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Mesenchymal Reactions of the Aortic Wall in Atherogenesis 
by Adrenalin-Thyroxin and Fat Diet in Rabbit 
Ultrastructural and Histoenzymologic Study 

Summary. An initial parenteral injection of adrenalin-thyroxin (1 injection 
daily for 5 days) followed by a high lipid diet induces an unusual, rapidly 
occuring atheroma in the rabbit aorta. Previous ultrastructural and histoen- 
zymologic studies of the same model have shown obvious intimal and medial 
changes, apparently due to the hormonal treatment alone. Repair occurs 
quickly. The mechanism of atherogenesis is uncertain. 

The present study reports the occurence of obvious atherosclerosis at 
later stages in this model, when studied by the same methods. The changes 
are compared with those induced by hormonal  treatment alone, allowing 
some insight into the additional effects of adrenalin and cholesterol on 
rabbit aorta: 
- two sets of 6 experimental animals were killed after one month. In the 
first group, receiving hormonal  treatment alone, the vascular wall is not 
completely repaired and a change in the histochemical perfusion gradient 
(elevated level of hydrolase activities of the outer layers of  the vessel) remains. 
In the second group, receiving hormonal treatment and the lipid diet, athero- 
matous plaques containing lipid containing cells appear at intimal level. 
These cells develop by migration of myocytes from the medial layer. Choleste- 
rol seems to be the main factor inducing the smooth muscle cell migration 
and lipid deposition and its proliferative effect is increased by the elevated 
vascular permeability. 
- after adrenalin-thyroxin, 6 animals received the lipid diet for one month 
and were sacrificed after a further month. Atheromatous plaques were still 
present and contained higher lipid levels. Medial scarring may disturb the 
parietal gradient and increase the intimal lipid accumulation found. 
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Introduction 

De connaissance d6jfi ancienne (Josu6, 1903; Anitschkow, 1913; Hueper,  1944), 
mais de m6canisme encore real 6lucid6 (Haft,  1975), les 16sions aortiques provo- 
qu6es chez le lapin par  les catecholamines apparaissent souvent s6v6res. Affectant 
essentiellement la media, y cr6ant des plages de n6crose, elles restent malgr6 
une incrustation calcaire secondaire, tr6s diff6rentes des 16sions de l'ath6roscl~- 
rose humaine. Pourtant ,  en analogie avec d 'autres  modules (Giordano et al., 
1970; Minick et al., 1973 ; Trillo et al., 1974), ce type d'agression facilite singuli6- 
rement, dans le contexte d 'une hyperlipid6mie, la survenue secondaire de d~p6ts 
ath~romateux. Moins de deux mois apr~s une s6rie d'injections pr6alables 
d'adr6naline-thyroxine, Constantinides et al. (1958) puis nous-m6mes (Brohon 
et al., 1974) observions chez le lapin soumis ~ u n  r6gime hyperlipidique des 
16sions d 'a th6rome aortique caract6ris& 

Lors d 'une 6rude pr~alable (Chomette et al., 1976), nous nous ~tions attaches 
aux ~tapes initiales de cette ath~roscl6rose <<acc616r~e>>. Moins d 'une semaine 
apr6s le d6but de l 'exp6rimentation, les modifications sont certes consid+rables; 
mais, essentiellement destructives, caract6ris6es fi la fois par une n6crose des 
cellules musculaires et la fracture des lames 61astiques, elles sont en fair imputa- 
bles au seul traitement hormonal .  La surcharge cholest6rolique n 'y est qu'insigni- 
fiante. Par ailleurs, entre le 15 6me jour  et la 3 6me semaine, surviennent les 
signes d 'une r6paration pr6coce s 'exprimant  par la mobilisation de myocytes 
~pargn6s par la n6crose et par la synth6se active de substances intercellulaires 
collag6ne et 61astique. 

Ainsi, la tendance rapidement r6gressive de ces 16sions pari6tovasculaires 
conduit ~ s ' interroger sur le m6canisme de l'6tape ult6rieure et les raisons du 
r61e sensibilisateur de l 'agression hormonale  vis/t  vis du r6gime hyperlipidique. 
Pour tenter de r6soudre ce probl6me, nous nous sommes attach6s ~ l 'analyse, par 
les m6mes moyens ultrastructuraux et histoenzymologiques de ce mod61e exp6ri- 
menta l / t  un stade plus ~volu6. Parall61ement, nous nous sommes efforc6s, sur 
certains lots exp+rimentaux, de d6tecter les signes d 'un 6ventuel effet protecteur 
de la dim6thylbiguanide (Metformin),  qui nous avait 6t6 sugg6r6s par notre ex- 
p6rimentation ant6rieure (Brohon et al., 1974). 

Mat6riel et m6thodes d'6tude 

Notre 6tude a port6 sur 20 lapins de l'esp6ce Fauve de Bourgogne, pesant 2,5 5. 3 kg. Deux 
d'entre eux ont +t+ utilis6s comme t6moins; les autres ont ~t~ soumis pendant 5 jours gt une 
administration par voie intra-p6riton6ale de thyroxine (50 lag par kilo d'une solution ~ 40 gg/ml) 
et 5. une perfusion intraveineuse d'adr~naline /~ raison respectivement chaque jour de 25, 25, 50, 
50 et 75 lag par kilo de poids d'une solution /t 20 lag/m1. Apr6s ces 5 jours, les animaux ont 6t+ 
r6partis en 3 lots de 6 animaux: 
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- groupe I soumis au seul traitementhormonal et sacrifi6 apr~s 4 semaines, 
- groupe II nourri avec un r6gime hyperlipidique comportant dans la ration, habituelle 1 gr de 
cholesterol et 2 gr de graisse de porc (substance riche en acides gras 5- longue chaine) et sacrifi6 
apr+s 4 semaines de ce traitement, 

- groupe III, nourri par ce r6gime durant nne m~me p6riode mais sacrifi6 ~. la fin du deuxi6me 
mois, apr+s un d61ai de 4 semaines d'alimentation normale. 

Par ailleurs, darts le but d'6tudier un 6ventuel effet pr~ventif de la Metformin (Agid et Marquie, 
1969). -- dim~thylbignanide, la moiti6 des animaux de chaque lot a subi une semaine auparavant 
une injection journali6re de 250 mg/kg de ce produit et, durant le traitement hormonal, une admini- 
stration 6galement parent6rale de 100 mg/kg. 

Dans chaque groupe, de mani6re 5- contr61er la sp6cificit6 et l'efficacit6 du r6gime hyperlipidique 
ath6rog6ne, un dosage des lipides s+riques 5- divers stades de l'exp6rimentation et une analyse 
biochimique post-mortem des lipides de la paroi aortique ont &t& r+atis6s. 

Apr~s sacrifice par anesthesie au carbamate d'ethyl et saign~e, l'importance des 16sions aortiques 
6tait appr~ci6e selon les gradients pr6c6demment d6finis (Brohon et al., 1974). Les pr616vements 
ont 6t6 effectu6s en z6ne pathologique et, syst6matiqnement, sur l'aorte thoracique 5- 2 cm en 
dessous de la crosse. L'6tude en microscopie optique a 6t6 r6alis6e: 
- sur pr~l~vements fix6s au Bouin et inctus en paraffine. Des colorations appropri6es ont 6re 
pratiqu6es pour l'&ude morphologique de routine (h6mat6ine ~osine), la raise en +vidence des 
fibres 61astiques (orc6ine, fluorescence) et des substances fondamentales (coloration par le P.A.S., 
le Bleu de Toluidine 5. pH 3,5), 
- sur pr616vements fix6s ou formol tamponn~ (Baker) pour la recherche des graisses (coloration 
au Soudan). 

L'6tude histo-enzymologiqne a 6t6 r+alis6e apr~s immersion des fragments aortiques dans l'azote 
liquide (10 s) et coupe au cryotome Harris. Diff~rentes activit6s (ferments respiratoires, enzymes 
energ6tiques, hydrolases acides) ont pfi 6tre appr~ci6es (m+thodes selon Pearse, 1972). Parmi les 
enzymes oxydatifs, dans les cycles glycolytiques aerobie et anaerobie, le shunt des pentoses et 
ie cycle de Krebs: 
- la glucose 6 phosphatase DH et la 6 phosphoglnconate DH, 

- la lactate dehydrog6nase (L.D.), 
- l'isocitrate et la malate DH (M.D.), 
- les diaphorases: NADH2 et NADPH2 Tetrazolium reductase (Adams, 1967), 
- les ATPases (ATPa) 5. pH 8,5 et 9,4 et la 5 Nucleotidase, - les hydrolases et enzymes cataboli- 
ques: phosphatases alcalines (P.al.), phosphatases acides (P. ac.), est6rases non sp6cifiques 5- la 
beta-naphtyl acetate (Nesta), beta-glycuronidase (B.gl), Leucylaminopeptidase, acetyl-thio-cholin- 
est6rase, mono-amino oxydase. 

L'6tude en microscopie electrouique a 6t6 r6alis~e, de mani6re 5- pr6server l'integrit6 de l'intima, 
par pr616vement sur bourse aortique inject6e pr6alablement de liquide fixateur (Glutaraldehyde). 
Apr6s fixation compl+mentaire et post-fixation dans l'acide osmique, inclusion en Epon, les coupes 
ont 6t+ effectu6es fi l'ultramicrotome L.K.B. Les coupes semi-fines ont ~t6 color6es au Bleu de 
Toluidine. Les coupes fines, contrast&es ou non (recherche du Calcium) par l'ac6tate d'Uranyle 
et te citrate de Plomb, ont ~t6 examin6es au microscope electronique Hitachie HU 8. 

R 6 s u l t a t s  

Etude biologique 

D ' i m p o r t a n t e s  v a r i a t i o n s  d u  t a u x  des  l ip ides  s6 r iques  i m p u t a b l e s  a u  r 6 g i m e  

h y p e r l i p i d i q u e  s o n t  c o n s t a t 6 e s  d a n s  2 de s  3 lo t s  e x p ~ r i m e n t a u x .  T a n d i s  q u e ,  

d a n s  le g r o u p e  I s o u m i s  a u  seul  t r a i t e m e n t  h o r m o n a l ,  les l ip ides  n e  m o n t r e n t  

q u e  de  f a ib l e s  v a r i a t i o n s  ( t a u x  des  l ip ides  t o t a u x  i n i t i a l e m e n t  de  2 ,17 g/1 et  

d e  3 ,45 e n  f in  d ' e x p 6 r i e n c e  ; d u  c h o l e s t 6 r o l  de  0 ,67 g/1 et  de  0,71 ; de s  p h o s p h o l i p i -  

des  de  1,28 et  de  1,64 g/l) ,  d a n s  les d e u x  a u t r e s ,  e n  d e h o r s  d e  l ' a b s e n c e  d e  

v a r i a t i o n s  des  t r i g lyc6 r ides ,  l ' 61~va t ion  des  l i p ides  s~ r iques  a p p a r a i t  s i gn i f i c a t i ve :  
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- d a n s  le groupe II, lipides totaux, cholest6rol et phospholipides accusent apr6s 
un mois de r6gime un accroissement consid6rable; 616vation des lipides totaux 
de 5 fi 27 g/l, du cholest6rol de 0,69 5. 16,80 g/l, des phospholipides de 1,22 

5,90 g/1. 
- darts le groupe III, une hyperlipid6mie d'importance comparable est constat6e 

la fin du premier mois: 616vation des lipides totaux de 2,50 g/1 fi 28,50; 
du cholesterol de 0,6 fi 16,60; des phospholipides de 1,20 ~t 5,80. Apr6s un 
mois d'alimentation normale, la lip6mie fi la fin du deuxi6me mois demeure 
encore sup6rieure fi la normale: lipides totaux 7 g; cholesterol 2,10 g; phospholi- 
pides 1,80 g. 

Parall61ement aux constatations pr6c6dentes, l'6tude biochimique de la paroi 
aortique r6v61e une teneur accrue en lipides, singuli6rement en cholesterol. Alors 
que dans le groupe I, le taux de celui-ci par gramme d'aorte fraiche n'est 
que de 3,7 mg/g, il attaint dans le groupe II 12 mg/g et s'616ve/t 16 mg/g chez 
les animaux du 3 6me groupe. 

Notons que, par rapport aux animanx homologues du m~me groupe, ces 
diff6rentes estimations n'6taient pas influenc6es par la Metformin. 

Etude macroscopique, histologique et histoenzymologique 

Sur 18 animaux examin6s, 12 pr6sentent sur la crosse aortique des 16sions macros- 
copiques caract6ris6es: plaques blanchfitres, sur61ev6es (+  + + +),  61evures na- 
cr6es d'6tendue plus faible ( + + + ) ,  stries lipidiques confluentes ( + + ) ,  au 
minimum simple opalescence de l'intima (+) .  A u n e  seule exception, routes 
se r6partissent dans les deux derniers groupes et leur intensit6 prb6mine dans 
le troisi~me. 

Parmi les animaux du premier groupe, en histologie conventionelle, l 'intima 
est indemne de tout 6paississement pathologique. Dans la media ne persistent 
que quelques modifications de l 'armature 61astique et de la musculature: recti- 
tude anormale des lamelles et pr6sence, par places, de myocytes ~perpendiculai- 
rest> (Fig. 1). En histoenzymologie (Tableau 2), les anomalies demeurent appr6- 
ciables. Du fair d'une desquamation partielle de l'endothelium, la positivit6 
de la phosphatase alcaline est discontinue. Dans la media l'activit6 ATPasique 
des myocytes reste m6diocre et celle des enzymes oxydatives (M.D., L.D.) inf6- 
rieure fi la normale. Parmi les activit6s pr6jugeant du gradient de perfusion, 
la phosphatase acide reste 6lev6e dans la media externe (Fig. 2). 

Tableau 1 

0 + + +  + + +  + + + +  

groupe I 5 i 
groupe II 1 1 1 2 1 
groupe III 4 2 

Gradient  d'intensit6 des 16sions macroscopiques (0 fi + + + +)  
selon les groupes 6tudi6s: groupe I e t  II (long6vit6 1 mois) 
groupe III (long~vit6 2 mois) 
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Fig. 1. Media (Groupe I). N6crose localis6e. ]rrbgularit6s des dispositifs 61asitques. Orc+ine. G x 180 

Fig. 2. Media externe (Groupe I). P. ac. Score + + .  G x 350 

Fig. 3. Intima (Groupe II). Soudan III. Infiltration lipidique majeure. G x 200 

Fig. 4. Intima (Groupe II). NAD Tetrazolium reductase. Positivitb dans les cellules de la plage 
et ies myocytes de la media sous-jacente. G x 280 

Fig. 5. lntima (Groupe III). P. ac. Positivit6 intense. Granulations dans les cellules de la plaque 
ath6romateuse. G • 

Fig. 6. Media (Groupe III). ATPa. pH 8,5. Positivit6 irrbguli6re. G x 350. Encart: tbmoin. Positivit6 
intense. G • 350 
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Tableau 2 
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ATP LD MD PAC Nesta P. alc. 

Temoins + + + + + + + + + +_ + 
groupeI +t l  + +  + ~ + +  + / ~ + +  + + +  +_~+ i 
groupe II + + + fi + +  + +  + ~i + +  -- 
groupe III • + + + + + _+ + 

Activit6s histoenzymologiques (gradient d'intensit6 - fi + + +) dans les 3 groupes par rapport au 
lot t+moin. Toutes les activit6s concernent les myocytes de la media, fi l'exception de celle de la 
phosphatase alcaline situ6e dans l'endothelium. 

Dans  les an imaux du deuxi6me lot, de m~me long6vit6 que le pr6c6dent, 
les 16sions histologiques sont  toujours  importantes .  L ' in t ima compor te  une infil- 
t rat ion lipidique soudanophi le  peupl6e de macrophages  (Fig. 3). Dans  la media, 
outre quelques plaques n6crotiques et une rectitude persistante des lames 61asti- 
ques, de gros myocytes  stellaires sont  visibles dans les espaces. En his toenzymolo-  
gie sont constat6es dans les macrophages  de l ' intima d ' impor tan tes  activit6s 
enzymatiques  ocydatives (LD,  N a d -  Fig. 4), hydrolasiques (P. Ac.) et est6rasiques. 
Dans  la media (Tableau 2), les activit~s energ6tiques et oxydatives sont plus 
r6duites que dans le groupe pr6c6dent et la restaurat ion ATPas ique  tr+s faible 
(ceci en contraste  avec une forte positivit6 de l 'enzyme sur les plaques n6croti- 
ques). Les activit6s li6es au gradient  de perfusion (P. Ac.) restent 61ev6es et 
la Naphtolest6rase,  ~i l ' inverse du groupe  pr6c6dent, atteste d 'une  forte positivit& 

Dans  le dernier lot (groupe III),  les plages lipidiques sont 6paissies et saillan- 
tes. Par contre,  les modif icat ions de la media  semblent un peu moindres  (agence- 
ment  plus r6gulier, horizontal ,  des myocy tes ;  lames 61astiques/t nouveau  flexueu- 
ses). Dans  l ' intima, l ' endothel ium r6par6 recouvre une positivit6 normale  de 
la phosphatase  alcaline; hydrolases acides (Fig. 5) et est6rases sont tr6s positives, 
granulaires au sein des macrophages .  Dans  la media (Tableau 2), les enzymes 
oxydatives (MD,  LD) pr6sentent une positivit6 presque comparable  ~i celle du 
groupe t6moin, mais l 'activit6 ATPas ique  y demeure tr~s faible (Fig. 6). La 
faiblesse des r6actions de la phosphatase  acide et de la naphtol-estbrase y sugg6re 
d 'au t re  part  une rbduction de la perfusion pari6tale. 

Fig. 7. Groupe I. Media. Lames 61astiques parall61es (1) et myocytes (m) allong6s. A noter l'impor- 
tance, dans les myocytes, de ribosomes et fi leur contact de plages de mucopolysaccharides avec 
fibre collag6ne calcifi~e (~). G x8000. Encart: prolongement (p) et elastine (e) en formation, 
riche en microfilaments. G x 20000 

Fig. 8. Groupe II. Limitante dlastique interne (I) fractur+e. De part et d'autre myocytes charg6s 
de vacuoles lipidiques (v). G x 15000 

Fig. 9. Groupe II. Intima: macrophage avec vacuoles (v) lipidiques et [ysosome (Ly) Cellule muscu- 
laire (m) vacuolis~e (v) et prolongement (P). Feutrage collag~ne (co) important entre les cellules. 
G x 8000 
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Etude  uI tras tructurale  

Selon les groupes exp6rimentaux, les modifications observ6es dans l ' intima et 
la media aortique apparaissent diff6rentes. Ces anomalies ne sont pas influenc6es, 
cependant, lorsqu'il a 6t+ administr6, par un 6ventuel traitement par la Metfor- 
min. 

Groupe L Dans l 'intima, l 'endothelium, en dehors de larges secteurs d' exfolia- 
tion, apparai t  turgescent, bourr6 de vacuoles de pinocytose. Le conjonctif sous- 
endoth61ial, tr6s mince, n'h6berge que de tr6s rares cellules allong6es de type 
musculaire. 

Dans la media, les lames 61astiques, en particulier la limitante 61astique 
interne (LEI), continues, comportent  de place en place quelques secteurs jeunes, 
riches en microfilaments, sans doute r6cemment reconstitu6s. Entre elles, dans 
les espaces, les myocytes sont dans l 'ensemble r6guli6rement dispos6s en files 
longitudinales (Fig. 7). Leur corps, allong6 et sombre, bord6 de vacuoles d 'endo- 
cytose, h6berge des myofilaments bien visibles. Leurs prolongements effil6s sont 
r6guli6rement ancr6s dans les lames 61astiques voisines. Pourtant,  dans une 
proport ion importante,  ils demeurent globuleux, pourvus d'organites perinucl6ai- 
res bien visibles (ergastoplasme granulaire, mitochondries, syst6me golgien) et 
de myofilaments p6riph6riques; leurs prolongements sont nombreux, souvent 
volumineux, arrondis ou piriformes. A leur contact imm6diat s 'observent des 
plages et des globes d'~lastine n6oform~e, peupl6e encore d 'un fin r6seau microfi- 
lamentaire (Fig. 7). De nombreuses fibres collag6nes 6manent 6galement, en 
trousseaux, des prolongements cellulaires. D 'aut res  apparaissent clairsem6es au 
sein de plages abondantes,  transparentes aux electrons, de mucopolysaccharides. 
Par ailleurs, correspondant  aux mutilations n6crotiques vues en microscopie 
optique, quelques z6nes anhistes, granulaires sont circonscrites par d'6pais trous- 
seaux collag6nes provenant  de fibroblastes actifs, pourvus de dispositifs ergasto- 
plasmiques tr6s d6velopp+s. Toutes ces modifications laissent place dans la media 
externe ~t des structures cellulaires et intercellulaires normales. 

Au total, un mois apr6s l 'agression hormonale,  la r~paration vasculaire est 
presque achev6e. L 'endothel ium demeure cependant partiellement exfoli6 et dans 

Fig. 10. Groupe II. Media et limitante klastique interne (I): myocytes perpendiculaires, les uns som- 
bres, homog6n6is6s avec prolongements desins6r6s (md), les autres jeunes (mj) it cytoplasme clair 
avec nombreux ribosomes et fibrillog6n~se collag+ne (co). G • 8000 

Fig. 11. Groupe II. Media: myocyte prolif6rant 5. deux noyaux (n). A son contact, lame basale 
(--,), ~lastig~n~se (e) et fibrillog6n~se collag6ne active (co). G x 20000 

Fig. 12. Groupe III. Intima: endothelium continu en bordure de la lumi6re vasculaire ( * ) et lame 
basale 6paissie (--,). Cellule endotheliale (e) saillante avec vacuole lipidique (v). Oed+me (o) granulo- 
vacuolaire sous-endothelial. Dans la plaque, macrophage /t vacuoles confluentes (ma) et myocyte 
(~engraiss~)) (m) ~t vacuoles perinucl6aires. G x 5 500 
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la media, outre la persistance de quelques cellules n6crotiques, se poursuit encore 
de la part de myocytes jeunes et actifs la consolidation des armatures conjoncti- 
ves .  

Groupe II. L'intima, trSs bpaisse, y est presque d6pourvue de revStement endothS- 
lial. Elle est occup6e par un tr6s grand nombre de cellules bourr6es de vacuoles 
lipidiques sans membranes, appartenant fi deux catOgories morphologiques 
(Fig. 8). Les unes, arrondies, fi hyaloplasme clair, pourvues de nombreux organi- 
tes (ergastoplasme trds d6velopp6, citernes et v6sicules golgiennes nombreuses, 
lysosomes abondants) ont l'apparence de anacrophages. Les autres, sombres, 
pourvues de prolongements, de myofilaments et de membranes basales, sont 
de type musculaire; vacuoles lipidiques et organites y sont concentr+s dans 
la r6gion perinucl6aire. Entre ces 616ments, s'observent quelques plages claires 
off le contour du feutrage collag~ne apparait souvent renforc6 par de fines 
calcifications &oil6es. 

Darts la media, les lames 61astiques, notamment la L.E.I., comportent des 
interruptions persistantes et quelques ~cals~ exub6rants. Les premiSres sont 
soulign6es par de minces liser6s calcaires fortement contrast6s et il n'est pas 
rare d'y constater ta p6n6tration de myocytes chargds de lipides (Fig. 9). Les 
seconds sont form6s de plages d'61astine jeune, riche en microfilaments. Darts 
les espaces, les cellules musculaires sont irr6guliSrement orient6es (Fig. 10). Les 
unes, r6tractbes, fi cytoplasme sombre et homog6n6is6, sont manifestement en 
d6g~n6rescence; leurs prolongements, d6sins~r~s, sont parfois calcifi6s. Les au- 
tres, claires et volumineuses, attestent, malgr6 leur relative dbdiff6renciation, 
d'une activit6 m6tabolique et prolif6rative importante (Fig. 11). Ce sont des 
myocytes globuleux, parfois binuc166s; La raret6 des myofilaments et la pauvret6 
de l'endocytose y contrastent avec l'abondance des autres organites (ergasto- 
plasme, Golgi et mitochondries); les plus proches de la L.E.I. contiennent en 
outre des vacuoles lipidiques. Leurs prolongements, courts, presque sessiles, 
abondent en ribosomes et parfois en microv6sicules. Au contact de ces myocytes 
s'observe par ailleurs une ~lastig6n~se intense. Celle-ci s'61abore par replication 
et conversion granulo-filamenteuse des membranes basales. De plus, une fibrillo- 
g6nSse collagSne consid6rable 6mane des prolongements cellulaires et les plages 
claires de mucopolysaccharides, peupl6es de fibres calcifi6es, se montrent plus 
particuli6rement d6velopp6es. Comme dans le groupe pr6c6dent, la media externe 

Fig. 13. Groupe III. Intima: cellule musculaire (m) n6cros6e et calcifiee. Feutrage collag+ne (co) 
abondant renfermant, outre des prolongements de cellules ( ~ )  des organites cellulaires libres (corps 
lysosomiaux Ly). G x 8000 

Fig. 14. Groupe llI. Media: cellule musculaire (m) fiche en myofilaments, prolongements acumin6s, 
mais comportant  encore des ribosomes et des mitochondries. Gros nodules d'61astine (e) jeune 
et collag6ne (co) abondant,  irr6guli6rement dispos6 autour du myocyte. G x 8000 

Fig. 15. Oroupe III. Media: elastine jeune (e), collagSnr (co) et mucopolysaccharides (mu). Calcifica- 
tions (--,) 6toil~es ou lin6aires sur les fibres collag6nes et en bordure des blocs d'~lastine. G x 25000 
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:ne comporte aucune modification caract6ris6e (myocytes normaux sans infiltra- 
tion lipidique ni activit6 lysosomal e insolite). 

Darts ce groupe s'observent en somme deux ordres de modifications. Dans 
l'intima apparaissent des plages 6paisses dont la cellularit6 importante, gorg6e 
de vacuoles lipidiques, proc6de d'une infiltration de macrophages et de cellules 
musculaires migr6es. Dans la media, d'autre part, des alt6rations d6g6n6ratives 
persistantes suscitent de la part de cellules musculaires lisses une r6g6n6ration 
d6sordonn6e et une 61aboration consid6rable de mat6riel conjonctif, en particu- 
lier 61astique. 

Groupe III. Malgr6 un mois d'arr6t du r6gime hyperlipidique, l'intima y pr6sente 
une morphologie comparable fi celle du groupe pr6c6dent. Toutefois, l'endothe- 
lium est maintenant continu (Fig. 12). Les cellules, turgescentes ou m6me cubi- 
ques, unies les unes aux autres par des interdigitations lfiches, y t6moignent 
d'une activitb fonctionnelle importante : nombreuses v6sicules de micropinocytose, 
ergastoplasme abondant, grande quantit6 de corps lysosomiaux, figures myelini- 
ques cernant les inclusions lipidiques. Sous l 'endothelium la lame basale 6paissie 
surmonte une z6ne oed6mateuse, r~ticul6e et vacuolaire. Darts l'~paisseur de 
la plaque, les cellules, macrophages et myocytes, montrent maintenant une in- 
tense activit6 lysosomale: nombreux lysosomes granulo-vacuolaires ou figures 
my61iniques contourn6es cernant les vacuoles paranucl6aires de myocytes. De 
plus, beaucoup de ces 616ments sont frapp6s de d6g6n6rescence (Fig. 13): con- 
fluence de vacuoles, densification homog6ne du cytoplasme, lib6ration extra- 
cellulaire de lipides ou de corps lysosomaux. Par ailleurs, les substances conjonc- 
rives sont plus abondantes: fibres collag6nes, accumulation autour des basales 
cellulaires de mat6riel 61astique et de plages de mucopolysaccharides. Les micro- 
calcifications, plus nombreuses, incrustent les fibres collag6nes, les d6bris cellulai- 
reset  m~me quelques membranes basales de myocytes. 

Darts la mddia, les interruptions des lames 61astiques laissent place 5. de 
gros cals d'61astine jeune. Les myocytes pr6sentent encore des dispositions anor- 
males (Fig. 14). Beaucoup demeurent stellaires et leurs prolongements, bien 
qu'ancr6s dans les blocs ou les lames 61astiques, restent globuleux. Dans les 
corps cellulaires hypertrophi6s, les trousseaux myofilamentaires abondants lais- 
sent voir encore des organites nombreux (mitochondries diss6min6es, ribosomes, 
ergastoplasme granulaire et m~me dispositifs golgiens). Des vacuoles lipidiques 
libres ou accol6es 5. des lysosomes y sont souvent visibles. Des substances intercel- 
lulaires trop abondantes englobent ces myocytes dystrophiques: nodules con- 
fluents d'61astine (Fig. 14), feutrage collag6ne dense, plages mucopolysaccharidi- 
ques peupl6es de fibres collag6nes calcifi6es (Fig. 15). 

Les modifications de ce groupe sont ainsi 6galement originales. Dans l'intima, 
sous l'endoth61ium restaur6 (mais sans doute anormalement perm6able), beau- 
coup de cellules myo'ides et macrophagiques, exergant vis fi vis des lipides une 
activit6 catabolique, entrent en d6gbn6rescence. Parall~lement, s'observe 5- leur 
contact un enrichissement en substances intercellulaires et en d6p6ts calciques. 
Par ailleurs, la rdparation de la media s'av6re dystrophique, contraignant les 
myocytes emmur6s dans de gros blocs 61astico-collag~nes 5- des dispositions 
irr6guli6res et ~t des ancrages anormaux. 
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Discussion 

Avant d'aborder le probl6me pos6 par la survenue d'un ath6rome aussi rapide, 
il convient tout d'abord de pr6ciser quelques traits morphologiques et morphody- 
namiques de ce mod61e exp6rimental. 

L'endoth61ium, d6truit durant la premi6re phase de l'exp6rimentation (Cons- 
tantinides et al., 1969), est restaur6/t la 8 6me semaine. Toutefois, fi cette date 
encore pr6coce et en analogie avec les constatations de Webster (1974), sa 
perm6abilit~ reste vraisemblablement alt~r~e ; ainsi en atteste l'aspect oed~mateux 
et granulo-vacuolaire du tissu conjonctif sous-endoth6lial (Knieriem, 1970) 
(Fig. 12). Par ailleurs, l'616vation des activit6s hydrolasiques (B-GLU et P. Ac. 
- F i g .  2) dans les myocytes de la media externe, bien que sans correspondance 
ultrastructurale patente, fournit lfi comme en d'autres circonstances (Postnov, 
1966; Wolinsky, et al., 1975; Coltoff-Schiller et al., 1976) une bonne indication 
d'une 6puration transpari6tale excessive et d 'un gradient de perfusion anormale- 
ment 61ev6 (Jellinek, 1974). 

D'autre part, quels que soient les lots exp&imentaux, la r6action m6senchy- 
mateuse de la media est constante. Elle fair appel fi des myocytes jeunes (Fig. 11), 
prolif6rants (images de binucl6ation), pourvus de nombreux prolongements glo- 
buleux (Backwinkel et al., 1973 ; Hauss, 1974). Les myofilaments y apparaissent 
clairsem6s, les mitochondries nombreuses et r6parties dans tout le cytoplasme, 
l'ergastoplasme granulaire et l'appareil de Golgi particuli6rement apparents. 
Notons qu'avec le r6gime de surcharge lipidique, ces 616ments mobilis6s, en 
migration vers l'intima (Fig. 9) se chargent de vacuoles graisseuses sans mem- 
brane (Knieriem, 1970) vis ~i vis desquelles quelques uns exercent une activit6 
lysosomale intense. Toutes ces cellules font preuve dans l'ensemble d'activit6s 
enzymatiques proportionnelles ~t la qualit6 et ~t l'importance num6rique de leurs 
organites sub-cellulaires. Toutefois, malgr6 un stock mitochondrial important, 
les activit6s oxydatives restent souvent paradoxalement faibles (Tableau 2, 
Fig. 5). De plus, ~t une phase tardive de la r6paration, la restauration des myofila- 
ments ne s'accompagne pas toujours d'une reprise des activit6s ATPasiques 
(Tableau 2, Fig. 6). 

Durant toutes les phases de l'exp6rimentation, ces myocytes 61aborent, grfice 
~. de multiples expansions peupl6es de ribosomes et de microv6sicules, des substan- 
ces intercellulaires vari6es (Fig. 14). Des blocs d'61astine fiche en microfilaments 
s'6difient au contact de leur lame basale. Le collag6ne 6mane en gros faisceaux 
de leurs prolongements. Enfin, en connexion intime avec les cellules, des mucopo- 
lysaccharides s'individualisent en plages claires au sein desquelles de nombreuses 
incrustations calcaires soulignent le contour des fibres collag6nes (Figs. 9 et 
13). 

Notons enfin que, quels que soient le groupe experimental et le protocole 
utilisbs, un effet pr6ventif de la Metformin sur ces diverses alterations n'a pfi 
6tre confirm6. 

Comme nous l'avions montr6 ant6rieurement (Chomette et al., 1976) dans 
la gen~se des modifications constat6es, l 'administration d'adr6naline-thyroxine 
joue, fi elle seule, un r61e d6terminant. Initialement, ce traitement, en analogie 
avec d'autres modes d'attrition vasculaire (Grosgogeat et al., 1965 ; Robert et al., 
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1971 ; Hauss, 1974), provoque des d6gfits consid6rables : exfoliation de l'endoth6- 
lium (Constantinides, 1969), fracture des lames 61atiques et n6crose des myocytes. 
D'importantes perturbations enzymologiques en sont alors le reflet: perte d'acti- 
vit6 de la phosphatase alcaline dans l'endothelium, chute dans les myocytes 
des activit6s ATPasiques et oxydatives, accroissement en parall61isme avec l'aug- 
mentation de la perm6abilit6 pari6tale, de leurs activit6s hydrolasiques. 

Tr6s rapidement, en r6ponse ~t cette agression, apparaissent vers le 8 6me 
jour les signes d'une r6Paration active; des myocytes <<mobilis6s>> assurent la 
refection des armatures m~diales 61astiques et collag6nes. A la fin du premier 
mois, comme le montre notre groupe II, la r66dification se montre tr6s avanc6e 
et presque normale. L'intima, fi l'inverse des constatations effectu6es dans d'au- 
tres mod+les traumatiques, est demeur6e mince, sans cellule migr6e. Dans la 
media, les fractures 61astiques ne sont plus visibles et les myocytes, pour la 
plupart, r6ins6r6s. 

Toutefois, certains indices dans la media attestent encore d'une r6paration 
inachev6e : immaturit6 des myocytes (Fig. 7) peu fournis en myofibrilles et pauvre- 
ment dot6s d'activit6s enzymatiques; organisation encore irr6guli6re et mal syst6- 
matis6e des substances intercellulaires dont les agencements restent encore tr+s 
diff~rents du modelage des aortes normales (Fig. 1). En conjonction avec les 
dehiscences de l'endothelium, cette persistence/t quelque degr6 des disjonctions 
elastico-musculaires explique sans doute le maintien fi cette p6riode d'une perfu- 
sion accrue (Doerr, 1970) et d 'un score 61ev6 des phosphatases acides (Fig. 2). 

Chez les animaux soumis au m6me traitement hormonal, l 'adjonction d'un 
r6gime riche en cholest6rol suscite, en m~me temps qu'une hypercholest6rol6mie 
majeure, des 16sions d'ath6rome particuli6rement typique et pr6coce (Constanti- 
nides et al., 1958; Shimamoto, 1972) (Fig. 3). Apr6s 4 semaines apparaissent 
les plaques observ6es avec le seul r6gime apr6s des temps beaucoup plus longs 
(en moyenne 3 fi 6 mois; gen6gre et al., 1963; Fontaine et al., 1965); comme 
le r6v61ent les dosages biochimiques, ces d6p6ts vont de pair avec un enrichisse- 
ment consid6rable de la paroi vasculaire en cholest6rol. 

En morphologie ultrastructurale, l'aspect des 16sions intimales est en tout 
point d6monstratif. Les macrophages, charg6s de vacuoles lipidiques sans mem- 
brane, sont ceux rencontr6s habituellement dans l'ath6rome au cholest6rol 
(Fig. 8): cellules rondes, riches en ergastoplasme et lysosomes de nature vraisem- 
blablement macrophagique (Barbolini et al., 1969; Bj6rkerud, 1969; Meessen 
et al., 1975); 616merits myo'ides (Geer, 1965; Parker et al., 1966; Borgers, 1973) 
beaucoup plus nombreux, allong6s, pourvus de prolongements, de membranes 
basales, voire d'attributs myofibrillaires. Comme le r6v61ent les incidences favo- 
rables, ces derniers proviennent de migrations massives ~t travers la L.E.I. de 
myocytes de la media (Fig. 9) (Constantinides, 1965; Knieriem, 1970; Webster 
et al., 1974). 

Apr6s un mois de cessation du r6gime, la paroi vasculaire, comme en attestent 
les dosages, s'enrichit encore en cholestbrol et les 16sions sont loin de r6gresser 
(Gupta et al., 1970; Stary, 1974). Sous l 'endothelium reconstitu6, trbs riche 
en microv6sicules de pinocytose, en organites, peupl6 lui-m~me de v6sicules 
lipidiques (Knieriem, 1970), les cellules acqui6rent des activit6s hydrolasiques 
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c o n s i d 6 r a b l e s .  Le  l y s o s o m e  p r o d u i t  d a n s  les v6s icu les  g o l g i e n n e s  des  m a c r o p h a -  

ges  f u s i o n n e  a u x  v a c u o l e s  l i p i d i q u e s  (Sa io  et  al. ,  1974) et  f o r m e  a v e c  cel les-ci  

de s  c o r p s  g r a n u l o v a c u o l a i r e s  (Fig .  13) o u  des  f i gu re s  m y e l i n i q u e s  d o n t  l ' a c t i v i t 6  

p h o s p h a t a s e  ac ide  et  e s t 6 r a s i q u e  es t  c o n s i d e r a b l e  ( M u l l e r  e t  al. ,  1959) (Fig .  4). 

E n f i n ,  e n  s i m i l i t u d e  a v e c  les 16sions d ' a t h 6 r o s c l 6 r o s e  c h o l e s t 6 r o l i q u e ,  la  d e s t r u c -  

t i o n  des  p h a g o c y t e s  y es t  r a p i d e m e n t  i n t e n s e .  L i b 6 r a n t  d a n s  les e s p a c e s  e x t r a -  

ce l lu l a i r e s  l ip ides  et  o r g a n i t e s ,  el le  a p p a r a i t  en  q u e l q u e  s o r t e  << c o m p e n s 6 e  >> p a r  

u n e  p r o d u c t i o n  t r6s  a b o n d a n t e  de  m u c o p o l y s a c c h a r i d e s  et  de  f i b re s  co l l ag6nes .  

D6s  lors ,  c o m m e n t  c o m p r e n d r e  la gen6se ,  s o u s  l ' e f fe t  p r ~ l a b l e  d u  t r a i t e m e n t  

h o r m o n a l ,  d ' u n  a t h 6 r o m e  h y p e r c h o l e s t 6 r o l 6 m i q u e  auss i  p r 6 c o c e ?  

L a  c o m p a r a i s o n ,  e n t r e  les t r o i s  g r o u p e s ,  des  c a r a c t 6 r e s  m o r p h o l o g i q u e s  et  

h i s t o e n z y m o l o g i q u e s  de  la r 6 p a r a t i o n  m 6 d i a l e  f o u r n i t  fi ce t  + g a r d  des  a r g u m e n t s  

d 6 m o n s t r a t i f s :  

- Alors que chez les animaux soumis au seul traitement hormonal, la restauration de la media, 
au premier mois, est tr~s avanc~e, dans le groupe II de m~me long~vit~ cette r~paration reste 
beaucoup plus pr~caire. Les myocytes mobitis~s et en migration conservent des dipositions irr6guli~- 
reset, parmi eux, s'observent de nombreuses cellules en souffrance (Fig. 10). Outre une r~duction 
plus important des scores dnerg@iques et oxydatifs, l'histoenzymologie d~montre, malgr~ l'6paisseur 
de la plaque intimale, une ~l~vation encore franche des tests de perfusion (Tableau 2). Sans doute, 
les phosphatases acides sont-elles un peu moins ~lev~es que dans le groupe pr~c6dent, mais le 
score important des est~rases atteste bien d'une p~n~tration profonde des lipides et d'une hydrolyse 
importante de ceux-ci (Postnov, 1966). 

- Apr~s deux mois, la r6paration est, certes, tr~s ~labor~e mais ses caract~res sont franchement 
dystrophiques (Fig. 14, 15). Les substances intercellulaires emmurent les myocytes dans des plages 
~lastiques et mucofibrillaires peupl~es de fines calcifications (Meessen et al., 1975). Les connexions 
insoIites de ceux-ci expliquent sans doute, malgr6 la restauration de Ieur mat@iel myofibrillaire 
et de leurs enzymes oxydatives (Fig. 5), l'insuffisance persistante de leurs activit6s ATPasiques. 
Une telle cicatrisation dysharmonieuse, en conjonction 5. la fibrose intimale, rend compte alors 
d'un obstacle majeur 5. la perfusion pari6tale (Hauss, 1974), d'une n~gativation des activit~s enzymo- 
logiques correspondantes ~t celle-ci et d'un enrichissement progressif de la plaque intimale en choleste- 
rol. 

I1 est ainsi possible d'envisager le m~canisme physiopathologique de cette ath~roscl~rose selon 
les ~tapes suivantes : 

- dans un premier temps, le traitement hormonal, notamment les catecholamines, par Faction 
conjugu~e de multiples facteurs (effet propre de l'adr~naline sur l'endothelium, spasme du vaisseau 
et vasoconstriction des vasa vasorum - Haft, 1975 - ) ,  engendrent de consid@ables d~sordres: 
d~sinsertion endoth~liale, fracture des lames ~lastiques et n~crose des cellules musculaires. Sous 
l'effet d'une mobilisation et d'une multiplication des myocytes, les l~sions tendent 5- se r~parer 
rapidement. N~anmoins, des d~hiscences endoth~liales persistantes et la restauration insuffisante 
de l'armature m6diale rendent compte, 5- la 4 ~me semaine, d'une perfusion pari@o-vasculaire 
encore excessive. 

- ainsi, la paroi vasculaire est-elle particuli@ement <~sensibilis6e>> aux effets de la seconde agression, 
celle du r6gime hyperlipidique. Celui-ci, 5- la faveur de l'accroissement de la perfusion, exerce, 
en effet, son action au coeur de la media sur des myocytes dejfi mobilises dont il suscite 5. son 
tour Ia proIif~ration (Flscher-Ozoga et al., 1974). Darts de telles conditions, on peut comprendre 
l'ampleur et la rapidit~ inhabituelles (Clowes et al., 1976) de la r6ponse m+diale 5. l'hyperlipid6mie. 

- La signification, des cette p6riode, d'accumulations graisseuses dans 1' intima pr6te davantage 
~. discussion. S'agit-il, 5. la faveur d'un gradient 61ev6, d'une acumulation r6trograde, par suite 
de l'incapacit6 des cellules de la media ~ faire face ~. un gradient accru et/ t  une 6puration lipidique 
trop importante? Sugg~r+e par l'+16vation darts la media externe des activit6s est6rasiques, cette 
hypoth6se ne trouve cependant en ultrastructure aucune confirmation (absence dans les myocytes 
externes d'endocytose intense ou de lysosome tr+s apparent). Par contre, la production en grande 
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quantit6 au contact des cellules engraiss~es de mucopolysaccharides nous parait rev~tir une plus 
grande signification. Les mucopolysaccharides exercent, en effet, un r61e d'arr~t vis 5. vis des vecteurs 
du cholest6rol (Hauss, 1973; Walton, 1974), favorisant 5, cette occasion les micropr6cipitations 
calcaires dont nous avons vu la frbquence dans nos documents. 

- Quant 5. l'6volution 16sionnelle tardive, la r+paration dyshamonieuse de la paroi vasculaire 
et la r6duction extrame du gradient de perfusion en sont, selon nous, les agents essentiels. L'absence 
de perfusion (Hauss, 1973; Hauss, 1974) faciliterait, en effet, malgr6 la restauration endoth61iale 
les nouvelles accumulations de lipides, la scl6rose intimo-m6diale cons6cutive et la constitution 
alors d+finitive de la plaque ath6roscl6reuse. 

Nous adressons nos remerciements fi M. Tacnet et fi A. Lesot pour leur contribution technique 
5. ce travail et 5. R. Wolesperger et G. Martin qui en ont r~alis6 l'iconographie. 
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