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Abstract-The aorta of the rat, previously injected intravenously with DL K-norepine- 
phrine, has been perfused in u&o with a physiological medium. The amount of r4C_ 
Rorepinepbrine spontaneously rekased from aorta waifs was enhanced in the presence 
of ephedrine. This mobilization was immediate and contemporaneous with the vessel 
contraction but affected only a small amount of the total 1%~norepinephrine present 
in the aorta. This fact may support the hypothesis that the action of ephedrine is partly 
mediated by release of tissue catecholamines but indicates that most of the nore- 
pinephrine stores are resistant to the releasing action of ephedrine. 

POUR expliquer les particularites de Faction de certaines amines s~mpathomim~tiques, 
dont l’~ph~dr~ne, il a et& propose1 pour ces substances un m~canisme d’action indirect 
s’effe~tuant par l’i~t~~~diaire dune liberation de p~ocat~cholamin~s tissulaires. 
Afin de confirmer cette hypothese, l’action de I’ephbdrine et notamment les modal&es 
d’apparition du phenomene de ta~h~h~I~ie ont Cte etudiCes sur dif&entes pre- 
parations: uterus isoll: de Cobaye ,24 tension artCrietle et patte perfusee chez Ie 
Chien,” aorte isolee de Rat.6 Les resultats obtenus different selon la preparation 
utilis6e. Dans le but de verifier, dune man&e directe, une eventuelle action deplttrice 
de l’tphedrine vis-8-G des pyrocatecholamines tissulaires, nous avons CtudiC l’in- 
fluence de cette substance sur la liberation de la noradrCnaline a partir des patois 
vasculaires en utilisant une methode originaIe de perfusion de I’aorte du Rat irt 
i&o. 

MATERIEL ET METHODES 

Acetate de DL no~a~~nal~ne /3-r% preparbe au Centre d’Etudes Nucliaires de 
Saclay & partir de l’acide dratrique s&on le pro&de d&it par Pichat7: activitd 
specilique 20,5 rnc~rn~ soit 121 pccjmg. Chlorhydrate ~~ph~drine gauche (Rhiine 
Poulenc), Alumine (Woelm) neutre, activite grade 1, lade par decantation par 
I’acide chlorhydrique 0,l N puis par l’eau distill&e et stichee g 75” 

Solution physiologique de Krebs bicarbonate selon Furchgott et Bhadrakom.8 
DiphCnyl-2,Soxazole (DPO) 

La Fig. 1 d&it le montage que nous avons utilist: une cuve remplie d’eau si 
37” renferme deux reservoirs (I) et {II) de liquide de pe~usion relies, par un robinet 
?r trois voies (R), h une can-tile (Cl) qui s’ins8re par un bouchon B la partie sup&ieure 
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d’une allonge en verre. Cette derniere est obturee a sa partie inferieure par un tube de 
caoutchouc ferme traverse par un catheter de polythene (CZ) qui debouche a l’ex- 
terieur de la cuve. L’aorte (A) sera reliee a (Cl) et (Ce) par chacune de ses extrCmitCs. 
L’allonge, munie dans la partie basse d’une gouttitre (G) remplie d’eau, constitue 
ainsi une enceinte (E) qui assure autour de I’aorte une atmosphere h temperature et 
ri hygrometrie constantes. 

Prkparation des animaux et prehtment de l’aorte 
Immobilises a la faveur d’une breve anesthesie a l’ether, des rats males d’un poids 

de 300 a 350 g re$oivent, par injection dans la veine du penis, 20 PC (165 r-lg> de DL 

noradr~naline 1% en solution dans 0,4 ml de solute de chlorure de sodium a 9X. 
Deux minutes et demie apt%, les animaux sont sacrifits par section des carotides. 
L’aorte, prelevee en deux ?I trois minutes, est placee dans une boite de Petri contenant 
du liquide de Krebs bicarbonate puis debarrasste des elements de tissu conjonctif 
et adipeux qui l’entourent en prenant soin de ne pas leser sa paroi. Cette operation 
dure une quinzaine de minutes. On delimite entre la crosse aortique et la bifurcation 
des art&es r&ales un fragment vasculaire long de 5 a 6 cm qui sera perfuse. 

FIG. 1. Appareil de perfusion (Pour la Ikgende des symboles se rapporter au texte). 

Perfusion de l’aorte in vitro 
La partie superieure de l’aorte est like sur la canule Cl, l’ouverture inferieure est 

munie du catheter CZ. L’ensemble est ensuite transport6 dans l’enceinte E. La per- 
fusion de la lumihe de l’aorte est Ctablie par du liquide de Krebs bicarbonate, a&e 
par du carbogene (02, 95%, COs, 5%) puis, suivant les experiences, poursuivie ou 
non avec le mSme liquide addition& de chlorhydrate d’ephedrine a la dose de 1 g par 
litre. Chacun de ces liquides est renferme respectivement dans les reservoirs I et II. 
Par le jeu du robinet R, l’aorte peut &re mise en relation ~ternativement avec l’un 
ou l’autre de ces derniers. Le debit, maintenu aussi constant que possibIe, est r&g16 
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aux environs de I ml par minute. Dans ces conditions, la pression exercee par le 
liquide sur Ies parois vasculaires reste inst.&ante pour entrainer des fuites par Ies 
branches laterales de I’aorte (art&es intercostales) qui sont obturees. Le liquide de 
perfusion s’tcoule en totalitt par le catheter CZ. 

La duree de l’experience est limit&e a 60 min. Le perfusat, fractionne au tours du 
temps, est recueilli dans des Aacons qui renferment 1 ml de HCl N et 0,5 ml d’une 
solution d’acide ascorbique (lo/) et de tetracemate disodique (lo/,) .A la fin de la 
perfusion l’aorte est divisee puis broyte avec du sable dans un mortier contenant 
$5 ml de HCI 0,l N addition& de 0.5 ml de la solution d’acide ascorbique et de 
t&r&mate mention&e ci-dessus. 

rsoie~e~~t et dosage des cat~cho~a~~~es 14C 
Sur une moitie du volume de chaque Cchantillon on dose la radioactivitt totale, 

tandis que sur I’autre moitit on determine la teneur en derives dihydroxyles (catechols 
W). 

Radioactivite’ totale. Aprb evaporation sous vide, le residu set est repris par 0,I 
ml d’acide acttique glacial pendant cinq minutes puis par 3,2 ml d’ethanol absolu 
pendant dix minutes. La solution ainsi obtenue est melangee B 11, 7 ml de liquide 
scintillant (DPO 4 g, POPOP 0,l g, toluene q.s. pour I litre) contenus dans une fiole 
a scintillation. 

Cat~chols W. La solution acide est amen&e $ pH 8,4 par addition de NaOH N et 
Na&Os 0,5 N puis pas&e sur colonne d’alumine selon la technique de Whitby et 
al.9 Apres lavage de la colonne au moyen de 5 mI d’eau distillee, I’CIution est realiste 
par 5 ml de HCI 0,2 N suivis de 5 ml d’eau distiilee. L’tluat est Cvaport B set et repris 
par l’acide acttique et l’ethanol comme il est dit plus haut. Cette technique permet 
la separation des catechols c’est&dire des derives dihydroxyles amines (noradren- 
aline) et desamines (acide dihydroxy 3-4 mandelique et dihydroxy 3-4 phenylglycol). 
Ces derniers ne representent normalement qu’une faible proportion des metabolites 
de la noradrtnaline, aussi dans la suite de notre expose. designerons-nous sous le 
terme noradrenaline l’ensemble des derives dihydroxyles. Les dosages de radio- 
activite sont efTectues au moyen d’un compteur d scintillation fiquide Tracerlab 
LSC 10 B. 

Les moyennes sont affectees des &arts types de la moyenne: 

RESULTATS 
1. Charge en catkcholamines 14C de l’aorte avant perfusion 

La charge en cattcholamines W presentes dans l’aorte avant le debut de l’ex- 
ptrience, ou radioactivite totale initiale, est calculee en addit~onnant la valeur de la 
radioactivite lib&e au cows de la perfusion a celle de la radioactivity qui reste dans 
I’organe apres la fin de l’expkience. 



180 GUILLAUME VALETTE, YVES COHEN ET JEAN BRALET 

Le tableau 1 montre que la charge des aortes avant perfusion varie considkrable- 
ment d’un vaisseau A l’autre. Les valeurs extr&mes pour I’ensemble des rCsultats vont 
de 2,27 rnpc pour un poids d’organe frais de 47 mg A 1 I,34 rnpc pour un poids de 
65 mg. Cette charge dtpend de la longueur des manipulations de prkparation de 
l’aorte. Nous avons groupt les chiffres suivant la sCrie d’expkrience rCalisCe: (1) 
perfusion de liquide de Krebs seul, (2) perfusion d’une dose unique et prolongke 

TABLEAU I. CHARGE EN CATECHOLAMINES 14C DE L’AORTE AVANT PERFUSION 

m PC ma poids (mg) 

Experience I 2,21 18,74 
6,06 50,06 
5,81 48,04 
4,83 39,90 
2,38 19,71 

M i Sm 4,27 i 0,82 35,29 & 6,77 61 +5 

Experience I I 4,69 38,SO 
4,20 34,69 
6.42 53.05 
s,19 
5,49 

M rk Sm 5,20 f 0,38 

ExpCrience 111 7,89 
5,56 
4.70 
5,08 

II,34 
9,ll 

M + Sm 7,28 f I,07 

:z 
56 

42;87 54 
45,37 67 

42,96 i 3,14 63 f 2 

65,20 66 

45,95 38,84 :: 
41,98 65 
93,71 
75,28 6”: 

60,16 & 8,84 65 f 2 

I Tkmoins (liberation spontanke) 
II Affusion unique et prolong&e d’ephkdrine 

III Affusions r&p&&s d’&phCdrine 

d’CphCdrine, (3) perfusion de doses rCpCttes d%phCdrine. Dans la premikre sCrie 
d’exptriences la moyenne des charges d’aorte est de 4,27 f 0,82 rnpc pour un poids 
moyen de 61 f 5 mg; dans la seconde strie, ces chiffres sont respectivement de 5,20 & 
0,38 rnpc et 63 5 2 mg tandis que dans la troisi&me skie now trouvons 7,28 + I,07 
rnpc et 65 + 2 mg. On ne peut considker comme significatives les diffkrences ob- 
servies. 

2. Lib&ration in vitro des catkholamines W de I’aorte 
La radioactivitd 1ibCrCe par minute de perfusion est rapportte A la radioactivitt 

totale initiale et les rtsultats sont exprimk en pourcentage de la radioactivitk initiale 
lib& par minute. 

2.1. Lib&ration spontane’e. Dans une premibre strie d’expkriences, la perfusion est 
rkaliske par du liquide de Krebs pendant une heure. La courbe d’klution de la radio- 
activitk totale en fonction du temps, en coordonnCes semi-logarithmiques (Fig. 2), 
montre une IibCration biphasique : importante pendant les six premibes minutes, elle 
diminue et s’effectue alors selon une fonction exponentielle simple (t$ : 16 min 
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i 1^ t q Radioactivit& totale 

FIG. 2. Liberation spontante de la radioactivitk & partir de l’aorte isolCe du rat ayant rqu une injection 
intraveineuse de noradr&naline W (20~ c, 165 rg)2,5 min avant sacrifice. (Moyennes de 5 experiences). 

jusqu’a la fin de l’experience. La perte de radioactivite par I’aorte au cows du temps 
de rtpartit de la maniere suivante : 46,3 & 6,0 pour cent sont lib&es pendant la 
premiere demi-heure (dont 28,2 pour cent pendant les six premieres minutes) et 
8,3 f 1,3 pour cent au tours de la seconde demi-heure. 11 reste dans l’aorte a la fin 
de la perfusion 45,4 f 57 pour cent de la radioactivite initiale. 

La courbe de liberation des catechols W (Fig. 2) suit approximativement celle de la 
radioactivitt totale : le taux de noradrenaline r4C represente en moyenne 35 pour 
cent de l’activite totale. 

2.2. Influence de l’kphkdrine sur la libkation spontanke (a) affision unique prolong&e. 
Trente minutes aprb l’installation de la perfusion par du liquide de Krebs seul, la 
preparation est soumise pendant trente autres minutes a la perfusion par du liquide 
de Krebs additionne de 1 g pour 1000 de chlorhydrate d’ephedrine. Nous avons 
drifie dans des experiences effect&es par ailleurs que l’alcalofde a cette concentra- 
tion possede une action contracturante sur la preparation d’aorte isolee de Rat suivant 
la technique d&rite par l’un de nous en collaboration avec Nguyen Ba Muoi.tO La 

Fig. 3 illustre les resultats que nous avons obtenus dans ces experiences. 
Au tours de la premiere demi-heure, la liberation spontanee represente 42,0 & 4,2 

pour cent de la radioactivite initiale, puis en presence d’ephedrine durant la deuxieme 
demi-heure, 13,0 f 0,9 pour cent sont mobilists. Cette quantite est significativement 
differente (P < 0,l) de celle qui est lib&e spontanement (Fig. 1) pendant le m&me 
laps de temps en l’absence d’ephtdrine. La presence d’ephedrine provoque au tours 
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des trois premikres minutes un accroissement de la radioactivitt particulikrement net, 
attribuable a la mobilisation de noradrtnaline IT, car, la quantite de noradrknaline 
1% lib&& par minute et exprimCe en pourcentage de la radioactivitk initiale passe 
alors de 0,19 B 0,62 pour cent soit un coefficient d’augmentation tgal g 3,3. 

2 I0 h 0 Radioactivit.6 totale 

@a Catkhols “C 

k 

0 30 60 Temps m”. 

FIG. 3. Action de l’tphkdrine sur la lib&ration spontanke de la radioactivitk A partir de I’aorte isolCe 
de rats ayant rqu une injection intraveineuse de noradrknaline T. (m&mes conditions que Fig. 1). 
En E: perfusion in vitro durant trente minutes d’une solution d’&phCdrine (chlorhydrate) SI la 

concentration de 1O-3 (Moyennes de 5 exptriences). 

(b) ufSusions &p&es. A quatre reprises, l’aorte est soumise B l’action de l’CphC-- 
drine pendant une minute et demie (Fig. 4). A chaque affusion correspond une aug- 
mentation de la libtration de radioactivitk. Le phCnom&ne est done reproductible.1 
Ici encore la mobilisation Porte kgalement sur la noradrenaline et, pour la moyenne des 
quatre affusions, la quantitt 1ibCrCe par minute sous l’influence de 1’6phCdrine est 
multiplike par le coefficient 2,8. 

(c) importance du ph&omPne de libe’ration. L’CphCdrine provoque une augmentation 
de la 1ibCration spontante de la radioactivitk A partir des parois de l’aorte mais cette 
action ne Porte en dtfinitive que sur une trb faible partie de la radioactivitt totale 
fixCe dans l’organe. Le tableau 2 montre la distribution de la radioactivitk en fonc- 
tion du temps pour les trois sCries d’expCriences. On peut voir que la radioactivitk qui 
reste dans l’organe g la fin de la perfusion est pratiquement identique dans tous les 
cas, et comprise entre 41,5 * 3,4 et 45,4 & 5,7 pour cent. 
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cl RadioOCtivitC totoie 

m Cot&hots ‘T 

0 3b 6b Temps inn. 

FIG. 4. Action de doses rep&tees d’ephedrine SW la libkation spontanee de la radioactivite a partir 
de I’aorte isolee du rat ayant rqu une injection intraveineuse de noradrenaline l*C (m&mes conditions 
que Fig. 1). En E: perfusion in vitro durant 1,5 min d’une solution d’ephedrine (chlorhydrate) a 

la concentration de 10-a (Moyennes de 6 experiences). 

TABJJAU 2. DISTRIBUTION DE LA RADIOACTIVITE EN FONCTION DU TEMPS (EXPRIMEE 
EN POURCENTAGE DE LA RADIOACTIVITE INITIALE) 

I II III 

Q&mite lib&e pendant Ies 30 premieres minutes 
de perfusion 46,3 f 
Quantite lib&e 

6,0 42,0 + 4,2 45,3 * 4,2 
entre le temps 30 minutes et celui 

qui correspond a la fin de Ia perfusion* 
QuantitC restant dans I’aorte apres la fin de Ia 

8,3 * I,3 13,0 * 0,P 13,2 j, 1,2 

perfusion 454 * 57 45,0 zt 4,5 415 * 3,4 

I. Temoins (liberation spontanee) 
II. Aflusion unique et prolong&s d’ephedrine 

III. Affusions rep&es d’ephedrine 
* Pour les series d’experiences I et II la perfusion est arretee au temps 60 min, pour la serie III au 

temps 55,5 min. 

DISCUSSION 

Aprb injection ~ntrave~~euse de 20 PC de DL noradr~na~ine W, I’aorte de rat se 
trouve chargb en ~at~chola~ines I%, dont le tam (environ 5 rquc) varie d’un khan- 
tillon B I’autre, it la suite du pr&&ement et de la dissection fine. Cette variation est 

B.P.-N 
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attribuable a une fuite i&gale de catecholamines 1% des espaces extracellulaires que 
nous avons trouves particulierement importants dans l’aorte (volume de diffusion 
de 82Br: 742 f 13 ~1 par gramme de poids frais). De plus le depot ne semble pas se 
faire dans un seul compartiment. En effet, on observe, au tours de la perfusion, une 
liberation biphasique. Une partie des catecholamines, trbs labile, est CluCe rapide- 
ment et cette fraction correspond vraisemblablement a une localisation extra-cellu- 
laire. Puis la liberation spontanee se poursuit a vitesse constante jusqu’a la fin de la 
premiere heure. L’ephtdrine, administree durant cette periode, augmente la vitesse 
de liberation de la noradrenaline 1%. Cette liberation presente les caracteristiques 
suivantes: (1) elle est immediate et contemporaine de l’action physiologique ; (2) elle 
est maximale durant les trois premieres minutes qui suivent l’administration d’CphC- 
drine; (3) elle est transitoire et peut Ctre reproduite au tours d’affusions rCpCtCes; 
(4) elle ne Porte que sur une faible partie de la totalite des catecholamines marquees 
presentes dans l’aorte. L’action dtpletrice est done limitee a une certaine fraction du 
mediateur. 11 a CtC bien Ctabli, pour le coeur, que la noradrenaline stockee dans les 
terminaisons nerveuses sympathiques n’est pas repartie d’une man&e ‘homogene’ 
mais localisee dans differents ‘compartiments’ caracterises par des vitesses de renou- 
vellement distinctes et inegalement resistants a l’egard de l’action depletrice de certains 
agents pharmacologiques. l1 Ainsi l’injection intraveineuse d’ephedrine chez le chien 
entraine, associee a l’hypertension, une augmentation de la teneur en noradrenaline 
du sang veineuz coronarien12 alors que la teneur en catecholamines du sang arteriel 
femoral n’est pas affectCe.13 Cette observation semble indiquer que la noradrenaline 
lib&e par l’ephedrine est rapidement inactivte dans les conditions normales par 
fixation tissulaire ou par degradation metabolique. 

Cependant notre etude demontre que l’ephedrine mobilise Cgalement les catecho- 
lamines des vaisseaux. Elle permet d’etayer l’hypothese selon laquelle l’ephedrine 
agit par l’intermtdiaire d’un mtdiateur tissulaire. Cette idee a CtC tmise apres que 
l’on eut observe une diminution des actions de certaines amines sympathomimetiques 
(ephedrine, tyramine) a la suite dune denervation sympathique,‘4* 15 ou d’un traite- 
ment par la r6serpine.r Pleinement vtrifiee dans le cas de la tyramine, considereels 
comme le type des amines sympathomimetiques a action indirecte, agissant par 
liberation de noradrenaline, cette hypothbe nest pas entierement applicable a l’epht- 
drine pour laquelle apparaissent, par rapport a la tyramine, des differences sensibles 
qui l’ont fait classer dans le groupe des amines sympathomimttiques ‘mixtes’ls a 
action directe et indirecte. Nos resultats mettent en evidence cette composante 
indirecte de l’action de l’ephedrine. 

CONCLUSION 

L’aorte, prelevee sur des rats prealablement soumis a une injection intraveineuse 
de DL noradrenaline r4C, est perfuste par du liquide de Krebs bicarbonate dans une 
enceinte a atmosphere humide et a temperature constante (37”). L’ephedrine aug- 
mente significativement la quantitt de noradrenaline 14C liberee spontanement a 
partir des parois vasculaires. Cette augmentation est immediate et contemporaine de 
la contraction du vaisseau mais elle ne Porte que sur une faible proportion des cat& 
cholamines marquees presentes dans l’aorte. Ces faits apportent la demonstration 
directe d’une liberation de pyrocatecholamines tissulaires par l’ephedrine mecanisme 
qui a et6 propose pour expliquer une par-tie de l’action de cette substance. 
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