reperfusion. Also, the formation of 34DHBZ by hearts 
perfused during 75 min under aerobic conditions was 
found to be close to the limit of detection of our assay. 

Low-flow ischemia and reperfusion 

Hearts perfused under normal aerobic conditions 
released small amounts of 34DHBZ, LDH, GSH, and 
lactate + pyruvate in a ratio within the physiological 
range (Figs. 1-3, open bars). Under these conditions, 
the concentration of 34DHBZ in the effluent perfusate 
was close to the limit of detection of our assay. Redue-
ing the coronary flow to 1 ml/min for 90 min resulted 
in (i) similar formation, but increased perfusate con-
centration, of 34DHBZ (Fig. I), (ii) lower release of 
LDH (Fig. 2A), and (iii) a greater and time-dependent 
release of lactate + pyruvate (Fig. 3) and succinate 
(not shown). Because the ischemic heart released pro-
portionally more lactate, but less pyruvate, than the 
aerobic heart (not shown), the lactate/pyruvate ratios 
after 75 min of low-flow ischemia were as much as 
600-fold greater than the preischemic value (Fig. 3B). 
Shortly after reperfusion, the ischemic hearts released 

(Figs. 1-3 and Table 2) 34DHBZ, LDH, and GSH in 
massive amounts, but lactate + pyruvate, and succinate 
(not shown) at a rate similar to that observed after 75 
min of low-flow ischemia. One minute after reperfu-
sion, the lactate/pyruvate ratio was already 20-fold 
lower than that observed at the end of low-flow isch-
emic period. As reperfusion continued, all these meta-
bolic parameters returned progressively to preischemic 
values. After reperfusion, hearts had coronary flow 
rates (Fig. 4A) and maintained spontaneous beating 
(Fig. 4B) close to preischemic values. 

NAC treatment 

When compared to untreated hearts, hearts receiv-
ing 100 "LM NAC from the beginning of the low-flow 
ischemic period showed a significantly lower produc-
tion and perfusate concentration of 34DHBZ during 
the low-flow ischemic period and at reperfusion (Fig. 
1, dark bars). The release of all other measured parame-
ters, LDH, GSH, lactate + pyruvate and lactate/pyr-
uvate ratio (Figs. 2 and 3, black bars) was not signifi-
cantly affected by the treatment, although values 
tended to be lower (LDH, p = 0.07 using the analysis 
of covariance) and to show less variability (as indicated 
by the smaller standard errors). With respect to the 
physiological parameters, treatment with NAC resulted 
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Fig. 3. Effect of low-flow ischemia (LF) and reperfusion (R) on the total (A) and the ratio (B) of lactate and pyruvate released 
by isolated rat hearts perfused without (white bars) or with 100 MM NAC (black bars). Other data from the heart perfusion 
experiments described in Figure 1. Samples of effluent perfusate were collected during 1-2 min starting at the time indicated, 
and analyzed by GCMS for lactate (LAC) and pyruvate (PYR) concentration with an internai standard of [H4]lactate. Results 
are shown as (A) total lactate + pyruvate release and as (B) the ratio lactate/pyruvate, which is an index of the cytosolic redox 
state (NADHRVAD). Values are meansz.F. SE of four or five heart perfusions. Analysis of Covariance (effect of treatment): NS 
in all cases. Analysis of variance (effect of intervention): (a) LAC + PYR, LF: p < 0.05 (control, NAC), R: p < 0.05 (control, 
NAC); (b) LAC/PYR, LF: p < 0.05 (control, NAC), R: NS (control, NAC). B: basal or preischemic conditions. 

in coronary flow rates at reperfusion about 65% greater 
than preischemic values (Fig. 4A and Table 2, p < 
0.05), although it did not influence the heart rate re-
sponse (Fig. 4B). Finally, reperfused ischemic hearts 
treated with NAC contained less GSSG, but similar 
GSH, than untreated hearts (Table 1). Consequently, 
the GSH/GSSG ratio also tended to be higher. 

The addition of NAC 5 min prior to reperfusion 
(Table 2) resulted in a release of 34DHBZ at reperfu-
sion comparable to that observed for hearts treated 
with NAC from the beginning of the low-flow ischernic 
period. The release of all other metabolic and physio-
logical pararneters, including the coronary flow rate, 
measured at reperfusion was similar to untreated 
hearts. 

Relation between the release of 34DHBZ, LDH, and 
GSH 

The relation between 34DHBZ, LDH, and GSH was 
evaluated by (i) testing for a linear trend between the 
magnitude of their release during the first 10 min of 
reperfusion with the the Pearson correlation coefficient 
and by (ii) comparing the average time of their peak 
release. Taking into account all perfusion experiments 

(n = 15), without and with NAC, a significant correla-
tion was found between the total release of LDH and 
GSH (r = 0.89; p < 0.0001), but not between that of 
34DHBZ and either LDH (r = 0.3; p = 0.3), or GSH (r 
= 0.1; p = 0.7). However, 34DHBZ and GSH release 
peaked at a similar time, 1.14 ±. 0.14 and 1.29 
0.19 minute, respectively (NS), which was earlier than 
LDH, 2.69 ± 0.43 min (p < 0.05). Note that the given 
times are the average of all perfusion experiments, 
because they did not differ for hearts perfused without 
or with NAC. 

Because results obtained in the two first series of 
perfusions (without and with NAC added of ischemia) 
already indicated similar times for the pealc release of 
34DHBZ and GSH, the sampling protocol of our last 
series of perfusions (hearts treated with NAC 5 min 
prior to reperfusion) was slightly modified in hopilg 
to clarify a possible cause to effect relationship. Thus, 
the perfusate coming out of the heart immediately at 
the time of reestablishment of flow was also collected 
and analyzed for 34DHBZ, LDH, and GSH. Out of 
fi ve hearts, four showed a greater release for 34DHBZ 
(0.74 ± 0.26 nmol/min; n = 5) at this earlier time 
compared to that observed between I and 3 min of 
reperfusion (R I = 0.35 -± 0.07 nmol/min; n = 5), 
compared to only one for GSH and none for LDH. 
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Fig. 4. Effect of low-flow ischemia (LF) and reperfusion (R) on the (A) coronary flow rate and (B) heart rate of isolated rat 
hearts perfused without (white bars) or with 100 12M NAC (black bars). Other data from the heart perfusion experiments described 
in Figure 1. Coronary flow rate (CFR) and heart rate (HR) were continuously monitored throughout the perfusion experiments 
and averaged for the following Lime period: (i) the last 10 min preceeding LF, (ii) the entire LF and (iii) for the time interval 
between that indicated during reperfusion. Values are means ± SE of six or seven heart perfusions. Analysis of covariance 
(effect of treatment): (a) CFR at R, p < 0.05. Analysis of variance (effect of intervention): (a) CFR, R: NS (control) and p < 
0.05 (NAC); (b) HR, LF: p < 0.05 (control) and NS (NAC), R: NS (control, NAC). B: basal or preischemic conditions. 
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These results do not, however, change any of the above 
conclusions. 

Effect of NNLA on the coronary flow rate at 
reperfusion 

Perfusion of aerobic hearts for 20 min with 0.1 mM 
NNLA, a NO synthase inhibitor, resulted in more than 
a two-fold decrease in the coronary flow rate (42% ± 
5% of basal value, n = 9, not shown). This decrease 
was observed in the absence or presence of 100 itM 
NAC ± 1 el NE. NAC alone, with or without NE, 
had no effect on the coronary flow rate (not shown). 
The effect of NNLA on the coronary flow rate of reper-
fused ischemic hearts treated with NAC varied de-
pending upon the time of addition of NAC (Table 3). 
NNLA was without any effect when NAC was added 
prior to NNLA and to the low-flow ischemic period, 
that is, there was still a 75% increase in the coronary 
flow rate at reperfusion. However, this rise was abol-
ished by the addition of NNLA prior to ischemia and 
of NAC at the beginning of the low-flow ischemic 
period. 

DISCUSSION 

This article demonstrates that NAC treatment de-
creases the production of 'OH radicals by the isolated  

rat heart reperfused after 90 min of low-flow ischemia. 
It also documents a NO-dependent increase in coronary 
flow at reperfusion of hearts treated with NAC since 
the beginning of the low-flow ischemic period. 

Production of "OH radicals during ischemia and 
reperfusion 

Increased production of oxygen-derived free radi-
cals (ODFR) early upon reflow of ischemic or hypoxie 

Table 1. Content in GSH and GSSG of Hearts 
Reperfused for 30 min After 90 min of Low-

Flow Ischemia Without or With 100 I.L11,1 NAC 

Parameters 

Perfusion Conditions 

Control + 100 ,uM NAC 

GSH 555 	±62 531 	±32 
GSSG 13.0± 	1.3 9.3 ± 	0.5* 
GSH/GSSG 45 	± 4 58 	± 	6' 

Other data from the heart perfusion experiments 
described in Figure l. At the end of the perfusion. all 
hearts were freeze-clamped at the temperature of liq-
uid N. Heart tissue was pulverized and homogenized 
before determination of GSH and GSSG concentra-
tion. Values are expressed in nmol/g wet weight and 
are mean ± SE of live heart perfusions. For compari-
son. values for three nonperfused hearts were: GSH 
= 1017 93 nmol/g; GSSG = 24 ± 2 nmol/g; GSH/ 
GSSG = 45 ± 7 nmol/g; • p < 0.05 and 'p < 0.1, 
NAC versus control using an unpaired mem. 
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Table 2. Effeci of Tirne of Addition of NAC on Various Parameters 

Parameters Measured 
Upon Reperfusion 

Time of NAC AddInun 

None 
Low-Flow Ischemia 

(LF) 
Reperfusion 

(R) 

34DHBZ (nmo1/10 min) 3.7 1- 	0.7 1.3 r_- 	0.4' 1.6 0.2* 
LDH (units/10 min) 26 -± 	8 15 ± 2 31 -± 	8 
GSH (nmo1/10 min) 159 ±41 141 ± 13 180 ±38 
CFR (% P1 value) 107 ±10 162 ± 	9' 91 ±- 

Other data from the heart perfusion experiments described in Figure 1 in which 100 /./M 
NAC was added at the beginning of the low-flow ischemic (LF) period. and from similar heart 
perfusion experiments where NAC was added 5 min prior to the reperfusion period (R. n = 5). 
For 34DHBZ. LDH. and GSH, values shown are the total quantity recovered in the effluent 
perfusate during the first 10 min of reperfusion. For the coronary flow rate (CFR), values were 
averaged for the first 10 min of reperfusion and expressed as % of the preischemic value (% P1 
value). Values are means ± SE of four or seven heart perfusions. p < 0.01. * p < 0.05, addition 
of NAC at LF or R versus no addition, and t p < 0.001, addition of NAC at R versus addition 
of NAC at LF, using analysis of variance followed by Dunnett multiple comparison test. 
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hearts has been repeatedly and consistently docu- 
mented with various techniques,35 	including aro- 
matic hydroxylation.3345 " The latter technique, which 
was used in this study, provides a specific quantitative 
analysis of 'OH production.2°  ODFR may also be 
formed during ischemia,"."'"'" but the nature, 
magnitude, and time course of this production, com-
pared to that observed under basal conditions or after 
reperfusion, has not been so well characterized, and it 
is a subject of contrpversy. 

In this study, rat hearts perfused under low-flow 
ischemia produced 34DHBZ, an index of 'OH radical 
production, at a low rate, comparable to that observed 
under aerobic conditions (preischemic period). The 
concentration of 34DHBZ in the effluent perfusate of 
ischemic hearts was, however, several-fold greater than 
that observed in the preischemic period, being closer 
to that observed early after reflow. The importance of 
discriminating between the ODFR vascular concentra-
tion and their rate of formation was recently stressed 
by Blasig et al.' Only the former was found to be 
significantly correlated with indices of microvascular 
(decreased coronary flow rate) and myocardial me-
chanical damage (arrhythmias, depressed contractile 
function) in isolated rat hearts subjected to ischemia-
reperfusion. Thus, from our data, it may be suggested 
that (i) those cells being perfused under low-flow isch-
emia produce ODFR in quantities greater than under 
aerobic conditions, and (ii) possibly the higher ODER 
concentration contributes to the ischemia-induced 
myocardial and microvascular injury. 

Very early upon reperfusion (0— 120 s) of ischemic 
hearts, we observed, like many others,15-38•4 ' an 
increased production of ODFR, more specifically 'OH 
radicals. The peak 34DHBZ formation at reperfusion  

occurred in all our experiments. In their study, Tosaki 
et al.' detected 23DHBZ or 25DHBZ formation from 
salicylate in fibrillating hearts only. Thus, the incidence 
of ventricular fibrillation in our reperfused hearts was 
probably high," although this was not assessed. The 
magnitude and finie-course of the production and per-
fusate concentration of 'OH radical we observed are 
similar to those reported by Takemura et al." These 
authors used also aromatic hydroxylation to assess 'OH 
production. Because the duration of ischemia has been 
shown to be a powerful deterrninant of the magnitude 
of the postischemic production of ODFR, including 
the 'OH radical,'" it may be suggested that 90 min 
low-flow ischemia (titis study) and 15-20 min global 
ischemia (study of Takemura et al.") produce compa-
rable damage in rat hearts. Takemura et al.," presented 
evidence for limited mechanical damage, that is, recov- 
ery of heart contractility (dP/dt), heart rate, and coro-
nary flow rate. In our study, a rapid metabolic and 
functional recovery of our reperfused hearts was indi- 
cated by the (i) maintenance of spontaneous beating 
and coronary flow rate close to preischemic values, 
and (ii) normalization of the cytosolic redox state, as 
indicated by the lactate/pyruvate ratio, and of the intra-
cellular reduced thiol status, as indicated by the tissue 
GSH/GSSG ratio. 

Antioxidant effect of NAC 

The beneficial effects of NAC observed in several 
ischemia-reperfusion models was mostly attributed to 
its ability to serve as a precursor of GSH.12.16  However, 
NAC can improve cardiac function without increasing 
tissue GSH level,'' suggesting alternate mechanism(s) 
of action. Our data indicate that direct scavenging of 
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Table 3. Effect of 100 4M NNLA on thc Coronary 
Flow Rate of Reperfused Ischemic Hearts Treated 

With 100 µNA NAC 

Coronary Flow Rate 
Time of NAC Addition (% P1 value) 

Preischemic period 175 c: 5 
Beginning of the LF period 82 18* 
Beginning of reperfusion period 63 -± 4* 

Other data from the heart perfusion experiments described 
in Figure 1. For all heart perfusions, 100 ALM NNLA was 
infused 20 min prier to the beginning of low-flow ischemia 
(LF). NAC infusion (final concentration 100 eztvl) was started 
either (i) during the preischemic period. at the same time or 
10 min prior to NNLA infusion (n = 3), (ii) at the beginning 
of LF period (n = 3), and (iii) at the beginning of the reperfu-
sion period (n = 2). Values are means ± SE. * p < 0.05 
NAC addition at the LF or reperfusion period vs NAC addi-
tion during the pre-ischemic period, using a one-way analysis 
of variance followed by Dunnett multiple comparison test. 

'OH radicals by the ischemic-reperfused hearts should 
be considered. In fact, NAC decreasecl the production 
of 34DHBZ (i) by the ischemic hearts and (ii) by the 
reperfused ischemic hearts even when added only 5 
min prior to reperfusion (Table 2). Also, the GSH con-
tent of reperfused-ischemic hearts treated with NAC 
from the beginning of low-flow ischemia was similar 
to that of untreated hearts. More likely, NAC can sig-
nificantly increase total tissue GSH only when added 
prior to the ischemic period. 2'16'51  However, our data 
do not exclude the possibility that NAC could increase 
the GSH pool locally,I5  possibly in endothelial cells, 
when added at the beginning of the low-flow ischemia. 

A direct scavenging of 'OH radicals by NAC is in 
agreement with in vitro studies.I3-14  NAC is also a 
powerful scavenger of hypochlorous acid, but not of 
hydrogen peroxide or superoxide anion. The produc-
tion of all these oxidant species is increased in the 
reperfused ischemic hearts in vivo," but in vitro, there 
is no known source of hypochlorous acid. Also, NAC 
has effects similar to other 'OH scavengers4632-53  in 
that it improved cardiac function,I5-16  but failed to re-
duce tissue necrosis when added during ischemia and/ 
or reperfusion. 15.19  "d  thissuidY In this study, there was no 
correlation between 34DHBZ production (index of 
'OH radical) and LDH leakage by the ischemic-reper-
fused rat hearts, although the observed sequence of 
events (an earlier peak release of 34DHBZ than LDH 
or GSH) suggested a priori a cause-effect relationship. 
The reason for this discrepancy is not known. In our 
system, the production of 34DHBZ appears to reflect 
'OH radical formation rather than the activity of the 
heart cytochrome P450 system.54  In fact, the magnitude 
of the transient peak of 34DHBZ formation observed 
at reperfusion was (i) similar if 4HBZ was added only 

5 min prior to reperfusion (not shown), and is (ii) 
diminished by the addition of a *OH radical scavenger 
(NAC; Table 2). However. the chemical reaction of 
4HBZ with the *OH radical probably occurs mostly in 
the coronary vasculature, such that the assay of 
34DHBZ formation may underestimate the myocardial 
"OH production. The latter would be expected to be 
more closely related to the LDH release. 

Effect of NAC treatment on coronary flow rate 

We report a possible preservative effect of NAC 
treatment during ischemia and reperfusion on the coro- 
nary microvasculature, as evidenced by a NO-depen- 
dent hyperemic response upon reperfusion of ischemic 
rat hearts. This effect was lost when NAC was given 
only before the onset of reflow, as was also reported 
for other beneficial effects of NAC such as improved 
cardiac function 12.15- 16.18-19 or decreased incidence of 
arrhythrnias.19  The involvement of NO was indicated 
by the blunted coronary response in the presence of 
NNLA, a NO synthase inhibitor, in reperfused hearts 
receiving NAC since the beginning of ischemia. Other 
authors used LNNA (0.005 mM-1 mM) to show the 
involvement of a NO-dependent process in the basal 
regulation55  of coronary blood flow, as well as hypoxie 
vasodi1ation,5'57  NO generations' and myocardial 
hyperemia.' NNLA, however, failed to prevent an in-
crease in coronay flow rate above preischemic values 
when NAC infusion started before that of the inhibitor, 
during the preischemic period. This suggests more than 
one possible mechanism by which NAC can exert its 
effect on coronary flow regulation. 

To our knowledge, such an effect of NAC on coro-
nary flow rate has not been reported before, although 
Ferrari et al.' did report hypotension in humans with 
cardiovascular disease receiving NAC. Also, in one51  
of many studies where NAC was given to heart sub-
jected to ischemia-reperfusion,12.15-16.18-19  a signifi-
cantly better hemodynamic recovery of reperfused 
hearts receiving NAC was observed, although coronary 
flow rates upon reflow were significantly lower than 
preischemic values. We do not have an explanation 
for these differences. However, the type and extent of 
the ischemic insult is known to influence the coronary 
flow response of ischemic hearts upon reflow (ee 
Hearse et a1.3  for review), and, in this study, unlike 
others,12-15-16851  NE was infused during low-flow 
ischemia and reperfusion to simulate the excessive sys-
temic and/or local adrenergic discharge, which are 
known complications of myocardial ischemia and cir-
culatory shock in vivo.24  

It is now accepted that microvascular injury occurs, 
independently of myocardial injury, during ischemia 
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and reperfusion (see Hearse et al. and Treasure"2  et 
al. for review). Even mild. reversible. ischemia causes 
a loss of vasodilator reserve and progressive vasocon-
striction. Also. responses to drugs are impaired, espe-
cially those which are endothelium-dependent. Among 
the mechanisms that have been proposed to contribute 
to the genesis of microvascular injury during ischemia 
and reperfusion are ODFR, principally the super-
oxide anion,.33' which may impair the production 
and action of endothelium-derived relaxing factor 
(EDRF),62.65  which is proposed to be 

We can only speculate on the possible mechanisms 
responsible for the observed increase in coronary flow 
rates following NAC addition during ischemia and re-
perfusion. First, the effect of NAC is more likely to 
be permissive or indirect, rather than a direct action on 
vascular smooth muscle cells. In vitro, NAC induces an 
endothelium-independent relaxation of rat vessels or 
of resistance arteries precontracted with NE." How-
ever, in this study, NAC was without effect on the 
coronary flow rate of (i) aerobically perfused rat hearts 
(not shown) and of (ii) reperfused ischemic hearts if 
added 5 min prior to reflow (Table 3). Second, NAC 
is unlikely to act by reducing NO degradation through 
either direct scavenging of superoxide anions produced 
at reperfusion or increased SOD activity. In fact, (i) 
NAC addition at reperfusion failed to induce an in-
creased coronary flow response (Table 2), (ii) NAC 
reacts poorly, if at all, with superoxide anions in vitro," 
and (iii) NAC treatment did not modify heart SOD 
activity in an ischemia-reperfusion setting.15  The bene-
fit of NAC's *OH scavenging property in this context 
is hard to evaluate because the role of *OH, if any, in 
microvascular injury is not clear. 

We, therefore, consider the following three explana-
tions as being more likely, as well as not being mutu-
ally exclusive: (1) NAC treatment during ischemia and 
reperfusion preserves the intracellular thiol (including 
GSH) pool of endothelial cells during low-flow isch-
emia. This explanation is supported by the demonstra-
tion that, upon reperfusion, GSH-depleted hearts show 
increased coronary resistance," whereas GSH-treated 
hearts show increased posthypoxic coronary flow.' (2) 
NAC serves as precursor for the formation of S-nitro-
sothiols, either S-nitrosocysteine or S-nitroso-N-acetyl-
cysteine, which are (i) more stable and more potent 
vasodilatory compounds than N070-71  and (ii) pro-
posed as endogenous precursors of NO.70-72  Although 
there is no clear evidence that S-nitrosothiols are an 
intracellular storage form of N0,73  this could explain 
why NAC addition before NNLA and during the pre-
ischemic period elicited an increased coronary flow 
response upon reflow that was not blunted by NNLA 
(Table 3). (3) NAC inhibits the angiotensin converting 

enzyme (ACE), an enzyme localized of the membrane 
of the endothelium.' This decreases the production 
of angiotensin II, a vasoconstrictor, and prevents the 
degradation of bradykinin, a vasodilator that induces 
the synthesis of NO.' 

In summary. this study provides evidence for a di-
rect scavenging of "OH radicals by NAC in reperfused 
ischemic rat hearts whether added at the beginning or 
at the end of a 90 min low-flow ischemic period. We 
also report an additional, possibly beneficial, effect 
of NAC on the coronary flow rate regulation of the 
reperfused ischemic heart. The elucidation of the exact 
mechanism underlying the increased hyperemic re-
sponse of reperfused hearts receiving NAC since the 
beginning of ischemia may help to better define the 
conditions of NAC administration to humans, so as to 
prevent or better control the associated hypotension." 
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ABSTRACT  

We previously reported a N-acetylcysteine-induced sustained hyperemic response in 

isolated rat hearts reperfused after 90 min low-flow ischemia. This flow effect was 

inhibited by a nitric oxide synthase inhibitor, but not if N-acetylcysteine was added 

prior to the inhibitor, suggesting that more than one mechanism is involved. We here 

report data in two different models of ischemia/reperfusion, showing that N-

acetylcysteine flow effect is modulated by the energy substrate composition of the 

perfusion buffer. Further, in agreement with our previous study, this flow effect was 

not correlated with improvement in cardiac function or tissue necrosis, nor was it 

correlated with hydroxyl radical production. However, it was found to be antagonized 

by hydrogen peroxide and to a lesser extent by superoxide anions. Of many drugs, 

only glibenclamide, a K +A-rp channel antagonist, decreased significantly the coronary 

flow response of hearts perfused with N-acetylcysteine and energy substrates both 

before and after ischemia. ln conclusion, the coronary flow response of reperfused 

hearts treated with N-acetylcysteine is acutely modulated by the presence of 

exogenous energy substrates and reactive oxygen species, via a mechanism which 

involve, at least in part, K+ ATp channels. Such interactions may explain why N- 

acetylcysteine administration in vivo induced hypotension in some patients recovering 

from cardiac surgery. 

Keywords: thiol, heart preservation, Celsior solution, K + A-rp channels. 
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INTRODUCTION 

N-acetylcysteine (NAC) is one of many agents administered in an attempt to 

neutralize the deleterious effects of reactive oxygen species (ROS) and thus to 

improve the recovery of heart function at reperfusion. It has shown promising effects 

in cardiac patients (8,33). ln a previous study (4), we documented a sustained 

hyperemic response following NAC treatment in rat hearts reperfused after 90 min 

low-flow ischemia. This flow effect was not related to NAC scavenging properties 

against hydroxyl radicals (.0H), nor was it associated with other beneficial effects on 

cellular necrosis or cardiac functionl. It was abolished by the nitric oxide synthase 

inhibitor N-ro-nitro-L-arginine, but only when the latter drug was added before NAC, 

suggesting the involvement of more than one mechanism by which NAC modulates 

coronary flow rates. Only two of many studies on NAC treatment in cardiac 

ischemia-reperfusion injury including one in humans, reported some flow effects 

(8,35). Most studies (22,30), but not all (9), documented an improvement of 

contractile function, with no effect on tissue necrosis. The reason for these 

discrepancies is not clear, but it could be due to differences in experimental models 

or conditions. lndeed, the type and extent of the ischemic insult is known to 

influence the coronary flow response of ischemic/reperfused hearts as well as the 

outcome of an antioxidant treatment (34). More promising indications for the use of 

antioxidant therapy are clinical conditions where the ischemic insult is associated with 

little cellular necrosis such as heart transplantation and surgery (20). 

ln transplantation, the recently developed Celsior solution (24), unlike other solutions 
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(such as Wisconsin and St-Thomas #2) was specifically designed for heart 

preservation. This extracellular type solution combines several advantages: (i) 

prevention of cell swelling by cellular irnpermeants (lactobionate and mannitol) and 

high osmolarity; (ii) enhancement of endogenous thiol pools and antioxidant defenses 

by addition of scavengers targeting different ROS; namely reduced glutathione 

(hydrogen peroxide (H202), superoxide anion (02 ), peroxynitrite (ON001), histidine 

(singlet oxygen (102)) and lactobionate (*OH); (iii) limitation of calcium overload by a 

low calcium content, addition of a calcium chelator (lactobionate) and antagonist (high 

Mg + +); (iv) enhancement of anaerobic energy production (glutamate), and (v) high 

buffering capacity (lactobionate and histidine). Evidence for the superiority of this 

preservation solution in the rat heart model led to its clinical investigation in Europe 

(24). ln spite of advantages offered by the Celsior solution for heart preservation, to 

our knowledge, the effect of reperfusion conditions in this setting has not been 

investigated aside from one study by Pietri et al. (29). 

ln view of the above considerations, we re-examined the effect of NAC in rat hearts 

reperfused after cardioplegic arrest and preservation in Celsior solution. Data from 

these perfusion experiments indicated an increased and sustained hyperemic response 

in hearts treated with NAC only when the perfusion buffer contained energy 

substrates mixture. This result led us to investigate the mechanism responsible for 

this increased coronary flow response using another ischemia-reperfusion protocol. 
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MATERIALS AND METHODS  

Chemicals. 

Chemicals, enzymes and organic solvents were purchased from Aldrich Chemical Co. 

(Milwaukee, WI), Sigma (St. Louis, MO), Boehringer Mannheim Canada (Laval, 

Québec), Fisher Scientific (Montréal, Québec), Anachemia (Montréal, Québec). 

Cardiotrol (Lactate dehydrogenase (LDH) from human serum) was obtained from 

Hoffmann-La Roche Ltd (Brampton, Ontario). N-Methyl-N-(tert-butyldimethylsilyI)-

trifluoroacetamide was supplied by Regis Chemical Co. (Morton Grove, IL). 

Glibenclamide (Glib), diphenyleneiodonium chloride (DPI), indomethacin, dimethyl 

sulfoxide and 1H11,2,41oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (0D0) were bought from 

Sigma (St. Louis, MO). All aqueous solutions were made with water purified by an 

"Elga" system. The Celsior cardioplegic solution, prepared essentially as described 

by Menasché et al. (24), contained the follovving compounds (in mM): 15 potassium, 

112 sodium, 13 magnesium, 0.25 calcium, 41.5 chloride, 80 lactobionate, 60 

mannitol, 30 histidine, 20 glutamate, 3 reduced glutathione (GSH). Final osmolarity 

of the solution was 360 mOsm/L and pH at 4 °C was 7.4. 

Heart isolation. preservation and perfusion. 

All animal experiments were approved by the local institutional animal care committee 

which follows guidelines of the Canadian Council on Animal Care. Male Sprague-

Dawley rats weighing between 220-320 g were anesthetized by intraperitoneal 

injection of sodium pentobarbital (70 mg/kg) and received heparin (150 IU) by 

intrajugular injection. After opening of the chest, hearts were rapidly excised, and 

either promptly (i) installed on the Langendorff set-up as previously described (4) or 
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(ii) arrested by perfusing through an aortic cannula 30 mL (10 mL/min) of cold Celsior 

solution kept at 4 °C. Hearts were stored at 4 °C in 100 mL of Celsior solution. After 

4 h, they were flushed with 20 mL (10 mL/min) of Celsior solution and then perfused 

aerobically for 60 minutes according to the Langendorff technique with a non-

recirculating modified Krebs-Henseleit bicarbonate buffer containing (in mM): 119 

NaCI, 4.8 KCI, 1.3 CaCl2, 1.2 KH2PO4, 1.2 MgSO4, 24 NaHCO3, 11 glucose, 0.2 

octanoate (a medium chain fatty acid) and 1 4-hydroxybenzoate (4HBZ). Note that 

heart perfusion experiments with buffer containing 11 mM glucose and 0.2 mM 

octanoate as sole ES are referred to as control conditions. 4-hydroxybenzoate was 

added as a trapping agent for .0H, as previously described (4). Other additions were 

as indicated. The perfusate concentration of the various agents infused was kept 

constant despite variations in coronary flow using a computer program developed for 

feedback control of the syringe pump (Harvard Instruments, South Natick, MA) (4). 

Perfusion buffer, which had been filtered through a 5 pm membrane, was equilibrated 

with 5% CO2  and 95% 02  at the indicated temperature. At all times, the heart was 

enclosed in a temperature-controlled, water-jacketed, chamber. 

Experimental design  

This study is divided in two parts. First, we examined the effect of NAC in hearts 

preserved for 4 h in cold Celsior solution. Then, perfusion experiments were designed 

to identify the factor(s) or mechanism(s) responsible for the coronary flow effect 

observed in the first set of experiments. This was done using either in 

preserved/reperfused hearts (A) or using a second perfusion protocol (15 min global 

ischemia and 30 min reperfusion) to allow treatment with various drugs before the 
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ischemic episode (B). 

Part I: Perfusion experiments in preserved/reperfused hearts. Various indices of the 

oxidative, metabolic and/or functional status of the hearts were documented in a total 

of eight conditions. This includes initial sets of perfusion experiments: (i) to 

document the effect of preservation and (ii) to define conditions of pressure and 

temperature under which hearts preserved for 4h in cold Celsior solution ought to be 

reperfused to study the effect of NAC. Two different protocols of pressure and 

temperature were tested: (i) Reperfusion for 60 min at a constant pressure of 70 mm 

Hg with a buffer equilibrated at pH 7.4 and 37 °C with 5% CO2  and 95% 02  (sudden 

reperfusion; n = 7) or (ii) reperfusion at a pressure of 30 mm Hg with a buffer 

equilibrated at 23 °C with 5% CO2  and 95% 02  (pH 7.2) for the first 10 min and then 

at 70 mm Hg with a buffer equilibrated at 37 °C with 5% CO2  and 95°/0 02 (pH 7.4) 

for the remaining 50 min (graduai reperfusion; n = 7). 

Then, the effect of NAC was examined using the sudden reperfusion protocol. Effect 

of NAC:  Hearts were reperfused at 70 mm Hg with buffer containing 11 mM glucose 

and 0.2 mM octanoate alone (control conditions) or in combination with other energy 

substrates (ES; in mM): 0.5 lactate, 0.1 pyruvate, 0.2 fumarate, 0.2 glutamate, 0.2 

valine. When indicated, NAC and/or dichloroacetate (DCA: a pyruvate dehydrogenase 

activator), were infused for the first 20 minutes of the perfusion at a final 

concentration of 0.1 and 1 mM, respectively. The stock solution of NAC (10 mM) 

was prepared fresh before use with deionized nitrogen-equilibrated water. That of 

DCA (100 mM) was kept frozen until the experiment. These solutions, whose pH 
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was adjusted to 7.4, were protected from light. 

Part II. Effect of various interventions on the coronary flow response of hearts 

perfused with NAC: (A) First, vve examined whether the following interventions 

would modify the coronary flow response of preserved hearts reperfused with NAC, 

ES and DCA as described above. (i) Removal of DCA, or (ii) increased ROS 

concentrations, either 02.-  or H202. NAC (0.1 mM) was infused during the first 20 

min of reperfusion, either (i) alone, (ii) with DCA (1 mM) and pyrogallol (an intracellular 

02-  generator, 10 pM), or (iii) with DCA (1 mM) and H202 (50 pM). (B) Then, we 

documented the effect of various drugs was documented on the coronary flow rate 

of hearts subjected to 15 min global ischemia and 30 min reperfusion in the presence 

of 0.1 mM NAC and 11 mM glucose, either alone, or with ES (in mM: 1 lactate, 0.2 

pyruvate, 0.2 octanoate and 0.2 fumarate). NAC was infused at 0.1 mM 

throughout the perfusion, starting 30 min before the ischemic episode. 	Stock 

solutions of the various drugs, prepared in either 95% ethanol (indomethacin 100 

mM) or dimethyl sulfoxide (DPI 20 mM; ODO 20 mM and Glib 20 or 100 mM), were 

diluted either in saline and infused or added directly to the perfusion buffer. The final 

perfusate concentration of the vehicle, less than 0.01%(ethanol) or 0.05% (dimethyl 

sulfoxide), did not affect coronary flow rate (not shown). 

Parameters measured:  Functional parameters: Parameters were monitored during the 

perfusion experiments through instruments linked to microcomputers (Hewlett 

Packard Vectra ES and IBM compatible Logic AT 486) as described previously (4). 

These included (i) the coronary flow rate using an electromagnetic flow probe (Model 
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FM501, Caroline Medical Electronics Inc., King, NC) installed above the aortic 

cannula, and (ii) the heart temperature, using a thermocouple (Yellow Springs 

Instrument Co., Inc, OH) attached to the surface of the heart. Finally, the contractile 

function was evaluated during the lest 20-min of reperfusion by inserting into the left 

ventricular cavity, a saline-filled latex balloon inflated to yield a diastolic pressure 

between 5 to 10 mm Hg and connected to a pressure transducer (Digi-Med Heart 

Performance Analyser, Micro-Med, Louisville, KY). We favoured balloon insertion at 

a later time in reperfusion to limit mechanical stress (27) although this precluded 

measurements of an increase in diastolic pressure. 

Biochemical parameters: Effluent perfusates: Procedures for the assay of effluent 

perfusate concentrations and release rates of the following parameters were 

previously described (4): (i) 3,4-dihydroxybenzoate (34DHBZ from the hydroxylation 

of 4-hydroxybenzoate, an index of .0H formation; 4 mL untreated perfusate), (ii) LDH 

(an index of cellular necrosis; perfusate diluted with 245 mM TRIS buffer pH 7.0 to 

yield 10 U LDH/L) and (iii) lactate (an index of ischemic challenge and anaerobic 

glycolysis, 0.5 mL untreated perfusate). LDH was assayed within 20 minutes of 

semple collection and lactate on previously frozen semples, using a 

spectrophotometer (Roche COBAS FARA). 34DHBZ was assayed by selected ion 

monitoring gas chromatography-mass spectrometry (SIM-GCMS, Hewlett Packard; GC 

5890 coupled to an MSD 5972) on previously frozen semples spiked with 1 nmol of 

the external standard 2,5-dihydroxybenzoate. All semples were acidified, satured 

with NaCI, and extracted with diethyl ether. The combined ether phases were dried 

with anhydrous sodium sulphate and gently evaporated under a nitrogen stream. The 
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dry residues were converted to t-butyldimethylsilyl derivatives by the addition of 75 

gL of N-methyl-N-(t-butyldimethylsilyI)-trifluoroacetamide. 	34DHBZ data were 

corrected for background noise as previously described (4). 

Tissue homogenates: For tissue content of GSH, oxidized glutathione (GSSG) and 

adenine nucleotides (ATP, ADP, AMP), freeze-clamped hearts, which had been stored 

at -196 °C, were pulverized in a mortar cooled with liquid nitrogen. The powdered 

frozen tissue was homogenized using an ultrasonic disintegrator (Vibra Cell, Sonics 

& Materials Inc., Danbury, CN). Conditions for GSH and GSSG assay (80 mg tissue 

homogenized in 1 mL of 5% sulfosalicylic acid) were previously described (4). 

Concentrations of adenine nucleotides (375 mg tissue homogenized at 4° C in 1.5 mL 

6% perchloric acid) were determined enzymatically using a kit (ATP, Sigma #366) and 

standard methods (ADP and AMP) (1). 

Statistical analysis. Data are expressed as means ± SE. Effects of interventions on 

the various parameters were analyzed using the indicated test. A probability of p < 

0.05 was considered statistically significant. The average factor for conversion of 

measured g wet weight to g dry weight was determined to be 8.85 ± 0.16 (n =29). 
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RESULTS  

Effect of heart preservation in Celsior solution: Table 1 reports the content in GSSG, 

GSH, and adenine nucleotides of hearts before and after 4 h cold preservation in 

Celsior solution. Preserved hearts contained significantly more GSH and GSSG, but 

maintained a similar [GSH]/[GSSG] ratio, than non-preserved hearts. They also 

showed a higher tissue level of adenine nucleotides and a lower value for the ratio 

[ATPHADP]. The increased total glutathione of hearts preserved in Celsior solution 

results from the composition of this cardioplegic solution. lndeed, for comparison, 

hearts preserved for 4 h in St-Thomas #2 solution showed a total glutathione and 

adenine nucleotides (1.07 ± 0.02 and 2.92 ± 0.08 umol/g wet weight, n=5) 

content similar to non-preserved hearts, but a similar ratio [ATPMADP) (1.68 ± 0.14) 

to hearts preserved in Celsior solution. 

Recovery of preserved/reperfused rat hearts under control conditions: Figs 1 and 2 

(open bars) show the functional and biochemical parameters measured in preserved 

hearts reperfused at a constant pressure of 70 mm Hg with buffer containing 11 mM 

glucose and 0.2 mM octanoate as sole energy substrates (control conditions). 

Compared to non-preserved rat hearts (data not shown), preserved/reperfused rat 

hearts maintained a similar coronary flow rate, but showed a lower contractile activity 

(25-40% lower dP/dt), released several-fold more LDH (threefold), GSH +GSSG (400-

fold) and 34DHBZ (20-fold) and contained less adenine nucleotides (40%) despite 

similar ratio (ATPMADPl. Compared to hearts reperfused for 30 min after 90 min 

low-flow ischemia, a model which we previously characterized (4), 
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preserved/reperfused hearts showed 72% less LDH release, indicating that the 

preservation model is associated with less tissue necrosis. 

Note that none of the parameters measured were significantly modified by staged 

reperfusion of preserved hearts (Fig. 2, hatched bars), although the time-profile of the 

coronary flow and LDH release rates showed a biphasic response, with maximal 

values observed at 1 0-1 5 min, concomitant with the rise in pressure and temperature 

(Fig. 1, hatched bars). This finding points out the importance of measuring LDH 

release, as well as other indices, at several time points during reperfusion to assess 

total release. 

Effects of NAC in preserved/reperfused hearts: 

Effects of NAC alone or in combination with a mixture of ES and DCA was 

documented in preserved hearts reperfused at a constant pressure of 70 mm Hg. 

Note that under control conditions, the ES present in our perfusion buffer (glucose and 

the medium chain fatty acid octanoate) supply acetyl-CoA from P-oxidation of 

octanoate in non limiting amounts to the citric acid cycle whose activity is crucial for 

the energy metabolism of the heart (5). Other substrates were added to our buffer 

(lactate, pyruvate, glutamate, fumarate and valine) to feed all pathways of oxidative 

and anaerobic energy production. Lactate and pyruvate, added at physiological 

concentrations, maximizes anaplerotic oxaloacetate supply for citrate formation (5). 

Glutamate, fumarate and valine, which were shown to be cardioprotective by others, 

favor formation of succinate by pathways linked to ATP formation by substrate level 
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phosphorylation (17,18,32). Finally, DCA, a pyruvate dehydrogenase activator, 

enhances the post-ischemic myocardial functional recovery by favoring glucose over 

fatty acid oxidation (19,38). 

As shown in Fig. 2, none of the measured indices of contractile function (dP/dtr,..), 

necrosis (LDH), energy status (tissue adenine nucleotide), oxidative stress (tissue 

glutathione) or .0H production (34DHBZ), were significantly modified by 

supplementation of the perfusion buffer with NAC either alone, or with the ES 

mixture and DCA. However, as shown in Fig. 3, hearts reperfused with the 

combination NAC, ES and DCA maintained a higher coronary flow rate. The three-way 

ANOVA testing the effect of NAC, ES plus DCA or time revealed an effect of ES plus 

DCA (p <0.001) and an interaction between NAC and ES plus DCA (p <0.001), which 

was independent of time. 

Effects of various interventions on the coronary flow response of hearts perfused with 

NAC. We attempted to identify factors underlying and/or modulating the coronary 

flow response in preserved hearts reperfused with NAC and ES plus DCA. As shown 

in Fig. 4, we found that the flow response was antagonized by H202  (p <0.05), and 

to some extent by pyrogallol, an intracellular 02.-  generator (p -=0.07). However, it 

was not affected by the removal of DCA, nor did this intervention modify the recovery 

of contractile function (not shown). 

Then, perfusion experiments were performed using another protocol, namely 15 min 
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global ischemia and 30 min reperfusion, an insult considered to be mild (12). This 

protocol allowed treatment with drugs before the ischemic period. The choice of drug 

tested was based on their known inhibitory effect on one of the many processes 

proposed to participate in coronary flow regulation (see discussion for details). 

Similar to hearts reperfused atter preservation, hearts subjected to 15 min of ischemia 

and 30 min reperfusion in the presence of NAC and ES (in mM: 11 glucose, 0.2 

octanoate, 1 lactate, 0.2 pyruvate, 0.2 fumarate) maintained higher coronary flow 

rates than those perfused with NAC and glucose alone (Fig. 5A). This flow difference 

was significant both before and after the ischemic episode, except for peak hyperemic 

flow rate values observed within the first few minutes of reperfusion. Of the various 

drugs tested, neither DPI (10 ,uM; inhibitor of cytochrome b558-NADH-oxidase (26), 

indomethacin (10 pM; inhibitor of the cyclo-oxygenase pathway) nor ODG (10 pM or 

30 pM; specific inhibitor of soluble guanylate cyclase (sGC)(31)) affected significantly 

coronary flow rates of hearts perfused with NAC and ES despite the fact that these 

drugs were tested using various protocols'. However, preliminary experiments 

showed a reversible, dose-dependent coronary flow rate inhibition by a K +AIT channel 

blocker (Glib;10 and 50 pM) in pre- and post-ischemic hearts perfused with NAC and 

ES mixture'. On this basis, and considering that the presence of Glib during the 

ischemic insult could modify the post-ischemic recovery of heart function (10,36), we 

chose the following infusion protocol. The infusion of Glib (10 pM), which lasted 10 

min during the pre-ischemic period, was interrupted for 10 min prior to ischemia and 

then resumed for 20 min at the third min of reperfusion. 
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As shown in Fig. 5B, Glib infusion significantly decreased the coronary flow rate of 

pre- and post-ischemic hearts treated with NAC irrespectively of the energy substrate 

composition of the perfusion buffer, although the recovery of flow at reperfusion was 

significantly greater in hearts supplied with NAC plus the ES mixture. Note that Glib 

infusion did not affect the peak hyperemic response shortly after reperfusion, 

suggesting that it did not modify the magnitude of the ischemic insult. 
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DISCUSSION 

The major findings of the present study can be summarized as follows. Data 

demonstrate that the coronary flow rate of rat hearts perfused with NAC depends on 

the nature of the energy substrates feeding the heart. This effect of exogenous 

substrates was documented under various perfusion conditions, namely normoxia, 

reperfusion after 4h preservation in cold Celsior solution or after 15 min global 

ischemia. Although other investigations are needed to identify the exact mechanism 

underlying this effect, our data suggest that ROS and K Anz channels ought to be 

considered in the overall mechanistic scheme. 	Indeed, data obtained in 

preserved/reperfused hearts indicated that the sustained hyperemic response observed 

in the presence of NAC and ES was antagonized by H202, and to some extent by 02.-. 

However, it was not related to NAC's direct scavenging of .0H as indicated by the 

34DHBZ data, suggesting that effect of NAC is probably related to its thiol function. 

Further, data obtained in ischemic/reperfused hearts demonstrated that the flow 

response of hearts perfused with NAC and ES was inhibited by Glib, a K ±A-rp channel 

bl oc ker. 

To our knowledge, an interaction between NAC, ES and ROS (H202  and to some 

extent 02.-  but not - OH) in the flow rate modulation of reperfused hearts has not been 

documented before. Effects of exogenous metabolic substrates such as lactate, 

pyruvate or glutamate, or of exogenous and endogenous thiols, on the recovery of 

coronary flow rates of ischemic/reperfused hearts have been reported separately 
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(4,7,16,18,35). A modulating effect of exogenous substrates may explain why, in 

our previous study, NAC treatment elicited a sustained hyperemic response in rat 

hearts reperfused after 90 min low-flow ischemia (4). The exact nature of the energy 

substrate(s) responsible for the flow effects reported in this and previous (4) studies 

cannot be determined. Lactate (0.2 mM) and/or octanoate (0.2 mM) appear likely 

candidates, since they are the only two common substrates present in all perfusions 

experiments where an increased flow rate in hearts treated with NAC was observed. 

The involvement of KA-1-8 channels in coronary flow regulation under our perfusion 

conditions is suggested by the effect of Glib3  and would be supported by the reported 

modulation of K +A-rp channels activity by lactate concentration in the mM range 

(11,15) as well as the thiol redox status (6,14,37). However, the implication of other 

mechanisms is by no means excluded. Coronary flow regulation is complex and 

involves interactions between several vasodilating and vasoconstricting agents. Other 

proposed factors are -NO, adenosine and prostaglandins which would act by 

modulating the activity of sGC, adenylate cyclase, and/or Ki-c. channels (3,28). 

Among these processes, sGC activity was shown to be increased by lactate via a 

mechanism involving the participation of microsomal NADH-dependent cytochrome 

b558 oxidase and the formation of H202  (26). However, from perfusion experiments 

with various drugs (DPI, an inhibitor of cytochrome oxidase b558; ODQ, an inhibitor 

of sGC; indomethacin, an inhibitor of cyclo-oxygenase), we obtained no evidence 

indicating that those pathway could explain the increased flow of hearts perfused 

with NAC and ES. However, an involvement of K +c,, channels cannot be excluded. 
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Indeed, Bolotina et al. (3) reported that .NO directly activates K +ce  channels in 

vascular smooth muscle, without requiring cGMP formation. This latter observation 

suggests that .NO could be involved in the modulation of coronary flow in our model 

even in the presence of ODQ, a specific sGC inhibitor. This view would be 

strengthened by data from our previous study indicating that NAC's effect on flow 

involve the formation of -NO either via the NO synthase pathway and/or possibly 

formation of S-nitrosothiol. An involvement of .NO could also explain the slight 

inhibition of flow observed in the presence of the superoxide generator (pyrogallol). 

lndeed, 02  are known to react rapidly with .NO to form 	thus decreasing -NO 

concentration (21). However, another explanation must be sought to explain the 

greater inhibitory effect of H202  compared to pyrogallol addition. One possibility is 

that H202  lovvers the open probability of K +AIT channels through changes in the thiol 

redox status (6,14,37). These changes could occur following oxidation of the cellular 

thiol redox status, since the reduction of H202  to H20 is linked to the conversion of 

GSH to GSSG. This explanation is, however, speculative and remains to be 

investigated. 

Other data presented in this paper should also be discussed, such as the effect of 

NAC alone, or combined with an energy substrate therapy, in hearts subjected to a 

mild ischemic insult, i.e. inducing little necrosis. It turned out that the choice of our 

preservation solution vvas probably a determining factor in demonstrating a sustained 

coronary flow response in the presence of NAC and ES, although this effect was not 

associated with an improved recovery of contractile function or decreased cellular 
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necrosis. Note, however, that we did not evaluate the early recovery of function or 

the contractile reserve ("stunning" component e.g., following adrenergic stimulation 

(2)). This could have revealed differences in the functional recovery of preserved 

hearts reperfused under the various conditions. We favored measurements of 

contractile function at a later time in the reperfusion period to delineate effects of 

reperfusion on measured indices from those due to mechanical stress of balloon 

insertion into the ventricular cavity. This view was strengthened by our observation 

of a transient increase in LDH and GSH release rates upon balloon insertion (from 1.5 

± 0.2 to 3.8 :(_-> 0.6 U/5 min and from 22 ± 5 to 61 ±10 nmo1/5 min, respectively; 

p<0.005). 

Nevertheless, our data contrasts with those of many other studies with preserved 

hearts where a beneficial effect of a single intervention (either addition of an 

antioxidant, an energy substrate, or gradual rise of pressure) was reported (23,25,32). 

However, none of these studies used the Celsior solution, a solution which contains 

elements to minimize oxidative damage, oedema, calcium overload and maximize 

anaerobic energy metabolism. Under these conditions, the effect of any reperfusion 

intervention on the biochemical and functional parameters measured might have been 

mitigated. This raises the possibility that when hearts are adequately protected 

during the preservation period, the reperfusion technique is not crucial. 

ln conclusion, our data demonstrate that the coronary flow rate of post-ischemic 

hearts is acutely modulated by interactions between exogenous ES, NAC, ROS (H202 
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or 02-, but not .0H). These interactions are likely to be mediated, at least in part, by 

changes in K +A-rp channel activity. However, other investigations are needed to (i) 

evaluate a possible effect of -NO on K+ca  channel activity, and to identify (ii) the 

nature of the energy substrate(s), although the presence of lactate with or without 

octanoate appears to be crucial and (iii) the mechanism by which NAC exerts its 

effect, either directly, after its conversion to GSH or via nitrosothiol formation. 

Clarification of these aspects would appear to be relevant to a more effective use of 

NAC in vivo in cardiac patients. lndeed, although increased K +A-rp channel activity 

could benefit hypertensive patients, it could also elicit hypotension in others as 

reported by Ferrari et al. (8) and Horowitz et al. (13). Finally, altogether our data 

underline the importance of considering the nature of energy substrates feeding the 

heart (defined by the composition of the perfusion buffer in vitro, or of the blood in 

vivo), as well as the myocardial redox thiol status, on the regulation of coronary flow. 
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Footnotes 

1 	The functional recovery of hearts subjected to 90 min low-flow ischemia and 

30 min reperfusion in the absence or presence of NAC evaluated by the rate 

pressure product [(RPP in beats/min X mm Hg) X 103 = (heart rate X (systolic-

diastolic pressure))] was 14±6 (NAC; n=2) and 13±1 (control; n=3), 

respectively (unpublished data). 

Indomethacin (10pM; n=2) or DPI (10pM; n=2) or ODQ (10 pM;n =4) was 

infused for 20 min prior to ischemia, starting 10 min after NAC, and during 

reperfusion. ln addition, ODQ (10pM; n=4) was also infused for 30 min prior 

to ischemia, starting 10 min prior to NAC, and during reperfusion. When the 

concentration of ODQ was raised to 30pM, the coronary flow rate was not 

decreased as would be expected from sGC inhibition. 

An implication of K + A-rp channels in the preservation/reperfusion protocol, 

though not systematically examined, was supported by the results of two 

experiments: the coronary flow rate of preserved hearts reperfused for 30 min 

with NAC and ES was rapidly decreased by 15 ± 3% (n=2) upon the infusion 

of Glib (50 pM). 
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TABLE 1. 	Effect of 4 h hypothermic preservation in Celsior solution on the 

myocardial glutathione and adenine nucleotide status. 

GSH + GSSG (pmol/gww) 

GSH/GSSG 

NON-PRESERVED 

HEART TREATMENT 

PRESERVED 

0.95 ± 0.02 

81 	± 9 (9) 

(9) 	2.27 ± 0.02 (5)* 

98 ± 6 (5) 

ATP+ ADP+ AMP (pmol/gww) 2.9 ± 0.2 (4) 3.5 ± 0.1 (5)* 

ATP/ADP 3.7 ± 0.7 (4) 1.6 ± 0.2 (5)* 

Hearts were freeze-clamped either before or after preservation for 4 hours in cold 

Celsior solution. They were pulverized and homogenized for the determination of 

concentrations of reduced and oxidized glutathione (GSH and GSSG) and adenine 

nucleotides (ATP, ADP, AMP). Values are means ± SE (n=4 to 9). *p < 0.05, using 

an unpaired two-sided t-test. gww =g wet weight. 
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LEGEND TO THE FIGURES  

FIGURE 1. 	Effect of sudden vs staged reperfusion of preserved hearts on the time- 

profile of coronary flow (A) and LDH release (B) rates. 

Preserved hearts were reperfused with standard buffer either (i) at a constant 

pressure of 70 mm Hg and at 37 °C for 60 min (sudden reperfusion), or (ii) at a 

pressure of 30 mm Hg and at 23 °C for 10 min and then at 70 mm Hg and at 37 °C 

for 50 min (staged reperfusion). Samples of effluent perfusate for the assay of LDH 

were collected for 5 min ending of the indicated time. The coronary flow rate was 

continuously monitored and averaged for 5-min period ending at the indicated time. 

Values are means ±- SE (n=7). * p <0.05 using an unpaired two-sided t-test. 
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FIGURE 2. 

	

	Biochemical (A & B) and functional parameters (C) measured in hearts 

reperfused under various conditions after 4 h hypothermic preservation. 

Hearts were preserved for 4 hours in cold Celsior solution. They were then reperfused 

for 60 min at a constant pressure of 70 mm Hg (sudden reperfusion), with standard 

buffer alone (control; CTRL) or enriched in ES (in mM: 0.5 lactate, 0.1 pyruvate, 0.2 

fumarate, 0.2 glutamate, 0.2 valine). When indicated, NAC (0.1 mM) and/or DCA (1 

mM), were infused for the first 20 min. ln addition, one group of hearts was also 

reperfused with standard buffer at a pressure of 30 mm Hg and at 23 °C for 10 min, 

and then at 70 mm Hg and at 37 °C for 50 min (staged reperfusion). Values shown 

are means -±- SE (n=3-7). For LDH and 34DHBZ (n = 6-7), values reflect cumulative 

release during the first 30 min or 15 min of reperfusion, respectively. Functional 

parameters (LVDP: left ventricular developed pressure; dP/dt; n =3-6) are reported for 

the indicated number of non-fibrillating hearts (see fractional number above the dP/dt 

bars). The tissue glutathione and adenine nucleotide status was determined in 

homogenates of pulverized freeze-clamped hearts (n=3-6). One way analysis of 

variance: NS in all cases. gww =g wet weight. 
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FIGURE 3. 

	

	Effect of an antioxidant and/or energetic interventions on the coronary 

flow response of preserved/reperfused hearts. 

Other data from experiments described in Fig. 2 with preserved hearts reperfused in 

the presence of NAC and /or ES (in mM: 0.5 lactate, 0.1 pyruvate, 0.2 fumarate, 0.2 

glutamate, 0.2 valine) and DCA. The coronary flow rate was continuously monitored 

and averaged for a 5 min period ending at the indicated time. Values are means ± 

SE (n=6-7). A three-way analysis of variance: Time independent effect of treatment: 

NAC: NS; ES + DCA: p < 0.001; time independent interaction between treatments: 

NAC x ES + DCA: p(0.001. 
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FIGURE 4. 	Effects of ROS addition and of DCA removal on the coronary flow 

response of preserved hearts reperfused with NAC and the energetic 

therapy. 

Hearts, preserved for 4 hours in cold Celsior solution, were reperfused at 70 mm Hg 

and 37 °C with standard buffer enriched in ES (in mM: 0.5 lactate, 0.1 pyruvate, 0.2 

fumarate, 0.2 glutamate, 0.2 valine). NAC (0.1 mM) was infused during the first 20 

min of reperfusion, either (i) alone (-DCA) or (ii) with DCA (1 mM) and pyrogallol 

(PYRO; an intracellular 02  generator, 10 pM), or (iii) with DCA (1 mM) and H202  (50 

pM). The coronary flow was continuously monitored and was averaged for the first 

30 min of reperfusion. Flow values are means ± SE (n =3-8). One way analysis of 

variance: *p <0.05 and #p <0.07, all conditions vs NAC +ES +DCA (NONE). 
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Effects of exogenous energy substrates in the absence (A) or presence 

(B) of a K + A-rp channel inhibitor (glibenclamide) on the coronary flow 

rate of NAC-treated hearts subjected to 15 min global ischemia and 30 

min reperfusion. 

Hearts perfused with buffer containing 11 mM glucose, either alone (El), or with other 

ES (in mM: 0.2 mM octanoate, 1 lactate, 0.2 pyruvate and 0.2 fumarate; 3), were 

subjected to 15 min global ischemia and 30 min reperfusion. Further, NAC was 

infused at 0.1 mM throughout the perfusion experiment, starting 20 min before the 

ischemic episode. The infusion of Glib 10 /Al (B, as indicated) which lasted 10 min 

during the pre-ischemic period, was interrupted 10 min prior to ischemia, and then 

resumed for 20 min at the third min of reperfusion. The coronary flow rate was 

continuously monitored. Flow values shown are averages of 3 min period starting at 

the indicated time, and they are means ± SE (n=4-8). For perfusion experiments in 

the presence of glibenclamide (B), values are expressed in percentage of those 

obtained in the absence of glibenclamide (A) at the corresponding time-period. p < 

0.05 using an unpaired two-sided t-test: Effect of ES(*), or of glibenclamide (#). 
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Chapitre IV. DISCUSSION GÉNÉRALE 

1. INTRODUCTION 

Ce projet de doctorat s'intégrait dans un programme de recherche dont le but à long 

terme était une meilleure définition des modalités et indications de la thérapie 

antioxydante pour la protection du coeur contre les dommages associés à l'ischémie-

reperfusion. Au début du projet, plusieurs études sur les antioxydants avaient été 

publiées. Toutefois, la controverse régnait en partie à cause d'un manque de rigueur 

de plusieurs de ces études, lesquelles ne permettaient pas d'établir clairement une 

relation de cause à effet. Entre autre, il semblait pertinent de clarifier la contribution 

de chacune des espèces radicalaires aux dommages observés, puisque ceci s'avère 

déterminant pour le choix de ou des antioxydants à préconiser. 

Nous avons donc entrepris d'évaluer le rôle du radical hydroxyle, lequel était reconnu 

comme une espèce radicalaire très réactive, en utilisant conjointement: (i) une 

méthode de détection et (ii) un antioxydant soluble ayant une bonne affinité pour ce 

radical. La production de radicaux hydroxyles, l'effet du NAC, ainsi que l'ampleur des 

dommages associés à l'ischémie-reperfusion (nécrose, fonction cardiaque et débit 

coronarien) ont donc été documentés dans des coeurs isolés de rats perfusés selon 

deux protocoles différents de privation d'oxygène et de reperfusion. Les résultats de 

ces expériences ont mis en évidence un effet modulateur du NAC sur le débit 

coronarien, indépendant de son activité de piégeur de radical hydroxyle, pouvant 

expliquer les effets hypotenseurs du NAC observés lorsqu'administré chez des 

patients souffrant de maladies cardiaques. À notre connaissance, une seule étude a 

rapporté un tel effet du NAC sans toutefois proposer de mécanisme d'action'''. 

Aussi, les mécanismes impliqués dans cet effet du NAC ont été investigués. 
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2. CONSIDÉRATIONS MÉTHODOLOGIQUES 

2.1. Les modèles d'étude 

Pour étudier les phénomènes liés au syndrome d'ischémie-reperfusion, nous avons 

choisi de travailler avec le coeur isolé de rat, sur un montage Langendorff avec un 

tampon non-recirculant. Le choix de l'espèce animale a été orienté par la grosseur du 

coeur, le nombre d'études antérieures et le coût par animal. Le modèle classique de 

Langendorff103  qui est utilisé pour une majorité d'études de perfusions a été choisi 

pour sa simplicité et parce qu'il était déjà au point dans notre laboratoire. Il est 

évident que le modèle de coeur au travail qui est plus complexe, est aussi plus 

physiologique que le modèle Langendorff. Avec ce dernier, la perfusion est rétrograde 

ce qui signifie que seules les coronaires sont irriguées et que les ventricules 

contractent contre la pression de l'air. Par conséquent, les coeurs perfusés par la 

méthode Langendorff ont une consommation d'oxygène plus basse que les coeurs 

perfusés au travail". En outre, d'autres différences ont été rapportées entre ces deux 

modèles de coeurs dont une production de ERO plus faible dans les coeurs perfusés 

sur un montage Langendorff". Puisqu'il s'agissait d'études comparatives où 

l'influence de la pression de travail n'était pas une composante de première 

importance, le modèle Langendorff semblait satisfaisant dans nos conditions. 

Différents protocoles dl-R ont été utilisés dans cette étude. Le choix de ces 

protocoles était basé sur des études préliminaires et sur la littérature' 73397  en tenant 

compte de la sévérité de l'ischémie quant au degré de nécrose cellulaire et dans 

certains cas, de la présence de débit résiduel pendant l'ischémie permettant le 

prélèvement de perfusat effluent pour la quantification de divers indices (-OH, GSH, 

LDH, lactate, pyruvate). Ces paramètres se sont avérés des critères importants à 

diverses étapes du projet. 

Pour la première partie de l'étude, le protocole utilisé est l'ischémie partielle de 90 

minutes suivie d'une reperfusion de 30 minutes. Une comparaison des divers indices 

mesurés dans ce modèle et ceux rapportés dans la littérature indique que cette insulte 
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ischémique équivaut à une ischémie globale de 20 minutes. Quoique le protocole 

d'ischémie partielle soit moins utilisé que l'ischémie globale dans la littérature, ce 

choix s'est avéré avantageux pour la comparaison de la formation de .0H pendant 

l'ischémie et la reperfusion. Ainsi, tel qu'il sera discuté à la section 3 de ce chapitre, 

cette première série d'expériences a permis de clarifier des résultats controversés de 

la littérature à ce sujet. 

Pour la deuxième partie de l'étude, nous avons utilisé l'arrêt cardioplégique et la 

préservation de 4 heures à 4 °C, suivies d'une reperfusion de 60 minutes sur un 

montage Langendorff. Dans ce protocole, la composante de nécrose cellulaire est 

nettement inférieure à celle du protocole d'ischémie partielle-reperfusion de la 

première série d'expériences. Aussi, dans la littérature, une durée de préservation de 

4 heures est jugée sécuritaire, peu importe la solution cardioplégique utilisée. Par 

ailleurs, la cardioplégie hypothermique a été abondamment étudiée245'445  et est utilisée 

en clinique par plusieurs groupes"'' bien qu'elle comporte des inconvénients. La 

principale différence avec la plupart des études en cardioplégie est que nous n'avons 

pas perfusé les coeurs avant la cardioplégie afin de mesurer des paramètres pré-

ischémiques de la fonction contractile. Cependant, nous avions préalablement 

effectué une étude de la fonction contractile en normoxie sur une autre série de 

coeurs. Finalement, les résultats obtenus avec le protocole de C-R ayant soulevé 

plusieurs questions relatives à la modulation du débit coronarien du coeur reperfusé, 

il nous est apparu judicieux d'utiliser un troisième protocole, soit 15 minutes 

d'ischémie globale suivies d'une reperfusion de 30 minutes pour évaluer l'effet de 

différentes drogues. Cette dernière série d'expériences consiste en une ischémie de 

courte durée où la sévérité de l'ischémie est considérée comme modérée sur la base 

du degré de nécrose cellulaire397. 

Dans l'ensemble, l'utilisation de trois protocoles d'ischémie-reperfusion s'est avérée 

un avantage du fait qu'il a permis de mettre en évidence l'effet modulateur du NAC 

sur le débit coronarien des coeurs reperfusés après une période d'ischémie, 

indépendamment du protocole choisi. 
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2.2. Les paramètres d'évaluation de la condition des coeurs 

2.2.1. Indice de production de ERO 

Comme indice de production d'espèces réactives oxygénées, nous avons utilisé le 

34DHBZ, lequel provient de l'hydroxylation du 4-hydroxybenzoate (4HBZ) par les 

radicaux .0H. Le 34DHBZ est dosé par GCMS selon une technique mise au point dans 

notre institution382. Cette méthode s'apparente à celle décrite pour le salicylate où 

le 2,3 et le 2,5DHBZ sont mesurés par HPLC27,200,317,398,411. L' hydroxylati on de 

produits aromatiques n'est évidemment qu'une des nombreuses approches employées 

pour évaluer la formation des ERO. Parmi les autres méthodes les plus utilisées, 

mentionnons les techniques de EPR et de ESR, la chimiluminescence et la mesure du 

MDA. Ces méthodes, décrites au chapitre l (section 2.3.5), ont toutefois leurs 

limitations. 

La technique de EPR a été critiquée du fait que certains spectres de résonance ne 

seraient pas dus à des ERO, mais plutôt à la congélation et à la manipulation 

mécanique du tisses. De plus, cette technique n'est pas spécifique pour un radical 

en particulier et permet une quantification subjective de la production de ERO. L'ajout 

d'agents servant à piéger les électrons non-appariés (ESR) rendrait la méthode plus 

spécifique mais des effets secondaireen  et la toxicité de certains de ces produits a 

été rapportée à concentration élevée318. Par ailleurs, la chimiluminescence est une 

technique sensible, non invasive qui peut servir a évaluer la génération de ERO en 

continue172.173. Le problème de cette technique est qu'elle n'est pas spécifique à un 

type radicalaire. Enfin, le MDA est un produit de la peroxydation des lipides qui est 

souvent dosé par spectrophotométrie après une réaction avec l'acide thiobarbiturique, 

d'où le nom du test TBA288. Ce dosage est toutefois non-spécifique pour le MDA et 

ne peut donner qu'une idée globale du processus de peroxydation lipidique dans une 

situation donnée'. Plus récemment, le dosage du MDA par HPLC a permis 

d'augmenter la spécificité et la sensibilité, cependant la principale critique vient du fait 

que seulement certains produits de la peroxydation lipidique génèrent le MDA189. 

Le principal avantage de la méthode d'hydroxylation des produits aromatiques, surtout 
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avec le 4HBZ, est que cette méthode soit spécifique pour le radical hydroxyle et que 

les artéfacts reliés à l'utilisation de l'acide salicylique227  semblent évités. En effet, 

l'inhibition de la cyclo-oxygénase par le salicylate pourrait influencer non seulement 

la production de radicaux hydroxyles mais aussi le débit coronarien suite à une 

diminution de la synthèse des prostaglandines. Malgré que la structure du 4HBZ soit 

semblable à celle du salicylate, nous n'avons pas obtenu d'évidences indiquant que 

le 4HBZ avait de tels effets. De plus, puisqu'il est présent en tout temps dans le 

tampon de perfusion, le 4HBZ ne peut expliquer les effets observés sur le débit 

coronarien dans nos modèles. En outre, puisque notre méthode avec le 4HBZ ne 

fournit qu'un seul produit d'hydroxylation (34DHBZ) et non deux comme le salicylate 

(2,3DHBZ et 2,5DHBZ), elle s'avère plus spécifique, d'autant plus que l'analyse par 

GCMS est plus sensible que celle par HPLC. 

Malgré plusieurs avantages, la méthode utilisée n'est pas exempte de tous problèmes. 

Certains auteurs proposent que la concentration de 34DHBZ retrouvée dans le 

perfusat effluent reflète l'activité du cytochrome P450 plutôt qu'une formation de 

-OH'', bien que nous n'ayons noté aucune évidence de ce phénomène. Aussi, le site 

de formation de 34DHBZ n'est pas connu, mais il y a peu de chance que la quantité 

mesurée soit représentative de la production totale de -OH des coeurs pouvant 

provenir de différents mécanismes enzymatiques. Finalement, il est important de 

corriger la production pour la formation non-spécifique de 34DHBZ attribuée à la 

présence de faible quantité (trace) de métaux (fer et cuivre) dans le tampon de 

perfusion316  car cela peut augmenter la variabilité dans la mesure. 

2.2.2. Indice du stress oxyda« 

Dans les protocoles d'ischémie partielle-reperfusion et C-R, nous avons dosé le 

glutathion dans le perfusat et dans le tissu (GSH + GSSG et ratio GSH/GSSG). 

Plusieurs études suggèrent que ces mesures reflètent le niveau de stress oxydatif du 

coeur82,81,121. La libération de GSH +GSSG par des coeurs perfusés sujets à de brèves 

périodes d'ischémies serait un meilleur indice de stress oxydatif que le contenu 

tissulaire de ces métabolites selon Massoudy et collaborateurs243. Cependant, puisque 
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le GSH semble avoir plusieurs fonctions au niveau du myocarde et que sa libération 

pourrait être modulée par différentes voies, le GSH libéré dans le perfusat doit être 

utilisé avec discernement comme indice de stress oxydatif, d'autant plus que de 

nombreuses évidences récentes montrent l'importance du GSH dans la conversion des 

nitrates en .NO et nitrosothiols".  

2.2.3. Indice de la nécrose cellulaire 

L'activité d'enzymes cytosoliques, telles la LDH et la CK, libérées dans le perfusat 

effluent des coeurs perfusés, sert souvent d'indice de la nécrose cellulaire. Cette 

perte d'enzyme intracellulaire est attribuée soit à un "washout" des zones sous 

perfusées qui deviennent endommagées irréversiblement durant l'ischémie, et/ou à 

l'effet néfaste de la reperfusion elle-même, qui par la pression, produit un stress 

méchanique'. Dans notre étude, la mesure de la LDH semble avantageuse du fait 

que l'activité de la CK est sensible à la présence de ER0390. Mais l'indice LDH a 

récemment été critiqué' et l'examen histologique127,202,376 aurait pu être utile bien 

que cela nécessite l'utilisation du tissu et empêche donc le dosage des métabolites 

tissulaires. 

2.2.4. Indice du statut énergétique 

Le dosage spectrophotométrique d'ATP, d'ADP, d'AMP, dans le tissu sert d'indice du 

statut énergétique du coeur. La créatine phosphate (CP) est un indice plus précis qui 

est influencée par les variations récentes du statut énergétique. D'autres indices 

auraient pu être dosés, soit la mesure des produits de dégradation de l'ATP 

(adénosine, inosine et hypoxanthine) dans le perfusat effluent des coeurs perfusés. 

Il est proposé que ces indices reflètent mieux les variations rapides du statut 

énergétique du coeur lorsqu'ils sont dosés par HPLC. 

2.2.5. Paramètres fonctionnels 

Dans notre étude, le débit coronarien est mesuré constamment et précisément grâce 

à un débitmètre installé en amont du coeur. Cela contraste avec plusieurs études où 

le débit est mesuré qu'occasionnellement à l'aide d'un cylindre gradué et expliquerait 
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peut-être, en partie, pourquoi un tel effet sur le débit a pu être documenté dans notre 

recherche. Par ailleurs, le rythme cardiaque, le LVDP (pression développée par le 

ventricule gauche), le RPP (rythme cardiaque X pression développée) et le dP/dt 

(dérivé de pression) sont mesurés à l'aide d'un ballonnet installé dans le ventricule 

gauche du coeur. Il s'agit d'une méthode couramment utilisée qui produit toutefois 

un stress mécanique2" démontré par une élévation des indices biochimiques de 

nécrose et du débit coronarien lors de l'insertion du ballonnet. Dans le protocole de 

C-R, la possibilité d'un stress mécanique additionnel nous a incité à insérer le ballon 

seulement pour les 20 dernières minutes de reperfusion. Ceci nous a empêché 

d'évaluer les changements fonctionnels immédiatement après la reperfusion, une 

période où la relation ERO/fonction aurait pu être plus évidente260 . 

Par ailleurs, l'installation d'électrodes sur le coeur permet de mesurer l'incidence 

d'arythmie. Cette technique a été difficile à maîtriser et l'interprétation des résultats 

obtenus, qui semblaient influencés par les conditions environnantes (champs 

magnétiques), a été ardue. L'évaluation subjective par inspection visuelle, une 

pratique préconisée par Walker et ses collaborateurs434, s'est avérée un bon outil de 

validation. 

2.3. Le NAC comme antioxydant 

Pour être efficace, un antioxydant doit atteindre le site de formation du ERO en assez 

grande concentration et au bon moment155. Nous avons choisi le NAC car il s'agit 

d'une molécule de faible poids moléculaire qui pénètre facilement la cellule et qui est 

précurseur de cystéine et conséquemment de GSH62,121. De plus, les premières  

études chez des patients souffrant de MCV semblaient prometteuses121.377  et l'effet 

antioxydant direct du NAC sur les .0H avait déjà été documenté in vitroll''', mais non 

dans des organes intacts. Finalement, le choix d'une concentration d'infusion de 100 

pM de NAC repose sur des études dose-réponse effectuées in vitro121. 

Par ailleurs, l'utilisation du NAC plutôt qu'un autre piégeur de -OH, tel le 
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mercaptopropionyl glycine, a été déterminante pour la présente étude. De fait, les 

principaux effets du NAC documentés sont attribuables à la présence sur cette 

molécule d'un groupement SH plutôt qu'à son effet antioxydant envers les .0H. 

2.4. La solution de préservation 

Le fondement théorique, biochimique, pour l'incorporation de divers substrats dans 

les solutions de cardioplégie ou de préservation est bien compris. Cependant, à quel 

moment et dans quelles conditions la provision de substrats exogènes résulte en 

transport, utilisation et amélioration du devenir des coeurs préservés, ceci est moins 

évident'''. Pour des questions de commodité et de flexibilité, nous avons décidé 

d'utiliser une solution cristalloïde, moins visqueuse que la solution sanguine, étant 

donnée qu'elle ne contient pas de protéines. 

Parmi les solutions de préservation existantes, la solution Celsior est une des rares 

qui, tout en combinant les principes généraux de la préservation d'organe en 

hypothermie, a été mise au point spécifiquement pour le coeur. Quoiqu'elle ait été 

relativement peu étudiée, elle est sous investigation clinique en France264. Cette 

solution offre la possibilité d'être utilisée non seulement pour la préservation mais 

aussi pour l'arrêt du coeur du donneur, durant la réimplantation et à la reperfusion. 

Le GSH, le mannitol et l'histidine contenus dans cette solution ont des effets 

antioxydants264, alors que le glutamate a démontré des effets cardioprotecteurs grâce 

à son rôle de substrat énergétique'''. Le lactobionate de sodium présent dans la 

solution Celsior réduit drastiquement la production de 2,3 et 2,5DHBZ, des index de 

production du .0H65  et s'avère un bon chélateur de calcium' . Des coeurs préservés 

pendant 4h en présence de lactobionate montrent une récupération améliorée de la 

contractilité (LVDP et dP/dt élevés) à la reperfusion' 

Pour toutes ces raisons, le choix de la solution Celsior nous est apparu adéquat pour 

le deuxième protocole de ce projet. Il est probable que la préservation dans une 

solution moins appropriée pour le coeur, avec un niveau plus faible diantioxydants, 
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aurait par contre permis d'observer plus d'effets bénéfiques lors des thérapies 

antioxydantes et/ou énergétiques à la reperfusion. Toutefois, l'utilisation de cette 

solution riche en GSH a probablement permis de mettre en évidence le rôle permissif 

du NAC sur la régulation du débit coronarien. 

2.5. La composition des tampons de perfusion 

La perfusion des coeurs dans notre étude s'effectue à l'aide d'un tampon Krebs 

Henseleit modifié, où la concentration de calcium est diminué de moitié (1.3 mM) et 

la concentration de glucose doublée (11 mM) par rapport à la recette originale. De 

plus, contrairement à une majorité d'études dans ce domaine, divers substrats 

énergétiques ont été ajoutés dans les trois protocoles. L'octanoate, un acide gras à 

chaîne moyenne (0.2 mM) est présent presqu'en tout temps. Son oxydation produit 

une quantité non-limitante d'acétyl-CoA pour le cycle de Krebs dont l'activité est 

cruciale pour le métabolisme énergétique du coeur. Dans les deux derniers 

protocoles, le lactate et le pyruvate sont ajoutés à des concentrations et dans un 

rapport retrouvé normalement dans la circulation sanguine, soit respectivement 0.5-1 

et 0.1-0.2 mM. D'autres substrats tels le glutamate, la valine et le fumarate, ont 

aussi été ajoutés dans les deux derniers protocoles pour leurs effets 

cardioprotecteurs303•308'392. L'ajout de ces substrats a permis de mettre en évidence 

leur rôle modulateur de l'effet du NAC sur le débit coronarien des coeurs reperfusés. 
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3. CONSIDÉRATIONS PHYSIOLOGIQUES 

Tout en tenant compte des considérations méthodologiques mentionnées à la section 

2 de ce chapitre, les résultats obtenus au cours de ce projet apportent quelques 

précisions quant au rôle du «OH dans la pathologie radicalaire sous-jacente au 

syndrome d'ischémie-reperfusion. De plus, les résultats de la présente étude mettent 

en évidence un effet modulateur du NAC sur le débit coronarien, lequel dépend de la 

nature des substrats exogènes présents et serait attribuable à la présence d'un 

groupement SH ou thiol sur la molécule de NAC, plutôt qu'à son activité de piégeur 

de .0H. 

3.1. Rôles des ERO dans le syndrome d'ischémie-reperfusion 

Malgré le nombre élevé d'études sur le rôle des ERO dans la pathophysiologie 

cardiaque reliée au syndrome dl-R, la contribution de chacune des espèces 

radicalaires aux dommages observés, reste à être clarifiée. Chacune de ces espèces 

peut réagir avec les composantes cellulaires pour induire diverses altérations. 

Généralement, le rôle des ERO est mis en évidence de façon indirecte par l'étude des 

effets de diverses substances interférant avec leur production ou pouvant les éliminer 

et par l'utilisation de systèmes générateurs de ERO. Seulement un autre groupe de 

chercheurs a spécifiquement évalué l'effet du •0H200•397. 	Dans notre étude, 

l'utilisation simultanée d'une méthode de détection (34DHBZ par GCMS) et d'un 

piégeur (NAC) de 'OH et aussi de deux protocoles dl-R avec des degrés d'insulte 

différents, a permis de préciser le rôle du .0H dans la nécrose, la fonction cardiaque 

et le débit coronarien. 

3.1.1. Production de .0H 

Avec les protocoles d'ischémie partielle-reperfusion et de C-R dans cette étude, nous 

avons montré une augmentation de la production des 'OH dans les premières minutes 

de la période de reperfusion, tel que rapporté dans quelques études utilisant 
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l'hydroxylation aromatique par HPLC200,296,397,411 ou la technique de ESR411,464. 

En raison de sa très grande réactivité, le .0H a été particulièrement mis en cause dans 

le développement des altérations cellulaires induites par l'ischémie et la reperfusion 

myocardique. Il y a quelques années, certaines études ont rapporté que les .0H 

produits de façon exogène causaient des dommages aux cellules endothéliales et 

myocardiques86•66.187•347. C'est pourquoi nous avons choisi d'agir sur ces radicaux et 

d'en mesurer la production et la concentration, autant durant l'ischémie qu'a la 

reperfusion des coeurs. 

La production d'OH dans le protocole C-R n'est pas influencée par le mode de 

reperfusion. En effet, la reperfusion graduelle n'a pas permis de réduire ou de retarder 

la production de .0H. Ces résultats vont à l'encontre des conclusions de Minor et 

collaborateurs268, lesquelles reposaient sur une diminution du MDA mesuré avec le 

test TBA, une technique donnant des résultats discutables. De plus, ces auteurs 

mesuraient la peroxydation lipidique alors que nous avons mesuré la production de .0H 

à intervalles réguliers au cours de la reperfusion. 

Les -OH sont aussi formés durant la période d'ischémie tel que démontré à l'aide du 

protocole d'ischémie partielle-reperfusion. Bien que certains auteurs9,42,84,172,249 aient  

observé une production de ERO durant l'ischémie, à notre connaissance, personne 

n'avait rapporté de production spécifique du .0H durant cette période. Aussi, la 

nature, l'importance et la séquence de cette production à l'ischémie étaient sujets à 

la controverse. Notre étude a permis de clarifier certains éléments car avec notre 

méthode, nous pouvions facilement exprimer les .0H mesurés en terme de production 

et de concentration. Peu d'auteurs34  ont fait cette distinction qui permet de voir que 

durant l'ischémie la production de .0H diminue mais la concentration intravasculaire 

augmente. Nos travaux suggèrent donc la possibilité d'une exposition locale des 

cellules endothéliales à des concentrations élevées de .0H. 

Par ailleurs, cette recherche ne nous permet pas de préciser le site ou la source 
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(section 2.3.2., chapitre I) de formation du .0H durant l'ischémie et la reperfusion. 

En présence de Fe + + libre, le 02.-  et le H202  sont convertis en .0H par la réaction de 

Fenton, laquelle pourrait être favorisée par la plus grande quantité de fer libérée lors 

de la reperfusion d'un coeur ischémique'''. Il est aussi proposé que le•OH puisse être 

formé à partir du ON00-  lequel provient de la réaction entre le 02-  et le .N021,320. Les  

résultats d'expériences préliminaires où la production de .0H a été mesurée dans des 

coeurs soumis à l'ischémie partielle-reperfusion en présence d'un inhibiteur de la NO 

synthase, le N-Zo-nitro-L-arginine (NNLA), suggèrent que ce radical soit formé par la 

réaction de Fenton plutôt qu'à partir du ON00-. Aussi, étant donné le type de mesure 

utilisé (34DHBZ) et le fait que les coeurs soient perfusés avec une solution cristalloïde 

dans notre étude, il semble probable qu'une partie de la formation des .0H soit 

intravasculaire, endothéliale ou du muscle lisse. 

3.1.2. Relation .0H et nécrose cellulaire 

Dans les deux premières séries d'expériences, nous avons démontré que la production 

de OH à la reperfusion précède la libération de LDH. La dissociation entre ces deux 

phénomènes est encore plus marquée lorsqu'on utilise une reperfusion graduelle. En 

effet, l'intervention mécanique avec le protocole de C-R met en évidence que le profil 

de libération de la LDH est influencé par la pression et/ou la température de 

reperfusion mais, sur une période de 60 minutes, la libération totale de LDH demeure 

inchangée. Au contraire, le 34DHBZ produit n'est pas affecté par la pression et la 

température de reperfusion. Aussi, nous n'avons observé aucune corrélation au 

niveau de l'ampleur de ces phénomènes puisqu'avec le protocole d'ischémie partielle-

reperfusion la nécrose cellulaire était élevée et la production de -OH faible, alors 

qu'avec le protocole de C-R, la nécrose cellulaire était plus faible et la production de 

ERO plus élevée. De plus, avec le premier protocole, le NAC réduisait la production 

de .0H sans influencer significativement la libération de LDH. Tous ces résultats 

suggèrent que la production de -OH à la reperfusion ne soit pas un facteur déterminant 

de la nécrose cellulaire, corroborant ainsi les résultats de Takemura et 

collaborateurs397  et de Khalid et collaborateurs"°. 
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3.1.3. Relation •OH, fonction cardiaque et débit coronarien 

Une majorité d'études supporte le rôle prépondérant des ERO dans la sidération 

endothéliale et myocardique plutôt que dans le développement de nécrose cellulaire. 

Les résultats de notre étude tendent à démontrer qu'il n'y a pas de relation entre la 

production de .0H à la reperfusion et la fonction cardiaque ou la production de .0H et 

le débit coronarien mesurés à la reperfusion. En effet, on remarque une production 

plus élevée d'.0H dans le protocole de C-R par rapport au protocole d'ischémie 

partielle-reperfusion (21.6 ± 11.5 vs 3.7 ± 0.7 nmol 34DHBZ/10 min), bien que la 

fonction cardiaque soit équivalente (RPP:15 ± 2 vs 13 ± 1 (batt/minXmm Hg)X103). 

De plus, l'ajout du NAC à la reperfusion dans le protocole d'ischémie partielle-

reperfusion diminue la production de -OH sans influencer la fonction cardiaque ni le 

débit coronarien. Finalement, l'ajout de H202  ou de 02.-, deux ERO potentiellement 

précurseurs de .0H, dans le protocole de C-R, diminue le débit coronarien à la 

reperfusion mais n'influence pas significativement la fonction cardiaque. Les résultats 

obtenus appuient ceux de Takemura et collaborateurs'''. 

Par ailleurs, il convient de mentionner les limites sous-jacentes à la comparaison de 

la fonction contractile des coeurs reperfusés dans les différents protocoles utilisés, 

même si ces considérations n'influencent pas les conclusions de l'étude. La fonction 

cardiaque des coeurs reperfusés dépend, d'une part, de l'ampleur de la nécrose et 

d'autre part, de la sidération. Cette dernière composante est éventuellement 

réversible si le temps de reperfusion alloué est assez long (plusieurs heures, voir 

même jours) ou si les coeurs sont stimulés avec une catécholamine'''. Ainsi, il est 

probable que la fonction cardiaque mesurée dans des coeurs reperfusés pendant 30 

minutes en présence de norépinéphrine après 90 minutes d'ischémie partielle (premier 

protocole), soit une valeur maximale. Au contraire, la fonction cardiaque des coeurs 

reperfusés pendant 60 minutes après une cardioplégie hypothermique de 4 heures 

(deuxième protocole) est une valeur minimale. Puisque ce dernier modèle est associé 

à peu de nécrose, il est donc probable qu'il comporte une composante importante de 

dysfonctionnement cardiaque dû à la sidération. Lors de la reperfusion avec le 

protocole de C-R, une infusion d'isoprotérénol (1 pM) aurait permis de déterminer la 
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fonction contractile maximale de ces coeurs. 

3.1.4. Importance des piégeurs de •OH dans la prévention du syndrome dl-R 

Dans l'ensemble, les résultats présentés dans cette étude suggèrent qu'une thérapie 

antioxydante de reperfusion ciblée pour les .0H, du moins avec le NAC, ne permet pas 

d'atténuer de façon importante les dommages associés au syndrome dl-R, autant sur 

la nécrose que la fonction cardiaque ou le débit coronarien. Plusieurs raisons peuvent 

être invoquées. En effet, il est possible que l'efficacité d'une thérapie antioxydante 

ciblée pour le .0H soit limitée par la grande réactivité de ce radical. Par ailleurs, il n'est 

pas exclu que 111 02  soit aussi une espèce dommageable214459  dans ces conditions et 

qu'elle devrait être ciblée. De plus, l'utilisation d'un antioxydant liposoluble devrait 

aussi être envisagé200. 	Finalement, le temps alloué pour le traitement avec 

l'antioxydant dans les protocoles utilisés dans cette étude n'est peut-être pas 

suffisant pour que les effets escomptés soient observés. En fait, dans des études où 

les animaux étaient traités avec une intervention antioxydante pour plusieurs heures 

ou jours avant d'induire une ischémie, le traitement antioxydant a diminué la durée de 

la sidération myocardique", a amélioré la récupération de la fonction contractile' et 

a diminué les dommages mitochondriaux226,424 observés à la reperfusion. Ceci 

suggère que les bénéfices d'une intervention antioxydante à moyen et long terme, 

pourraient impliquer une régulation de l'expression génique". 

3.2. Potentiel thérapeutique du NAC 

3.2.1. Effets cardioprotecteurs du NAC 

Dans notre étude, l'effet antioxydant directe du NAC sur les 'OH, documenté pour la 

première fois dans un organe intact, a été observé durant l'ischémie et aussi à la 

reperfusion. Toutefois, contrairement à certaines études10,62,121, le NAC n'a pas 

augmenté le contenu en GSH du myocarde dans les protocoles d'ischémie partielle-

reperfusion et de C-R. Dans le premier protocole, ceci s'explique en partie par le 

temps d'addition du NAC au moment de l'ischémie partielle. En outre, ceci n'exclut 
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pas une augmentation locale de GSH dans les cellules bordant les vaisseaux. Aussi, 

contrairement à plusieurs autres études106221256323376-378401 , nous n'avons pas 

rapporté d'effets bénéfiques du NAC sur la fonction contractile ou la nécrose des 

coeurs reperfusés après une période de privation d'oxygène. Nos résultats sont 

cependant en accord avec ceux de certains auteurs127•202  utilisant différents protocoles 

dl-R où l'administration du NAC débute soit 10 minutes avant ou pendant l'ischémie 

partielle. Par ailleurs, la controverse demeure quant au rôle des ERO dans l'arythmie, 

étant donné l'inefficacité des antioxydants pour contrer ce phénomène 13•323. Dans 

notre étude, l'ajout de NAC 100 pM au moment de la reperfusion dans le modèle C-R, 

semble diminuer l'arythmie, bien que le nombre de perfusions soit insuffisant pour 

atteindre une signification statistique. 

Parmi les raisons à invoquer pour expliquer les différences entre les effets du NAC 

rapportés dans notre étude et ceux rapportés par d'autres, mentionnons: (i) le choix 

unique des conditions de perfusion, telle la présence de substrats (lactate) dans le 

tampon, (ii) le temps d'addition du NAC et (iii) les différents protocoles dl-R; 

l'ischémie partielle combinée à une infusion de norépinéphrine (première partie) et la 

cardioplégie hypothermique avec la solution Celsior (deuxième partie) riche en 

antioxydants (GSH). 

Rétrospectivement, les observations suivantes, lesquelles sont centrées sur l'activité 

des canaux K + Krp myocardiques (voir section 3.2.2.3 de ce chapitre), suggèrent que 

la présence des divers substrats dans le tampon de perfusion contribue, du moins en 

partie, à cette disparité. Ainsi, les travaux de Sargent et collaborateurs357démontrent 

un lien entre les effets cardioprotecteurs de certains thiols dont le NAC et les canaux 

K + ATF" En effet, les effets cardioprotecteurs du NAC, démontrés dans des coeurs 

perfusés en présence de glucose et soumis à une I-R, sont renversés par un inhibiteur 

des canaux K A-rp, le glibenclamide. Aussi, des travaux réalisés récemment dans 

notre laboratoire2" suggèrent que la probabilité d'ouverture des canaux K + A-rp dans 

les coeurs perfusés avec un mélange de substrats soit plus grande que dans les 

coeurs perfusés avec le glucose seul. Donc sur la base de ces deux études, nous 
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pourrions prédire que le NAC peut être plus bénéfique pour des coeurs perfusés en 

présence de glucose seul, comme c'est le cas dans la plupart des études mentionnées 

plus tôt, qu'en présence d'octanoate, lactate, pyruvate, fumarate, ajoutés aux 

perfusats dans notre étude. 

3.2.2. Modulation par le NAC du débit coronarien 

Dans la présente étude, l'utilisation du NAC comme antioxydant dans trois protocoles 

dl-R a permis de mettre en évidence son effet modulateur sur le débit coronarien des 

coeurs reperfusés. Cet effet semble attribuable à la présence sur cette molécule d'un 

groupement thiol plutôt qu'à son activité de piégeur de .0H. De fait, aucune 

corrélation n'a été observée entre les effets rapportés sur le débit coronarien et la 

production de °OH. La modulation du débit coronarien par le NAC semble impliquer 

plusieurs mécanismes, lesquels varieraient en fonction du temps d'addition du NAC 

et des conditions de perfusions. La présence de substrats exogènes, possiblement le 

lactate, la formation de .NO, de S-nitrosothiols et l'action des canaux KA-rp semblent 

des facteurs importants. Les protocoles de C-R et d'ischémie globale-reperfusion ont 

confirmé les effets modulateurs du NAC sur le débit coronarien observés avec le 

premier protocole, tout en précisant davantage les facteurs intervenants dans ces 

effets, soit le rôle permissif de certains substrats exogènes présents dans le tampon 

de perfusion et l'implication des canaux K+A-rp. Un tel effet du NAC sur le débit dans 

un modèle dl-R cardiaque n'avait été rapporté que dans une étude", alors qu'une 

autre372  observait une amélioration du débit des coeurs perfusés en normoxie et que 

des cas d'hypotension avaient été notés lors de l'administration de NAC chez des 

patients coronariens121,1130. 

3.2.2.1. Rôle des thiols et des ERON: Notre première série d'expériences, où des 

coeurs ont été soumis à l'ischémie partielle suivie d'une reperfusion, suggérait 

l'importance du groupement thiol du NAC (ou du GSH formé à partir du NAC) et le 

rôle des ERON dans la modulation par le NAC du débit coronarien. Dans ce protocole, 

une protection de la microvasculature coronaire par le traitement au NAC est suggérée 

par la réponse hyperémique soutenue observée lors de la reperfusion. 11 semble que 
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plus d'un mécanisme soit impliqué et que ceux-ci dépendent du temps d'addition du 

NAC. De fait, le NAC devait être présent pendant ou avant l'ischémie partielle pour 

observer l'effet sur le débit coronarien. L'implication du .NO est mis en évidence par 

l'ajout de NNLA, un inhibiteur de NO synthase, lequel doit toutefois être présent avant 

l'ajout de NAC pour inhiber le débit. Ceci suggère l'implication d'un autre mécanisme 

qui n'a pas été identifié. 

Malgré que le traitement au NAC durant l'ischémie et la reperfusion n'ait pas 

augmenté significativement le "pool" intracardiaque global de glutathion des coeurs 

reperfusés, il n'est pas exclu que celui-ci ait été mieux préservé localement dans les 

cellules endothéliales et de la musculature lisse. Ces cellules bordent les vaisseaux 

et sont les premières à bénéficier de l'apport en NAC. Par ailleurs, il a été montré que 

le NAC, autant que le GSH, peut réagir avec le peroxynitrite formant des S-

nitrosothiols, des vasodilatateurs plus puissants et stables que le .N0183•280. De 

même, la formation de S-nitrothiol provenant de la réaction entre le NO2-  et un thiol 

pourrait avoir des effets similaires de vasorelaxation" qui impliqueraient aussi la 

stimulation de la sGC par le .NO. La formation d'un composé S-nitrosothiol ou S-

nitrothiol, soit dérivé du NAC lui-même ou du GSH, pourrait expliquer le fait que le 

NNLA doit être ajouté avant le NAC pour inhiber l'effet sur le débit. L'importance du 

statut en thiol (GSH) semble déterminant pour la régulation du débit coronarien 

puisqu'il a été rapporté que des coeurs déplétés en GSH démontrent une résistance 

coronarienne accrue, alors que ceux traités au GSH montrent une augmentation 

post-hypoxique du débit coronarien'''. 

Dans la deuxième partie de l'étude avec le protocole de C-R, l'implication du •NO nous 

semblait toujours probable car il peut être libéré seul dans l'endothélium ou couplé à 

une molécule contenant un groupement SH comme le N-acétylcystéine ou le 

glutathion. Les complexes S-nitroso ainsi formés permettent une diffusion graduelle 

et étendue de NO. Cependant, dans la troisième partie de l'étude, avec le protocole 

d'ischémie globale-reperfusion, l'utilisation d'un inhibiteur de la sGC, le 1 H-

[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ), n'a pas réussi à réduire le débit 
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coronarien à la reperfusion, suggérant que le .NO via l'activation la sGC, n'est pas 

directement impliqué dans la modulation du débit coronarien. Par contre, selon 

Bolotina et collaborateurs'', il n'est pas exclu que le •NO puisse avoir un effet sur la 

modulation du débit coronarien par son rôle dans l'activation des canaux K-f ca, laquelle 

pourrait entraîner une relaxation des muscles vasculaires indépendamment du cGMP. 

Mise à part le rôle de l02 , lequel réagit avec le .NO pour former le ON00-, celui des 

autres ERON dans la régulation du débit coronarien n'est pas plus clair. Le H202, qui 

peut être soit vasodilatateur ou vasoconstricteur', serait très réactif en 

concentration non-physiologique213, mais peu actif en concentration physiologique. 

Cependant, dans un milieu où il y a des ions métalliques, le H202  réagit avec ces 

derniers pour former le .0H qui agit comme vasodilatateur'. Par ailleurs, l'oxygène 

singulet (1 02) a été moins étudié et ses effets sur le débit coronarien non-documenté. 

En effet, certains auteurs ont observé une corrélation entre la production de 1 02  et les 

dysfonctions cardiaques'''. Le mécanisme de contribution de 1 02  aux dommages de 

reperfusion post-ischémie demeure toujours incompris. Les interactions entre les 

diverses espèces réactives dérivées de l'oxygène et de l'oxyde nitrique sont 

complexes et restent à être élucidées. Les résultats obtenus pour les coeurs ayant 

été préservés puis reperfusés avec un tampon additionné de H202  suggèrent que dans 

ces conditions du moins, le H202  serait vasoconstricteur. 

3.2.2.2. Rôle des substrats énergétiques: La deuxième série d'expériences, réalisée 

avec des coeurs reperfusés après une préservation hypothermique de 4 heures dans 

la solution Celsior, a permis de mettre en évidence l'importance des substrats 

exogènes, tel le lactate, dans l'effet modulateur du NAC sur le débit coronarien. Dans 

la première partie de l'étude, le lactate n'était pas ajouté, mais sa concentration dans 

le perfusat effluent, surtout pendant l'ischémie partielle et dans une moindre mesure, 

durant la reperfusion, était augmentée par rapport aux valeurs basales. Des effets 

modulateurs du lactate sur le débit coronarien" et le tonus artériel"' ont d'ailleurs été 

rapportés dans la littérature. Le lactate pourrait agir sur le débit coronarien via son 

effet sur le pH et/ou sur le rapport NADH/NAD". À la lumière des observations 
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décrites dans la littérature, des résultats de la première partie de l'étude et des effets 

démontrés par le H202  et le pyrogallol avec le protocole C-R, il nous apparaissait 

essentiel que le mécanisme proposé inclut des interactions entre un des substrats 

utilisés dans le tampon de perfusion, plus particulièrement le lactate, le H202, 102-, 

le -NO, les thiols et/ou les S-nitrosothiols. Pour ces raisons, nous avons d'abord 

considéré et adapté un mécanisme décrit dans une série d'articles par Mohazzab-H 

et ses collaborateurs272-274 . 

Tel que présenté dans la Figure 9, ce mécanisme met en évidence le rôle d'une 

oxydase-cytochrome b558 NADH-dépendante. L'activité de cette enzyme serait 

reliée au métabolisme du lactate par la LDH via le couple d'oxydo-réduction 

NAD -F/NADH. En effet, l'oxydation du NADH par l'enzyme est couplée avec la 

réduction de l'oxygène en 02-, lequel est transformé par la SOD en H202. Ce dernier 

est métabolisé par la CAT, laquelle interagit avec la sGC pour former le cGMP qui 

produit une vasodilatation par un mécanisme impliquant probablement une protéine 

kinase. Ce schéma montre aussi l'interaction possible de 102-  avec le .NO pour 

former le ON00-  et le rôle des thiols qui réagissent avec le ON00-  et/ou le NO2-  pour 

former des S-nitrosothiols et/ou des S-nitrothiols, lesquels régénèrent le .NO qui induit 

une vasodilatation via le cGMP. L'implication d'un tel mécanisme nous apparaissait 

possible d'autant plus qu'il pouvait expliquer les effets du H202  observés dans le 

protocole de C-R. De fait, lors d'une production excessive d'02.-  et par conséquent 

de H202, ce dernier peut agir via les prostaglandines et les thromboxanes pour 

produire une vasoconstriction. Finalement, en favorisant indirectement la conversion 

du lactate en pyruvate, le DCA, ajouté au tampon de perfusion dans la deuxième 

partie de l'étude, jouerait un rôle d'amplificateur pour la production d02.". 

Pour vérifier l'implication de ce mécanisme, il a fallu faire appel à un troisième 

protocole dl-R, lequel était associé à peu de nécrose et nous permettait de pré-traiter 

les coeurs avec diverses drogues inhibitrices avant de les soumettre à l'ischémie puis 

à la reperfusion. Dans ce protocole, les coeurs perfusés avec le NAC et des substrats 
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Figure 9. 	Rôle potentiel d'une NADH-oxydase dans la modulation du débit 

coronarien. 

Abréviations: PDH = pyruvate déshydrogénase, DPI =chlorure de 

diphényleneiodonium, PYRO = pyrogallol 
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avaient un débit plus élevé que ceux perfusés avec le NAC seul avant et après 

l'ischémie. L'absence d'effet sur le débit d'un inhibiteur de la NADH-oxydase-

cytochrome b558, le chlorure de diphényleneiodonium (DPI 10 pM) et d'un inhibiteur 

de la sGC, l'ODQ (10 pM), ne supportait pas une contribution du mécanisme proposé 

à la Figure 9. Même qu'en augmentant la concentration de l'ODQ à 30 pM, nous 

avons observé une plus grande vasodilatation plutôt qu'une vasoconstriction. En 

outre, l'absence d'effet d'un inhibiteur de la cyclo-oxygénase, l'indométhacine, 

suggère que la voie des prostaglandines n'intervient pas n'ont plus dans le mécanisme 

de régulation du débit coronarien dans cette étude. 

Ces résultats négatifs nous ont incité à considérer la possibilité de l'implication d'un 

autre mécanisme dans la modulation du débit coronarien. Suite à une recherche dans 

la littérature, notre choix s'est arrêté à l'implication des canaux K A-rp. 

3.2.2.3. Rôle des canaux K +ATp: Dans la cellule musculaire lisse, il existe différents 

types de canaux potassiques dont les canaux K + A-rp. Ces canaux sont régulés par 

plusieurs facteurs46•270325  dont le statut métabolique et leur ouverture est associée à 

une diminution du calcium intracellulaire qui produit une relaxation puis 

conséquemment, une vasodilatation. De fait, la probabilité d'ouverture des canaux 

est augmentée par une diminution du rapport ATP/ADP, une diminution du pH, par 

l'augmentation de la concentration de lactate et d'acyl-CoA et par une faible activité 

de la glycolyse. Tous ces changements, qui augmentent la probabilité d'ouverture des 

canaux, sont observés lors du syndrome dl-R. De plus, l'état de phosphorylation224, 

qui est régulé par diverses kinases dont la protéine kinase A (PKA) et la protéine 

kinase C (PKC) et peut être aussi la protéine kinase G (PKG)325, est aussi un facteur 

influençant l'ouverture des canaux K +ATp. Par ailleurs, quelques études rapportent que 

la présence de thiols réduits, tel le GSH, semble ouvrir ces canaux, alors que celle des 

thiols oxydés, tel le GSSG, les ferme72'416. Le mécanisme moléculaire impliqué n'est 

pas connu et seules quelques évidences indirectes montrent la présence d'un 

groupement thiol sur les canaux K + ATP1 86  • Ce type de régulation a été peu documenté 

au niveau cardiaque, mais Weik et collaborateurs439  ont suggéré que le groupement 
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SH soit situé près du site de liaison de l'ATP sur les canaux K+ATp du muscle 

squelettique. 

Dans la troisième série d'expériences, l'utilisation de glibenclamide, un inhibiteur des 

canaux Km-p, a permis de diminuer significativement et d'une façon dose-dépendante 

le débit coronarien des coeurs ischémiques et reperfusés. Ces résultats démontrent 

l'importance de ces canaux dans la régulation du débit coronarien dans notre modèle 

et corroborent les résultats de quelques auteurs5187184196356.  Les facteurs modulant 

l'activité de ces canaux, ainsi que les mécanismes moléculaires par lesquels ces 

facteurs agissent, restent à être précisés. Cependant, quelque soit ces éléments ou 

mécanismes, ceux-ci doivent tenir compte de l'interaction entre le NAC et un ou des 

substrats exogènes, probablement le lactate, documentée dans notre étude. À cet 

effet, il est connu qu'autant le lactate158,199 que la présence de thiols réduits72,416, 

augmentent la probabilité d'ouverture des canaux K +A-rp, ce qui est associé à une 

vasodilatation. Les mécanismes moléculaires potentiels pour les effets du lactate 

impliquent, entre autres, les ion H+  et le rapport NADH/NAD325. De plus, les 

mécanismes moléculaires pouvant être envisagés pour expliquer l'effet du NAC doivent 

faire intervenir une modulation de l'activité des canaux K+A-rp par l'état d'oxydation des 

groupements thiols associés au complexe protéines-canals. 

Même si nos résultats ne nous permettent pas d'exclure une action directe du NAC 

ou d'un dérivé S-nitroso-NAC, il nous semble plus probable que le mécanisme impliqué 

fasse intervenir la conversion du NAC en GSH. Ainsi, le rapport GSH/GSSG serait 

déterminant pour l'état d'oxydation des groupements SH des protéines-canals. 

L'ouverture et la fermeture des canaux pourraient s'effectuer par un mécanisme 

impliquant la formation de disulfhydes mixtes protéines-SH et protéines -S-SG via une 

thiol transférase'''. Un tel mécanisme pourrait expliquer l'effet du H202  qui diminue 

le débit coronarien dans le modèle de C-R. La Figure 10 propose un mécanisme 

expliquant une partie de nos résultats, lesquels appuient ceux de Tricarico et 

collaborateurs416. Ce mécanisme et l'effet du H202  documenté dans notre étude 

contredisent toutefois l'étude de lchinari et collaborateurs', laquelle a démontré que 
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Figure 10. Rôle du H202  et des thiols dans la régulation du débit coronarien. 

Plutôt que d'agir via les prostaglandines pour produire une 

vasoconstriction, le H202  pourrait oxyder le GSH en GSSG, ce qui 

entraînerait une accumulation de thiols oxydés et éventuellement la 

fermeture des canaux Ki-  ATp. Abréviations: G6P =glucose-6-phosphate, 

R5P= 	ribose-5-phosphate, 	G6P-DH = glucose-6-phosphate- 

déshydrogénase, EM = enzyme malique, L-arg =L-arginine. 
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les ERO, plus spécifiquement le H202, augmentait la probabilité d'ouverture des 

canaux. 

Finalement, la Figure 11 illustre les divers facteurs pouvant intervenir pour moduler la 

régulation du débit coronarien observée dans des coeurs perfusés en présence de NAC 

et d'un mélange de substrats énergétiques. Bien que ce schéma ne soit pas complet, 

nous pouvons en déduire que le principal mécanisme d'action n'origine pas de la voie 

de la sGC, de la voie des prostaglandines ou de la NADH-oxydase. Les résultats 

obtenus avec la panoplie d'inhibiteurs testés, suggèrent que le mécanisme implique les 

canaux K A-rpdans la modulation du débit coronarien. La probabilité d'ouverture de ces 

canaux serait modulée par les substrats exogènes, probablement le lactate et l'état 

d'oxydation des thiols. Les mécanismes moléculaires restent à être précisé. De 

même, l'effet observé des canaux K + A-rp n'exclut pas la participation simultanée de 

d'autres types de canaux, principalement les canaux K+  Ca 93,44a . 
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Figure 11. 	Principaux facteurs intervenant dans la modulation du débit coronarien. 
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SH =thiol, Glib =glibenclamide 



4. PROJETS FUTURS 

Pour des raisons de limites de détection, les dosages directs de cGMP et le .NO (NO2  

etNO3-) sur le perfusat effluent n'ont pas réussi à clarifier les mécanismes d'action 

impliqués dans la modulation du débit coronarien dans le modèle de cardioplégie-

reperfusion. L'analyse de ces facteurs, au niveau tissulaire, de même que le dosage 

du GSH tissulaire dans le troisième modèle d'étude, permettraient d'augmenter notre 

compréhension de la séquence d'événements lors du syndrome dl-R. La mesure des 

molécules S-nitroso ou S-nitrothiol au niveau tissulaire permettrait également de 

documenter les conditions de formation de ces molécules. De plus, l'utilisation d'une 

solution de préservation sans GSH permettrait peut-être d'observer une protection 

reliée à l'effet antioxydant du NAC. Finalement, une analyse plus systématique de 

l'effet de chacun des substrats ajoutés à la solution de reperfusion permettrait d'isoler, 

hors de tous doutes, le ou les métabolites responsables des effets observés sur le 

débit coronarien. 
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Chapitre V. CONCLUSION GÉNÉRALE 

Ce travail nous a permis d'atteindre l'objectif fixé qui était de préciser le rôle de la 

thérapie antioxydante pour la protection du coeur contre les dommages reliés à 

l'ischénnie-reperfusion. De plus, parallèlement, nos résultats mettent en évidence un 

effet modulateur du NAC sur le débit coronarien des coeurs reperfusés tout en 

identifiant des facteurs impliqués dans cet effet. 

Concernant la thérapie antioxydante, nos résultats soulèvent un questionnement 

quant à la contribution du -OH aux dommages observés lors de l'I-R dans le coeur 

isolé. L'utilisation simultanée d'une méthode de détection par chromatographie 

gazeuse couplée à la spectrométrie de masse et d'un piégeur spécifique des .0H, ainsi 

que la mesure temporelle de divers indices, ont permis de préciser la séquence des 

événements lors de l'ischémie et de la reperfusion des coeurs isolés. Malgré 

l'évidence d'une production accrue de .0H par les coeurs ischémiques et reperfusés, 

aucune corrélation n'a pu être observée entre la production d'ERO et un des éléments 

suivants: la nécrose cellulaire, la fonction cardiaque ou le débit coronarien. 

Ainsi, dans l'ensemble, nos résultats suggèrent qu'une thérapie antioxydante ciblée 

pour les .0H, du moins avec le NAC, n'apporte pas de bénéfice tangible pour le coeur. 

Une contribution du .0H aux dommages associés à l'ischénnie-reperfusion ne peut être 

exclue pour autant puisque l'efficacité de la thérapie antioxydante pourrait être limitée 

par la trop grande réactivité de ce radical. De plus, les effets dommageables de cette 

espèce réactive oxygénée pourraient se manifester à plus long terme. Ainsi, il aurait 

été intéressant de poursuivre ce projet en évaluant l'effet de l'administration 

prolongée d'une thérapie antioxydante ciblée sur les .0H et de vérifier l'hypothèse 

d'un rôle sur le système immunitaire ou l'expression génique. Toutefois, pour cibler 

spécifiquement le .0H, il serait préférable d'utiliser un autre antioxydant que le NAC 

puisque cet agent pourrait exercer ses effets majoritairement par un autre mécanisme 

que son activité de piégeur pour ce radical. 
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En effet, ce travail met aussi en évidence un effet modulateur du NAC sur le débit 

coronarien des coeurs reperfusés. Cet effet semble attribuable à la présence sur cette 

molécule d'un groupement thiol plutôt qu'à son activité de piégeur des .0H. De fait, 

aucune corrélation n'a été observée entre les effet rapportés sur le débit coronarien 

et la production de .0H. À notre connaissance, une seule étude avait rapporté un tel 

effet du NAC sans toutefois proposé de mécanisme. Pourtant, suite à l'administration 

de NAC, un effet hypotenseur avait été rapporté chez certains patients souffrant de 

maladies cardiaques. La mise en évidence de cet effet du NAC dans notre étude, et 

ce dans trois protocoles différents dl-R, pourrait être attribuable au choix de nos 

conditions uniques de perfusion, soit l'ajout de substrats énergétiques exogènes 

autres que le glucose dans le tampon de perfusion des coeurs. 

En ce qui a trait au mécanisme impliqué dans cet effet modulateur du NAC, il semble 

que celui-ci varie en fonction du temps d'addition du NAC et des conditions de 

perfusion. Parmi les facteurs mis en cause à l'aide de substances inhibitrices, 

mentionnons l'effet permissif de substrats exogènes, probablement le lactate, la 

formation de .NO et de dérivés S-nitrosothiols et l'activité des canaux K+ ATp. 

Toutefois, d'autres expériences ou mesures auraient été nécessaires afin de préciser 

avec exactitude le rôle de chacun de ces facteurs. En ce qui a trait aux canaux K+ ATp 

vasculaires, les résultats de notre étude suggèrent que les mécanismes moléculaires 

impliqués doivent faire intervenir une modulation de l'activité des canaux par l'état 

d'oxydation des groupements thiols associés au complexe protéines-canals. De fait, 

il semble que la probabilité d'ouverture de ces canaux soit augmentée par un effet 

combiné (i) d'un ou des substrats exogènes, entre autre le lactate, et (ii) de l'état 

réduit des thiols résultant de l'ajout de NAC. 

Finalement, une meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans cet effet 

modulateur du NAC sur le débit coronarien s'avère pertinente à son utilisation en 

clinique, autant pour le traitement des MCV que pour les autres indications telles que 

les maladies pulmonaires chroniques. De fait, ceci pourrait prévenir ou traiter 

adéquatement les problèmes éventuels d'hypotension. 
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