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Abstract-The mechanism of the positive inotropic effect of methylxanthines on the 
isolated heart of the rat was investigated by determining the mechanogram, the electro- 
cardiogram and the cardiac outflow, and relating their modifications to the distribution 
of tritiated norepinephrine. The drugs had no effect on the uptake of norepinephrine 
(20 ng/ml) by the cardiac Langendorff preparation. 

The results indicated that the positive inotropic effect exercised by methylxanthines 
was due to a direct action of these drugs on the myocardial cell rather than to an indirect 
action via the mediator of the sympathetic system. 

LES XANTHINES et la theophylline en particulier, sont connues depuis longtemps pour 
l’effet inotrope positif qu’elles exercent sur le coeur tant in vi& qu’in z&o.2 Trois 
hypotheses sont actuellement Cmises pour interpreter le mecanisme de cette action 
inotrope, qui pourrait Ctre due a: 

(1) une inhibition exercte par les xanthines sur la phosphodiesterase; 
(2) une modification de la captation de la noradrenaline par les terminaisons 

nerveuses du systeme sympathique; 
(3) une action directe des purines sur la mobilite du calcium a l’interieur de la cellule 

du myocarde. 
En effet, les travaux de Butcher et al.3 ont montre que les mtthylxanthines exercent 

un effet inhibiteur sur la phosphodiesterase, enzyme responsable de la transformation 
du 3-5 AMP cyclique en adenosine 5’ monophosphate. Puisque I’AMP cyclique 
intervient comme mtdiateur dans l’effet inotrope positif exerce par les catCcholamines,J 
l’effet inotrope redevable aux xanthines pourrait Ctre dfi a cette action enzymatique. 
Toutefois, les travaux de Hess et aI. ont montre que les concentrations assez elevees 
en theophylline qui potentialisent l’action metabolique de la noradrenaline, exercent 
plutot un effet inotrope negatif sur le coeur isole. 

D’autre part, il existe toute une serie de substances capables de modifier la captation 
(uptake I) ou la recaptation (reuptake) de la noradrtnaline lib&Se par stimulation des 
terminaisons nerveuses du sympathique (pour une revue concernant le coeur isole 
perfuse, voir Iverser+). 

Bien que par des arguments indirects, McNeil et aZ.7 mettent en doute une quelconque 
action des xanthines sur la captation de la noradrtnaline, aucun travail experimental 
n’avait demontre jusqu’a present, de facon directe, la validite d’une telle hypothese. 

* Aspirant du F.N.R.S. (Belgique) Adresse actuelle: Institut de Pharmacie, Universite de Louvain, 
Louvain (Belgique). 
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Enfin, les methylxanthines exercent une action directe sur les proprietes contractiles 
de la cellule cardiaque (Bianchi*). Ainsi, la cafeine peut, a faible concentration, 
mobiliser Ie calcium stock6 ou chelate, en quantite suptrieure a celle qui est requise 
pour la contraction de la myofibrille; a des concentrations plus &levees, la quantite 
de calcium mobiliste par la cafeine peut &tre suffisante pour provoquer une contraction 
spontanee; enfin, & de fortes concentrations, il peut se produire une inhibition 
irreversible de la captation du calcium par le reticulum sarcoplasmique. 

Le but du present travail a Ctt de mesurer l’effet exerce par les mtthylxanthines sur 
le coeur isole de rat, et d’examiner si aux doses qui entrainent un effet inotrope positif, 
il y a ou non une modification de la fixation de la noradrenaline. 

1. Perfusion des coeurs 
METHODES 

Nous avons utilise des rats males Charles River, de 230 a 275 g, anesthesies 21 l’ether 
et htparines (3000 U par voie intraveineuse). Le coeur is016 est perfuse suivant la 
technique de Langendorff, par le liquide de Krebs Henseleit modifit, de composition 
suivante: NaCl 5.54 g, KC1 0.354 g, KHsPOa O-164 g, MgS04.7HsO O-294 g, CaCla 
anh. O-282 g, NaHCOs 2.1 g, pyruvate sodique 0.542 g, glucose 2.08 g, acide ascorbique 
0.01 g, E.D.T.A. (se1 disodique) 0.01 g, eau distillee q.s.p.f. 1000 ml. Ce liquide est 
a&C vigoureusement par un courant de carbogene (95 ‘A 0s et 5 y0 COs). La perfusion 
s’effectue a la temperature de 37” -+ 0.5 et la pression hydrostatique est de 65 cm d’eau. 
Dans ces conditions, le debit coronarien varie de 5-5 ii 7-5 ml/mm. 

2. Mesure de la fixation de la noradrthaline tritike 
La noradrenaline (N.A.) utilisee est la d-l noradrenaline tritiee en position 7 (New 

England Nuclear Corporation). Son activite specifique est de 6.6 Ci/mM. Avant son 
utilisation on la dilue au l/lOOe avec de la noradrenaline non radioactive et on vtrifie 
par une analyse chromatographique sur colonne d’alumine, que le produit n’a pas 
subit d’autoradiolyse. 

Dans notre travail, nous avons utilise la noradrenaline a la concentration de 
20 ng/ml de solution physiologique (soit l-17 10-T M). La fixation de la N.A. par 
le coeur isole de rat a Cte CtudiCe aprbs 1,2 et 5 minutes de perfusion en absence, puis 
en presence de theophylline, de cafeine ou de theobromine a la concentration de lo-4 
ou de 5. 10-s M. 

3. Dosage de la radioactivitt! totale 
A la fin de la perfusion, les coeurs sont decoupes, essuycis rapidement sur du papier 

filtre, peses et homogeneists a l’ultraturax dans 5 ml d’acide perchlorique 0.4 N 
renfermant 3.75 g d’E.D.T.A. et 3.75 g de NaHSOs par litre de solution. 

Aprbs centrifugation, une partie aliquote du liquide surnageant est ajoude dans 
une fiole pour scintillation liquide contenant 6 ml d’ethanol absolu et 12 ml de liquide 
scintillant dont la composition est la suivante: POPOP 500 mg, PPO 4 g, toluene 
1000 ml. 

Apres le comptage effectue au moyen de l’appareil automatique Packard 3380, 
l’autoextinction des Cchantillons est corrigee par la methode de l’etalon externe. 
La valeur obtenue en dpm, est cornparke a celle donnee par une quantite exactement 
mesuree de liquide de perfusion contenant la noradrenaline triti&e, ce qui permet 
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d’obtenir un r&ultat final exprime en ng de produit fix6 par gramme de tissu cardiaque 
humide. 

4. Sparation de la noradrknaline et de ses mktabolites 
En vue de s’assurer de l’identite de la molecule radioactive dosee et de l’absence 

de mttabolites, nous avons pro&de, dans nos essais prtliminaires, a un second dosage 
de la N.A. prealablement separee de ses mttabolites; une partie aliquote du liquide 
surnageant apres centrifugation est amenee a pH 8.4, par addition de NaOH N, puis 
pas&e sur colonne d’alumine selon la technique de Whitby et al.9 Aprb lavage de 
la colonne au moyen de 5 ml d’eau distillde, l’tlution est realisee par 5 ml d’HC1 O-2 N. 
Une partie de cet Cluat est soumis au comptage par scintillation liquide. Le rendement 
de l’extraction de la N.A. sur alumine est estime en traitant dans les mCmes conditions 
une quantite connue de N.A. tritiee. 

La comparaison des rtsultats obtenus en mesurant la radioactivite totale et la 
radioactivitt de la N.A. extraite sur alumine, a montre que dans nos conditions 
experimentales et pour des temps de perfusion ne depassant pas 5 min, il n’y avait 
aucune difference significative entre les deux series de valeurs experimentales. Les 
resultats que nous rapporterons dans la suite de ce travail sont obtenus par la mesure 
de la radioactivite totale. 

5. Enregistrement de I’eflet de la N.A., de la thkophylline ou de leur association, sur 
le coeur isol& 

Nous avons enregistrt l’activite contractile a l’aide d’une jauge de contrainte et 
le debit cardiaque au moyen dun compte goutte Clectronique. 

Les enregistrements ont et6 effectues sur un enregistreur Racia type duographe 
modifie. 

RESULTATS 

1. Mesure de I’eflet exerck par la N.A., la Thkophylline, ou leur association, utiliskes 
en perfusion continue, sur l’activite’ du coeur isok! de rat 

(a) Noradrefnaline. La perfusion continue de N.A., a la concentration de 20 ng/ml, 
exerce sur le coeur is016 de rat, un effet inotrope positif dont l’optimum est atteint vers 
la 15e set de perfusion et qui diminue progressivement par la suite. L’effet chronotrope 
positif apparait plus tardivement et n’atteint sa valeur maximale qu’entre la 3e et la 4e 
min. Enfin, a la concentration de 20 ng/ml, la N.A. n’exerce pas d’effet notable sur 
le debit cardiaque. 

Nous avons present6 l’ensemble des resultats dans la Fig. 1. 
(b) Thkophylline. La perfusion continue de theophylline aux concentrations de 

10-5, lo-4 ou 10-s M, n’engendre qu’un effet inotrope negatif d’autant plus prononce 
que la concentration en purine est elevee. Par contre, a la concentration de 5.10-s M, 
un effet inotrope positif initial apparait rapidement, entre la 5e et la 10e set de per- 
fusion. A cet effet inotrope positif, succtde un effet inotrope ndgatif. A cette concen- 
tration, l’effet chronotrope positif se manifeste posttrieurement a l’effet inotrope et 
atteint sa valeur maximale entre la premiere et la troisieme minute de perfusion. 

Le debit cardiaque augmente rapidement pour atteindre une valeur maximale vers 
la premiere minute de perfusion. Cette valeur se maintient constante jusque vers 
la troisieme minute et regresse tres lentement par la suite (cf. Fig. 1). 
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FIG. I. Activitk contractile, fi’&uence et &bit d”un coeur is& de rat perfusk durant 5 min par du 
solutk ph~iolog~q~ contenant 20 ngjrnl de noradr~a~~ne, 5-10-s M/l. th~ophy~~~ne ou I’association 

de ces deux substances. 
Les &Wats sent exprim6s en pourcentage, prenant pour 100 l’activitk ou le dkbit cardiaque avant 

le d&but de la perfusion par ces drogues. La valeur moyenne est reprtsentke, accompagnke de 
I’estimation de son &art-type. Le nombre d’expfriences est &gaI ou supktieur B 8. 

(G) ~Qr~dr~n~~~~e et ~~~~~h~~~~ne. La perfusion de N-A. (20 ng/mf) et de ~~0~~~~1~~~ 
B une concentration infkieure & S-10-3 M n’engendre pas de potentialisation par la 
ThCophylline de l’effet inotrope de la noradrenaline. 

La perfusion de N.A. (20 ngjml) et de Wophylline B la concentration de 5-10-s M 
provoque I’apparition de deux effets inotropes positifs d&al& dans le temps (cf. Fig. 1). 
Un effet inotrope nhgatif extremement important succ&de & ces effets initiaux. La 
frequence cardiaque augmente I&g&rement durant les 30 premikes secondes de la 
perfusion, tandis qu’elle diminue par la suite pour se stabiliser & environ la moitie 
de sa valeur initiale. 

L’augmentation du d&bit cardiaque reste infkieure a celle qui est observke lors des 
essais avec le th~oph~l~ine seule (cf. Fig. I). 

2, iKesu~i! t& ~~~~~~~0~ de EQ N.A. frftit?e (20 ~~~rn~~ par le coeur is& de rat en absence, 
pub en pr&ence de thkophylline, de cajXne au de thPobromine, a ?a concentration de 
10-4 et da 5. 10-a A4 

Nous wons dosC la noradrkaline fixte par le coeur is016 de rat, c&i-ci &ant 
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perfuse par la solution de Krebs Henseleit contenant 20 ng de N.A. tritiee par ml, 
durant 1, 2 et 5 min. Les resultats de ces dosages sont exprimes sous la forme d’un 
rapport entre la concentration tissulaire en N.A. (en rig/g de tissu humide) et sa 
concentration dans le liquide de perfusion (en ng/ml). Ce rapport sera design6 par 
l’abrkiation T/M dans la suite de l’expose. Nous avons mesure aussi le volume de 
liquide perfuse durant 1,2 ou 5 min. Ces resultats sont exprimts en ml pour un temps 
donnt de perfusion. 

Pour les deux series de valeurs experimentales, nous avons calcule la valeur moyenne 
et son &art-type. Ces valeurs sont illustrtes sous forme d’histogrammes dans les Fig. 
2 et 3. 
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FIG. 2. Histogramme representant la fixation de la noradrenaline par le coeur isole de rat perfuse 
durant 5 min en absence (A) ou en presence de Cafeine 1O-4 M (B), de thtophylline IO-4 M (C), 
de thtobromine lo4 M (D), de cafeine 5*10-3 M (E) ou de theophylline 5.10-a M (F). Les volumes de 

solute physiologique qui ont perfuse darts ces conditions, sont represent& en dessous de l’abscisse. 
La captation de la N.A. est exprimke sous la forme du rapport T/M. Le debit cardiaque est indique 

en ml. Les moyennes sont affect& de leurs &carts-types (traits verticaux) (n > 5.) 

Nous avons ensuite mesure la fixation de la N.A. perfusee en meme temps que la 
thtophylline, la cafeine ou la theobromine, aux concentrations de 10-4 et 5. IO-sM. 
Comme le montre la lecture des histogrammes de la Fig. 2, il n’y a, aprbs 5 min de 
perfusion, aucune difference significative entre les quantites de N.A. fixees en absence 
de xanthines (T/M: 4.17 & 0.11 (n = 8)), ou en presence de theophylline 10-4 M 
(T/M: 4.16 f 0.07 (n = 5)), de cafeine 10-d M (T/M: 4.10 & 0.15 (n = 5)), de 
theobromine low4 M (T/M: 4.12 & 0.19 (n = 5) ), ou de theophylline 5. 10-s M 
(T/M: 3.80 & 0.12 (n = 13)). 

De m&me, il n’y a pas de difference significative entre les volumes de solution 
perfusee avec la N.A. seule (34.7 ml & 2.7 (n = 8) ) ou additionnee de theophylline, 
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FIG. 3. Histogramme reprksentant la fixation de la noradrknaline (20 ng/ml) par le coeur isol6 de rat 
perfus6 durant 1 ou 2 min en absence (A) ou en presence (B) de thCophylline 5.10-3 M. 

Les volumes de solutC physiologique qui ont perfusC le coeur dans ces conditions, sont reprksentks 
en-dessous de l’abscissc. 

de cafbine ou de thkobromine IO-4 M (soit respectivement 30.9 ml & 1.7 (n = 5), 
32.2 ml & 2.4 (n = 5) et 30.6 ml & l-0 (n = 5) ) ou de thdophylline 5. 10-S M 
(33.9 ml & 1.4 (n = 13)). 

11 existe toutefois une diffkrence significative tant dans les volumes perfusCs que dans 
les valeurs de T/M, dans le cas de la perfusion simultanCe de N.A. et de cafbine 
5. 10-s M (volume perfusS: 26.5 ml & 3.7 (n = 7); T/M 3.6 & O-4 (n = 7) ). 

Nous avons enfin cornpa& la fixation de la noradrenaline (20 ng/ml) en prtfsence 
et en absence de thdophylline 5. 10-S M durant 1 et 2 min de perfusion. Comme 
l’illustrent les histogrammes de la Fig. 3, il existe une diffbrence significative, aprBs 1 min 
de perfusion, tant dans les volumes perfusCs que dans les valeurs de T/M pour la N.A. 
fixCe en prCsence ou en absence de thtophilline (T/M respectivement de 0.76 + 0.02 
(n = 8) et 0.61 & 0.01 (n = 9); volumes perfusks: 6.0 ml * O-22 (n = 8) et 5.30 ml 
& 0.19 (n = 9) ). Par contre, aprb une perfusion de deux minutes, il n’y a plus 
aucune diffkrence significative. (T/M: 1.36 &- 0.08 (n = 8) et 1.38 & 0.01 (n = 8); 
volumes perfusS: 12.5 ml & 1.2 (n = 8) et 11.35 ml & 0.47 (n = 8). 

DISCUSSION 

1. L’effet inotrope positifdes xanthines 
Ainsi que l’illustre la Fig. 1, les mdthylxanthines n’exercent un effet inotrope positif 

sur le coeur isolC de rat, qu’& de fortes concentrations (5. 10-s M). Ces concentrations 
correspondent Q des doses plus ClevCes que les doses actives chez l’animal entier 
(200 mg/kg). D’autre part, cet effet inotrope positif est transitoire, puisqu’un effet 
inotrope negatif lui succtde immediatement et persiste tant que se prolonge la per- 
fusion. On peut en conclure qu’in vitro, la thCophylline n’amdliore pas les performances 
contractiles du coeur isol6, mais au contraire, en reduit l’activitk. Nos observations 
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confirment ainsi les conclusions des travaux de Hess et al.5 et de Vincent et Ellis10 selon 
lesquelles les fortes doses de thCophylline utiliskes pour potentialiser I’effet m&abolique 
de la noradrknaline, ou pour induire la glycogknolyse, exercent plutdt un effet inotrope 
ntgatif sur le coeur isok 

2. L’association Thkophylline-noradrtfnaline 
Ainsi qu’il ressort des rtsultats rapport& B la Fig. 1, la thtophylline ne potentialise 

pas les effets de la noradrdnaline sur le coeur isok!. Au contraire, il semble exister un 
certain antagonisme entre les effets propres de la noradrknaline et ceuli de la thto- 
phylline: lors de l’association des deux substances, on observe une diminution de 
I’optimum de l’effet inotrope positif exerc6 par chacune des drogues, une diminution 
de leur effet chronotrope et enfin, une rtduction de l’accroissement du debit observe 
lors de la perfusion de thkophylline seule. 

D’autre part, l’observation de deux effets inotropes positifs lors de la perfusion 
simultante de la thkophylline et de la noradrenaline, permet d’entrevoir une diffkrence 
dans le mkanisme de production de l’effet inotrope positif exercC par ces deux 
substances. 

L’effet chronotrope observt lors de la perfusion simultanke des deux substances, 
ne prCsente pas la meme dissociation que l’effet inotrope. Pour Strubelt,ll la tachy- 
cardie provoquCe par la thtophylline ou la cafdine, est due, in vitro, B I’effet chronotrope 
direct des mkthylxanthines, tandis qu’in vivo, elle est causCe, au moins partiellement, 
par une IibCration des catkcholamines endogknes. 

3. Interaction des xanthines sur la captation de la noradrknaline 
Les rtsultats rapport& dans les histogrammes des Figs. 2 et 3, montrent que la 

captation de la N.A. tritiCe par le coeur isol6 de rat n’est pas modifike par les mkthyl- 
xanthines aprb 1,2 ou 5 min de perfusion. Dans les deux seuls cas ou se prtsente une 
diffkrence significative (P < 0*05), les variations constaGes entre les valeurs de T/M 
pourraient s’expliquer par une modification des volumes de solutC physiologique 
perfusts dans les memes conditions. 

L’absence d’effet des mCthylxanthines sur la captation de la noradrdnaline, observke 
tant aux doses ou ces substances exercent un effet inotrope positif, qu’d des doses 
infbrieures, constitue une confirmation de l’hypothbe avancke par McNeil et al.7 

Pour ces auteurs en effet, il n’y aurait pas d’inhibition de la captation des catkhola- 
mines par la theophylline puisque celle ci diplace vers la gauche les courbes dose- 
rkponse de la noradrdnaline, de la tyramine et de l’isoprot6rtno1, alors m&me que ces 
deux dernikres substances ne sont pas soumises au processus de captation “active” 
des catkholamines. 

Etant donnt que I’action inotrope de la Thdophylline ne requiert pas au depart la 
formation de nouvel ATP ZI partir de la glycolyse ou de la chaine respiratoire12 et que 
cette action se produit sans modification de la captation des cattkholamines et sans 
intervention du rkcepteur 1913, il semble que ce soit d&s lors la troisibme hypothhe 
gCntralement admise qui permette d’expliquer le mieux le mkanisme de production 
de cette action inotrope. 

En effet, B la dose de 5. 10-s M, la ThCophylline, en inhibant la fixation du calcium 
dans le reticulum sarcoplasmique pourrait, dans un premier temps, mobiliser une 
quantitk de calcium sup&ewe g la normale, dans la cellule contractile, ce qui se 
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traduirait par un effet inotrope positif. Par la suite, la fuite de calcium non refix6 par le 
reticulum sarcoplasmique hors de la cellule, diminuerait la quantitk de calcium 
~~hangeabIe inte~enant dans la contraction; il s’en suivrait un effet inotrope nigatif. 
Des expkiences ulttkieures combinCes A des dosages de calcium Cchangk devraient 
permettre de verifier cette hypothtse. 

R&urn&-Afin de tenter d’expliquer I’effet inotrope des xanthines nous avons cherchk B analyser 
fe mkanisme biochimique de captatiod de la noradr~naline par le coeur, en prknce de ces substances, 
par des techniques pharmacoiogiques. 
(1) Par enregistrement du mkcanogramme et du d&bit cardiaque, nous avons mis en Cvidence sur 

le coeur isok de rat perfuse suivant la technique de LangendorlT, un effet inotrope positif de 
la thkophylline B la concentration de 5.10-s M. 

(2) L’association de thCophylline et de noradrknaline entraine I’apparition de deux effets inotropes 
d&d&s dans le temps. 

(3) Le d&bit cardiaque est augment6 par la th~ophyiline B un degr& supkrieur B celui qu ist obserevk 
lors de la perfusion de I’association th~ophylline-no~dr~naline. 

(4) La thbphyliine, la cafkine et la theobromine, aux doses modifiant experimentalement le fonc- 
tionnement du coeur isol& de rat, n’ont aucune action sur la captation de la noradr&aline tritike 
administrhe par perfusion, en association avec les xanthines. 
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