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Hallazgos anatomopatolagicos
durante el desarrollo de la
miocardiopatia diabética en la rata

RESUMEN

Antecedentes: la miocardiopatia diabética ocurre en ambos tipos de
diabetes mellitus y en su patogenia intervienen la hiperglucemia y los
cambios metabélicos asociados.

Objetivo: caracterizar los diferentes cambios patoldgicos que aparecen
durante la evolucién de la miocardiopatia diabética en la rata.

Material y métodos: estudio transversal comparativo en dos grupos de
ratas diabéticas por la administracion de estreptozotocina. A los 14, 21
y 30 dias de la administracion del toxico se obtuvieron los corazones,
que se colocaron en p-formaldehido al 4%. Se efectuaron cortes de
5 ym y se tiferon con hematoxilina-eosina, tricrémica de Masson e
inmunocitoquimica con anticuerpos anti p-tubulina.

Resultados: a los 14 dias de la aplicacion de la estreptozotocina se
observaron en el miocardio sinusoides dilatadas y depésito de colé-
gena entre las fibras de Purkinje e intersticio cardiaco. A los 21 dias
disminuyé la luz arteriolar por hiperplasia de la capa media. A los
30 dias del estudio se hicieron mas evidentes los sinusoides cardiacos
y los depésitos de coldgena y un importante desarreglo del sistema
microtubular de los cardiomiocitos.

Conclusiones: los sinusoides cardiacos, que representan un patrén
vascular fetal y la fibrosis intersticial en el miocardio y el desarreglo
microtubular de los cardiomiocitos, apoyan el hecho de que el meca-
nismo fisiopatolégico de la miocardiopatia diabética se inicia en la mi-
crocirculacion coronaria debido a cambios en el metabolismo cardiaco
que contribuyen a la disfuncién miocdrdica durante el estado diabético.

Palabras clave: miocardiopatia, diabetes mellitus, sinusoides cardiacos,
colagena.

Anatomopathological findings during
development of diabetic cardiomyopathy
in rats

ABSTRACT

Background: The diabetic cardiomyopathy occurs in both type 1 and
type 2 diabetes mellitus. Hyperglycemia and associated metabolic
changes participate in the pathogenesis of this disease.
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Objective: To characterizes various pathological changes occurring
during the development of diabetic cardiomyopathy in rats.

Methods: Diabetic rats were used for streptozotocin administration. At
7,14, 21 and 30 days after toxic administration, the heart was obtained
and placed in a Hartman solution and 4% p-formaldehyde. Five-um-
thick sections were stained with hematoxylin-eosin, Masson trichrome
and immunocytochemistry using anti-B-tubulin antibody.

Results: At 14 days after application of streptozotocin, dilated sinusoids
with endothelial lining in the myocardium and collagen deposits in the
cardiac interstitium and between the Purkinje fibers were observed.
At 21 days there was a slight decrease of the arteriolar lumen due to
hyperplasia of the medial layer. It is important to note that cardiac si-
nusoids as well as collagen deposits became more evident at 30 day of
the study, as well as a major derangement of the microtubular system
of the cardiomyocytes.

Conclusions: Cardiac sinusoids representing fetal vascular pattern and
interstitial fibrosis in the myocardium and the microtubular derange-
ment of cardiomyocytes support the fact that the pathophysiological
mechanism of diabetic cardiomyopathy begins in the coronary micro-
circulation due to changes in cardiac metabolism, contributing to the
development of myocardial dysfunction in diabetes.

Key words: Cardiomyopathy, diabetes mellitus, cardiac sinusoids,
collagen.
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En la actualidad, en los pacientes diabéticos la
enfermedad cardiovascular es la principal causa
de morbilidad y mortalidad. La diabetes tipo 2
aumenta el riesgo de enfermedad coronaria y es
causa de 50% de las muertes en estos pacientes,
y 25% en los diabéticos tipo 1.2 Se ha observado
en pacientes diabéticos normotensos y sin en-
fermedad arterial coronaria que, con frecuencia,
tienen disfuncién ventricular izquierda.*? Estos
hallazgos han permitido plantear la existencia de
miocardiopatia diabética o enfermedad muscu-
lar cardiaca diabética,*® lo que podria explicar
la mayor incidencia de insuficiencia cardiaca en
estos pacientes y peor pronéstico luego de un
infarto agudo de miocardio.?

La miocardiopatia diabética ocurre en ambos
tipos de diabetes mellitus; en la patogenia de
esta enfermedad intervienen la hiperglucemia y
los cambios metabélicos asociados. La ausencia
de insulina en el corazén disminuye la utiliza-
cién de glucosa por los cardiomiocitos, que se
acompafia de menor produccion de energia.*"!
Esto desencadena el aumento del metabolismo
de los cuerpos ceténicos y de los lipidos como
mecanismos compensadores de la produccién
de energia para la funcion cardiaca. En la mio-
cardiopatia diabética también se ha observado
una acumulacién intracelular de metabolitos
de oxidacién de los acidos grasos y disminu-
cion del transporte de calcio extracelular vy,
consecuentemente, alteraciones en el proceso
de acoplamiento electromecanico cardiaco.”"
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La miocardiopatia diabética se define como la
enfermedad del miocardio que se observa en
los pacientes diabéticos no relacionada con la
ateromatosis de los grandes vasos coronarios y
se caracteriza, fundamentalmente, por disfun-
cién ventricular izquierda que afecta la funcién
diastélica. A su aparicién contribuyen la rigidez y
pérdida del rendimiento ventricular, quiza debido
al aumento de la fibrosis miocardica, alteracio-
nes de la microvasculatura coronaria, cambios
estructurales de la coldgena, y alteraciones en
el sarcolema del reticulo sarcoplasmico y en las
miofibrillas del mdsculo cardiaco.*? La diabetes
mellitus es un estimulo independiente para el
inicio de la hipertrofia ventricular izquierda,
efecto que se ve magnificado por la hipertension
arterial. Varios estudios epidemioldgicos sugie-
ren que la hipertrofia ventricular izquierda es un
factor predictivo de eventos cardiovasculares en
pacientes diabéticos.” El objetivo de este estudio
es: caracterizar los diferentes cambios anatomo-
patolégicos que suceden durante la evolucion de
la miocardiopatia diabética en la rata a través de
diferentes técnicas histologicas y determinar la
citoarquitectura de los cardiomiocitos por medio
de anticuerpos contra p-tubulina.

MATERIAL Y METODOS

Estudio transversal comparativo efectuado en
dos grupos de ratas macho, cepa Wistar de 250
+ 10 g. Las ratas se obtuvieron del bioterio del
Centro de Investigacién y de Estudios Avan-
zados del Instituto Politécnico Nacional (IPN)
(CINVESTAV-IPN). El protocolo fue autorizado
por el Comité de Investigacién y de Ftica del
Hospital de Cardiologia, Centro Médico Nacio-
nal Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro
Social (CMN-SXXI, IMSS). El manejo general de
los animales de experimentacion se efectu6 en
la Unidad de Produccién y Experimentacion de
Animales de Laboratorio (UPEAL) del CINVES-
TAV-IPN, siguiendo las normas sanitarias y de
ética del Comité Interno para el Cuidado y Uso

de los Animales de Laboratorio (CICUAL), con
apego a la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-
Z00-1999), publicada en el Diario Oficial de la
Federacion el 22 de agosto del 2001.

Las ratas permanecieron en condiciones ambien-
tales estindar de bioterio durante dos semanas,
con un clima controlado 22 + 2°C, periodos de
luz y oscuridad de 12 horas, humedad relativa
de 50 a 60% y la manipulacién fue minima.
Durante este periodo las ratas se alimentaron con
la dieta Lab Diet 5P14 para roedores (PMI Feeds
Inc., Richmond, IN, U.S.A.) y agua ad libitum. La
composicién de la dieta es con 23% proteinas,
56.9% carbohidratos, 4.5% grasa, 6% fibra y
8% cenizas, levadura de caraccoria, vitaminas y
minerales (lisina, tiamina, alfa-tocoferol, calcio,
sulfato ferroso, manganeso, entre otros micro
nutrimentos), que proporciona una densidad
calérica de 4.05 kcal/gramo de alimento.

En dos grupos de ratas se efectué un estudio
transversal comparativo, el primero fue el grupo
con diabetes mellitus inducida en 50 ratas me-
diante la administracion i.p de estreptozotocina
(Sigma Chemical Co. St Louis, USA) a razén de
60 mg/kg de peso corporal diluida en una so-
lucién amortiguadora de citrato 0.1 M, pH 4.5
y 30 ratas controles (grupo C) a las que sélo se
les efectuaron las mismas manipulaciones que
a las ratas del grupo con diabetes mellitus. A los
dos grupos se les alimenté con un régimen de
nutricion y agua a libre demanda.

Alos 14, 21 y 30 dias después de la adminis-
tracion de estreptozotocina se sacrificaron los
animales de ambos grupos por luxacion cervical.
Se disecaron los corazones, que se lavaron con
una soluciéon Hartman durante tres ocasiones.
Después, los corazones se colocaron en una
solucion de p-formaldehido al 4% y una solu-
cién amortiguadora de fosfatos 0.1 M, pH 7.4
durante una semana. Ademas, se les tomé sangre
para determinar las concentraciones de glucosa
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plasmatica. Para disminuir la variacién circadia-
na, la obtencién de la sangre y la diseccion del
corazén siempre se realizaron entre las 9:00 y
11:00 horas. También se les determiné el peso
corporal y la ingesta de alimento en 24 horas.
Las interpretaciones microscépicas de los cortes
histolégicos de las ratas con diabetes mellitus y
controles no se realizaron en forma cegada por el
médico especialista en Patologia cardiovascular

Ensayo bioquimico

La glucosa en el plasma se midié por el método
espectrofotométrico de la glucosa oxidasa.™

Ensayos histoldgicos
Técnica de hematoxilina y eosina

Los cortes del corazén se desparafinaron e hidra-
taron y después se colocaron en hematoxilina de
Meyer’s durante 6 a 15 minutos. Enseguida, las
laminillas con el tejido cardiaco se lavaron con
agua durante 2 a 5 minutos. A continuacion los
cortes se colocaron en una solucién de alcohol
acido al 1%, se lavaron con agua y luego se cam-
biaron a agua amoniacal. De nuevo, los cortes
se lavaron con agua bidestilada y contrastaron
con eosina Y dos veces. Las laminillas con los
cortes del corazén se deshidrataron y aclararon.
Al final, las laminillas se montaron con resina
sintética.” Las fotomicrografias se tomaron con
un microscopio Zeiss, adaptado con una cdmara
digital Coolpix 995, Nikon.

Técnica de tricrémico de Masson

Los cortes del corazon se desparafinaron e
hidrataron con agua bidestilada. Enseguida se
colocaron en una solucién de Bouin durante
30 minutos; al término, los cortes se lavaron
con agua corriente hasta desaparecer el color
amarillo. Después, los cortes se colocaron en
una solucién de hematoxilina de Weiger durante
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10 minutos, y se lavaron con agua corriente hasta
eliminar el exceso del colorante. Posteriormente
se tifleron con escarlata de Biebrich durante
15 minutos; al término, nuevamente se lavaron
con agua para eliminar el exceso del colorante.
Enseguida se colocaron en acido fosfotlingstico
y fosfomolibdico durante 15 minutos. A conti-
nuacion se tineron con azul de anilina durante
10 minutos, se lavaron y deshidrataron para
después montarlos con resina sintética.’ Las
fotomicrografias se tomaron con un microscopio
Zeiss adaptado con una cdmara digital Cool-
pix 995, Nikon.

Inmunocitoquimica para (-tubulina

Los corazones se fijaron con p-formaldehido
al 4% en una solucién amortiguadora de fos-
fatos. Después, se deshidrataron y colocaron
en parafina para obtener cortes de 5 pm de
grosor, a continuacion los cortes se colocaron
en portaobjetos cubiertos de poli L-lisina al
10%. Después de desparafinarlos se procedié al
desenmascaramiento antigénico por medio de
una solucién amortiguadora de citratos 0.1 M,
pH 6.0 (DECLERE, Cell Marque) en un horno
de microondas durante tres ciclos de 2 minutos.
Enseguida, los cortes se lavaron con solucién
amortiguadora de fosfatos-salino durante 5 mi-
nutos. Después se colocaron en una solucién de
bloqueo constituida de suero de caballo al 5%,
Tween 20 (Sigma, Saint Louis, Missouri, USA) al
0.1% diluidos en una solucién amortiguadora de
fosfatos-salino durante una hora a temperatura
ambiente. Después de retirar la solucion de
bloqueo con el anticuerpo primario monoclonal
especifico para B-tubulina a una dilucién de
1:500 (anti B-tubulina, Chemicon, USA) durante
18 horas a 4° C. Al dia siguiente se lavaron e
incubaron con el anticuerpo secundario anti-
mouse Alexa 568 (Invitrogen, Eugene, Oregon,
USA), en una dilucién de 1:250 en una solucion
amortiguadora de fosfatos-salino, durante una
hora a temperatura ambiente. Al término de la
incubacion se lavaron de nuevo con la solucion
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amortiguadora de fosfatos-salino tres ocasiones
por espacio de 5 minutos. Al término del lavado
se colocaron en un medio de montaje Vectas-
hield con DAPI (Vector, Burlingame, USA)." Las
fotomicrografias se tomaron con un microscopio
de fluorescencia Zeiss Axiophot 2, equipado con
un sistema de andlisis LSMS imagen Browser.

Andlisis estadistico

Para comparar los resultados de la concentra-
cién de glucosa en el plasma, peso corporal e
ingestion de alimento en los diferentes tiempos
después de la administracién de estreptozo-
tocina, primero se obtuvieron los promedios
y las desviaciones estandar de cada uno de
ellas. Después, se compararon con ANOVA de
dos vias (tiempo de administracién del téxico
y tratamiento) y para la significacién entre los
grupos se empled la prueba t de Student porque
los valores mostraron una distribucién normal,
se aceptd un nivel de significacién de p< 0.05.

RESULTADOS

Se confirmé que la administracién de estrepto-
zotocina a las ratas elevo significativamente la
concentracion de glucosa plasmatica a partir del
dia 14 después de la aplicacion del téxico en
comparacion con las ratas que no recibieron el
toxico (grupo C) (p< 0.001) (Cuadro 1).

En relacion con el peso corporal siempre fue sig-
nificativamente menor en el grupo con diabetes
mellitus a partir del dia 14 de la aplicacién de
estreptozotocina (p< 0.001), el déficit fue de 37,
56y 60% alos 14,21y 30 dias, respectivamente,
en comparacién con el grupo C (Cuadro 2).

En el (Cuadro 3) se muestra la cantidad de ali-
mento consumida por las ratas diabéticas en
24 horas. El grupo con diabetes mellitus con-
sumié mas alimento que el grupo C durante el
periodo estudiado (p< 0.001).

Cuadro 1. Concentracién de glucosa en el plas-
ma de rata control (C) y diabética (D)

Dias

Post-administracion C D

de STZ

1 5.78+0.15 5.60+0.13
14 5.76 £ 0.47 35.00 = 0.62
21 5.50+0.36 35.44 +1.74
30 530+0.15 37.14 +1.24

Cada punto corresponde a los valores promedio (mmol/L)
+ desviacion estandar de 16 ratas en cada uno de los dias
postadministracion de STZ. Las muestras fueron efectuadas
por duplicado. F= 196.1, DFn= 6, DFd= 36.

dp< 0.001.

ANOVA vy t de Student.

ZTZ = estreptozotocina

Cuadro 2. Peso corporal de rata control (C) y
diabética (D)

Dias

Post-administracion C D

de STZ

1 255.0 £ 2.50 252.0 + 250
14 302.5 +2.40 190.0 + 3.80¢
21 333.8 +3.59 151.6 + 4.20¢
30 363.8 +5.59 141.6 + 5.10¢

Cada punto corresponde a los valores promedio (g) +
desviacion estandar de 16 ratas en cada uno de los dias
postadministracién de STZ. F= 15.82, DFn= 6, DFd= 36.
*p <0.001.

ANOVA vy t Student

STZ= estreptozotocina.

Cuadro 3. Ingesta de alimento en 24 horas en
rata control (C) y diabética (D)

Dias

Post-administracion C D

de STZ

1 25.16 £ 0.44 25.50 £ 0.86
14 26.33 £0.33 45.10 + 1.50*
21 26.50 = 0.28 47.92 +1.42*
30 26.70 = 0.40 46.76 = 2.10*

Cada punto corresponde a los valores promedio (g) +
desviacion estandar de 16 ratas en cada uno de los dias
postadministracién de STZ. F= 15.82, DFn= 6, DFd= 36.
*p<0.001.

ANOVA y t Student.

STZ: estreptozotocina.
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En la (Figura 1) se muestra el miocardio de las
ratas controles que se observa compactado al ini-
cio de la administracion de la estreptozotocina;
sin embargo, a los 14 dias de la administracién
del téxico se observan hendiduras vasculares
similares a los sinusoides, con revestimiento en-
dotelial, ubicados en el miocardio. A los 30 dias
de evolucién del cuadro diabético los sinusoides
aumentaron en niimero y se observaron dilatados
y congestionados (ver flechas).

En la Figura 2 se ve que a los 14 dias después de
la administracién de estreptozotocina existié un
minimo y focal depdsito de colagena en el inters-
ticio del miocardio y entre las fibras de Purkinje.

Figura 1. Microfotografias de cortes de corazén de
ratas diabéticas tenidas con hematoxilina-eosina (10x).

14 21 30
. =

Figura 2. Microfotografias de cortes de corazén de ra-
tas diabéticas tefidos con la técnica de Masson (10x).

Volumen 82, No. 1, Enero-Febrero 2014

A los 21 dias se observaron minimos cambios
histolégicos de las arteriolas intracardiacas
caracterizados por hiperplasia focal de la capa
media. Es importante senalar que a los 30 dias
de evolucién del cuadro diabético se observé un
incremento difuso de las fibras de coldgena en el
intersticio del miocardio (ver flechas).

Para determinar si la diabetes mellitus origina
cambios estructurales en el citoesqueleto de los
cardiomiocitos se incubaron cortes de corazén
con anticuerpos contra f-tubulina, componen-
te mayor del sistema microtubular. La Figura 3
muestra un importante cambio del patrén de
distribucion de la B-tubulina en ratas diabéticas
a los 30 dias después de la administracion de
estreptozotocina (ver flechas).

DISCUSION

Se confirma nuevamente que la administracién
de estreptozotocina produce diabetes mellitus

A0 dias post-administracion de estreplozoloding

Figura 3. Inmunofluorescencia de B-tubulina en cortes
del miocardio (100x).
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debido a la ausencia de insulina circulante
que, a su vez, es resultado de la destruccion de
mas de 80% de las células B de los islotes del
pancreas.” ¥ Ademas, los resultados del peso
corporal observado en estos animales diabéticos
apoyan el hecho de que durante la evolucién del
estado diabético se produce una desnutricién
crénica, quizd debido a la disminucién de los
procesos anabdlicos mediados por la insulina,
independientemente de que los animales diabé-
ticos tuvieron un alto consumo de alimento."”

Los hallazgos mds importantes fueron los cam-
bios en los pequefios vasos sanguineos del
miocardio que se demostraron desde etapas
tempranas de la enfermedad, la existencia de
un patron vascular de tipo sinusoidal que se
increment significativamente con la evolucion
del estado diabético. Los sinusoides cardiacos
en el miocardio diabético representan un patrén
vascular fetal, similar a lo que se observa durante
el desarrollo temprano del corazén, donde la
perfusion miocardica se realiza directamente
desde la cavidad ventricular y donde la sangre
es enviada a un miocardio esponjoso formado
por una red sinusoidal en contacto con los mio-
cardiocitos.?*?' Una vez que se ha completado el
proceso de vasculogénesis y la compactacién del
miocardio, los sinusoides fetales desaparecen.?°
La persistencia de estos sinusoides se ha descrito
en neonatos humanos con cardiopatias congéni-
tas complejas.??% Sin embargo, estos sinusoides
en el corazén adulto normal son muy infrecuen-
tes y su significado se desconoce.?’ Asi, pues, el
patrén vascular fetal en el miocardio diabético
podria ser la consecuencia de repetidos episo-
dios de isquemia transitoria, como resultado de
las anormalidades funcionales de los pequefios
vasos sanguineos durante el incremento de las
demandas energéticas de los cardiomiocitos a
lo largo del estado diabético.*?> Ademas, es
importante hacer notar que no se observaron
datos anatomopatolégicos de microangiopatia
en arteriolas, ni arterioesclerosis hialina. Por lo

tanto, las alteraciones estructurales de los peque-
fios vasos sanguineos junto con los cambios en
el sustrato metabdlico del miocardio, juegan un
papel principal en el desarrollo temprano de la
miocardiopatia diabética.!1"2429

En el miocardio de los animales diabéticos
también se demostraron depésitos de fibras de
colagena dispuestos como haces que cruzan el
intersticio y se ubicaron alrededor de los vasos
sanguineos intramiocdardicos; ademds, en la
pared del ventriculo izquierdo y en las fibras
de Purkinje se encontraron acumulaciones de
fibras de colagena (Figura 2). Asimismo, se ob-
servo que los depdsitos de fibras de coldgena
se incrementaron significativamente durante la
evolucién de la miocardiopatia diabética. Estos
hallazgos podrian ser resultado del incremento
en la sintesis de coldgena por los fibroblastos o
miofibroblastos, o la disminucién o ausencia de
la degradacion de la coldgena por las metalo-
proteinasas de la matriz intersticial.>*3? Durante
la evolucién de la diabetes mellitus se activan
diferentes factores solubles localizados en el
intersticio miocardico, entre ellos el péptido
natriurético tipo B, el sistema renina-angioten-
sina, que se asocian con el dafio oxidativo a los
cardiomiocitos que, de esta forma, contribuyen
al aumento de la fibrosis intersticial miocardi-
ca.**3¢ Por lo tanto, la cantidad de depésito de
fibras de coldgena en el miocardio se relaciona
inversamente con el ndmero de cardiomiocitos
y, directamente, con el tiempo de evolucién de
la miocardiopatia diabética.

La insulina es un importante regulador de la
organizacion y funcién del citoesqueleto celular.
La ausencia crénica de insulina desorganiza la
red de los microfilamentos de actina y de los
microtibulos.”*3 En este trabajo los autores ob-
servamos que los cardiomiocitos de los animales
diabéticos mostraron un importante desarreglo
de la B-tubulina, componente principal del
sistema microtubular del citoplasma (Figura 3).
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Estos resultados son similares a lo reportado por
otros autores.’

CONCLUSIONES

Los sinusoides cardiacos representan un pa-
tron vascular fetal y la fibrosis intersticial en
el miocardio y el desarreglo morfo-estructural
de los cardiomiocitos apoyan el hecho de que
el mecanismo fisiopatolégico de la miocardio-
patia diabética se inicia en la microcirculacién
coronaria debido a cambios en el metabolismo
cardiaco que inducen una regresion en la es-
tructura vascular del corazén a patrones fetales,
lo que contribuye al inicio de la disfuncién
miocardica durante el estado diabético.
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