TRABAJOS Revista FABICIB, Afio 1998, Volumen 2, pags. 49- 54

Estudios morfologicos en el corazon de ratas
alimentadas con dieta rica en azicares refinados
(DRS) *

Costamagna, Alicia; Minella, Kyrian; Fuentes, Marta.
Con la colaboracion técnica de Gallo José E.

Cétedra de Morfologia Normal. FBCB. UNL. Paraje El Pozo. C.C. 530 - (3000) Santa Fe. Republica Argentina. TE: 54-42-571138.
FAX: 54-42-604688. E-Mail costamag @fbeb.unl. .edu.ar.

RESUMEN: Ratas Wistar normales alimentadas con dieta rica en sacarosa durante quince semanas desarrollan hipertrigliceridemia,
hiperglucemia y normoinsulinemia. En el musculo cardiaco se incrementa el contenido de triglicéridos y sus intermediarios,
favoreciendo |a oxidacién de acidos grasos, perturbando el metabolisme global de los carbohidrates. Esta funcién bioquimica y
metabdlica cardlaca anormal podria acompariarse de alteraciones morfolégicas.

El objetivo del presente trabajo fue determinar hipertrofia cardiaca y evaluar unincremento del tejido conectivo, signos de degeneracion
miocitica y estado del sistema microvascular.

Los resultados obtenidos muestran una ligera proliferacian fibrocitica que no se relaciona con un incremento de fibras reticulares ni
coldgenas, sugiriendo |a existencia de una incipiente alteracion tisular. Se obtuvo evidencia de activacion angiogenética, expresada en
un aumento de densidad numérica capilar. Pudo visualizarse asimismo un incremento de PAS positividad en membranas basales e
intima de los capilares coronarios. Ambos fenémenos podrian interpretarse como respuestas a posibles efectos de hipoxia en este
modelo experimental.

SUMMARY: Normal Wistar rats fed a sucrose rich diet (SRD) developed hypertriglyceridemia, hyperglicemia and normoinsulinemia.
There was an increase in the level of triglyderides and their intermediate compounds, fatty acid oxidation being thus favoured with a
concomitant alteration of the whole carbohydrate metabolism. These metabalic and biochemical disturbances affecting cardiac function
could occur along with morpholagical disturbances.

The aim of this work was to found out whether cardiac hypertrophy existed and to evaluate an increase in connective tissue, signes
of muscle cell degeneration and the microvascular sistem state.

Ourresults show a slight fibrocytic proliferation, not related to an increase in either reticular or collagen fibers, which suggests incipient
tissue alteration. An increase in capillary numerical density was taken as evidence of angiogenetic activation. The PA.S. positivity of
coronary capillary basal and intimate membranes was also shown to increase. In this experimental model, both phenomena could be
interpreted as a response to possible effects of hypoxia.

Introduccion

Un persistente incremento de triglicéridos
plasmaticos (hipertrigliceridemia: Hiper-Tg) es con-
siderado como un factor de riesgo adicional de
enfermedades cardiovasculares. La hiper-Tg endo-
gena puede ser inducida en elhombre y en animales
de experimentacion mediante una ingesta crénica
de dietas ricas en carbohidratos simples. Se ha
implicado al consumo iterativo de azdcar refinado
(sacarosa) en el hombre, como uno de los factores
que, a través de la hiper-Tg podria incrementar el
riesgo de enfermedad coronaria (1,2).

Trabajos recientes (3) han demostrado que la
administracion a ratas machos normales de una
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dieta rica en sacarosa (63% p/p) (DRS), origina
hipertrigliceridemia e incremento de acidos grasos
libres, asociados a resistencia insulinica. Los cam-
bios que ocurren varian desde una normoglucemia
e hiperinsulinemia, a las 3 semanas de administra-
cién, hasta una hiperglucemia y normoinsulinemia
luego de transcurridas 13 a 15 semanas de ingesta.

A nivel experimental la hiper-Tg incrementa el
contenido de triglicéridos en masculo cardiaco, fa-
voreciendo la oxidacion de acidos grasos y pertur-
bando el metabolismo global de los carbohidratos.

En el misculo cardiaco, la acumulacion de
triglicéridos y sus intermediarios se relaciona estre-
chamente con una bifurcacion del combustible
energético. Randle y col. (4) postularon que una
excesiva oxidacion de &cidos grasos de cadena
larga, ya sea por hidrélisis de los triglicéridos endd-
genos o por captacion de los mismos a través del
plasma, serian los responsables de la disminuida
oxidacion de la glucosa en el corazén de animales
diabéticos.
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La funcién bioquimica y metabdlica cardiaca
anormal podria reflejarse en diferentes grados de
alteraciones morfolGgicas macro y/o microscopi-
cas. Sin embargo los mecanismos intimos involu-
crados en este sindrome - en particular a nivel del
musculo cardiaco - no han sido bien dilucidados, ni
su real alcance cuando la ingesta rica en sacarosa
es consumida por periodos prolongados.

En el presente trabajo nos propusimos, en
primer lugar, determinar en forma macroscdpica la
posible existencia de hipertrofia ventricular izquier-
da, como expresién de una patologia cardiaca ya
desarrollada.

En una segunda etapa el propdsito fue deter-
minar, mediante estudios microscopicos, distintas
expresiones posibles de diferentes etapas de desa-
rrollo de la enfermedad, a saber: a) incremento de
tejido conectivo con y sin colagenogénesis y/o reti-
culogénesis, b) signos de degeneracién miocitica y
c) estado del sisterna microvascular, en cuanto a su
actividad angiogénica y al incremento de la PAS
positividad de las membranas basales.

Materiales y Métodos
Animales y dietas

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar
de aproximadamente 180-200 gramos de peso ini-
cial, las cuales fueron divididas al azar en dos
grupos: experimental y control.

El grupo experimental recibi¢ una dieta semi-
sintética rica en sacarosa (DRS) conteniendo por
peso (g/100g): sacarosa 63%, caseina libre de
vitaminas 17%, aceite de maiz 5%, celulosa 10%,
mezcla de sales (AIN-76A) 1%, clorhidrato de colina
0.2%,y metionina 0.3%. El grupo control (DC) reci-
bid la misma dieta semisintética que el grupo DRS
con la excepcion que la fuente de hidratos de car-
bono, sacarosa, fue reemplazada por almidén de
maiz. Ambas dietas proveen aproximadamente
15,28 Kjoule/g de comida. Los animales fueron
alimentados "ad libitum" durante 15 semanas, reali-
zandose el control de peso durante todo el periodo.

Detalles de la metodologia usada fueron des-
criptos previamente (5).

Estudio macroscépico

Ambos grupos con un namero de 12 ratas
cada uno fueron mantenidos en dichas condiciones
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durante 15 semanas, al término de las cuales fueron
sacrificados.

Los corazones fueron removidos, lavados con
agua corriente y pesados, previo secado con papel
absorbente, y fijados durante 24 hs. en formol
tamponado.

Luego fueron seccionados mediante un corte
longitudinal, seguin el plano de simetria que atravie-
sa ala auricula y al ventriculo izquierdo (V1) hasta el
apice, poniendo en evidencia la cavidad del VI, su
pared libre, el septo interventricular y el apice, como
muestra la copia fotogréfica (Figura 1).

Figura 1. Seccion longitudinal de corazén para medicion de gro-
sor de septo, apice y pared libre del ventriculo izquierdo, y longitud
mayor y menor de 1a cavidad del mismo.

Se realizaron mediciones utilizando un vernier,
con la ayuda de una lupa de aumento 8X. Para las
determinaciones de grosor de pared libre del VI,
septo y dpice se usaron las reglas del instrumento.
Para determinar la cavidad del VI se midieron, con
las partes curvas del vernier, la longitud mayor
(apicobasilar) y menor o fransversal (a nivel de la
insercion del musculo papilar posterior), asumién-
dose a esta cavidad como un elipsoide que presenta
simetria respecto de sus ejes.

Utilizando fas formulas del elipsoide descriptas
por Troy et. al. (1972) y adaptadas por Jenkins y
Medeiros (1993), se obtuvieron datos del volumen
de la cavidad ventricular y de la masa del mismo
(6,7).
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Estudio microscépico

Trozos de 2 mm. de espesor de septo y pared
del ventriculo izquierdo de los corazones removidos
a ratas de ambos lotes fueron fijados en formol
bufferado al 10%. Luego de procesarlos mediante
la técnica de inclusién en parafina, cortes longitudi-
nales y coronarios de 7 micras fueron obtenidos
para posterior coloracién segun técnicas de Hema-
toxilina y Eosina (HE), Tricrémico de Gomori, Picro-
sirius Red , Acido Peri6dico - Schiff (PAS) e Impreg-
nacion Argéntica de Wilder.

Anilisis cualitative:

Cortes coloreados con HE y Tricrémico de
Gomori fueron analizados por tres observadores
que resolvieron mediante consenso las apreciacio-
nes cualitativas con respecto a la presencia o au-
sencia de fibrosis focal, de acumulacién de colage-
no intersticial, subendocardico y/o perivascular, asi
como la presencia o ausencia de edema intersticial.

De igual manera se visualizaron posibles sig-
nos de necrosis como: presencia o no de adipoci-
tos, células inflamatorias y macréfagos en el tejido
conectivo, asi como pérdida o alteraciones de los
nucleos y de las estriaciones transversales de los
miocitos.

Cortes tefidos con Picrosirius Red fueron ob-
servados con microscopia de polarizacion para
analizar cualitativamente a proporcién de colageno
Tipoly Tipo lll, asi como el alineamiento estructural
de las fibras que pudiera verse alterado en procesos
de reconstitucion y remodelacion (8, 9).

Informacién complementaria acerca de la pro-
porcion y disposicion de ambas variantes de las
fibras coldgenas fue alcanzada mediante el andlisis
de cortes tefidos con coloracion argéntica.

Con la coloracion de PAS se pretendit evaluar
la acumulacién de glicoproteinas en el intersticio, ya
sea en forma focal o difusa, asi como en la Iamina
basal de los capilares de la arteria coronaria. (10,
11)

Anélisis morfométrico:

Utilizando ocular con cuadricula se semicuan-
tific6 el coldgeno intersticial, contando los puntos
de interseccion de perpendiculares coincidentes
con colageno, en 80 campos de 100X, consideran-
do el 50% de cortes longitudinales y 50% de cortes
transversales de las fibras, en zonas equivalentes
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determinadas al azar de septo y pared, tanto de
corazones del lote DRS como del lote DC.

Con el mismo ocular se determind la densidad
de nicleos de miocitos frente a nicleos de los
fibroblastos contenidos en la cuadricula, seleccio-
nando el mismo ndmero de campos microcGpicos,
y con idéntico criterio.

El didmetro de los miocitos y de sus nicleos
se calcul6 en base a su observacion con ocular
reglado, siguiendo el mismo criterio de seleccion de
campos.

Asimismo se determind la densidad numérica
capilar contando en 10 campos microscépicos con
100X frente a cortes longitudinales y otros 10 cam-
pos frente a cortes transversales, a nivel de septoy
de pared ventricular. .

Los resultados fueron expresados como X +
DS.

Resultados
Estudio macroscépico

El andlisis comparativo de la masa y volumen
ventricular determinados en los corazones de am-
bos lotes de ratas no expresoé diferencias que pudie-
ran interpretarse como hipertrofia concéntrica o
excéntrica, al menos desde el punto de vista ma-
croscopico.

Estudio microscépico

El andlisis cualitativo expresa una histoarqui-
tectura conservada, sin focos de fibrosis de susti-
tucion, en los corazones de ratas fratadas con dieta
experimental.

La acumulacion de coldgeno intersticial dis-
puesto entre las células musculares, asi como el
incremento del mismo en distribucion subendocar-
dica y perivascular no es significativa en [as ratas
correspondientes al lote DRS con respecto al lote
control.

No se visualizan 4reas considerables de ede-
ma intersticial entre las hileras de fibras musculares,
ni es significativa la presencia de acumulos de
adipacitos en el lote experimental con respecto al
lote control.

En muestras de ratas tratadas con DRS se
observa una ligera proliferacion fibrocftica, lo cual
es corroborado cuantitativamente, como se deduce
de la Gréafica 1, en la que se expresa nimero de
nticleos de miocitos frente a nimero de nicleos de
fibrocitos.
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Gréfico 1. Relacion entre nicleos de miocitos y fibrocitos por unidad de superficie

24 -
224
20
18
16
14

]
12 4
10
8|
6
4]
2

Niicleos (promedio)

[_] Ntcleos de miocitos
4 Nicleos de fibrocitos

La gréfica representa el promedio de niicleos contados en 20 campos por rata en: 1y 3 Lote DC., 2 y 4 Lote DRS. Las barras de los lotes 1y
2 comesponden a la pared de ventriculo izquierdo y 1as 3y 4 al septo interventricular.

Este signo de génesis del tejido fibroso no se
relaciona con un incremento de fibras reticulares, ya
que el analisis de laimpregnacion argéntica denota
una malla de reticulina normotréfica en las ratas
tratadas. No obstante podria considerarselo como
una alteracion incipiente del colageno.

La observacién comparativa al microscopio de
luz polarizada de cortes de corazones de ambos
lotes de ratas, coloreades con Rojo Sirio - &cido
picrico, confirma la conservacion de la estructura
del esqueleto fibroso con predominancia de colage-
no Tipo |, apreciandose las fibrillas de colageno Tipo
Illrodeando los capilares, en concentracion normal,

Con respecto al parénquima, el hallazgo de
algunos miocitos con ligeros cambios nucleares se
compatibiliza con la aparicién de incipientes signos
de hipoxia. Nicleos con tamario ligeramente au-
mentado, hipercromasia y pleomarfismo fueron ob-

servados en miocitos aislados. Las diferencias de
tamafio nuclear en ambos lotes son escasamente
significativas, al igual que el incremento del didme-
tro de los miocitos dellote DRS, como pudo demos-
trarse con la determinacion cuantitativa de ambos
parametros.

Cualitativamente no se observan en la fibra
muscular depésitos amarillos de lipofucsina, ni al-
teraciones visibles a la microscopia dptica de sus
estriaciones transversales, que denoten un mayor
grado de perturbacién de la capacidad funcional en
las ratas tratadas,

Por ofra parte el analisis morfométrico com-
parativo de los capilares coronarios en cortes per-
tenecientes al lote experimental y al lote control,
muestra un apreciable incremento en el nimero de
capilares por drea en las ratas alimentadas con DRS
(Tabla 1), (Microfotografia 1). Pag. 169.
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Tabla 1. Densidad numérica capilar por unidad de superficie
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N° de rata N1 Ne2 N°3 N4 N° S N°6

Tejidos
Pared V. (DRS) 4.5 48 38 4.3 5.6 486
Pared V1. (DC) 27 2.7 32 1.9 1.2 1.6
Septo (ORS) 4.1 52 5 5.2 4.1 4.4
Septo (OC) 1.9 1 1 1.5 11 1.7

Los valores estdn expresados como |a media individual de 6 animales de cada lote, correspondientes a 10 campos microscdpicos contados.

Asimismo, la observacién de cortes colorea-
dos con PAS, permite visualizar un incremento de
positividad a esta coloracién en las membranas
basales y en la matriz de la intima de los capilares
intramurales en las ratas alimentadas con sacarosa.
(Microfotografia 2). Pag. 170.

No es evidente, en cambio, una proliferacion
endotelial en estos capilares, que mantienen la mor-
fologia de su epitelio.

Discusién y conclusiones

Los hallazgos anatémicos no aportan elemen-
tos de substanciacion de la hipotesis de hipertrofia
macroscdpica en este modelo, con una ingesta de
15 semanas de duracién.

Trabajos reportados sobre ratas alimentadas
con dietas deficientes de cobre sumada a la incor-
poracion de diferentes tipos de grasas - aceite de
maiz, aceite de coco y colesterol - durante 6 sema-
nas demuestran hipertrofia cardiaca (12).

Asimismo, fueron reportados casos de alte-
raciones morfolégicas evidentes, con lipidosis car-
diaca y el subsecuente desarrollo de lesiones ne-
créticas y fibrosis, en corazones de ratas luego de
una alimentacion a largo plazo (periodos de hasta
12 meses) con diferentes tipos de dietas suplemen-
tadas con aceites de girasol, grasas saturadas y
aceite de pescado (13).

En el modelo utilizado, la evidencia de hiper-
trofia cardiaca se relacionaria con un pericdo mas
prolongado de administracion de la dieta DRS, don-
de podrian acentuarse incipientes signos de defi-
ciente oxigenacion y manifestarse, consecuente-
mente, expresiones macroscapicas de tejido fibro-
so de reemplazo.

La demostracién de hiperplacia fibroblastica
aporta una evidencia de estimulacién de la actividad
tisular, que posiblemente pueda complementarse
con la presencia de un incremento de colageno, en
ratas tratadas con DRS durante un periodo de mayor
duracién. Podria también expresar una estimulacion
en la sintesis de alguno de los glucosaminogluca-
nos constituyentes de la matriz. Medeiros et. al.
demostraron mayor dispersion de las fibras colage-
nas inmersas en la sustancia fundamental amorfa
del tejido conectivo, en las valvulas trictispides de
ratas tratadas con dieta deficiente de cobre (11).

La proliferacion fibroblastica podria asimismo
corresponderse con un incremento en la sintesis de
algunos componentes de las paredes de los peque-
nos vasos sanguineos. Esta ultima posibilidad po-
dria explicar a su vez la presencia de PAS positividad
incrementada en membranas basales y/o intima de
los capilares, que fuera observada en el lote de ratas
DRS, sin que se asociara a una proliferacion de
células endoteliales.

Recientes estudios en pacientes con miocar-
diopatia diabética demuestran la presencia de de-
positos de glicdgenos acidos en el subendotelio de
los capilares coronarios inframurales, acomparnia-
dos de hiperplacia de las células endoteliales.

Quiza el hallazgo mas interesante consista en
la evidencia de proliferacién angiogenética en este
modelo de ratas.

El desarrollo de circulacion colateral fue obser-
vado, en forma moderada, en algunos trabajos con
ratas sometidas a precondicionamiento (14), con
episodios breves de isquemia, que aumentan la
tolerancia del miocardio frente a un episodio isqué-
mico posterior mas prolongado (15).

Una hipotesis valida podria consistir en inter-
pretar este fenémeno en el modelo estudiado, como
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una expresion de respuesta a incipientes efectos de
hipoxia.

Diferentes alteraciones morfolégicas podrian
ser compatibles con este modelo de rata alimentada
con DRS, que comparte en algunos aspectos bio-
quimicos y metabdlicos las anomalfas observadas
en pacientes con dislipidemias e intolerancia a la
glucosa y/o diabetes Mellitus Tipo Il no insulinode-
pendiente que, asociadas a otros factores de riesgo
como: hipertension, niveles elevados de colesterol
plasmético, obesidad, sedentarismo, desencade-
nan enfermedades cardiovasculares.

En el paciente con diabetes Tipo Il de relativa-
mente corta duracion, anomalias sugestivas de car-
diomiopatias aparecen como mas prominentes que
en pacientes con diabetes Tipo | con una larga
duracion de su enfermedad. En algunas ocasiones,
sin embargo, no es posible visualizar lesiones ca-
racteristicas en pacientes con diabetes no insulino
- dependientes (16, 17).

Las alteraciones observadas en este modelo
podrian representar signos incipientes de patologias
comparables a las del humano, cuyas caracteristi-
cas histopatol6gicas han sido descriptas en esta-
dios avanzados de la enfermedad.
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