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Résumé

L’objectif du présent étude était d’examiner la disposition des cellules et des fibres nerveuses, ainsi que de leur
codage, aux cœurs de fœtus de porc de 10 semaines. Les fœtus, obtenus dans un abattoir locale, ont été fixés par
immersion dans la solution de paraformaldéhyde 4% (pH 7,4). Des coupes de cœurs, obtenues à l’aide du
cryostat, ont subi une coloration immunohistochimique simple ou double afin de dépister, dans des structures
nerveuses, la présence du produit génétique protéiné (PGP), de la dopamine bêta-hydroxylase (DβH), du
transporteur vésiculaire de l’acétylcholine (VAChT) et du peptide relié au gène calcitonine (CGRP). De
nombreuses concentrations de cellules nerveuses PGP-positives ont été observées dans la paroi cardiaque. La
plupart des concentrations ont été retrouvées en dessous de l’épicarde, autour de la racine de l’aorte, du tronc
pulmonaire et des veines principales. Des neurones singulaires PGP-positifs ou des petites concentrations de
cellules nerveuses ont été observées dans l’épicarde des oreillettes et des ventricules du cœur. Le plus riche réseau
de fibres nerveuses PGP-positives a été observé dans la base du cœur, près de l’acheminement des vaisseaux
principaux. Dans les quatre chambres du cœur, de nombreux faisceaux de fibres nerveuses PGP-positives ont été
observées. Des colorations immunohistochimiques doubles ont démontré que la plupart de neurones présentaient
une immunoréactivité par rapport à VAChT, certains par rapport à CGRP, et des corps singulaires de cellules
nerveuses étaient positives par rapport à DβH. Des fibres nerveuses alimentant le cœur présentaient une
immunoréactivité par rapport à DβH, VAChT ou CGRP. La distribution et le codage neurochimique des structures
nerveuses chez des fœtus de 10 semaines diffèrent de ceux observés dans les cœurs de jeunes porcs.

1. Introduction

Un aspect important des études cardiaques est la neuroanatomie de cet organe [ 1 , 2 , 3 , 4 , 5 , 6 ]. La recherche
sur les structures nerveuses a donné de nouvelles perspectives sur les aspects pathologiques de la fonction
cardiaque. Les connaissances acquises sont déjà utilisées pour d'autres investigations, c'est-à-dire des essais
cliniques [ 2 , 5 ]. Les recherches ont été principalement menées sur le cœur humain [ 3 , 7 , 8 ] ainsi que sur
plusieurs espèces animales dont la souris [ 5 ], le rat [ 9 ], le cobaye [ 10 ], le chien [ 11]], lapin [ 12 ], génisse [ 6
] et porc [ 1 , 2 , 13 , 14 ]. Un domaine scientifique très intéressant, en cours de développement intensif, est la
xénotransplantologie [ 13 , 14 , 15 ]. On pense actuellement que les porcs domestiques sont les meilleurs
candidats au don d'organes. Ce fait encourage une recherche plus large et plus approfondie sur cette espèce
animale. Les expériences actuelles de xénotransplantation utilisent le plus souvent des porcs comme donneurs et
des babouins comme modèles humains. Les porcs, en ce qui concerne leurs paramètres physiologiques, sont des
espèces très similaires aux humains [ 13 , 14 , 15], entre autres, ils ont un débit cardiaque, une tension artérielle
proche ou une osmolarité urinaire très similaires [ 13 , 14 , 15 ]. Malgré une connaissance considérable de la
neuroanatomie cardiaque [ 1 , 2 , 3 , 13 , 14 ], on en sait peu sur l'innervation du cœur fœtal chez les mammifères,
y compris le porc. Les données existantes concernent principalement le cœur du fœtus humain [ 3 , 16 , 17 ]. Ces
données indiquent que le développement de l'innervation cardiaque autonome se déroule en plusieurs étapes et se
poursuit au début de la vie postnatale [ 17] ainsi que les neurones autonomes et leurs précurseurs présentent une
plasticité substantielle [ 17 , 18 ]. Les troubles du cheminement normal du développement, même aux premiers
stades du développement, peuvent entraîner des maladies cardiovasculaires chez l'enfant ou à l'âge adulte. Un
exemple de ceci est la bradycardie sinusale chez les souris dépourvues de Nrp1 (neuropiline 1) et de Sema3a
(sémaphorine 3A), une importante protéine axonale du cône de croissance. Leur absence entraîne une migration
défectueuse du tronc des cellules de la crête neurale (CCN) et se traduit par des ganglions sympathiques
ectopiques et un ganglion stellaire mal formé comme centre principal des neurones dont les axones alimentent le
tissu cardiaque [ 17 , 19 , 20 , 21 , 22]. Un autre exemple est l'hypertension et les maladies coronariennes,
auxquelles les nourrissons de naissance précoce ou de faible poids à la naissance sont prédisposés, car la



maturation du système nerveux autonome n'est pas encore terminée et le cœur est sous l'influence dominante de
l'innervation sympathique. En raison du fait que le porc domestique est un modèle animal important en
neurocardiologie expérimentale [ 2 , 13 , 14 ] et en xénotransplantologie [ 13 , 14 , 15 , 23], il vaut la peine
d'étudier de plus près le bon développement de l'innervation cardiaque au cours du développement prénatal.
Compte tenu de la vitesse rapide et de la complexité élevée du développement de l'innervation cardiaque, du
retard de l'avancement de son composant sympathique, ainsi que de la première apparition de certaines substances
biologiquement actives (par exemple, le CGRP) dans les structures nerveuses au plus tôt au milieu de la grossesse
[ 17 , 19 , 20 , 21 , 22], il a été décidé d'examiner l'apport nerveux cardiaque du fœtus porcin au cours de la
seconde moitié de la grossesse. Par conséquent, la présente étude visait à étudier la distribution et le codage
chimique des structures nerveuses dans le cœur de fœtus porcins âgés de 10 semaines (ces fœtus, en tant que
matériel de recherche unique dans les abattoirs, constituaient le groupe fœtal le plus ancien obtenu) et peuvent
être considérés comme un point de départ pour des investigations plus poussées portant sur les changements
développementaux survenant aux stades précoces et ultérieurs de la grossesse.

2. Matériels et méthodes

Des fœtus porcins âgés de dix semaines ( n = 5) ont été obtenus à l'abattoir «Warmia» (Biskupiec, Pologne).
Conformément à la loi polonaise et à une directive européenne (n ° 2010/63 / UE), les expériences réalisées dans
la présente étude ne nécessitent pas l'approbation du comité d'éthique. L'âge des fœtus a été marqué selon la
méthode de la longueur couronne-croupe (LCR). Le CRL définit la distance entre le haut de la tête de l'embryon
ou du fœtus entrant dans la limite inférieure des fesses [ 24]. Après avoir retiré les fœtus de l'utérus, le thorax et la
peau abdominale ont été coupés pour une meilleure pénétration de la solution fixative chez tous les animaux
prélevés. Les fœtus ont été fixés par immersion dans du paraformaldéhyde tamponné à 4% (pH 7,4; 4 h), rincés
avec du tampon phosphate (pH 7,4; pendant une nuit, au réfrigérateur) et transférés dans une solution de
saccharose tamponnée à 18% (pH 7,4) où ils ont été conservés. jusqu'au traitement ultérieur. Les cœurs ont été
disséqués, découpés sur des coupes cryostatiques de 12 μm d' épaisseur et traités pour une immunofluorescence à
simple ou double marquage (comme décrit précédemment; [ 25 , 26 ]) en utilisant des anticorps primaires contre
PGP, D β H, VAChT, CGRP et anticorps secondaires correspondants (tableau 1). Après séchage à l'air à
température ambiante (TA) pendant 30 minutes, les coupes ont été pré-incubées avec un mélange de blocage
contenant 10% de sérum de cheval normal, 1% d'albumine de sérum bovin et 0,05% de Tween 20 dans du PBS (1
h, RT). Ils ont ensuite été incubés avec un mélange d'anticorps secondaires appropriés (énumérés dans le tableau 1
). Après rinçage dans du PBS (3 x 10 min), les lames ont été recouvertes de glycérol tamponné au carbonate (pH
8,6).

Tableau 1. Liste des antisérums primaires et des réactifs secondaires utilisés dans l'étude

L'omission des antisérums primaires et leur remplacement par des sérums normaux non immuns (lapin, souris ou
rat) ont été utilisés pour étudier la spécificité du marquage immunohistochimique. Aucune fluorescence n'a été
observée dans aucune de ces colorations témoins, ce qui a confirmé la spécificité de la coloration. Les coupes
marquées ont été visualisées sous un microscope à fluorescence Zeiss Axiophot équipé d'épifluorescence et d'un
jeu de filtres approprié pour AlexaFluor 488 et AlexaFluor 555. Le nombre total d'amas de nerfs cardiaques ou de
neurones dans les grands ganglions cardiaques a été compté dans chaque tranche sur quatre compte tenu de la
taille de l'ensemble des neurones cardiaques (les neurones n'étaient pas plus grands que 20 μm ). Pour déterminer



le pourcentage (comme décrit précédemment, [ 25 , 27]) de populations neuronales particulières, au moins 100
profils neuronaux pour chaque combinaison d'antisérums ont été comptés. Les coupes de ganglions sino-
auriculaires et auriculo-ventriculaires ont été collectées dans différentes régions représentatives des ganglions (à
partir de son tiers supérieur, moyen et inférieur).

3. Résultats

3.1. Corps des cellules nerveuses

La coloration immunohistochimique de la PGP a montré que de nombreux amas de cellules nerveuses étaient
observés dans tout le cœur du fœtus (tableau 2 ). La majorité des grappes ont été trouvées sous l'épicarde autour
de la racine de l'aorte, du tronc pulmonaire et des veines principales. Le ganglion sino-auriculaire s'est avéré
comprendre le plus grand nombre (262 ± 12) des corps de cellules nerveuses PGP-positives (figure 1 a). Dans la
paroi auriculaire droite, un grand amas de cellules nerveuses PGP-positives a également été observé - le ganglion
auriculo-ventriculaire (236 ± 13). Les neurones formant les deux ganglions étaient principalement ovales avec un
gros noyau situé au centre de la cellule. La taille de ces neurones était de 16 à 20 μm. Autour du segment
cardiaque de la partie ascendante de l'aorte, de nombreux amas sphériques dispersés constitués pour la plupart de
plus d'une douzaine de cellules nerveuses ont été observés. Les autres, contenant de 10 à 30 neurones PGP
positifs, étaient répartis près de l'artère pulmonaire et des amas plus petits (5 à 10 neurones) ont été observés près
des vaisseaux veineux. De nombreux petits groupes composés de 6 à 10 neurones PGP positifs ont été observés
dans l'épicarde des deux oreillettes, à proximité des artères coronaires (Figure 1 g). Le plus petit nombre de
neurones a été observé dans l'épicarde des ventricules cardiaques. C'étaient des cellules nerveuses uniques ou
rassemblées en petits groupes. Le nombre de petits amas de cellules nerveuses dans toute la région du cœur était
de 117 ± 21. La taille des neurones dans les petits amas de cellules était légèrement plus petite (11–17 μm) que
ceux des grands ganglions.

Figure 1. Coupe longitudinale du ganglion sino-auriculaire au cœur d'un foetus de porc (a – c) âgé de
10 semaines marqué pour PGP (a) et VAChT (b). Le grand nombre de neurones PGP positifs
contenait une immunoréactivité à VAChT. Images fusionnées 1a et 1b (c). Amas de cellules
nerveuses situé autour du segment cardiaque de la partie ascendante de l'aorte (d – f). Certains
neurones contenus immunoréactivité à D de H (d) , mais étaient VAChT négatif (E, flèches). Dans le



petit groupe de corps nerveux (g – i) qui a été observé dans l'épicarde des oreillettes gauches, à
proximité des artères coronaires, des neurones PGP-positifs uniques (g) contenaient du CGRP (h).
Images fusionnées 1g et 1h (i).

Tableau 2. Nombre total de neurones PGP positifs comptés dans différentes zones du cœur et
pourcentages de sous-populations neuronales particulières contenant des substances étudiées dans les
neurones cardiaques PGP positifs

Les doubles colorations immunohistochimiques ont révélé que la majorité des neurones PGP positifs contenaient
une immunoréactivité à VAChT (figure 1 a – c), CGRP (figure 1 g – i) et les cellules nerveuses uniques étaient D
β H-positives (figure 1 d – f ). Dans le ganglion sino-auriculaire et auriculo-ventriculaire du cœur de foetus porcs
âgés de 10 semaines, un grand nombre de neurones PGP-positifs contenaient une immunoréactivité à VAChT
(53,8% et 51,7% respectivement), certains à CGRP (13,2 % et 13,9% respectivement) et quelques-uns étaient D β
H-positifs (respectivement 1,6% et 1,2%). Les neurones uniques étaient DBH / VAChT-positifs. Dans les petits
groupes de corps nerveux, les neurones contenaient principalement du VAChT (41,22%), quelques D βH (9,42%)
et les cellules d'un seul corps nerveux étaient positives pour le CGRP (Figure 1 g – i).

3.2. Fibres nerveuses

La coloration immunohistochimique de la PGP a montré que de nombreux faisceaux de fibres nerveuses ont été
observés dans toutes les cavités cardiaques du cœur fœtal de porc (tableau 3 ). Le réseau le plus riche de fibres
nerveuses PGP-positives a été observé à la base du cœur, à proximité des principales ouvertures des vaisseaux
sanguins cardiaques (Figure 2une). Les faisceaux nerveux étaient parfois associés à des neurones uniques ou à de
petits groupes de cellules nerveuses. La plupart des faisceaux nerveux ont été observés dans l'épicarde, avec
moins dans le myocarde et l'endocarde. Généralement, beaucoup d'entre eux ont été trouvés dans l'épicarde
auriculaire gauche et droit et étaient moins nombreux observés dans l'épicarde ventriculaire gauche et droit. De
nombreuses fibres nerveuses PGP-positives étaient distribuées dans l'endocarde, dans le septum interauriculaire et
certaines dans le septum interventriculaire. Des faisceaux plus minces ou des fibres nerveuses uniques ont été
observés dans le myocarde des oreillettes et des ventricules (figure 2 g) du cœur.



Figure 2. Le réseau le plus riche de fibres nerveuses a été observé à la base du cœur à proximité des
ouvertures principales des vaisseaux sanguins cardiaques (a – f). La majorité des fibres nerveuses
PGP-positives (a) étaient DβH -positives (b). D de les fibres nerveuses H-positives (d) ont été
VAChT-négatives (e). Des fibres nerveuses PGP positives (g, flèche) ont été observées dans le
myocarde du ventricule droit. Certains d'entre eux contenaient une immunoréactivité au CGRP (h).
Images fusionnées 2g et 2h (i).

Tableau 3. Fréquence relative des fibres nerveuses PGP-IR, D β H-IR, VAChT-IR et CGRP-IR dans
le cœur de fœtus porcin âgé de 10 semaines



La majorité des fibres nerveuses épicardiques, myocardiques et endocardiques étaient D β H-positives (Tableau 2
), (Figure 2 a – c). Un petit nombre de fibres étaient positives pour le VAChT. Les nerfs positifs pour le DBH /
VAChT n'ont pas été observés (Figure 2 d – f). Peu d'axones observés dans l'épicarde ou le myocarde contenaient
une immunoréactivité au CGRP et des nerfs uniques ont été trouvés dans l'endocarde de quatre cavités cardiaques
(Figure 2 g – i). Il n'y avait pas de co-localisation du CGRP avec d'autres substances étudiées dans les fibres
nerveuses alimentant le cœur du fœtus.

4. Discussion

Comme mentionné précédemment, le développement de l'innervation autonome du cœur est un processus en
plusieurs étapes [ 17 , 18 ]. Au cours de la cinquième semaine du développement prénatal humain, le NCC
commence à migrer vers l'aorte dorsale puis à se différencier en neurones. Après ce processus, les neurones
migrent pour former une chaîne sympathique paravertébrale ou des ganglions cardiaques parasympathiques et
enfin les axones des cellules du corps nerveux s'allongent et pénètrent dans le tissu cardiaque. Ce processus se
poursuit jusqu'aux premières semaines après la naissance [ 17 , 18 , 28 , 29]. Selon l'étude actuelle, au cœur du
fœtus porcin âgé de 10 semaines, il existe des structures nerveuses cardiaques typiques. Cependant, en analysant
les résultats obtenus, il est clair que le processus de maturation, de migration et de prolifération des structures du
système nerveux dans la région cardiaque n'est pas encore terminé. Cela peut être conclu par le nombre de
neurones dans le ganglion sino-auriculaire, auriculo-ventriculaire, ainsi que par le nombre et la distribution de
petits groupes de cellules nerveuses par rapport aux porcs juvéniles [ 1 , 2 , 13 , 14 ]. Des études antérieures ont
montré que dans le cœur des porcelets âgés de quelques semaines, il y avait en moyenne 359 ± 178 neurones dans
les grands ganglions [ 2] tandis que dans le cœur de fœtus de porc âgés de 10 semaines, il y avait moins de corps
de cellules nerveuses (249 ± 10) observés. Le nombre de petits ganglions chez les porcelets [ 2 ] était plus
nombreux que dans le cœur du fœtus porcin (respectivement 361 ± 52 et 117 ± 21) et la plupart d’entre eux ont
été observés dans l’oreillette gauche et dans la région des ventricules gauche et droit des coeurs de porcelet [ 2 ].
Les petits ganglions cardiaques du fœtus ont été principalement observés à la base du cœur et au voisinage des
artères coronaires tandis que les plus petits ont été observés dans l'épicarde des ventricules cardiaques. Il y avait
des cellules nerveuses uniques ou rassemblées en très petits groupes. En comparant les résultats, les différences
dans la distribution d'un petit groupe de neurones dans le cœur des porcelets [ 2 , 13, 14 ] et les fœtus de 10
semaines sont visibles, ce qui suggère fortement qu'ils sont toujours en cours de migration. De plus, il peut
sembler que l'innervation du cœur porcin mûrit plus lentement que chez l'homme. Il a été observé que chez les
fœtus humains âgés de 24 semaines (à peu près, proportionnellement, temps de gestation similaire chez un porc),
le schéma de distribution de l'innervation cardiaque a été observé chez les adultes [ 16 ]. Cela peut être associé à
un système nerveux intrinsèque cardiaque plus étendu chez le porc que chez l'homme, ce qui est une
caractéristique du cœur porcin mais qui fait également une grande différence dans la morphologie du cœur des
deux espèces et peut aujourd'hui poser des difficultés pour le fonction du donneur cardiaque par le porc
transgénique [ 13 , 14, 15].

En analysant la distribution des fibres nerveuses dans la région du cœur du fœtus porcin et du porcelet, des
différences dans la distribution et la quantité de fibres sont également perceptibles. Comme décrit par Crick et al.
[ 14], un gradient d'immunoréactivité pour la PGP a été observé à partir du plexus dense des fibres nerveuses dans
l'épicarde et l'endocarde, dans une moindre mesure dans le tissu myocardique. Compte tenu de la distribution de
l'innervation dans différentes zones du cœur du porcelet, les tissus épicardiques affichaient un gradient de densité
ventriculaire-auriculaire, les tissus myocardiques présentaient un gradient auriculaire-ventriculaire et, pour les
tissus endocardiques, un distinct de droite à gauche gradient de chambre a été observé, avec le ventricule droit
possédant la plus haute et l'oreillette gauche possédant la plus faible densité de nerfs [ 14]. En général, beaucoup
moins de fibres nerveuses ont été observées dans l'endocarde et le myocarde chez le fœtus de porc. Les plexus et
les fibres nerveux étaient principalement disposés dans l'épicarde des deux oreillettes et étaient beaucoup moins
observés dans la région des ventricules, ce qui est une nette différence entre le cœur fœtal et cet organe chez
l'animal après la naissance. Il est très probable qu'au stade étudié du développement prénatal, les axones sont en
cours d'élongation et pénètrent dans le tissu cardiaque.

En se référant à la caractérisation immunohistochimique des structures nerveuses dans le cœur fœtal, il a été
observé que la survenue de VAChT, DBH ou CGRP dans les fibres nerveuses est également légèrement différente
de celle chez le porc juvénile au stade de développement étudié.

On sait que l'ontogenèse de l'innervation cardiaque parasympathique et intrinsèque précède l'innervation
sympathique [ 14 , 16 , 17 , 30 ] et les nerfs cholinergiques ont été présentés à 12 semaines de gestation et les
nerfs adrénergiques n'ont pas été identifiés dans cet organe jusqu'à 18 semaines de gestation en le cœur du fœtus
humain [ 16 , 31 , 32 , 33 ] mais il n'y a pas de données concernant le cœur du fœtus porcin. En analysant les



résultats obtenus, il a été observé que chez le fœtus porcin âgé de dix semaines, la majorité des neurones
cardiaques contenaient du VAChT alors que les seuls étaient D β H-positifs par rapport au cœur de porcelet [ 14].
Cette observation peut suggérer une partie sympathique encore en développement du système nerveux intrinsèque
cardiaque. Une autre observation concerne les fibres nerveuses alimentant le cœur du fœtus porcin. De
nombreuses fibres, en particulier celles présentes dans l'épicarde et contenant du DBH, sont principalement des
nerfs sympathiques post-ganglionnaires efférents, tandis que les fibres intrinsèques ne font que se former. Les
fibres nerveuses VACHT-positives étaient visibles dans l'épicarde et les fibres simples étaient visibles dans le
myocarde et l'endocarde. Ces nerfs provenaient probablement des ganglions cardiaques et étaient au stade de la
pénétration et de l'élongation. Les neurones positifs au CGRP et les fibres nerveuses constituaient la sous-
population la plus abondante dans le cœur du porcelet [ 14]. La plupart de ces structures nerveuses proviennent du
système nerveux cardiaque intrinsèque et contiennent simultanément une immunoréactivité à l'AChE [ 14 ]. Le
CGRP de ces fibres nerveuses a probablement été impliqué dans la vasodilatation coronarienne [ 34 ] et pourrait
également jouer un rôle dans l'effet inotrope négatif à médiation neutre sur la fonction myocardique observé lors
de la vasoconstriction coronarienne cholinergique chez le porc [ 14 , 35 ]. D'autres fibres nerveuses positives pour
le CGRP sont sensorielles et proviennent des neurones des ganglions de la racine vagale ou dorsale [ 14 , 36].
Chez le fœtus porcin âgé de dix semaines, les neurones positifs au CGRP ont été principalement observés dans les
grands ganglions cardiaques intrinsèques (13,55%) et les nerfs étaient faiblement visibles dans toute la région
cardiaque. Ces observations confirment l'idée que l'innervation autonome du cœur se développe encore. Chez
l'homme, les fibres nerveuses (sensorielles) positives pour le CGRP / SP n'ont été détectées que 24 semaines de
gestation [ 16 ]. On sait que l'innervation sensorielle apparaît plus tardivement que l'innervation autonome [ 13 ,
14 , 16 ], ce qui est également confirmé dans la présente étude.

En résumé, cette étude a décrit les structures nerveuses du cœur et leur caractérisation immunohistochimique chez
des fœtus porcins âgés de dix semaines. La répartition des structures nerveuses chez les fœtus de dix semaines
représente un niveau d'avancement relativement élevé, cependant, elle est différente de celle observée au cœur de
porcs de plusieurs semaines [ 2 , 13 , 14 ]. Le codage neurochimique des structures nerveuses du cœur à ce stade
de développement est légèrement différent de celui observé dans le cœur de porcs de plusieurs semaines [ 13] et il
est associé à un système nerveux cardiaque encore en développement. Les présents résultats constitueront la base
d'observations ultérieures du cœur en développement chez le fœtus porcin et il convient de souligner ces études,
qui fournissent des détails sur le développement et le fonctionnement du cœur chez un porc en tant que donneur
potentiel de cet organe pour l'homme.
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