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Ear ly  Histoenzymologie and Ult ras t ructural  Changes Induced  by 
Adrenal in-Thyroxine  and Fa t  Diet in Rabbi t  Aor ta  

Summary. The first stages of the atherosclerotic lesions induced in the rabbit aorta by 
adrenalin- thyroxine, with (or without) an hypereholesterolic diet, have been studied on 
the 6th, 13th, and 22nd day. Major parietal changes, barely demonstrable with light micro- 
scopic standard techniques, were detected, as soon as the 6th day, by electronmicroseopy 
and histoenzymology. These changes were probably due solely to the hormonal treatment. 
In the early stage, they consisted of some fragmentations of the elastic sheets and some 
smooth muscle cell lysis. The oxidative and ATPase activities were greatly reduced. The 
increased lysosomal hydrolase activities of the outer layers of the vessel could be related 
to the increased vascular permeability and consecutive increased perfusion gradient induced 
by these lesions. Later, an obvious repair process was seen. The smooth muscle ceils bearing 
numerous processes were bound by many microfilaments and by some elastic material. 
The energetic enzymatic activities were increased. 

The part taken by the lipidic diet in these changes, apart from the increase of the esterase 
activity, did not seem yet of significance in this first stage of atherosclerosis. However, one 
cannot exclude that the intensively accumulating lipids might, at some later stages, poten- 
tiate the consequences of the vascular lesions or impede the repair process. 

Parmi  les multiples m6thodes exp6rimentales utilis6es jusqu'ici dans diverses 
esp6ces animMes pour  provoquer  une ath6rosel6rose vaseulaire, la plupar t  ne 
parviennent  qu'apr6s un long d61ai g la r6alisation de 16sions earaet6ris6es. I1 
enes t  ainsi chez le lapin, qu'il s'agisse de r6gimes hypereholest6rol6miques (Lenegre 
et al., 1963; Knieriem, 1970) ou de diverses techniques d 'a t t r i t ion  pari6to-vaseu- 
laire ( immunisat ion:  Rober t  etal., 1971; la thyrisme:  Bouissou etcd., 1973; 
irr i tat ion t r aumat ique :  Bjorkerund,  1969; Webster  et aL, 1974). 

Parmi  ces divers proc6d6s, celui pr6eonis6 autrefois par  Josue (1903) (in- 
jection d'adr6naline), utilis6 depuis par  divers auteurs (Fischer, 1905; Kaiser- 
ling, 1907; Fiseher-Wasels and Jaffe, 1926; tIelin, 1970), puis modifi6 par  Con- 
stantinides et al. (1958) (administrat ion d 'adr6naline-thyroxine)  abouti t  par  la 
destruct ion des fibres musculaires m6diales g la const i tut ion de 16sions pari6to- 
vasculaires n6crosantes d 'une  rare intensit6. 

L 'ad jonc t ion  dans un tel mod61e exp6rirnentM d 'un  r6gime hyperlipidique 
renforee encore cette action, engendrant  une ath6rosel6rose pr6coce (Constan- 
tinides etal., 1958; Fonta ine  etal., 1965; Giordano etal., 1970). Dans une s6rie 
exp6rimentale importante ,  nous eonstations nous-mgmes (Brohon et al., 1974), 
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sous l'effet de 5 jours de t r a i t ement  hormonal  et de 2 semaines de r~gime hyper- 
lipidique, des l~sions vasculaires chez 76% des au imaux  5tudi4s. Celles-ci se 
caractSrisaien~, comme duns les expSrienees initiales de Constant in ides  et al. (1958) 
par  des plages m4diales n4crotiques et calcifiSes, souvent  dScelables d~s l ' examen  
macroscopique de l 'aorte.  A ce stade pr~coce, l '((impr~gnation ~) l ipidique deme~tre 
g4nSralement modeste, ]imitSe ~ l ' endoth4l ium;  elle ne suscite aucune  r~action 
int imale  proliferative. Certaines plages n4crotiques sont n~anmoins  ubondammen t  
charg~es de lipides soudanophiles.  

E n  ut i l i sant  cette m~me technique,  et grs s des mSthodes d 'appr~ciation 
morphologique plus fine, il nous ~ paru  intSressant  d ' exuminer  les tou t  premiers 
s~ades de ces 14sions pariSto-vasculaires nSerosantes. 

Materiel et m6thodes d'~tude 
Notre 6rude a port~ sur 18 lapins de l'esp~ce (~Fauve de Bourgogne>), pesant 2,5 ~ 3 kilos. 

Nous avons utilis4 exclusivement des animaux femelles, les r6sultats y ~tant, en effet, plus 
constants. 4 d'entre eux ont 4t~ utilis~s comme t4moins. 14 animaux ont 6t~ soumis pendant 
5 jours ~ une administration par voie intra-p4riton4ale de thyroxine (50 ~g par kilo d'une 
solution ~ 40 [zg/ml) et s une perfusion intra-veineuse d'adr~naline ~ raison respectivemcnt 
chaque jour de 25, 25, 50, 50 et 75 [zg par kilo de poids d'une solution ~ 20 ~g/ml. Apr~s 
ces 5 jours de traitcment, los animaux, non sacrifi~s, ~taient nourris avec un r6gime hyper- 
lipidique comportant, duns sa ration habituelle, 1 gr. de cholesterol et 2 g de graisse de pore 
(substance riehe en acides gras b, longue chaine), ceci durant une p~riode variant de 7 jours 

2 semaincs. L'efficacit6 de ce r6gime a ~t6 contrSl~e par l'~tude du taux des lipides sanguins 
totaux et du cholest6rol qui, chez ces animaux, exc~daient respectivement 8 g e t  4 g/litre 
(taux chez les t~moins respectivement inf6rieurs s 4 g et 1 g 20/1). 

Par ailleurs, duns ]e but d'~tudier l'effet pr~ventif de la metformin (Agid and Marquie, 
1969) - -  N. N. Dimethylguanide - -  sur ces l~sions, un lot de 4 animaux a subi une semaine 
auparavant une injection journali~re de 250 rag/kilo de ce produit et, durant le traitement 
hormonal, une administration ~galcment parent~rale de 100 mg/kilo. 

Ainsi, notre mat6riel experimental comprenait: 
4 lapins t4moins. 
6 animaux sacrifi~s au 6~me jour apr~s traitement hormonal simple (dour 2 avec ad- 

ministration conjointe de ~r 
6 animaux sacrifi~s au 13~me jour aprbs traitement hormonal et r~gime lipidique (dont 

2 apr~s m~me essai de traitemant pr~ventif par 1V[etformin). 
2 animaux sacrifi~s au 22~me jour apr~s traitement hormonal et 2 semaines de r4gime 

hyperlipidique. 
Apr~s sacrifice par anesth4sie au carbamate d'4thy] et saign4e, l'importance des 14sions 

aortiques ~tait appr~ci~e selon les gradients pr~c6demment d~finis (Brohon et al., 1974) et 
les pr~l~vcments out 4t~ effectu4s en zone pathologique et syst~matiquement sur l'aorte 
thoracique ~ 2 cm emdessous de la crosse. L'~tude en microseopie optique fur r~alis~e: 

Sur pr4v~lements fixes au Bouin et inclus en parafine. :Des colorations appropri~es sont 
pratiqu4es pour l'~tude morpho]ogique de routine (h~mat4ine-~osine), la raise en ~videnee 
des fibres ~lastiques (Orc~ine-Verhoeff) et des substances fondamcntales (P.A.S., Bleu Alcian 
Bleu de T~luidine), la recherche du calcium (coloration de Von Kossa), l'~ppr~ciation de 
la richesse en acide ribonucl4ique (test de Brachet). 

Sur pr~l~vements fixes au formol tamponn4 (Baker), oh sont effectu~es la recherche 
des graisses et l'identification par los m~thodes appropri~es de leurs diverses vari~t~s (colo- 
ration de Schnlz-Lieberman, s la digitonine, r~action plasmale, coloration de Luxol-Fast- 
blue). 

L'~tude histo-enzymologique est r4alis~e apr~s immersion des fragments aortiques duns 
l'Azote liquide (10 secondes) ct coupe au cryotome type Harris. Diff4rentes activit~s (fer- 
ments respiratoires, enzymes ~nerg~tiques, hydrolases acides) ont pu 8tre appr~ci~es (m4thodes 
selon :Pearse 1968, 1972): 
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Parmi les enzymes oxydatifs, dans les cycles glycolytiques aerobic et anaerobic le shunt 
des pentoses et le cycle de Krebs: 
- -  la glucose 6 phosphate Dtt  et la 6 phosphogluconate DH; 
- -  la lactate dehydrogenase; 
- -  l'isocitrate et la malate Dt{. 

Les diaphorases: NADtt2 et NADPtI2, Tetrazolium reductase (Adams, /967) 
Les ATPases s ptI 8,5 et 9,4 et la 5-nucleotidase. 
Les hydrolases et enzymes cataboliques: phosphatases alcalines, P. acides, esterases 

non specifiques s la beta-naphtyl-acetate, Beta-glycuronidase, Leucyl-aminopeptidase 
acetylthiocholinest~rase, Mono-Amino-Oxydase. 

L'6tude en microscopic ~lectronique a ~t~ aussi r6alis~e: pr~l~vements fix4s en Glut- 
araldehyde et post-fixes dans l'acide osmique. Inclusion en Epon apr~s deshydratation dans 
des alcools s concentration croissante. Coupe ~ l'ultramicrotome L.K.B. - -  Coupes s~mi- 
fines color6es au Bleu de Toluidine - -  Coupes fines contrast4es par l'ac6tate d'uranyl et 
le citrate de Plomb - -  Examen au microscope 6lectronique Hitachi HU 8 - -  

R ~ s u l t a t s  

Etude macroscopique et histologique 

Sur les 14 an imaux examin6s, seuls deux d 'ent re  eux, sacrifi6s respectivement 
aux 13~me et 22+me jours, pr~sentaient macroscopiquement  des 16sions signifi- 
catives. Celles-ci, cantonn~es ~ l 'aorte  thoracique, consistaient en rares plages 
blanch~tres, ~ peine sur61ev~es, de 2 ~ 3 mm de diam~tre (grade~-) (Brohon et al., 
1974). Les 12 autres ne r4v~laient aueune modification patente.  Toutefois il 
~tait possible, dans la plupar t  des cas, de noter  une minceur et une flaccidit6 
anormMes de la paroi vascnlaire. 

En  histologie convcntionnelle, les deux aortes macroscopiquement  ~normales 
compor tment  des zones n~crotiques situ6es dans la moiti4 interne de la m6dia 
(Fig. l a). De prime abord aucune modification patente  n ' ~ a i t  constat~e chez 
les autres. Toutefois, certaines colorations, no t ammen t  celles des fibres 61asti- 
ques, des muco-polysaccharides et des acides ribonucl6iques, de m4me clue celle 
des coupes s6mi-fines, laissaient entrevoir  chez la plupar t  des animanx dans les 
r~gions les plus internes de la paroi, au contact  de la lumi+re, d ' impor tants  d6s- 
ordres (Fig. 1 b) : 

D6doublement  de la l imitante 61astique interne et presence dans l ' intima de 
quelques cellules allong6es (~myo~des ~). 

Rect i tude  anormMe et fine f ragmentat ion des lames ~lastiques les plus internes. 
Distension ou affaissement des espaces inter-lamellaires et ((dilutions) de leur 

contenu alcianophiIe. 
Anomalies morphologiques de myocytes,  globuleux, perpendiculMres ~ la 

lnmi+re et dans quelques cas, test  de :Brachet, particuli~rement riche en A.R.N. 
Par  aillenrs, chez les an imaux soumis ~ un r6gime hypercholest4rol6miqne, 

les colorations appropri6es n 'object ivent  qu 'une  fMble quantit~ de graisse dans 
l 'endoth61ium et l~ m6dia. Toutefois, les lipides 6talent pr6sents en grande abon- 
dance dans les plages n~crotiques. 

Etude histo-enzymologique 

I. Les investigations pratiqu~es sur l e s g  ctnimaux ldmoins permet ta ient  des 
constatat ions superposables dans l 'ensemble ~ celles des antres autenrs (Adams, 
1967; Brundel,  1972; Mitschek, 1975): 
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Fig. 1 a e t  b. Histologie. (a) N@crose de la m6dia interne. Lapin sacrifi6 au 13 @me jour. H.E.  
G 300 •  (b) Fragmentation des lames glastiques et anomalies des myoeytes (perpendicu- 

laires ~ la lumi@re). Lapin sacrifi@ au 13 @me jour. Bleu de Toluidine. G 450 • 
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Fig. 2a - -d .  Histoenzymologie. (a) LDIt .  N6gativit6 d'ensemble de la m6dia plage sous- 
intimale d'activit6 + d - .  Lapin sacrifi6 au 13 ~me jour. G 675 •  (b) ATl~ase s Ph 9,4. Z6ne 
inactive m6diale. Lapin sacrifi6 au 13 ~me jour. G 340 •  (c) ATPase s Ph 9,4. Inactivi~6 
de ]a m@dia, mais activit6 + + d- sur une plage n6crotique. Lapin sacrifi@ au 13 ~me jour. 
G 150• (d) N. est6rase. Activit6 importante ( + + + )  dans ]a medi~ (nombreuses granu- 

lations). Lapin sacrifi6 au 13 @me jour. G 150 • 
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Les activit6s respiratoires et glycolytiques sont d'intensit6 diff6rente selon 
les enzymes 6tudi6es (+pour  la G6 PD et faiblement z~ pour le 6 PGD, 4 et 
4 4 p o u r  la MD et ICD, forte pour l~ LD 4 + 4 ) .  Elles t6moignent d'autre 
part de deux gradients d'activit6 maxima, m6diale interne et m6dio-adventi- 
cielle. Une aetivit6 diffuse de la LD affectant toute l%paisseur de la m6dia est 
toutefois observ6e chez 2 t6moins. 

Les diaphorases ont une aetivit6 diffuse et intense ( +  § 4 )  dans route l%ten- 
due de la m6dia. 

Les ATPases (& pH 8,5 et 9,4) attestent d 'une forte activit6 diffuse dans la 
m6dia ( 4 4 + ) .  I1 en est de m6me pour la 5 nueleotidase ( 4 4 4 4 ) .  

L'aetivit6 de la phosphatase alealine est cantonn6e s l'endoth61ium. 
Les hydrolases acides (B Glyeuronidase, phosphatases acides) sont positives 

mais avec une faible intensit6 (+)  dans la m6dia externe et l'adventice. I1 en 
est de m6me de la naphtol est6rase (4) ,  de l'acetyl thioeholinest6rase et de la 
monoamino-oxydase (4 ) .  

Notons que, chez ces animaux adultes, dont la <~maturation vaseulaire~) est 
termin6e, la comparaison de ces diff6rents tests au niveau de l'aorte abdominale 
et thoracique ne nous a pas r6v616, comme chez les animaux jeunes, de diff6- 
fence signifieative (Hadjiisky et al., 1970). 

II.  Chez la plupart des a n i m a u x  en expdrience (11 sur 14) d'impoICantes 
modifications sont observ6es. Quel que soit le lot exp6rimental elles apparais- 
sent relativement uniformes, ind6pendantes de l 'adjonction du r6gime hyper- 
lipidique ou d'un essai de pr6vention par la Metformin. 

Sur la totalit6 de la paroi vaseulaire les aetivit6s des enzymes respiratoires 
et glycolytiques, de m~me que eelles des diaphorases apparaissent eonsid6rable- 
ment diminu6es. Les <(gradients ~> internes (de la MD, ICD et G6 PD) disparais- 
sent et la zone externe, elle-m6me, ne t6moigne que d'une faible positivit6 :E. 
L'activit6 de la LD se montre r6duite ehez presque tous les animaux A un fin 
<diser6~> interne, intimo-sous-intimal, celle des diaphorases, normalement diffuse, 
se r6vble ~ la lois moindre et h6t6rog~ne (alternance de zones 4 et de <daeunes ~> --). 
Toutefois, en contraste avec cette r6duction g6n6rale s'observent chez quelques 
animaux de groupes ~ survie prolong6e (Buck, 1962; Hadjiisky et al., 1973) des 
ilots discontinus sous-intimaux d'aetivit6 importante (LD, MD, NAD 4 4 o u  
4 4 4 )  (Fig. 2a). 

L'activit6 g6n6rale des ATPases et de la 5 nueleotidase fl6chit ( 4  + 4 ~ +  +).  
Des lacunes d'hypoactivit6 (~:) de petites dimensions (aspect <~spongieux ~>) et de 
larges zones inaetives (--) (Fig. 2b) presque toujours ~ large base adventicielle 
apparaissent dans la m6dia. Chez les animaux porteurs de plages n6crotiques, 
l'aetivit6 de la m6dia, tr6s r6duite, voire absente, contraste avee celles tr6s in- 
tenses ( 4 4 4 ) ,  ATPasiques et cholinest6rasiques (CHO-E) du secteur n6eros6 
(Fig. 2 c). 

Les hydrolases acides, les est6rases, la monoaminoxydase, attestent de modi- 
fications moins patentes. Chez tous les animaux s'observe, n6anmoins, un accrois- 
sement des est6rases ( 4  4 )  (un peu plus fortes chez quelques animaux soumis 
au r6gime lipidique 4 4 4 )  (Fig. 2d) et de ]a monoaminoxydase, des phos- 
phatases acides et de la B glycuronidase (B. glu) ( 4 4 ) .  Les granulations, plus 
nombreuses clans la m6dia externe, tendent & gagner les conches moyennes, 
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voire s diffuser vers la tun ique  interne.  Chez les a n ima ux  por teurs  de plaques  
n6erotiques,  d ' a u t r e  par t ,  l ' ac t iv i t6  hydro las ique  (pH acides et  be ta-Glu)  est  plus 
par t icu l i6rement  marqu6e  au voisinage de eelle-ei. 

Au  to ta l ,  en u t i l i san t  le t e s t  le plus f iable d ' a t t r i t i o n  vaseulaire ,  eelui des 
act ivi t6s  ATPasiques ,  il a p p a r a i t  possible de sch6matiser  la gravi t6  des modi-  
f icat ions observ6es selon le g rad ien t  su ivan t  (Tableau 1): 

Groupe 0: absence de modif ica t ion.  

Group I :  <dacunes ATPas iques  >> et  aet iv i t6  respi ra to i re  r6duite.  

Oroupe I I :  z6nes de n6gat ivi t6  ATPas ique .  Pr6sence possible d ' f lots  d ' im-  
p o r t a n t e  aet ivi t6  o x y d a t i v e  sous- int imale.  

Groupe  I I I :  baisse diffuse des ATPases ,  mais  pr6senee de plaques  n6eroti- 
ques g act ivi t6  ATPas ique  + + + .  

P a r  r a p p o r t  ~ la dur6e de l ' exp6r imenta t ion ,  du 66me au 226me jour,  ce gra- 
d ien t  a p p a r a i t  p rogress ivement  croissant  chez les an imaux  6tudi6s (Tableau 2). 

Tableau 1. Activit6 enzymologique chez les 18 animaux, t6moins, soumis au traitement 
hormonal (adr6naline-thyroxine) et au traitement mixte (hormonal et r6gime hyperlipidique 

T6moins Tt. Horm. Tt. horm. + 
r6gime Chol. 

ATP + + + 

5 Nuel + + + +  

6 PGD + 

MD + 

ICD + 

LD + + +  

NAD + + 

NADP + +  

MAO + 

EST + 

CHOL. E + 

B. GLU + 

P.Ac. + 

P.A1. + 

+ + +  + +  
L - -  L - -  P + + +  

+ +  + +  
L - -  L - -  P + + +  

n + +  n + +  

• 
n + +  n + +  

• + 
n + +  n + +  

n + +  n + +  

+ +  + +  

+ +  + +  ~ + + +  

+ +  + + +  

+ ~ + +  + ~ + +  

+ ~ + +  + ~ + +  

+ + 

Abbr6viations : • tr6s faible aetivit6, + faible activit6, + + activit6 moyenne, + + + activit6 
forte, + + + + activit6 tr6s forte. L = lacunes ou zones, P = plage n6crotique, n ~ nodules 
sous - -  intimaux. 
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Tableau 2. Gradient 14sionnel (0- - I - - I I - - I I I ) .  R~partition num~rique aux diffCrents jours 
de l'exp~rimentation (6--13--22) 

0 I II III 

6j. 2 1 3 
13 j. 1 2 3 
22 j. 2 

Etude ultrastrueturale 

E t a n t  donn6 l 'absence de fixation in situ, l 'endothClium de l'intima est en 
partie exfoli4. Chez les an imaux d'expCrience les cellules, particulibrement actives, 
y sont  pourvues de nombreuses expansions cytoplasmiques et de vSsicules de 
pinocytose. L'espace sous-endoth~lial, clair, gonfl6 d 'oedSme (Fig. 3 a) y contient  
quelques cellules allongCes de nature  musculaire, de rares fibres collag~nes et 
quelques fines lamellcs 61astiques. Chez les an imaux soumis an r~gime quelqucs 
particules lipidiques, for tement  osmiophiles, sont visibles en outre dans les 
cellules endoth~liales et les espaces interstitiels. 

La couche externe de la mddia, chez les an imaux d'expCrience, Iourni t  des 
images analogues A celles des an imaux tCmoins. Les lames ~lastiques parall~les 
d~limitent rCguliSrement entre elles des espaces peuplCs de myocytes  allong4s, 
ovoides ou stellMres. For tement  contrast ,s ,  s limites sinueuses, pourvus d ' un  
noyau riche en h~tCro-chromatine, ceux-ci contiennent  un mat4riel myofibrillaire 
abondunt,  stri~ de lignes de condensation longitudinales. Les organelles (mito- 
chondries, appareil de Golgi, ergastoplasme) sont concentrSes autour  du noyau.  
Par  ailleurs, s 'observent  au contact  de la membrane  plasmique les zones de 
condensation granuleuse habituelles ainsi que les vCsicules d 'endocytose  rCguli~re- 
ment  juxtaposCes; une membrane  basale continue, fine, granulo-filamenteuse, 
circonscrit ces 61~ments. Grace ~ de multiples prolongements ces cellules eontrac- 
ten t  d ' int imes connexions avec les dispositifs ~lastiques: jonction desmosomale, 
ancrage plus 5tendu, fuseau effil~ ins4r6 au sein mCme des lamelles. Ent re  cellulcs 
et lames 61astiques les espaces interstitiels cont iennent  des fibres collag~nes 
matures  et des plages tr~s clMres, real dSlimit4cs, rCguli~rement ponctuCcs de 
grains tres fins. Les lamelles 61astiques et les nodules ou areas inter-lamellaires 
comportent  dans leur 6paisseur de fines granulations ou des filaments minces 
et longitudinaux.  

Des 16sions affectant  les couches pro/oudes de la mCdia sont constatCes chez 
la plupar t  des an imaux d'expCrience (3 seulement dont  los tests enzymologiques 
6talent d'ailleurs subnormaux ne prCsentaient pas d 'anomalies  importantes).  

Fig. 3a et b. Ultrastructure - -  aspect g6nCral. (a) OedCme intimal important. Rupture de 
la limitante elastique interne (~) et de la 16re lame 6lastique (~). Myocytes Fun vacuolis6 
(my), l'autre partiellement modifi6 (ram), avec ribosomes ---F. Expansions cytoplasmiques 
(e) et fibrillogCnCse collagCne importante. Lapin sacrifi6 au 13 brae jour. G 4800 • (b) Rup- 
ture d'une lame 61astique (l) avec petit sCquestre (~). Myocyte modifi6 au contact (ram). 

Lapin sacrifi6 au 7 ~me jour. G 12000• 

3 Virchows Arch. A Path. Anat. and Itisfol. 
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Fig. 4a et b. Ul~rastructure - -  aspect g6n@al. (a) Media. L6sion importante: rupture des 
lames 61astiques (r Polymorphisme cellulaire dans les espaces avec eellules vacuolis6es 
(my) et myoeytes modifi6s (ram). Lapin sacrifi6 au 13 brae jour. G 3200 • (b) Media - -  16sions 
pareellaires. D6popula~ion claire localis~e. Fibres eollaggnes et expansions eellulaires (e) au 

contact d'une fracture de lame 61astique q'). Lapin sacrifi6 au 22 ~me jour. G 3200 • 

Aux faibles grandissements,  dans les eas les plus s6vgres, la eontinuit6 et le 
parall61isme des dispositifs 61astiques sont rompus. De larges br6ehes trans- 
versales d61imit6es par  des lamelles grignot6es, effiloeh6es et fragment6es livrent 
passage s de gros myoeytes  globuleux et s des trousseaux eollag~nes (Fig. 3b). 
D 'aut re  part,  dans les espaees, abondent  les dldments museulaires, se singulari- 
sant par  la diversitd de lenr forme, de leur volume et de leur densit6 eytoplasmique 
(Fig. 4a). Dana les eas de moindre gravit6 les 16sions, plus pareellaires, sont 
r6duites /~ quelques fractures 61astiques, s de rares seeteurs de polymorphisme 
eellulaire ou In6me ~ des micro-foyers de d6population (Fig. 4b) habit6s senle- 
ment  de fibres eollaggnes et de prolongements eellulaires globuleux. 



Fig. 5a~--d. Myoeytes. L~sions d6g~ngratives. (a) Fuseaux desinsergs d'une lame 61as~ique 
et p~rtiellement retract@s (~). Mitoehondries vaeuolaires (~n) clans le corps cellulaire. Lapin 
saeri{i6 au 7 gme jour. G 12000X. (b) 3/Iyoeyte en d6g@n@reseenee (rod), retract@. Conden 
sation marginale du mat@riel myofibrillaire. A son contact, myoeyte modifi@ (ram). Lapin 
saerifi@ au 7 @me jour, G 6800•  (e) Myoeyte n6eros~. Distension vaeuolaire de l'ergasto- 
plasme (v). Lyse des cr@tes des mitoehondries (m). Lapin saerifi6 au 7 gme jour. G 9000 •  
(d) ~yoey~e ngeros~. Oed@me eytoplasmique et noyau eontourn6 en voie de lyse. Lapin 

saerifi@ au 7 ~me jour. G 6800• 
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Une analyse s plus haute r6solution d6cgle, au sein des myocytes, des modi- 
fications de signification diverse: 

I. Beaueoup d'entre eux attestent  d 'une souffrance et d 'une d6g6n6rescence 
earact6ris6es. Duns les modifications les moins intenses, ils appuraissent som- 
bres. Leurs contours, tr6s sinueux, laissent voir de fr6quentes d6sinsertions 
(Fig. 5a): zone desmosomule r6tractge, fuseau rompn dont les amurres n6cros6es 
apparaissent, duns les lames 61astiques, homogbnes et fortement osmiophiles. Les 
trousseaux myofibrillaires sont margin6s, concentr6s en p6riph6rie du cytoplasms 
(Fig. 5b). Duns la zone claire p6rinucl6aire plus 6tendue apparaissent des citernes 
ergastoplasmiques dilat6es, des mitochondries tum6fi6es et vacuolaires. Au contact 
de lu membrane plasmique les v6sicules d'endocytose sont irr6guli~rement r6par- 
ties et la continuit6 de la membrane basale est interrompue par une multitude 
de d6hiscenees. La d6ch6ance cellulaire plus complgte, observ6c chez les animaux 
b, survie plus longue (12e et 236 jours) s 'exprime par des images de n6crose eellu- 
laire franehe : 

Myocytes tr~s rgtractds, ~ contours diverticulaires dont le cytoplasme est 
vaeuolaire (Fig. 5c). Les alt6rations nucl6aires y sont putentes (forte indentation 
de lu membrane et margination de lu chromutine). Duns les mitochondries forte- 
ment  tum6fi6es ]a cristolyse est presque totule. Le mat6riel contractile homo- 
g6n6is6 se condense dans la cellule ou pros de la membrane plasmique, en bandes 
opaques longitudinales. 

Myocytes ndcrosgs, vaeuolis6s et oed6muteux s noyau <dripp6~> ou mgme 
convertis totalement en masses granuleuses (Fig. 5 d). 

I I .  En contrasts morphologique avec ces 616ments et ~ leur voisinuge s'obser- 
vent, duns les espaces, de gros myocytes <~modifi6s ~>: 

Certains d 'entre eux sont proches ~ vrai dire des myocytes en sou[[rance: 
m6me marginution de ]'appareil contractile, m6mes modifications de la membrane 
plusmique et de la lame basule voisine. Cependant des zones de clarification 
cytoplasmique (Fig. 3a) laissent voir des polysomes et de larges citernes d 'un 
ergastoplasme granulaire et une multitude de v6sicules golgiennes apparaissent 
en p6riph6rie ou, plus volontiers, duns ]a r6gion p6rinucl6aire (Fig. 6a). Le gly- 
eoggne duns ces cellules, habituellement abondunt, contraste uvec le petit nombre 
des mitochondries. 

D'autres 6l~ments, tr~s simplifids, presque d6pourvns de mat6riel contractile 
ffuppent par lenr immaturit6 (Fig. 6b). Le noyau, souvent multiple, est pourvu 
d 'un ou plusieurs nucl~oles pro6minents et ((actifs ~>, le cytoplasme parsem6 d'un 
nombre eonsid6rable de polysomes contient de fines vgsieules golgiennes h contenu 

Fig. 6 a--c. Myocytes modifi6s. (a) Myocytes modifi6s. Persistance, en peripherie, de l'appareil 
contractile (c). Larges z6nes perinuel6aires avec nombreuses v6sicules golgiennes (g) et citernes 
ergastoplasmiques (er). Trgs nombreuses v6sieules d'endocytose (~). Lapin saerifi6 au 7 gme 
jour. G 6800• (b) Myocytes modifi6s simplifigs au contact de lames 61astiques rompues. 
Rar6faction des organelles, m ais nombreux ribosomes et polysomes. Nombreuses expansions 
p6rieellulaires (e). Lapin saeriii6 au 13 ~me jour. G 6800x. (c) Myocyte modifi~ avee rar6- 
faction du mat6riel contractile et ribosomes. Nultiples expansions (e) avec quelques p~di- 

cules (j') sur le corps cellulaire. Lapin sacrifi6 au 13 ~me jour. G 12000 • 



Fig.  6 a - - c  
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s6cr6toire. Les vacuoles d'endoeytose, elairsem6es mais volumineuses, dgversent 
dans les espaces p6ri-eellnlaires, nne abondante sger6tion. La membrane basale 
trou6e de larges diseontinuit6s, se montre par endroits fortement 6paissie et 
d6doublge. 

Au contact de tous ees myocytes modifi6s abondent les exl~ansions diver- 
ticulaires dont les incidences privil6gi6es r6vglent les connexions avee le corps 
eellulaire (Fig. 6c). Ce sont des formations de taille variable, s bordure arrondie 
ou un peu angulense (Fig. 7a), dglimit6es par une unit-membrane mais souvent 
d@ourvues de lame basale. Les unes, de petite faille, sombres, 5manent de 
cellules en souffrance. Les autres, volumineuses, souvent juxtapos~es, renfer- 
ment  dans un hyaloplasme clair de nombreux ribosomes et de fines vgsicnles 
(Fig. 7b). Dans quelques prolongements s 'observent des vacuoles plus impor- 
tantes et des d6hiscenees, vers les espaees inter-eellulaires, de la membrane 
plasmique. Outre ees organites, quelques divertieules eontiennent des mitoehon- 
dries, de volumineuses vacuoles osmiophiles de natuIe  lysosomiale. I)e plus 
(notamment chez les animaux sonmis ~ la metformin) quelques formations sont 
abondamment  eharg6es de grains de glyeoggne (Fig. 7 c). 

I I I .  Dans les espaces inter-lamellaires, au contact des prolongements, les 
trans/ormations de la matrice intercellulaire sont considdrables. Des trousseaux de 
fibres collag~nes adultes y sont visibles en quantit6 anormale. De m6me abondent 
les areas granulaires membranoi'des, les micro-fibrilles de eollagSne immature 
et des agr6gats 41astiques faiblement eontrast6s, sem6s r4guli~rement de fines 
granulations et de micro-fibrilles. Enfin, autour de quelques eellules modifi6es 
s'6difient des d@6ts lin6aires eoneentriques, granulo-filamenteux, v@itables 
replications de la membrane basale (Fig. 7 d). 

IV. t tormis ces modifications intra- et extra-eellulaires deux partieularit6s 
sont constat~es dans ces zones 14sionnelles. 

Dans les myocytes les moins alt@4s et plus rarement  dans la substance inter- 
cellulaire s 'observent quelques particules lipidiques. Dans les ee]lules peu contr~s- 
t4es, elles sont incluses en plein hyMoplasme sans membrane limitante (eertaines 
voisinent avee d 'abondants d@6ts glyeog6niques) (Fig. 8 a). Extra-eellulaires, elles 
sont de plus petites dimensions, fortement osmiophiles, d'aspect lamellaire, en 
~igures my61iniques. 

Sur un seul animal saerifi~ tardivement  (22~me jour) s 'observent des ealei, 
[ications. Tr~s opaques, de structure dense ou lamellaire, elles s 'aecumulent dans 
les d4p6ts micro-granulaires ou engainent les fibres eollag~nes (Fig. 8b). Elles 
a~fectent parfois les contours de prolongements cellulaires d~sins@6s (images 
lin~aires ou tubul~es). Aucun d@St n'est  eonstat6, par contre, sur les lames 
51astiques. 

Fig. 7a--d. Myocytes: prolongements. (a) Multiples expansions au voisinage d'une lame 
~lastique (l) et fibrilles collag~nes (I) nombreuses s leur contact. Polymorphisme de ees ex- 
pansions, les unes claires (v6sicule golgienne v), les autres petites et sombres (prolongements 
retractes ~'). En has, de la figure, myocytes en souffranee, part~ellement desmserr6s. Lapin 
saerifi6 au 13 ~me jour. G 3200• (b) Expansions avec nombreux ribosomes et fines 
v6sieules. Abondante fibrillog6n~se s leur contact. Lapin sacrifi6 au 13 ~me jour. G 15000• 
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(e) Prolongement avee nombreuses mitoehondries (m) et amas de glyeoggne an voisinage, 
autres expansions avee ribosomes et vacuoles. Fibrillog6ngse intense intereellulaire et glasto- 
g4n~se (}). Lapin saerifi6 au 13 gme jour. G 120000• (d) Myoeytes modifi4s (migr6s dans 
l'intima). Nombreuses vgsieules d'endoeytose (v). Edification granulofilamenteuse abondante, 
eoneentrique (replication de la membrane basale ~). Lapin saerifi6 an 13 ~me jour. G 15000 • 
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Au total, les images observ6es en microscopic 61ectronique attestent de 16sions 
presque constantes. Frappant essentiellement les myocybes duns les couches 
profondes de la m6dia dont beaucoup pr6sentent d'6vidents signes de d6g6n6re- 
scence, elles suscitent, d'autre part, chez ceux-ei, des modifications ~r6g6n6ra- 
t ires ~). Duns ces cellules modifi6es et simplifi6es ayant perdu leur appareil myo- 
contractile, l'activit6 synth6tique ~ l'6gard des substances intercellulaires est 
particuli6rement visible au sein de multiples prolongements divertieulaires. Par 
ailleurs, comme le suggbre la microscopic optique, les d6p6ts lipidiques sont 
faibles, les alt6rations intimales r6duites et les pr6cipitations calciques, ~ ce 
stade pr6coce, inhabituelles. 

D i s c u s s i o n . ,  

Les 16sions r6alis6es par le modble exp6rimental que nous avons utilis6, sont 
d'une fr6quence sensiblement 6gale & celle que nous avons pu 6tablir, grs & 
l'histologie conventionnelle, lors d'une s6rie ant6rieure de plus longue dur6e 
(73 %) (Brohon et aI., 1974). Duns cette expgrience nouvelle, l'identit6 des 16sions 
duns les deux lots d'animaux soumis l 'un au seul traitement hormonal, l 'autre 
un traitement mixte (Adr6naline - -  Thyroxine et r6gime hypercholest6rol6mique) 
prouve toutefois & l'6vidence, s ce stade pr6coee, le rble majeur de l'agression 
hormonale duns le d6terminisme des alt6rations. Les lipides ne sont d6tect6s 
d'ailleurs qu'en faible abondanee duns les cellules de l'endoth61ium ainsi que 
duns celles de l'intima et de la m6dia. 

A c e  stade, les 16sions constat6es sont pour la plupart submicroscopiques 
(2 animaux seulement r6vblent d6js ~ l'histologie des plages de m6dian6erose 
earact6ristiques) (Constantinides et al., 1958). Elles ne sont pus sans rappeler 
par leurs earact~res ultrastrueturaux celles provoqu6es par la nicotine (Gros- 
gogeat and l~oubelakis, 1965) ni sans sugg6rer par la topographic des alt6rations 
histoenzymologiques qui les accompagnent une origine iseh6mique (Hadjiisky 
et al., 1973). Elles affectent sur de larges secteurs de la circonf6rence vasculaire 
l 'armature 61astique et surtout les myocytes plus profonds de la m6dia. Ceux-ci 
sont atteints de signes de d6ch6ance plus ou moins prononc6s : simple d6sinseI~ion 
des jonctions myo-61astiques, vacuolisation ou n6crose. Duns l'intima, par contre, 
hormis la pr6senee de quelques cellules (~myo-intimales)) et d'une fibrillog6ngse 
appr6ciable, les alt6rations demeurent discrbtes il s'agit de plates d'oed~me 
identiques s celles d6crites par Constantinides and l~obinson (1969) aprgs admini- 
stration d'adr6nahne; elles t6moignent vraisemblablement d'une dysorie plasma- 
tiqne hypertensive passaggre. 

La paroi vasculaire atteste, d'autre part, de perturbations enzymologiques 
tr~s 6tendnes, hors de proportion avec le caractgre segmentaire des modifications 
d6g6n6ratives du myocyte. Cette discordance conduit ~ s'interroger sur la signi- 
fication plus pr6cise de chacune des modifications enzymatiques constat6es. 

1. En dehors des foyers de n6crose oh les hydrolases lysosomiales sont abon- 
dantes, l'activit6 des hydrolases acides (ph. aeides, B glue,) s'avgre chez tolls 
ces animaux anormalement 61ev6e duns la m6dia externe. Cette augmentation 
pourrait provenir des alt6rations myo61astiques et t6moigner d'une perm6abilit6 



Modifications pr6coees, histoenzymologiques et ultrastrueturales, de l 'aorte chez le lapin 309 

Fig. 8a. et b. Lipides et Ca. (a) Inclusions lipidiqttes (1) dans le cytoplasme d'un myoeyte. 
Areas glycog~niques au contact. Petite expansion (e) riche en glycog~ne. Lapin saerifi6 au 
13 ~me jour (traitement hormonal lipidique). G 9000 •  (b) Calcifications de fibres collag~nes 
(]c) et d'expansions cellulaires (ec) dans un espace int.er]amellaire. Lapin sacrifi~ au 23 ~me 

jour. G 12000• 
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accrue de la paroi vasculaire avec 616vation de la diffusion hydro61ectrolytique 
(Doerr, 1970), dont les cons6quences enzymologiques ont 6% pr6cis6es par Postnov 
(1966). 

2. L'activit6 accrue des est6rases, hydrolysant les acides gras ~ courte chaine 
(Postnov, 1966), t6moigne en principe d'un accroissement d'apport lipidique 
vers le myocytc (une 616vation de l'activit6 est6rasique a d'ailleurs 6t6 d6cel6e 
duns les stades pr6coces de l'ath6rome humain - -  Brundel, 1972). Duns notre 
exp6rience, un peu plus forte chcz les animaux soumis au r6gime, elle proviend- 
rait ~ la lois de l'hyperlipid6mie et de l'accroissemcnt de la diffusion trans- 
pari6tale. 

3. Les perturbations de l'activit6 ATPasique sont de qualit6 diff6rente selon 
les cas. Les secteurs d'hypoactivit6 initiaux deviennent an 126me jour des zones 
plus 6tendues d'inactivit6 totale. Cet accroissement des perturbations a v e c l a  
dur6e de la survie s'accorde avec l'intensit6 progressivement accrue des destruc- 
tions myocytaires. Par contre, la forte activit6 ATPasique visible duns les foyers 
n6crotiques au contact d'une m6dia inactive, mais morphologiquement peu 
modifi6e, est d'interpr6tation plus malais6e. La persistance, duns la n6crose, 
d'une aetivit6 ATPasique (en analogie avec les observations de Brundel, 1972), 
est ici s exelure. Le r61e d'une d6diff6renciation progressive des myocytes au 
contact des zones alt6r6es, la simplification de ceux-ci, singuli6rement la dis- 
parition de leurs prot6ines contractiles, sont sans doute s envisager. Ils pour- 
raient conduire, en effet, ~ la migration duns la n6crose de substances enzyma- 
tiques ~ support myofibrillaire, 

4. Les activit6s respiratoires oxydor6ductrices dont on a vu rinhibition d6s les 
premiers jours de l'exp6rience retrouvent souvent au 126me jour une ampleur 
importante. Ce sont de petites plages sous-intimales, particuli6rement actives, 
notamment pour la L.D. et pour les diaphorases. De tels fairs sont signal6s par 
Hadjiisky et al. (1973) lots d'immunoart6riopathies exp6rimentales et sont inter- 
pr6t6s par lui eomme le t6moin d'une r6g6n6ration. Duns nos cas 6galemcnt, 
ces modifications allaient souvent de pair avec nne positivit6 intense, duns ces 
secteurs, du test de Brachet. 

L'616ment sans doute essentiel pour la compr6hension de nos constatations et 
de leur discordance apparente, r6side duns la pr6sence, au sein de la m6dia de 
cellnles modifi6es. Celles-ci affectent des territoires tr6s 6tendus et leur (~simpli- 
fication ~> structurale par rapport aux myocytes dont elles proviennent pourrait 
rendre eompte, duns une large mesure, de la r6duction des gradients oxydatifs. 

La r6paration par r6g6n6ration myocytaire de route atteinte vaseulaire 
(Constantinides, 1965; Backwinke] et al., 1973), comme la participation du 
myocyte s la constitution de plaques ath6romateuses (Mac Gee and Asworth, 
1963; Geer, 1965; Parker and Oadland, 1966; Wellmann and Volk, 1970) et des 
16sions intimales de l 'hypertension art6rielle exp6rimentale (Aikawa and Koletsky, 
1970; Backwinkel et al., 1970) sont actuellement amises et m6me prouv6es par 
des techniques appropri6es (Knieriem, 1970; Borgers, 1973). Impliqn6 duns de 
tels processus (~r6g6n6ratifs~> ou scl6rosants, le myocyte subit, duns une phase 
initiale, de profondes transformations morphologiques, sugg6rant s son propos 
des d6nominations vari6es: cellules myo-intimales (Buck, 1962; Wellmann and 
Volk, 1970), interm6diaires (Altschul, 1961), modifi6es (Geer, 1965; Haust and 
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More, 1967). Un tel 616ment est constat4 lors de la plupart  des agressions ex- 
p&imentales de la paroi aortique (nicotine, Grosgogeat and Roubelakis, 1965; 
lathyrisme, Bouissou et al., 1973; immunisation, Robert  et al., 1971; irritation 
traumatique, Bjorkerund, 1969; surcharge en cholest6rol, Knieriem, 1967). Sa 
destin@, variable, le conduit, si l 'agression eesse (Stary, 1973) ~ restaurer la 
paroi vaseulaire et m6me 5, reconstituer son propre mat6riel myofibrillaire (Still 
and Dennison, 1967; Webster etal. ,  1974). Dans le cas contraire, du fair d 'une 
d6diffSreneiation persistante de type fibroblastique il poursuit l'~difieation de 
l@ions intimo-m6diales art~riosel6reuses. 

Durant  notre exp6rimentation, il 6tait possible de saisir les 6tapes suceessives 
de cette transformation: rar6faction myofibrillaire et apparition p6rinucl6aire de 
eiternes ergastoplasmiques; puis survenue de cellules singuli~res, volumineuses, 
claires, peupl6es de polysomes et de microv6sicules golgiennes. Ces cellules, 
d6pourvues d'apti tudes contraetiles sont dou@s, par contre, on le sait, de eapa- 
eit6s s6cr6toires intenses (Parker and Oadland, 1966; Knieriem, 1970; Back- 
winkel et al., 1973): fibrillog6ngse collaggne, 6difieation de substance fondamen- 
tale glycoprot6iqne (Jurukova and Rohr, 1968). 

Ces dernigres s 'expriment avec le plus d'6vidence dans nos eas au contact de 
multiples expansions cellnlaires dont la <(sp@ialisation ~> golgienne on ribosomale, 
apparai t  parfois des plus pouss6e. Au contact de ees diverticules, les espaces 
intercellulaires r6vglent, en effect, une richesse anormale en composantes fonda- 
mentales, nouvellement 6difi6es (d@6ts membranoi'des, microfilaments, agr6gats 
61astiques). 

En somme, les images observ6es apparaissent d6monstratives d 'une r6g6n6ra- 
tion particnli6rement pr6eoce et active s part ir  des myocytes modifi6s dont 
tontefois (<l'expansion~)intimale dans d 'autres modules 6galement art6rio-n@ro- 
sants (Lopes de Faria, 1970) demeure r6duite. 

Quant aux modifications 6ventuellement apportges par la th6rapeutique 
pr6ventive par metformin (Agid and Marquie, 1969), elles nons ont paru, au 
moins dans le petit  nombre d 'animaux ~tudi6s, peu d6monstratives. Chez les 
4 animanx soumis /~ eette drogue, les 16sions ne diff6raient pas dans lent den- 
sit6 et leur qualit6 de celles de leurs homologues des autres lots. La r6g6n6ra- 
tion active s 'exprimait  par  des eellules <<modifi6es)) pourvues d'expansions et la 
seule partieularit6 r@idait, peut-6tre, dans l 'abondanee un peu plus grande par 
rapport  aux autres cas de plages glycoggniques. Une telle charge un peu anormale 
pourrait, si elle se eonfirmait, corroborer pent-6tre les modalit~s d'aetion glueo- 
fixatrices du produit utilis6. En tout  6tat de cause, cependant, elle n'explique 
gu~re dgs ce stade pr6coce la r6duction ult6rieure de fr6quence des 16sions. 

Nous adressons nos rcmereiements s M. Tacne et s A. Bergeron pour leur contribution 
technique & ce travail et s R. Wolfesperger et G. Martin qui en ont r~alis6 l'iconographie. 
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