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Histochemical and Histoenzymatic Study of Experimental Myocardial Infarction
in the Rat by Temporary and Permanent Ligation of the Left Coronary Artery

Summary. The evolution of experimental myocardial infarction in the Rat with or with-
out revascularization has been studied histochemically and histoenzymatically in 56 animals
sacrified after 1, 6, 12, 24, 48 hrs and 7 days. Following permanent ischemia (14 animals),
there appeared an extended transversal infarction marked by the complete disappearance
of all phosphorylase activity (P-ase) after the first hour. During the first 6 hrs, changes
appeared in succinodeshydrogenase (SDH) and cytochrome oxydase (Cyt-Ox). Glucose-6-
phosphodeshydrogenase (G6PDH) persisted until lysis of the necrotic focus. It was possible
to define a perinecrotic marginal area in which P-ase activity is absent and SDH is granular
“@” in nature, characterized by continuous remodeling in the first 48 hrs.

Following temporary ischemia (42 animals) the evolution was marked by rapid tissue
reactions and early regression of the marginal zones. After 48 hrs and 7 days of survival,
the planimetric evaluation of the infarcted area shows a definite reduction in the size of the
infarctus in 50% of cases following removal of the ligature after 6 hrs, and in 66 % of cases
following removal of the ligature after 1 hr. It would appear probable that therevitalization
of certain myocardial areas may extend from the marginal zones as is suggested by the re-
appearance in these zones several hrs after revascularization of P-ase and SDH activity.
On the other hand, it is also true that the early restoration of blood flow does not always
prevent the occurrence of an extended infarction. Certain recent observations have shown
mierocireulatory changes which are secondary to anoxia and should be studied further.

Résumé. L’évolution de Pinfarctus myocardique expérimental du Rat avec et sans
revascularisation est précisée par une étude histochimique et histoenzymologique de 56 ani-
maux sacrifiés & 1, 6, 12, 24, 48 heures et 7 jours.

Aprés ischémie permanente (14 animaux) la ligature de la coronaire gauche & son origine
donne un infarctus transmural étendu, de topographie antéro-latérale, marqué dés la pre-
miére heure par la disparition compléte de toute activité phosphorylasique (P-ase). Au cours
des 6 premiéres heures, apparaissent les modifications de la succino-deshydrogénase (SDH)
et de la cytochrome oxydase (Cyt-Ox). La glucose-6-deshydrogénase (G6PDH) persiste
jusqu’a la lyse du foyer nécrotique. Surtout, il est possible de définir avec précision une zone
périnécrotique, dite marginale, P-ase négative et SDH & activité granulaire «G», caractérisée
par d’incessants remodelages au cours de 48 premiéres heures.

* Nous remercions vivement le Dr. P. Ganter pour ses conseils qui nous ont été trés utiles
pour la rédaction définitive de ce travail.
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Aprés ischémie temporaire (42 animaux), 'évolution est marquée par la rapidité des
réactions tissulaires et la régression précoce des zones marginales. A la 48¢me heure et aprés
7 jours de survie, I’évaluation planimétrique du territoire néecrosé montre une réduction
notable de la taille de I'infarctus dans la moitié des cas aprés levée de ligature & la 6éme
heure, et dans les deux tiers des cas aprés levée 4 la lére heure. Il parait probable que la ré-
cupération de certains territoires myocardiques puisse se faire & partir des zones marginales,
comme le suggére la réapparition dans ces zones des activités phosphorylasique et deshydro-
génasique aprés plusieurs heures de revascularisation. A I'opposé, il est incontestable que
le rétablissement méme trés précoce du flux sanguin n’empéche pas toujours la constitution
d’infarctus étendus. Certaines observations récentes évoquent I'intervention de perturba-
tions microcirculatoires, secondaires & I'anoxie, dont ’étude mérite d’étre poursuivie.

Depuis une dizaine d’années, de nombreuses publications ont été consacrées
aux effets de I'ischémie aigue sur le myocarde (Oliver et al., 1972; Brachfeld,
1974). Les espoirs actuels de la chirurgie des coronaires, et les problémes posés
par la protection myocardique dans la chirurgie cardiaque moderne, expliquent
I'intérét croissant des cliniciens et des pathologistes pour cette question.

Beaucoup d’auteurs se sont adressés aux infarctus expérimentaux par la ligature d’une
des branches des coronaires avec examen du ceeur entier ou d’une zone d’irrigation terminale
comme le pilier postérieur de la mitrale aprés ligature distale de la circonflexe (Sommers
et Jennings, 1964). Malgré I'apport considérable des études histochimiques, histoenzymolo-
giques et ultrastructurales, bien des inconnues persistent encore quant aux critéres de via-
bilité de la cellule myocardique, au seuil d’irréversibilité des lésions, & la distribution hétéro-
gene des altérations cellulaires au sein d'un territoire privé de son irrigation sanguine. La
question essentielle est de savoir dans quelle mesure une revascularisation précoce peut réduire
le foyer de nécrose et permettre la récupération des zones marginales non encore définitive-
ment frappées dans leur métabolisme. Dans un travail antérieur, utilisant le Rat comme ani-
mal d’expérience, il nous est apparu que les effets du rétablissement du flux sanguin dans-
le territoire ischémique étaient étroitement dépendants de I’horaire de la levée de la ligature
(Fontaliran ef al., 1972). Tl nous a semblé intéressant de compléter les données histopatho-
logiques et électriques par une étude histochimique et histoenzymologique, pour mieux
préciser les phases précoces du processus et le comportement métabolique des zones mar-
ginales avec ou sans revascularisation.

Matériel et Méthodes

Choiz de Uanimal

Nous avons choisi le Rat pour sa commodité, la possibilité de travailler sur de grandes
séries, la relative facilité de I'intervention chirurgicale, la bonne tolérance de l’animal, la
topographie précise et reproductible de I’infarctus obtenu. Cette étude concerne 56 rats Wistar
maéles, d'un poids moyen de 250 gr, retenus sur une série de 110 animaux. Les animaux
morts spontanément, les rares échecs de I'intervention, et tous les cas incomplétement étudiés
ou comportant des défauts techniques ont été systématiquement éliminés.

Protocole chirurgical

s

La coronaire gauche est liée & son origine selon la méthode de Johns et Olson (1954),
simplifiée par Selye et al. (1960). L’intervention dure environ 3 minutes, ne nécessite pas
d’assistance respiratoire. La mortalité reste élevée (35% environ) liée plus & I'infarctus par
insuffisance cardiaque aigué qu’a la méthode elle-méme. Pour créer une ischémie temporaire,
la ligature est faite de fagon que la traction sur un chef, laissé extériorisé, permette de défaire
le nceud (Deloche et al., 1972). Cette méthode permet done de lever des ligatures tardivement
sans réintervention. L’ablation de la ligature entraine dans la quasi-totalité des cas une bonne
reéxpansion du lit artériel, comme le montrent les coronographies aprés injection de masses
opaques et 'absence de thrombose au niveau de la ligature sur les contrdles histologiques.
Un électrocardiogramme est enregistré au cours et au décours de lintervention grice &
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des aiguilles piquées & la racine des quatre membres et dans la région précordiale. L’appareil
enregistreur est un appareil multipiste (Electronique Appliquée). Les tracés obtenus per-
mettent de vérifier la réalité de P'infarctus et d’étudier les modifications électriques aprés
levée de la ligature coronaire.

Des animaux témoins, non opérés, et opérés mais non ligaturés, sont étudiés selon le
méme protocole.

Protocole histochimique et histoenzymologique

Chez 'animal anesthésié & 1’éther, le coeur est prélevé battant sans traumatisme et
immédiatement plongé dans du sérum physiologique glacé. Il est ensuite trés rapidement
coupé transversalement & 0,5—0,6 cm de la pointe. L’'un des fragments est fixé dans le
liquide de Baker pour une étude histologique standard. Les colorations systématiquement
effectuées sont les suivantes: hématéine-éosine-safran, trichrome au bleu d’aniline selon
Masson, P.A.S., hématoxyline phosphotungstique de Mallory, hématéine-fuschine basique
selon Lie (1971), von Kosai pour la recherche du calcium, Perls pour le fer.

Le fragment destiné a 1’étude histoenzymologique est, aprés prélévement, instantané-
ment congelé dans un mélange acétone-carboglace & — 80°, et coupé au cryostat a 5 pu. Aprés
une étude préalable ayant permis de tester sur ce matériel une quinzaine d’enzymes, nous
nous sommes arrétés & 4 d’entre eux, intéressés de fagon variable au cours de l'ischémie
et représentatifs de plusieurs grandes voies du métabolisme cellulaire:

— voie d’Embden Meyerhof pour la phosphorylase (P-ase)(Takeuchi, 1962);

— shunt des hexoses monophosphates pour la glucose-6-phosphate deshydrogénase
(G6PDH)(technique modifiée de Hess, Scarpelli et Pearse, 1958);

—cycle de Krebs pour la succino-deshydrogénase (SDH)(Nachlas, Tsou, de Souza,
Cheng et Seligman, 1957);

— chaine respiratoire pour la cytochrome-oxydase (Cyt-Ox)(Burstone, 1961).

Pour chaque réaction enzymatique, les temps d’incubation sont identiques pour toute
la série afin de pouvoir comparer des résultats d'un cas & Pautre. La lecture des coupes com-
pare pour chaque cas l'aspect dans le territoire de la coronaire gauche privé d’irrigation
sanguine, et dans le reste du myocarde, ceci par rapport & des rats témoins. L'intensité des
réactions est appréciée dans chaque territoire selon une cotation grossiére de 0 & - 4.
Enfin, sur chaque section de coeur, les surfaces respectives des différentes zones identifiables
sont calculées aprés projection sur une grille grice & une méthode planimétrique simple, et
exprimées en pourcentage de la surface totale des parois antérieure, latérale, postéricure
et septale du ventricule gauche.

Sur le coupes voisines effectuées au cryostat, sont pratiquées des colorations des graisses
(0il Red O, Noir Soudan), une recherche du glycogéne aprés post-fixation & I’alcool (P.A.S.,
amylase), une coloration par I’acridine orange avec examen en fluorescence.

Répartition des animana

La répartition des animaux est la suivante:

Heure de la levée Heure du sacrifice

1h 6h 12h 24 h 48 h 7 jours  Total
Ligature permanente 2 2 1 3 3 3 14
Levée 1 heure — 2 2 8 4 11 27
Levée 6 heures — - 2 2 4 4 12
Levée 12 heures — — — 3 — — 3
Total 2 4 5 16 11 18 56

Les animaux avec ligature permanente sont sacrifiés & 1, 6, 12, 24 et 48 heures et une
semaine.

Nous nous sommes limités & des durées d’ischémie temporaire de 1h, 6h et 12h,
Pexpérience nous ayant appris que les levées plus tardives entrainaient constamment une
aggravation des lésions. Les animaux sont alors sacrifiés a 6, 12, 24, 48 heures et une semaine.
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Résultats
1. Etude histologique

Les aspects histopathologiques des infarctus obtenus chez le Rat par ischémie
permanente ou temporaire ont été exposés dans d’autres publications (Fontaliran
et al., 1972). Nos observations sont dans ’ensemble conformes aux descriptions
antérieures.

Dans les enfarctus par ischémie permanente (14 animaux), le territoire atteint
intéresse dans la quasi-totalité des cas les faces antérieure et latérale du ventri-
cule gauche, tout ou partie de si paroi postérieure, rarement (2 cas) une partie
du septum. L’infarctus est toujours transmural, ménageant seulement 2 & 3
couches de cellules myocardiques sous I'endocarde. L’atteinte des piliers est
habituellement parcellaire. Avec les colorations conventionnelles (hématéine-
éosine-safran), les altérations histologiques ne sont significatives qu’a 6 heures
(oedéme, congestion capillaire, hyperéosinophilie des cellules myocardiques,
aspect granuleux du cytoplasme avec parfois conservation de la striation trans-
versale, noyaux rétractés ou pycnotiques). Parmi les diverses colorations effec-
tuées (hématoxyline-phosphotungstique de Mallory, acridine-orange en fluores-
cence), seule l’hématoxyline-fuschine basique, récemment proposée par Lie
(1971) semble donner des résultats aprés une heure d’ischémie. Toutefois, dans
notre matériel, cette fuschinophilie parait inconstante, trés dépendante des temps
de différenciation, et susceptible de donner des faux positifs. La comparaison
des résultats avec les données de I'histoenzymologie impose quelques réserves
dans D'application systématique de ce test. A 12 heures, les lésions sont carac-
téristiques, faisant alterner nécrose de coagulation, dégénérescence vacuolaire,
myolyse, diapédése leucocytaire. Les suffusions hémorragiques sont rares. Les
bandes éosinophiles de contraction s’observent surtout en périphérie du foyer
de nécrose. L’évolution des lésions est caractérisée par la rapidité des réactions
de détersion aboutissant, dés la fin de la premiére semaine, au remplacement
de la nécrose acidophile par un tissu de granulation (Fontaliran et al., 1972).

Dans les infarctus par ischémie temporaire (42 animaux), les résultats dépen-
dent de I'heure de la levée de ligature. Aprés 12 heures d’ischémie et 12 heures
de revascularisation (3 cas), l'aspect est comparable aux infarctus par ischémie
permanente de 24 heures. Il faut noter seulement 'importance des suffusions
hémorragiques interstitielles. Aprés 1 ou 6 heures d’ischémie, les lésions observées
& 6, 12, 24 et 48 heures (24 cas) comportent certains caractéres communs qui
permettent de les distinguer des infarctus par ischémie permanente. Le foyer
de nécrose est plus nettement délimité des territoires voisins. Les modifications
interstitielles sont particuliérement intenses: oedéme intercellulaire, nombreux
polynucléaires, suffusions érythrodiapédétiques. Les lésions cellulaires sont poly-
morphes. Des ilots de nécrose de coagulation sont mélés & des altérations dégénéra-
tives diverses, avec nombreuses bandes transversales hyperéosinophiles de con-
traction, dislocation myofibrillaire. Ces lésions élémentaires sont mieux analy-
sées apreés coloration par I’hématoxyline phosphotungstique de Mallory (PTAH).
Dans 3 cas, les colorations électives du calcium montrent de fins dép6ts granu-
laires intéressant des cellules isolées du des groupes de cellules myocardiques,
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surtout en périphérie du foyer de nécrose. L’évolution tardive de ces infarctus
revascularisés rejoint celle des infarctus par ischémie permanente. A 7 jours
(15 casg), le territoire nécrosé est remplacé par un tissu de granulation. Tout
au plus, note-t-on la présence de pigment hémosidérinique témoignant des suf-
fusions hémorragiques antérieures, la persistance dans certains cas d’ilots de
nécrose de coagulation non encore détergés, une plus grande intrication de
zones cicatricielles et de territoires préservés constitués de cellules myocardiques
hypertrophiques. L’essentiel réside dans les topographies comparées de ces
différents types d’infarctus. Cette étude sera faite & partir des documents histo-
enzymologiques.

11. Etude histochimique et histoenzymologique

A la lumiére des documents histologiques, et compte-tenu des horaires choisis
pour ce travail, I'évolution des lésions comporte trois phases: une phase de pré-
nécrose jusqu’d 'apparition des premiers stigmates histopathologiques avec les
techniques conventionnelles (6 premiéres heures), une phase de nécrose avec
son cortége de réactions cellulaires et interstitielles (6 & 48 heures), et une phase
de réparation et de cicatrisation (premiére semaine).

Nous envisagerons les altérations histochimiques et histoenzymologiques
en deux étapes: les modifications précoces couvrant les phases de prénécrose
et de nécrose (1 & 48 heures), les modifications tardives représentant le résultat
du processus d’organisation des lésions (7 jours). Pour chaque étape, nous
comparerons les résultats observés aprés ischémie permanente et temporaire.
Ensuite, nous résumerons les modifications plus particuliéres observées en zone
marginale et nous récapitulerons les résultats obtenus par évaluation plani-
métrique.

A. Modifications précoces (48 premiéres heures)

1. Infarctus par ischémie permanente. La recherche des graisses neutres (Oil
Red O, Noir Soudan) montre Paccumulation de fines gouttelettes, volontiers
périnucléaires, dans les cellules myocardiques. Cette stéatose myocardique est
pratiquement constante & la 6éme heure, surtout dans les zones périfocales.

La déplétion du glycogéne intramyocardique est assez précoce dans le territoire
privé d’irrigation sanguine. Dans de bonnes conditions techniques, il est possible
de mettre en évidence, dés la premiére heure, des foyers disséminés ayant perdu
leur charge glycogénique. En réalité, cette déplétion n’est étendue & tout le
territoire ischémique qu’a la 6éme heure. Dans les mémes délais, apparaissent
des dépots intra-cellulaires PAS positifs résistants & I'amylase, dont on discute
Porigine endocellulaire et/ou circulante. Ces dépbts accompagnent ’hyperéosino-
philie cytoplasmique. Notons que tout au long du processus, le réseau des cellules
de Purkinje sous-endocardiques gardent une forte charge glycogénique.

Lactivité phosphorylasique-(P-ase) est intense dans le myocarde normal. Elle
se présente sous l’aspect d’une coloration bleu-violacé homogéne. L’attaque
par les amylases x et § fait disparaitre toute coloration. Dés la lére heure, 'activité
enzymatique a totalement disparu dans la zone privée d’irrigation sanguine. La
limite avec le territoire normal est découpée, abrupte, sans zone intermédiaire
(Fig. 1).
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Fig. 1. Infarctus par ischémie permanente sacrifié aprés une ischémie de 1 heure. Phosphorylase (P-ase). Disparition totale

La succino-déshydrogénase (SDH), enzyme mitochondriale montre une activité
trés importante dans le myocarde normal. L’utilisation du Nitrobleu de Tetra-
zolium (nitro BT) comme accepteur d’électrons, la révéle sous forme de dépéts
denses bleu-noir de formazan (Fig. 2). Ces dépdts se font aux péles des noyaux
et le long des myofibrilles, selon une distribution finement linéaire longitudinale

63 X

de Uactivité enzymatique dans la zone ischémique et limite nette avec la zone périfocale. G
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Fig. 2. Infarctus par ischémie permanente sacrifié & 6 heures. Activité succino-deshydro-génasique normale en territoire
respecté. G

\

associée & une striation transversale caractéristique. C’est la disposition dite
fibrillaire «F» liée aux mitochondries (Nachlas ef al., 1957; Niles e¢f al., 1966).
Les premiéres modifications observées dans le territoire ischémique consistent
en une redistribution des dépdts de formazan sous forme de granules de 1 & 3 .
(Fig. 3 et 4). Cette disposition granulaire «G» est inconstamment observée dans
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Fig. 3. Infarctus par ischémie permanente sacrifié & 6 heures. Activité succino-deshydro-
génasique en zone périfocale. Coupe longitudinale de cellules myocardiques montrant un
mélange d’activité fibrillaire persistante et d’activité granulaire anormale. G = 1500 X

la zone phosphorylase-négative dés la 1ére heure. A 6 heures, on distingue trés
nettement trois zones. La zone centrale de néerose, habituellement cantonnée
a la paroi antérieure, est marquée par une dissociation des cellules myocardiques
qui sont rétractées, occupées par des mottes compactes trés denses de formazan.
Autour de ce territoire, qui répond en histologie conventionnelle & des lésions de
dégénérescence acidophile, persiste une large zone, surtout développée an niveau
des parois latérale et postérieure du ventricule gauche, et caractérisée par une
disposition granulaire «G» des dépdts de formazan. Cette zone P-ase négative
et SDH de type granulaire «G» peut correspondre 4 la zone marginale ischémique
(Tig. 5 et 6). A 24 et surtout 48 heures, la zone de nécrose perd toute coloration,
tend & s’étendre aux dépens de la zone dite ischémique. A 48 heures, il ne persiste
plus quune zone de nécrose SDH négative et P-ase négative sans territoire in-
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Fig. 4. Méme cas. Succino-deshydrogénase en zone périfocale. Aspect sur une coupe trans-
versale des faisceaux myocardiques. G =1500 x

termédiaire. Au contact de cette zone. le myocarde montre une intense activité
phosphorylasique (Fig. 7).

La cytochrome oxydase (Cyt-Ox) est aussi une enzyme mitochondriale. Son
activité se présente dans le myocarde normal sous I'aspect de fines granulations
brun-rouge localisées le long des myofibrilles. Dans le territoire ischémique,
on note une nette diminution d’activité & 6 heures. Dans la zone de nécrose,
les cellules myocardiques prennent un aspect rétracté et dense, puis perdent
toute coloration. En périphérie, les sites d’activité prennent souvent un aspect
grossiérement granulaire. L’évolution ultérieure est pratiquement superposable
& celle de la SDH.

La glucose-6-phosphate-déshydrogénase (G6PDH) montre une faible activité
dans le myocarde normal. Cette activité persiste plusieurs heures dans le foyer
ischémique, pour disparaitre au moment de la lyse du foyer nécrotique (24—

11 Virchows Arch. A Path. Anat. and Histol., Vol. 366
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Fig. 5. Infarctus myocardique par ischémie permanente. Sacrifice & la 6éme heure. Dispa-
rition compléte de toute activité phosphorylasique dans le territoire ischémique laissant
persister un fin liseré positif sous-endocardique. G =13,5 X

48 heures). A 48 heures, on note un renforcement de l'activité enzymatique
dans les zones périfocales.

Tl est ainsi possible, par comparaison des activités histoenzymatiques étudiées,
de définir beaucoup plus nettement qu’avec les colorations histologiques con-
ventionnelles trois zones distinctes: une zone centrale de nécrose, une zone
marginale dite ischémique, et le myocarde & distance. La zone phosphorylase
négative semble épouser dés la premiére heure la topographie quasi définitive
de l'infarctus. Par contre, les autres activités enzymatiques (SDH, Cyt-Ox)
montrent, & Pintérieur de oce territoire, d’importants remaniements au cours
des 48 premiéres heures, essentiellement marqués par Uextension de la zone de
nécrose et la réduction de la zone marginale P-ase négative et SDH d’activité
granulaire «G». Les résultats de I’évaluation planimétrique de ces différents
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Fig. 6. Méme cas. Méme territoire. Succino-deshydrogénase (SDH). Apparition entre la zone

normale et la zone de nécrose intramyocardique d’une zone plus pale montrant une activité

intermédiaire. Ce territoire s’inscrit sur la photographie précédente dans la zone P-ase néga-
tive (= zone marginale ou ischémique). G =13,5 X

territoires par rapport & la surface projetée totale des parois antérieure, latérale,
postérieure et septale du ventricule gauche, sont consignés dans un tableau
général (Tableau 1). Le petit nombre de cas interdit toute tentative de calcul
statistique. Disons que globalement la zone P-ase négative occupe environ 55
a4 70% de la surface totale. La zone marginale est nettement définie & 6 heures
(25 & 35%). Elle tend & décroitre (20—25% a 12 heures, 10—15% & 24 heures,
0% a 48 heures) tandis que la zone de nécrose s’étend progressivement.

2. Infarctus par ischémie temporaire. L’accumulation dans les zones péri-
focales de fines gouttelettes de graisses neutres soudanophiles, et la déplétion
glycogénique dans le territoire privé d’irrigation sanguine, sont observées de
fagon & peu prés comparable dans les infarctus par ischémie temporaire ou per-
manente.

11*
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Fig. 7. Infarctus par ischémie permanente. Sacrifice & 48 heures. Succino-deshydrogénase (SDH). Le territoire de I'infarctus
est dépourvu de toute activité enzymatique. La cavité ventriculaire est soulignée par 4 & 5 couches de cellules myo-

Les modifications des diverses activités enzymatiques explorées (P-ase,
SDH, Cyt-Ox, G6PDH) méritent d’étre examinées en fonction de la durée
totale de survie (temps d’ischémie et de revascularisation compris), par compa-
raison avec des durées égales d’ischémie permanente.

A 6 heures (2 animaux), 'aspect des infarctus levés & la premiere heure est
tout & fait superposable 4 celui des infarctus par ischémie permanente de 6 heures.

cardiques ayant conservé une activité normale. Le territoire périfocal, & droite de la figure, montre une activité enzymatique

=34 X

trés intense. Il persiste en pleine nécrose deux petits ilots de cellules myocardiques actives. G
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Tableau 1. Etendue des différents territoires en fonction de l'activité enzymatique (P-ase et
SDH); (exprimée en pourcentage de la surface projetée totale du ventricule gauche)
e Ischémie permanente, o levée 1 heure, s levée 6 heures, o levée 12 heures

Zone phosphorylase négative Zone SDH granulaire (G)
Horaire Th | 6h | 12h {24h | 48h]| 7]. Th | 6h [12h| 24h | 48h| 7]

Ischémie permanente (%)
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A 12 et 24 heures (17 animaux), la zone P-ase négative est identique aux
infarctus par ischémie permanente dans 9 cas (55—75%), discrétement diminuée
dans 2 cas (45—50%), et nettement inférieure dans 6 cas (30—40%). Avec la
succino-deshydrogénase, le fait remarquable est la réduction notable aprés
revascularisation de la zone & activité granulaire «G» (5 & 10% au lieu de 10
4 25% aprés ischémie permanente). A 24 heures, la zone marginale P-ase négative
et SDH granulaire est réduite & quelques foyers disséminés, ménagés entre
Iinfarctus et le myocarde a activité déshydrogénasique normale. Ainsi, dans les
cas comportant une topographie globale comparable & celle des infarctus par
ischémie permanente, ces constatations suggérent que la nécrose a progressé
plus vite en cas de revascularisation. C’est le cas des 3 infarctus levés a la 12éme
heure et de 6 des 14 infarctus levés & 1 ou 6 heures. Dans les autres cas (8 animaux)
montrant une diminution plus ou moins marquée du territoire lésionnel, la
réduction s’est effectuée principalement aux dépens de la zone marginale a

activité SDH granulaire G, avec ou sans stabilisation du foyer de nécrose. Le
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détail des résultats en fonction de la durée de I'ischémie et de la revascularisation
figure dans le tableau 1.

A 48 heures (8 animaux) toute activité enzymatique adisparu du territoire
de Pinfarctus. La topographie de la zone muette est superposable, avec la phos-
phorylase, la succino-déshydrogénase et la cytochrome-oxydase. Il n’existe plus
de zone marginale & activité SDH de type granulaire. Au contraire, les terri-
toires périfocaux, les couche sous-endocardiques, certains ildts sous-épicar-
diques comportent un renforcement de toutes les activités enzymatiques étudiées.
Dans 3 cas (1 levée a 1 heure et 2 levées & 6 heures), la taille de Vinfarctus est
comparable & celle des infarctus par ischémie permanente (60%). Dans 5 cas
(3 levées & 1 heure et 2 levées & 6 heures), la taille est partiellement réduite
(25 4 45%).

B. Modifications tardives (7 jours)

1. Infarctus par ischémie permanente (3 cag). A la fin de la premiére semaine,
la nécrose de coagulation est remplacée par un tissu de granulation en voie
d’organisation conjonctive, dans lequel persistent encore de rares polynucléaires,
des cellules mononuclées surtout macrophagiques, parfois de petites suffusions
sanguines. La paroi est nettement amincie et marque souvent a cet endroit
une ébauche de soufflure de la cavité ventriculaire.

A cette date, les cellules myocardiques périfocales ont repris une charge
glycogénique normale et ne comportent plus de stéatose. La présence de graisses
neutres peut encore étre démontrée dans certaines cellules macrophagiques du
tissu de granulation.

L’activité phosphorylasique est nulle dans la zone de l'infarctus et trés in-
tense dans les territoirs marginaux. Une discréte activité succino-dehydrogé-
nasique est retrouvée sous forme de fins dépdts de formazan dans les cellules
conjonctives et les cellules musculaires lisses des vaisseaux. Les cellules myo-
cardiques marginales montrent par contre une importante activité enzymatique.
Tout le cytoplasme des cellules hypertrophiées est intensément et uniformé-
ment coloré en bleu. La diffusion des dép6ts de formazan efface la topographie
mitochondriale caractéristique de l'activité normale. Toute activité cytochrome
oxydasique a habituellement disparu du territoire de linfarctus. Seules les
cellules conjonctives montrent une diseréte activité enzymatique sous forme de
fins dép6ts bruns finement granulaires. La glucose 6 phosphate deshydrogénase
montre une activité nettement accrue dans les zones marginales, par rapport
aux rats témoins.

Au plan topographique, il existe une superposition entre les aspects observés
aprés coloration par VHES et les réactions enzymologiques (Fig. 8). I’étendue
des 3 cas étudiés selon ce protocole est de 55, 60 et 70% (Tableau 1).

2. Infarctus par ischémie temporaire (15 cas). Les infarctus par ischémie tem-
poraire différent des précédents par la distribution des lésions. Aprés rétablisse-
ment du flux sanguin & la 1ére heure (11 cas) ou & la 6éme heure (4 cas), nous
avons obtenu dans 6 cas un infarctus transmural étendu identique aux Ilésions
non revascularisées (55 a 70%), dans 4 cas un infarctus transmural localisé
de topographie le plus souvent antérieure (35 & 50% )(Fig. 9), dans 5 cas un in-
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A

Fig. 8. Infarctus par ischémie permanente. Sacrifice & 7 jours. Succino-deshydrogénase

(SDH). La quasi-totalité de la paroi du ventricule gauche est amincie, remplacée par un tissu

de granulation respectant un fin liseré sous-endocardique de cellules myocardiques actives.
Persistance d'un territoire normal au niveau du pilier. G =14 X

farctus intramural ou sous-endocardique nettement réduit (10 & 30 % )(Fig. 10
et 11). Les résultats en fonction de la durée d’ischémie sont détaillés dans le
tableau 1. Le fait saillant de ces infarctus limités, surtout sous-endocardiques
on intramuraux, est leur caractére hétérogéne, disséminé, mélant des foyers
cicatriciels de taille variable et de larges il6ts de cellules myocardiques métabolique
cicatriciels de taille variable et de larges ilots de cellules myocardiques méta-
boliquement actives (Fig. 12). Cette intrication est particuliérement nette en
périphérie, dans la zone sous-épicardique notamment au contact des vaisseaux,
et au niveau des piliers en totalité ou partiellement épargnés. La cavité ocar-
diaque est toujours soulignée par 2 ou 3 couches de cellules myocardiques respec-
tées. Notons la topographie antérieure, ou antérolatérale, pratiquement cons-
tante de ces infarctus réduits.
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Fig. 9. Infarctus myocardique par ischémie temporaire de 1 heure. Sacrifice & 48 heures.
Succino-deshydrogénase. Présence au niveau de la paroi antéro-latérale d'un infarctus trans-
mural réduit, respectant la paroi postérieure. G =18 x

C. Modifications enzymatiques en zone marginale

Les données histoenzymologiques permettent, dés la 6éme heure, de définir
nettement, entre 'infarctus et le myocarde normal & distance, une zone marginale
de comportement histoenzymologique particulier. A 6 heures, cette zone P-ase
négative et SDH granulaire «G» occupe entre le tiers et la moitié du myocarde
privé d’irrigation sanguine. Elle diminue rapidement au cours des 24-—48 pre-
miéres heures. En cas de revascularisation précoce (levée de ligature & 1 ou
6 heures), ce territoire marginal semble disparaitre plus rapidement, en moins
de 24 heures. A la fin de la premiére semaine, avec ou sans revascularisation,
la zone périfocale montre une augmentation des enzymes de la glycolyse et du
shunt des hexoses monophosphates (P-ase et G6PDH), par rapport aux rats
témoing. L’activité SDI est intense et diffuse (Tableau 2).
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Fig. 10. Infarctus par ischémie temporaire de 1 heure. Sacrifice & 7 jours. Suecino-deshydrogénase (SDH). Petit

D. Etendue des infarctus par ischémie permanente ou temporaire

Nous avons comparé Iaspect des lésions obtenues par ischémie permanente
ou temporaire, en fonction de la durée de survie. Il faut aussi corréler I'’étendue
de T'infarctus estimée par méthode planimétrique & la durée de I'ischémie. Les
résultats exposés plus haut ayant montré que les modifications histoenzymolo-
giques subissaient d’importantes fluctuations au cours des 48 premiéres heures,
nous ne retiendrons ici que les animaux sacrifiés & 48 heures et & une semaine,
soit 29 animaux (Tableau 3). Par référence aux infarctus par ischémie per-

infarctus réduit, cantonné & la zone sous-endocardique, sans amincissement pariétal. G = 14 x



166 J. P. Camilleri et al.

Méme cas que la Fig. 10. Détail sur Pinfarctus sous-endocardique. Les deux tiers sous-épicardiques de la paroi

Fig. 11.

manente, le rétablissement du flux sanguin permet d’obtenir une réduction mo-
dérée ou importante de la taille de l'infarctus dans la moitié des cas pour des
levées de ligature & 6 heures, et dans les 2/3 des cas pour des levées a la 1ére heure.
Le nombre des cas est dans chaque groupe trop limité pour permettre une ap-
préciation statistique et les chiffres donnés n’ont qu'une valeur indicative.

& succino-

‘

étroite entre les ildts cicatriciels et les plages myocardiques ayant conservé une activit

montrent une intrication trés
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deshydrogénasique normale. G



Etude histochimique et histoenzymologique de I'infarctus expérimental 167

é

s et d’ilots de cellules myocardiques englobées ayant conserv

écrosée;
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Fig. 12. Infarctus par ischémie temporaire de 6 heures. Sacrifice & 7 jours. Succino-deshydrogénase (SDH). Limite de 'in-

farctus montrant un mélange trés étroit de zones n

Commentaires

La ligature de la coronaire gauche & son origine permet d’obtenir chez le Rat
un infarctus de topographie antéro-latérale étendue et transversale, caractérisé
par la rapidité des réactions tissulaires. Nos observations rejoignent & cet égard
celles d’autres auteurs (Mallory ef al., 1939; Selye et ol., 1960). La bonne repro-

225 X

une intense activité enzymatique. G



168 J. P. Camilleri et al.

Tableau 2. Infarctus par ischémie permanente. Activités enzymatiques en zone marginale (ZM)

Horaire P-ase SDH Cyt-Ox G6PDH
M NI M NI M N1 M N1

1h 0 +++  Fat++ +F++ +++  ++ ++ +
6h 0 +++ G +++ -+ +++ 4+ +++
12h 0 +++ & +++ + +++  + +++
24h 0 +++  F(G) ++4+  + +++ + ++ +
48 h ++a&+++ +++ +++  +++ S+ A+ T+t +-++
7jours ++-++ +++ +4++ +++ +++ +++ A+

(diffus)

ZM = zone marginale, Nl=myocarde normal, 0 a + 4+ -+ = activité enzymatique, ++ 4
= activité normale, G = granulaire.

Tableau 3. Etendue de I'infarctus (exprimeée en pourcentage de la surface projetée totale du
ventricule gauche); en fonction de la durée de I'lschémie (29 animaux)

48 heures 7 jours

55/70%  35/50%  10/30%  55/70%  35/50%  10/30%

Ligature permanente 3 0 0 3 0 0
Levée 1 heure 1 1 2 4 4 3
Levée 6 heures 2 2 0 2 0 2

ductibilité des lésions est un des avantages du Rat comme animal d’expérience.
Trés tOt les auteurs se sont adressés aux techniques histochimiques pour tenter
de mettre en évidence les lésions prénécerotiques qui échappent habituellement
aux techniques histologiques conventionnelles. Les premiers travaux concer-
nent les modifications de la charge glycogénique et I'accumulation de graisses
neutres dans le territoire privé d’irrigation sanguine (Yokoyama ef al., 1955;
Wartman et al., 1956; Klionsky, 1960; Shnitka et Nachlas, 1963). Mais ce sont
surtout les méthodes histoenzymologiques qui sont apparues les plus intéressantes.
Elles ont pris, & cdté des études ultrastructurales, une place capitale dans
Papproche des altérations précoces de Iischémie (Kent et Diseker, 1955; Kauf-
man et al., 1959; Neoral ef al., 1959; Hecht, Korb et David, 1961; Shnitka et
Nachlas, 1963 ; Hecht, 1964 ; Bajusz et Jasmin, 1964 ; Fine, Morales et Scerpella,
1966; Seiferth, 1967), et d’autres cardiopathies expérimentales (Bajusz et Jasmin,
1963; Niles, 1964 ; Niles, 1968; Kakari, 1970; Hecht, 1971). Les aspects observés
doivent étre interprétés a la lumiére des données biochimiques plus précises et
quantitatives, mais I'avantage principal de I’histoenzymologie est d’ordre topo-
graphique et structural. J1 faut savoir aussi que certaines images observées sont
en réalité des artéfacts liés aux conditions de la mise en évidence des activités
enzymatiques cellulaires en histoenzymologie: temps d’incubation, solubilité
des enzymes, diffusion dans le milieu d’incubation, pénétration du substrat,
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role de la perméabilité cellulaire (Hecht, 1971). L’essentiel est la reproductibilité
des résultats. L’intérét des protocoles utilisant le cceur entier est de pouvoir
comparer sur une méme section tissulaire le résultat coloré de la réaction enzy-
matique dans le territoire ischémique et dans le reste du myocarde normale-
ment irrigué.

Parmi les réactions enzymatiques choisies pour ce travail, la phosphorylase
est la premiére atteinte. Ceci a été montré pour la premiére fois par Bajusz et
Jasmin (1964), puis confirmé par d’autres auteurs (Fine et Morales, 1966 ; Jaaske-
lainen, 1966; Seiferth, 1967; Krug ¢t ol., 1967; Hecht, 1971). II est habituelle-
ment admis que toute activité phosphorylasique a disparu aprés 5 minutes
d’ischémie. Dans notre matériel, lactivité phosphorylasique est nulle, dans
tout le territoire de la coronaire ligaturée, aprés une ischémie permanente dune
heure. Tout se passe comme si, dés la premiére heure, la zone P-ase négative
déliminait de fagon quasi-définitive la topographie de l'infarctus. Rappelons
4 ce propos que les analyses biochimiques montrent au contraire, dés les pre-
midres minutes de l'ischémie, une augmentation de l'activité phosphorylasique
par transformation de la phosphorylase inactive b dans sa forme active ¢ (Dobson
et Mayer, 1973). Cette activation de la glycolyse va de pair avec la baisse des
réserves glycogéniques. Pour certains (Schulze, 1969; Hecht, 1971), la déplétion
enzymatique observée dans le territoire Iésé serait due & l'augmentation de la
perméabilité cellulaire et & la diffusion dans le milien d’incubation d’une enzyme
cytoplasmique trés soluble. L’utilisation comme substrat de dextrans de haut
poids moléculaire parait pouvoir s’opposer & cette diffusion (Meijer, 1968).

La mise en évidence des diverses activités deshydrogénasiques du cycle de
Krebs a ét6 souvent utilisée en pathologie myocardique. Au cours de 'ischémie,
divers auteurs ont montré que l'activité succino-deshydrogénasique (SDH)
disparaissait aprés un temps de latence de 4 & 6 heures (Kaufman ef al., 1959;
Hecht, Korb et David, 1961 ; Shnitka et Nachlas, 1963; Bajusz et Jasmin, 1964;
Hecht, 1964; Fine et Morales, 1966). Avec les sels de tetrazolium (NitroBT)
comme accepteurs d’électrons, les altérations observées concernent non seule-
ment intensité de la réaction colorée, mais la distribution des sites d’activité
marqués par les dépdts de formazan. La plupart accordent une signification
a lapparition de gros granules bleutés de 1 & 3 u (Shnitka et Nachlas, 1963;
Kakari, 1970). Cette activité granulaire G, bien différente de la distribution
mitochondriale normale dite fibrillaire F (Niles, 1966) parait liée aux altérations
mitochondriales et & l'apparition de fines gouttelettes lipidiques modifiant
I’équilibre physicochimique du cytoplasme (Kakari, 1970). Elle a été reproduite
in vitro et observée in vivo dans plusieurs cardiomyopathies induites par des
substances médicamenteuses ou toxiques. L’aspect obtenu en zone de nécrose
est tout & fait différent et représente vraisemblablement un artefact en rapport
avee P'affinité non spécifique des sels de tetrazolium pour les protéines cellulaires
dénaturées. Rappelons qu’a 48 heures, toute activité deshydrogénasique a dis-
paru dans le territoire de I'infarctus.

La comparaison entre les activités phosphorylasique et succinodeshydro-
génasique permet de définir trés nettement, entre la zone de nécrose et le myocarde
normal & distance, une zone intermédiaire marginale, caractérisée par une dis-
parition de lactivité P-asique et une activité SDH granulaire G. L’évolution
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des lésions au cours des 48 premiéres heures montre d'importants remodelages
du profil enzymatique dans les territoires marginaux, avec réduction progressive
de la zone P-ase négative et SDH granulaire, et extension de la zone de nécrose.

L’activité cytochrome-oxydasique est constamment diminuée au cours de
Iischémie, comme pour toutes les enzymes du métabolisme oxydatif. Certains
la considérent comme un indicateur trés précoce de I'ischémie (Jadskeldinen, 1966),
alors que d’autres ne la trouvent nettement diminuée qu’aprés un délai de 1
4 4 heures (Shnitka et Nachlas, 1963; Bajusz et Jasmin, 1964; Hecht, 1964;
Fine et Morales, 1966; Seiferth, 1967). Dans notre matériel, la réaction enzy-
matique n’est nettement altérée qu’a 6 heures, avec une évolution comparable
a celle de la SDH.

La glucose-6-phosphate deshydrogénase est un chainon important du shunt
des hexoses monophosphates. Son activité est faible dans le myocarde normal
dont le métabolisme est essentiellement tourné vers la production d’énergie.
Son renforcement dans les zones périfocales, surtout a la phase tardive du proces-
sus, suggére une activation des processus de synthese, notamment de la syn-
thése des nucléoprotéines (Dusek, 1971).

L’incidence de la revascularisation sur I’évolution des infarctus expérimentaux
est encore mal connue. Depuis les premiers travaux de Blumgart, Gilligan
et Schlesinger (1941), divers auteurs on étudié les effects sur le myocarde d'une
ischémie temporaire (Yabuki et al., 1959; Fisher et Edwards, 1969; Sommers
et Jennings, 1964; Hort et Dacanalis, 1965; Jennings, 1974). Certains ont sou-
ligné les particularités histopathologiques et ultrastructurales de ces infarctus
revascularisés (Sommers et Jennings, 1964). On a insisté sur I'importance, dans
ces cas, des suffusions hémorragiques qui peuvent jouer le réle d’un facteur
aggravant dans I’évolution des lésions (Breshnahan ef al., 1974). Les aspects
morphologiques notés aprés revascularisation sont a rapprocher de certaines
lésions obgervées chez ’homme, au cours du choe hémorragique (Martin et Hackel,
1963). 11 n’est pas interdit de penser que les troubles profonds de la perméabilité
capillaire qui accompagnent I'anoxie jouent un roéle déterminant dans cette
érythrodiapédeése.

En réalité, la question essentielle est de savoir dans quelle mesure la restaura-
tion précoce du flux sanguin dans un territoire ischémique est susceptible de
réduire I'étendue de la nécrose tissulaire. Il est généralement admis que les
altérations métaboliques prénécrotiques des cellules myocardiques passent par
une phase de réversibilité, puis d’irréversibilité (Jennings, 1969). Au plan théo-
rique, ce point d’irréversibilité peut étre considéré comme dépassé quand les
processus biochimiques qui président au métabolisme énergétique ne peuvent
plus assurer l'intégrité structurale et fonctionnelle de la cellule. Pour la plupart
des auteurs, ce stade d’irréversibilité est atteint aprés 20 & 60 minutes d’ischémie
(Blumgart ef al., 1944; Jennings et Sommers, 1960; Krug, 1970; Brachfeld,
1974). Par contre, il parait possible, chez le Chien, de restaurer les battements
cardiaques aprés une période d’anoxie de 90 minutes (Coffman ef al., 1960). Krug,
du Mesnil de Rochemont et Korb (1966) obtiennent, chez le Chat, en utilisant
comme marqueur l'injection de substance fluorescente, des infarctus de taille
réduite pour des durées de ligature coronaire inférieures a 90 minutes. Récem-
ment, Maroko et al. (1972), Ginks ef al. (1972—1974) ont montré, chez le Chien,
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par des techniques morphologiques, électrocardiographiques et biochimiques,
la possibilité de sauver de la néerose du tissu myocardique par reperfusion coro-
naire aprés 3 heures d’ischémie. Pour notre part (Fontaliran ef al., 1972; Deloche
et al., 1972), la revascularisation réalisée dans les 12 premiéres heures, grice
& une technique originale de ligature amovible, nous a permis d’obtenir chez le
Rat des infarctus d’étendue réduite dans prés de 80%. Dans la série présente,
répondant au méme protocole chirurgical, le rétablissement du flux sanguin
s’accompagne d’une réduction modérée ou importante de la taille de I'infarctus
dans la moitié des cas pour une durée d’ischémie de 6 heures, et les deux tiers
des cas pour une durée d’ischémie d’une heure. Aucun des infarctus levés &
la 12éme heure n’a été modifié par rapport aux infarctus par ischémie permanente.
Le petit nombre de cas étudiés dans chaque série ne permet guére de faire des
comparaisons chiffrées, d’autant que les méthodes d’étude sont différentes. Le
fait important est la possibilité, chez le Rat, d’obtenir par revascularisation
au cours de 6 premiéres heures d’ischémie une réduction notable de la taille de
I'infarctus.

Ainsi, avec des différences peut-étre liées au protocole utilisé et tout parti-
culiérement au choix de I'animal d’expérience, plusieurs travaux expérimentaux
suggérent que, méme pour une ischémie de plus d’une heure, la restauration du
flux sanguin peut favoriser la récupération structurale et fonctionnelle de certains
territoires myocardiques. Ces constatations ne remettent pas en cause les critéres
biochimiques de viabilité de la cellule myocardique, mais le territoire myocar-
dique privé d’irrigation sanguine n’est pas une masse tissulaire homogéne.
L’ischémie est un processus dynamique, progressif, soumis & de nombreux fac-
teurs biochimiques et hémodynamiques. Au début, la zone dépendant de I'artére
ligaturée est un mélange de foyers dégénératifs en voie de nécrose et de cellules
myocardiques métaboliquement actives, notamment en périphérie. Aprés 45 mi-
nutes d’anoxie, on estime que 35 & 66% de la population cellulaire montre une
activité métabolique de base compatible avec la survie, méme si la fonction
mécanique n’est pas assurée (McKeever ef al., 1958 ; Jennings et al., 1963 ; Brach-
feld, 1974). Nos observations histoenzymologiques confirment cette progressi-
vité dans l'installation des lésions. Les 24 et méme 48 premiéres heures sont
marquées par des modifications importantes des différentes zones identifiées
en fonction de leur profil enzymatique. Le rétablissement précoce du flux sanguin
a pour effet de réduire en quelques heures la zone marginale P-ase négative et
SDI granulaire. Cette réduction s’accompagne d’une stabilisation de la zone
de nécrose. La restitution dans les zones marginales des activités P-asique et
SDH normales est compatible avec ce qui a été observé dans d’autres cardio-
myopathies expérimentales, aprés intoxication par le KCN par exemple (Hecht,
1967), et in vitro (Kakari, 1970), ou 'on a pu montrer la réversibilité de ces al-
térations histoenzymologiques. Ces constatations corroborent les travaux de
Lushnikov (1963), de Cox, McLaughlin, Flowers et Horan (1968), qui ont insisté,
4 partir de documents histoenzymologiques, sur le comportement des zones
marginales au cours des phases précoces du processus. Il parait probable que la
récupération de certains territoires myocardiques se fasse & partir de ces zones,
surtout marginales, qui n’ont pas 6té définitivement frappées dans leur métabo-
lisme énergétique dés la premiére heure.
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Une derniére question est soulevée par I'inégalité des résultats. Si la possi-
bilité d’obtenir par revascularisation précoce une réduction de la taille de 'in-
farctus parait acquise dans certains cas, il est incontestable que, dans bon nombre
d’autres, le rétablissement méme précoce du flux sanguin aboutit & des lésions
de topographie superposable & celle des infarctus par ischémie permanente.
Dans notre série, le tiers des levées de ligature aprés une heure d’ischémie com-
porte une telle évolution. Bien plus, 'étude histoenzymologique des premiéres
phases du processus montre parfois une extension plus rapide de la zone de nécrose.
Les vérifications coronographiques et histologiques effectuées permettent d’éli-
miner la persistance d’um obstacle au niveau de la ligature (thrombose par exem-
ple). Certaines observations suggérent l'intervention, dans ces cas, de pertur-
bations profondes de la microcirculation. L’absence dans certains territoires
ischémiques de réexpansion vasculaire a ’échelon capillaire, malgré la réinjection
correcte du lit artériel aprés rétablissement du flux sanguin, serait susceptible
d’aggraver l'anoxie tissulaire. Oedéme cellulaire ou «sludge» pourraient étre
responsables de ce second obstacle, au niveau de la microcirculation. Dans ces
zones, le processus évoluerait pour son propre compte et échapperait aux effets
favorables de la revascularisation. Dés 1966, Krug ef al. et, plus récemment,
Hauschild, U. et al., ont évoqué le rdle des facteurs microcirculatoires dans
I'ischémie myocardique expérimentale. I’autres auteurs ont observé des faits
semblables dans la surrénale (Kovacs et al., 1966), encéphale (Kowada ef al.,
1968 ; Ames et al., 1968) et la peau (Willms-Kretschmer et Majno, 1969). L’étude
de ces modifications par des techniques d’injections de masses opaques et colorées
est actuellement en cours. Les résultats feront I’objet d’une publication ultérieure.
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