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Abstract-The uptake of p-hydroxyepherine at concentration in the range of QGOl- 
10 pg/rnl by the isolated rat heart was investigated. ~-H~roxyephedrine uptake 
decreases considerably when the concentration of amine increases in the perfused 
medium. The p-hydroxyephedrine release by heart may be explained by the presence of 
two compartments, the half times of which are respectively O-7 min and 7.5 min. The 
~-hydroxyephedrine uptake is prevented by ~orepinephrine~ desipramine, normetane- 
phrine (concentration for uptake no. 1 and 2, Iversen) cocaine, dinitrophenoi, sym- 
pathomimetic amines, reserpine or 6-hydroxydopamine. This result suggests two dif- 
ferent processes for p-hydroxyephedrine uptake such as for norepinephrine uptake. 
When high concentrations of ~-hydroxyeph~rine were perfused in the rat’s heart, the 
uptake was not prevented at concentrations used of metaraminol or by 6-hydroxy- 
dopamine. In the case of high concentrations, the mechanism of amine's accumulation is 
not different from that of ephedrine, which consists in a~ffusio~~an~ntration process. 

LES RPSULTATS de nos precedents travaux sur la fixation de l’ephedrine par le coeur 
isole perfuse nous ont permis de montrer que cette amine est captee par Ies tissus 
suivant un mecanisme different de celui qui a Cte’ decrit par Iversenl pour la nor- 
adrenaline. Le taux d’ephedrine accumule dans le myocarde est directement pro- 
portionnel a la concentration de l’amine dans le liquide de perfusion et il n’est pas 
modifie par les substances qui inhibent la captation de la noradrenaline exogisne.2 

Des experiences realisees in vivo now ont montre que l’ephedrine se transforme dans 
les tissus du rat3-5 en parahydroxy~ph~drine. Cette amine phenolique est excretee 
dans les urines plus lentement que son precurseur. Cette difference dans les ptriodes 
biologiques peut etre le fait d’un mecanisme de fixation particulier a l’amine mono- 
ph~nolique. Dans cette hypothbe, nous avons Ctudii sur le coeur isole perfuse la 
fixation de la parahydroxyephedrine seule et en presence de substances capables de 
diminuer sa captation par cet organe. 

Perfusion des mews 
METHODES 

La technique de perfusion des coeurs a ete d&rite en detail dans nos precedents 
articles.2*6 Dans le present travail, la perfusion des myocardes a CtC realisde a debit 
constant (6 ml/min) au moyen du liquide physiologique de MacIlvain.’ La tempera- 
ture est maintenue constante (38”). 

Fixation de la ~ara~ydr~xy~~~~dr~~~ j.H 
La parahydroxy~ph~drine utilisee est de la dl parahydroxy~ph~drine3-’ 3H (40 

c/mM, C, E. N. Saclay). Le produit radioactif a &B dilue, a dose traceuse, dans 
* Present address: Faculte de Medecine et de Pharmacie, Lab. de Physiologie pharmaceutique, 

Dijon. 21. 
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l’amine non radioactive (HOECHST). Les concentrations employees sont de 1100 et 
10000 ng/ml. La duree de la perfusion est limitee a 20 min. 

Elimination de la parahydroxykphkdrine 3H 

Les coeurs prealablement perfuses pendant 20 min avec le liquide physiologique 
contenant la parahydroxyephedrine a la concentration de 0,l pg/ml, sont “laves” 
pendant un temps equivalent avec une solution depourvue d’amine. Le liquide de 
perfusion est fractionne au tours du temps et sa radioactivite est determinCe ainsi 
que celle contenue dans le coeur & la fin de l’experience. 

Influence de d$.rentes substances sur la captation de la parahydroxykphkdrine 3Hpar le 
coeur isole’ 

Dans ces experiences, les coeurs perfuses par le liquide physiologique sont divises 
en deux groupes. Les coeurs du premier groupe sont perfuses par la solution de 
MacIlwain contenant la parahydroxyephedrine 3H a la concentration de 0,l pg/ml. 
Dix substances capables de modifier la captation de l’amine monophenolique ont Cte 
ajouttes au liquide de perfusion des coeurs; la concentration de chacune d’elles sera 
precise’e dans le paragraphe “resultats”. 

Les coeurs du second groupe sont perfuses par une solution de parahydroxy- 
ephedrine 3H (10 pg/ml) en presence de metaraminol a deux concentrations (0,012 et 
83,5 pg/ml) dans le liquide de perfusion. 

Dans certaines experiences, nous avons traitt des rats par la reserpine (5 mg/kg) ou 
par la 6-hydroxydopamine (20 mg/kg) avant de prelever le muscle cardiaque; dans ce 
cas ces deux drogues sont administrees par voie parent&ale respectivement 48 et 5 hr 
avant le debut de I’experience de perfusion. 

Mesure de la radioactivitk 

Les coeurs sont essuyes rapidement sur du papier filtre, peses et broyes a l’Ultra- 
Turrax dans 10 ml d’acide perchlorique 0,4 N. L’homogenat est ensuite centrifuge. 
Un ml du liquide surnageant est additionne dans une fiole a 15 ml de liquide scintillant 
de composition suivante: PPO, 4 g; dimethyl-POPOP, 0,l g; Triton x 100 (Packard) 
500 ml; toluene, 1000 ml. 

La radioactivite est mesuree par scintillation liquide au moyen d’un compteur 
Packard 33 80. 

Expression des r&dtats 

Une chromatographie des homogenats de coeur (Whatman 3, isobutanol, acide 
formique, eau, 15, 2, 2, 5) a montre que la radioactivite fix&e dans le coeur est attribu- 
able a la seule p-hydroxyephedrine 3H. La radioactivite retrouvee est exprimte en 
microgrammes d’amine par gramme de tissu. Les valeurs, moyennes de cinq a dix 
experiences, sont affect&es des erreurs a la moyenne, Sm. 

RESULTATS 

(1) Fixation de la parahydroxykphkdrine 3H par le coeur isole' perfusk 

La fixation de la parahydroxyephedrine 3H par le coeur isole a Ctt BtudiCe en 
fonction du temps et de la concentration en amine du liquide de perfusion. Les 
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min 

RG. I. Hxation de la parahy~oxy~~~~rine3H par fe coeur is016 pet%& ~ndant 20 min avec du 
liquide physiologique de McIlwain cantenant l’amine & la concentration de 0,001 Lug/ml {A), de 

0,l clp;/ml (3) ou de 10 &ml (C). Chaque point reprtkente la moyeMe de cinq expdriences. 

rksultats sont rassemblCs dans la Fig, 1 pour une concentration en parahydroxy- 
&phGdrine de 1,100 et 10000 @ml. Les taux d’amine cap&% par le myocarde {en 
pg/g) sont re@oup& dans Ie Tableau 1. 

Pour une concentration de I ng/ml de l’amine dans le Iiquide de perfusion, la tiation 
de celle-cl dans le coeur n’est pas maximale apr&s 10 min de perfusion alors que pour 
des concentrations sup&ieures, l’accumulation de Ia parahydroxyt5phGdrine pr&ente 
une saturation au bout de ce temps. 

Si l’on itablit un rapport (T/M) entre la concentration de l’amine dans le coeur en 
pg/g et celle de l’amine dans le liquide de perfusion &g/g), on peut remarquer que les 
valeurs obtenues diminuent lorsque la concentration du liquide extra-cellulaire 
augmente. En effet apr&s 20 min de perfusion, le rapport T//M est de $7 pour une 
perfusion de parahydroxytiphtidrine & la concentration de 1 ng/ml alors qu’il est 
res~~tivement de 4,3 et 2,0 pour des liquides contenant l’amine phdnolique ii la 
concentration de 100 et 10000 ng/mI. 

TABLEAKI 1. F%WION DE ~~~~ROX~PHED~N~ 3~ DANSLE COEUR BOK,E EN FONCTION DU mms 

ETDELACONCENTRATlONDUWQUIDEDEPERFUsION 

1 min 

~OH~ph~ine fix& dam Ie coeur pg/ml 

5mi.u 10 min 20 min 

10-3 1,210-3 4 1,1w4 4,0.10-3 & 3,10-4 4,510-s i; 4,10”4 $7.10-3 & 2,10-* 
10-l 0,098 & 0,07 0,376 i 0,21 0,457 f: 0,05 0,432 f 0,lO 
10 6,60 + 0,06 l&60 zk 0,70 17,60 f 1,20 20,40 +. 0,3i 

B.P. 2113-a 
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FIG. 2. Elimination de la parahydroxyCphCdrine3H fixee par le coeur isole perfuse. Les coeurs ont 
BtC perfuses pendant 20 min avec du liquide physiologique contenant l’amine a la concentration de 
0,l pgglml puis perfuses pendant le meme temps par la solution de McIlwain privee d’amine. Chaque 

point represente la moyenne de cinq experiences. 

(2) Elimination de la parahydroxykphkdrine 3H$xke par le coeur isole’ 

L’elimination de la parahydroxyephedrine 3H hors du coeur a et& Ctudite en 

fonction du temps. La Fig. 2 illustre le phenombne de desaturation d’aspect bi- 
exponentiel dans lequel on peut remarquer une phase rapide de defixation de l’amine 
dont la periode Till2 est &gale a 0,7 min; une deuxieme phase plus lente de periode 
Tz112 Cgale a 7,5 min. Cette cousbe admet l’equation suivante: 

y = 2,6e-0.87t + 2 ge-0,09’ > 

pour laquelle t est le temps exprime en minutes; y est la concentration de la para- 
hydroxyephedrine en pg/g; e est la base des logarithmes neperiens. 

Apres 1 min de perfusion par le liquide physiologique privt d’amine, on retrouve 
dans le coeur 61% de la quantite de parahydroxyephedrine initialement fix&e; apres 
5 min, il reste dans le myocarde 35 % d’amine; a la fin du temps d’experience le coeur 
contient encore 9 ‘A de la quantite d’amine fixee par la premiere perfusion. 

(3) Influence des inhibiteurs du transport de la noradr&aline sur la fixation de la 
parahydroxykphkdrine 3H par le coeur isole’ 

(a) Parahydroxykphkdrine 3H perfuse’e ri 100 ng/ml. Le taux cardiaque de la para- 
hydroxyephedrine 3H est de 0,455 pg/g; cette captation est diminde en presence de 
noradrenaline (0,298 pg/g), soit une diminution de 35 %. Les inhibiteurs du transport 
de la noradrenaline perfusee a faible concentration dans le coeur (captation no. 1 
dIversen) comme la desipramine, le I-metaraminol, la cocaine ou la guanethidine 
diminuent la captation de la parahydroxyephedrine de 20 a 40%. De mCme l’ampht- 
tamine ou l’ephedrine se montrent capables d’inhiber partiellement l’accumulation de 
l’amine monophenolique: on ne retrouve dans le coeur, apres ces deux traitements, 
que 0,315 et 0,341 pg/g, soit une diminution de 25 % en presence d’ephedrine et de 30 % 
en presence d’amphetamine (Tableau 2). 
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TABLEAUX. INFLUENCE DES INHIBITEURS DE LA FIXATION DE LA NORADRENALINE SUR LA CAPTATION 

CARDIAQUE DE LA PARAHYDROXYEPHEDRINE 3H PERFUSE A LA CONCENTRATION DE 0,l pg/ml DANS LE 

LIQUIDE DE PERFUSION 

Substances 
Dose dam perfusion p-OH-ephedrine Inhibition 

&g/ml) &g/g) (%) 

Temoin (OH-ephedrine) 
Normetadrenaline 
Norm&adrenaline 
Reserpine 
6-Hydroxydopamine 
Dinitrophenol 
Noradrenaline 
Mttaraminol 
Amphetamine 
Ouabalne 
Cocalne 
Ephedrine 
Desipramine 
Guanethidine 

0.1 
44 
0,78 
- 
- 

18,4 
0,l 
0,012 
0,l 
3,65 

10 
0,l 
0,27 

10 

0,455 z!z 0,005 - 
0,145 f 0,006 68 
0,265 f 0,013 41 
0,264 + 0,023 41 
0,270 zt 0,015 40 
0,283 zt 0,013 39 
0,298 f 0,011 35 
0,299 f 0,010 35 
0,315 St 0,020 30 
0,329 f 0,013 21 
0,340 f 0,020 25 
0,341 f 0,018 25 
0,342 f 0,019 25 
0,358 zt 0,014 22 

Nombre d’essais n = 10. 

La norm&adrenaline perfusee a forte concentration dans le liquide contenant la 
parahydroxyephtdrine inhibe la fixation de la parahydroxytphedrine a raison de 68 % 
alors que si le derive O-methyle de la noradrenaline est perfuse a dose plus faible (dose 
suffisante pour la captation no. 2 d’Iversen), il affecte la captation de la parahydroxy- 
ephedrine d’une man&e moindre (41 %). 

Le traitement des animaux par la reset-pine ou par la 6-hydroxydopamine al&e la 
capacite du coeur de fixer la parahydroxyephedrine; cette diminution de la captation 
de l’amine est identique a celle que l’on mesure en presence du dinitrophenol (40% 
environ); elle est plus forte que celle qui est obtenue en presence d’ouabame (27 %). 

(b) Parahydroxytfphkdrine 3H perfuske h 10 pg/ml. L’addition de 1-metaraminol a 
deux concentrations differentes ne modifie pas l’accumulation cardiaque de la para- 
hydroxyephedrine 3H. Les differences observees entre les coeurs temoins (17,6 pg/g) et 
ceux qui sont trait& en plus par le mttaraminol (15,7 pg/g dans les deux cas) ne sont 
pas statistiquement significatives (Tableau 3). 

TABLEAU 3. INFLUENCE DU METARAMINOL ET DE LA 6-HYDROXYDOPAMINE SUR LA FIXATION DE LA 

PARAHYDROXYEPHEDRINE 3H(10 pg/ml) DANS LE COEURISOLE PERFUSE 

Substances 
OH-ephedrine 3H fix&e dans le coeur 

&g/g) 

Temoin (OH-ephedrine) 
Mttaraminol(O,Ol2 rg/ml) 
Mttaraminol (83,5 rg/ml) 
6-Hydroxydopamine 

Nombre d’essais n = 10. 

17,60 & 1,20 
15,70 zb 0,60 

15,7 i 1,20 
19,0 f 0,90 
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Le traitement des animaux par la 6-hydroxydopamine n’apporte pas non plus de 
variations significatives dans la captation tissulaire de la parahydroxytphedrine 3H. 

La fixation de l’amine monophenolique, perfusee a forte concentration dans les 
coronaires, semble independante de la presence d’agents pharmacologiques qui, pour 
des concentrations plus faibles de la parahydroxyephedrine dans le milieu physio- 
logique, inhibent l’accumulation de cette derniere par le muscle cardiaque. 

DISCUSSION 

Nos resultats obtenus avec la parahydroxyephedrine montrent que la cinetique de 
fixation de cette amine varie en fonction de sa concentration dans le liquide de per- 
fusion; pour une concentration tres faible de I’amine, la saturation du myocarde n’est 
pas atteinte dans nos conditions experimentales, alors que pour des concentrations 
plus ClevCes, l’accumulation de la parahydroxyephedrine est maximale d&s un temps 
de dix minutes. De mCme, l’affinite du coeur pour l’amine phenolique diminue avec 
l’augmentation de la concentration de parahydroxyephedrine perfude. 

Ces modalites de fixation de la parahydroxyephedrine sont differentes de celles 
observees pour l’amphCtamine,* la norephedrine ou pour 1’Cphtdrine.2 Dans le cas de 
l’e’phedrine, cette substance s’accumule, dans le coeur isole, suivant un processus 
rapidement saturable et selon un rapport constant avec sa concentration dans le 
milieu de perfusion. 

De plus, l’elimination de la parahydroxyephedrine hors du coeur s’effectue moins 
rapidement que celle qui est observee pour l’tphedrine2 ou pour l’amphttamine.* 
Pour l’ephe’drine, le compartiment labile reprtsente 80% de la quantitt totale de 
I’amine fix&e dans le coeur ; pour la parahydroxyephedrine, ce meme compartiment ne 
represente que 48 ‘A. Le deuxieme compartiment, plus lent a s’eliminer, correspond a 
20% pour I’ephedrine, alors qu’il est superieur a 50% dans le cas de son me’tabolite 
phenolique. 11 reste ainsi dans des conditions experimentales semblables, sept fois 
plus de parahydroxyephedrine que d’ephedrine dans le muscle cardiaque. Ce resultat 
indique qu’une fraction de l’amine phtnolique accumulee dans le coeur isole est 
retenue plus durablement dans des structures granulaires ou I’ephedrine n’a pas acces.10 

La difference de structure chimique entre l’ephedrine et son metabolite (para- 
hydroxyephedrine) peut expliquer en partie ce resultat. En effect, les drogues qui ne 
posstdent pas d’hydroxyle phe’nolique (ephedrine, amphetamine) semblent s’accu- 
muler dans les tissus selon un processus de fixation passive. Le taux d’amine accumult 
serait fonction du pH de la solution physiologique qui regle, en fonction du pK de 
I’amine, le rapport de concentration de la forme non ionide, a la concentration de la 
forme ioniste.l’ 

Au contraire, les substances qui possedent un hydroxyle phenolique comme la 
tyramine, l2 l’octopamine9 ou le mCtaramino113 s’accumulent dans les tissus selon un 
processus analogue a celui de la noradrenaline. On peut concevoir que la para- 
hydroxyephedrine, qui prtsente en commun avec ces amines l’hydroxyle phtnolique, 
ait la possibilite de se fixer dans le coeur isolt selon des modalites voisines. 

La noradrenaline, pour sa part, presente deux mtcanismes de fixation dans le coeur 
isolt en fonction de sa concentration dans le liquide de perfusion.’ Le premier fait 
penetrer l’amine dans les nerfs (mecanisme neuronal), le second represente une capta- 
tion de la catecholamine pour des sites extraneuronaux comme les cellules myo- 
cardiques.14-I6 Ces deux mtkanismes semblent neanmoins @tre presents des une 
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concentration faible de l’amine dans le liquide de perfusion.” Cependant, pour les 
diffkrencier, il existe des substances qui diminuent prif&entiellement l’un de ces deux 
processus;18 ainsi la norm&a nephrine, g faible concentration, ne modifie que la 
fixation extraneuronale de la noradrdnaline, alors que les amines sympathomime’tiques, 
comme le mCtaramino1, l’amphttamine, l’kphtdrine ne diminuent que la captation 
neuronale de la noradrknaline. 

Dans nos conditions exp&imentales, la norm&an&phrine, & la concentration qui 
diminue la captation extraneuronale de la catCcholamine (0,78 pg/ml) se montre 
capable d’entraver la fixation de la parahydroxykph6drine. Ce fait laisse penser que la 
parahydroxyCphCdrine se fixe, comme l’isoprCnaline19 en partie dans des sites extra- 
neuronaux. Cependant, les inhibiteurs de la captation neuronale de la noradrCnaline 
peuvent aussi entraver partiellement la fixation de la ParahydroxyCphCdrine; ceci est, 
par ailleurs, confirmt par le fait que la noradrCnaline elle-m&me diminue Cgalement 
l’accumulation de l’amine dans le coeur. Enfin, les r&ultats obtenus sur des coeurs 
rCserpints ou trait& par la 6-hydroxydopamine indiquent que la parahydroxy6phCdrine 
se localise dans les granules adrknergiques. En effect, la reserpine ne s’oppose pas B la 
p&&ration de la noradrknaline dans les nerfszoSzl mais empCche sa rCtention par 
destruction de ses sites de stockage; de m&me, la 6-hydroxydopamine, agent sym- 
pathectomisant g action rkversible 22--26 diminue la teneur des tissus en noradrinaline 
exogi%el O ou en parahydroxy6phtdrine’O sans modifier la rtpartition de 1’CphCdrine 
qui, elle, n’est pas 1ocalisCe d’une man&e spCcifique dans les terminaisons nerveuses.‘O 

L’augmentation de la concentration de la ParahydroxyCphCdrine dans le liquide de 
perfusion modifie les processus de fixation prBalablement d6crits. Ainsi le metaraminol 
n’inhibe plus, quelle que soit sa concentration dans le liquide de perfusion, la captation 
de la parahydroxyCphtdrine par le muscle cardiaque. Les processus normaux de 
captation intra et extra-neuronale se trouvent masquts par la quantit6 tlevte de para- 
hydroxyCph&drine qui diffuse dans le coeur. L’amine phe’nolique s’accumulerait alors 
dans le myocarde selon un processus identique g celui de l’6ph6drine” ou de l’amphkt- 
amine.8*11 Cette hypothbse trouve une confirmation dans le fait que la 6-hydroxydop- 
amine que ne modifie pas l’accumulation de 1’CphBdrine in uiuo,1o se montre 18 aussi 
incapable de diminuer la captation de la parahydroxyCphkdrine par le coeur isole 
lorsque cette dernibe amine est perfusBe B forte concentration dans le liquide de 
perfusion. 

11 semble cependant que la prt%ence d’un hydroxyle phCnolique sur le noyau de 
l’tphkdrine permette une fixation de l’amine selon un mCcanisme analogue g celui 
d&rit par Iversen’ pour la noradrbnaline CxogBne. L’analogie avec le mtdiateur n’est 

pas totale car il pr6Cxiste toujours A cot6 des mkanismes actifs, un processus de 
diffusion-concentration qui est rtvCM soit par l’emploi d’une molkule sympatho- 
mimCtique d6pourvue d’hydroxyle pht5nolique soit par l’augmentation de la con- 
centration de l’amine dans le milieu extracellulaire. 

Remerciements-Nos remerciements les plus sinctres vent zi Monsieur Pichat (C. E. N. Saclay) pour 
la synthtse de la p-OH-kphkdrine 3H. Nous remercions Cgalement Mademoiselle B. Chezlemas pour 
I’excellence de sa collaboration technique. 

R&urn&La parahydroxykphkdrine s’accumule dans le coeur is016 perfusC selon une 
intensitb qui diminue avec l’augmentation de la concentration de l’amine dans le liquide 
de perfusion. 
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La captation de l’amine phenolique (perfusee a faible concentration) est diminuee par 
la presence, darts le liquide perfusant de noradrenaline, d’amines sympathomimetiques, 
de reserpine ou de 6-hydroxydopamine. 11 apparait comme pour la noradrenaline 
Cxogtne un double mkcanisme de fixation pour la parahydroxytphedrine, l’un neuronal, 
l’autre extraneuronal. 

Pour des concentrations trts Clevdes de l’amine, intervient de facon predominante 
une fixation passive, de faible intensite, dont le mecanisme semble analogue a celui que 
nous avons prtc6demment dCcrit pour 1’CphCdrine. 
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