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RESUMEN

Si bien se han descrito alteraciones del timo o.del bazo en ratas recién
destetadas, alimentadas con dietas deficientes en factores lipotropicos, no se
ha podido establecer con certeza la medida en que esos trastornos se deban a
la alimentacion hipolipotropica, a la disminucion de la ingesta de alimento
que se produce como consecuencia de la necrosis renal que presentan estos
animales, o a ofros factores (“stress”, enfermedad renal, etc.).

El proposito de este trabajo fue estudiar secuencialmente y en correla-
cion con las alteraciones renales, los cambios esplénicos y timicos que ocurren
en ratas recién destetadas, las que se alimentaron con dietas hipolipotropicas.
Como controles se utilizaron ratas que fueron sacrificadas el mismo dia del
destete, animales alimentados en forma pareada con la misma dieta suple-
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mentada con colina, y animales alimentados ad libitum con una dieta comer-
cial estandar.

Los resultados obtenidos mostraron que los cambios mds importantes,
a nivel del timo, ocurren después del desarrollo del daiio renal y consisten en
disminucion de peso con posible reduccion de la corteza, eventual fibrosis
incipiente y proliferacion de macrofagos. Dado que estos cambios no se ob-
servaron en ratas alimentadas en forma pareada, no pueden atribuirse sola-
mente a menor ingesta de alimento. Es, pues, factible que, al menos en parte
sean consecutivos a la necrosis renal y al “stress’’ que presentaron los animales
del grupo deficiente en colina. En el mismo grupo, el bazo acusé un aumento
del manto a partir del 3er. dia, con aumento del peso al 8o. dia.

INTRODUCCION

Si se alimenta a ratas recién destetadas con dietas deficientes
en factores lipotrdpicos (colina, metionina, B,, y dcido folico) es
factible inducir un cuadro de insuficiencia renal aguda cuyo subs-
trato morfologico varia desde la necrosis tubular aguda focal hasta
la necrosis cortical masiva (1-3).

Estudios previos han descrito involucién timica en animales
alimentados con dietas hipolipotropicas (4-6) y cambios variables a
nivel del bazo (4, 5). Por otra parte, también se ha descrito involu-
cién timica en la desnutricion (7) y se conoce la involucion timica
y esplénica consecutiva al “stress’” (8).

Trabajos previos sobre alteraciones esplénicas y timicas en ca-
sos de deficiencia de colina, no han contemplado el desarrollo de
estudios secuenciales en relacion con el dafio renal. Tampoco se
han usado controles adecuados para deslindar la influencia de la
ingesta de alimento, la que disminuye como consecuencia del daiio
renal.

El propésito del presente trabajo fue asi, estudiar secuencial-
mente las alteraciones tfmicas y esplénicas en relacion con los
cambios renales, contando para el caso con controles adecuados, a
fin de determinar la influencia de la ingesta de alimento, de tal
forma que nos permitiese evaluar cuiles alteraciones se deben a la
deficiencia de colina per se, y cuiles al “‘stress” y/o a la menor
ingesta caldrica inducidos por la enfermedad renal.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas Wistar macho, recién destetadas, prove-
nientes del Bioterio de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de
la Universidad de Buenos Aires. Estas fueron divididas en cuatro
grupos: colina-deficiente (CD), colina-suplementado (CS), purina
(P) y recién destetadas (RD). Los animales del grupo CD fueron
alimentados ad libitum con una dieta deficiente en factores lipo-
tropicos ( Tabla 1) usada en experimentos anteriores (3,9, 10);los
del grupo CS recibieron la misma dieta suplementada con 0.359/o0
de cloruro de colina, y en forma pareada individual y diaria con
respecto a las del grupo CD; las del grupo P consumieron una dieta

TABLA 1
COMPOSICION DE LA DIETA HIPOLIPOTROPICA

{a/100 g)
Proteina de soja® 20.0
Aceite hidrogenadob ‘ 10.0
Sucrosa 55.5
Aceite de maiz® 4.0
Mezcla de vitaminas (sin B, ni colina)d 4.0
Mezcla de sales W€ 20
Celulosaf 40
L-Cistina 0.5

Kcal/100 Kcal
Hidratos de carbono ' 54.3
Grasas 28.8
Proteinas 16.9
Valor lipotrépico® mg col/100 Kcal 13.7
; Assay Protein C-1. Skidmore Enterprise, Cincinnati, Ohio, USA.
Molinos Rio de la Plata, Buenos Aires, Argentina.

:; Refinerias de Maiz, Buenos Aires, Argentina.

Vitamin fortification mixture without choline and B,,. Nutritional
Biochemical Co. Cleveland, Ohio, USA.
Nutr. Bioch. Co.

f ‘Alphacell Nutr. Bioch. Co.
Porta, E. A. y Gomez-Dumm, C. L.: Lab. Invest., 18: 352, 1968.
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comercial® ad libitum, y por Gltimo, las del grupo RD fueron sacri-
ficadas el mismo dia del destete. Esta clasificacion nos permitio
contar con un grupo experimental (CD), y tres grupos control.
Uno fue sacrificado el mismo dia del destete (RD), otro cuya in-
gesta calorica era similar a la del grupo CD pero suplementado con
colina (CS), y el tercero, alimentado ad libitum con una dieta co-
mercial usual para animales de laboratorio (P). Las ratas de los
grupos CD, CS y P fueron sacrificadas a los 3, 5 y 8 dias de inicia-
da la experiencja. Se incluyo, asimismo, un grupo de ratas del gru-
po CD que murieron en el transcurso del experimento. Todos los
animales tuvieron el consumo de agua ad libitum.

Diariamente se registro su ingesta de alimento y su peso cor-
poral. Al finalizar los distintos periodos experimentales las ratas
fueron sacrificadas con éter. Los rifiones, bazo y timo fueron pe-
sados y luego fijados en formol-calcio e incluidos en parafina,
obteniéndose secciones que se sometieron a coloracion con hema-
toxilina-eosina. De acuerdo a sus caracteristicas histologicas, los
rifiones fueron agrupados segiin una clasificacion propuesta previa-
mente (9). El nimero de animales correspondientes a los cuatro
grupos y al de los distintos periodos estudiados, se sefialan en las
Tablas 2 y 3, indicandose como peso corporal inicial el peso que
acusaron al comenzar el experimento, y como peso final el peso de
las ratas al momento del sacrificio o al de su muerte. Las compara-
ciones entre las medias de los distintos grupos se realizaron utili-
zando la prueba de “t””. Las diferencias menores de 0.05 se consi-
deraron estadisticamente significativas (11).

RESULTADOS

Los pesos corporales iniciales y finales de las ratas de los dis-
tintos grupos, asi como el peso corporal miximo de aquéllas en las
que el peso disminuyé antes de su sacrifio o0 muerte, se detallan en
las Tablas 2 y 3. Como era de esperar, los animales del grupo P
comieron y crecieron en forma normal. Légicamente, la ingesta de
alimento en el grupo CS fue similar a la del grupo CD si bien algo
menor, hecho que ha sido observado en experimentos previos, y
que explicaria el menor crecimiento corporal de estos animales
(2). Las ratas del grupo CD ingirieron alimento y crecieron en for-

4 Purina, Purina, Argentina.



TABLA 2

PESO CORPORAL INICIAL Y FINAL. PESO ESPLENICO Y TIMICO {Dias 0-5) .

Grupo Dia n Peso corporal Timo Bazo
Inicial Final mg mg/100g pc mg mg/100g pc
RD 0 10 49,25+ 2.452 123.84138.73 251.17176.40 193.84% 73.02 395.95%162.39
49.9b 122.1 227.9 168.8 340.2
CD 3 10 52.81%10.07 57.87+11.17 153.70%45.90 265.17163.60 305.081179_.86 ~ 534.69+288.83
55.3 57.0 160.4 275.1 295.4 422.4
CS 3 10 51.20%15.02 55.44*15.57 137.25%68.36 234.60+67.22 374.15%164.60 650.01+180.62
56.8 62.8 144.8 216.1 405.2 670.0
CD¢ 5 6 47.12t 946 56831120  144.57%¥44.50 = 253.52154.61  366.57t164.25  660.55+320.87
48.4 61.4 138.3 247.1 361.5 623.6
CDd 5 7 47.46% 9.55 58.33%11.98 148.00144.68 251.76149.70 304.96# 98.66 539.341220.17
45.9 55.0 141.2 244.1 305.3 496.4
CS 5 13 49.42%10.50 56.12%13.35 138.87150.64 242.99142.74 316.90%£177.49 574.361333.31
) 46.3 48.2 128.7 250.6 308.1 404.8
P 5 7 53.57% 6.78 69.46% 8.67 190.46%29.55 271.79%30.74 221.71% 56.84 312.54% 50.89
55.5 69.5 191.8 278.3 210.7 290.7
a x X DE. CD sin necrosis renal.
b Mediana. CD con necrosis renal.
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TABLA 3

PESO CORPORAL INICIAL Y FINAL. PESO ESPLENICO Y TIMICO (8o. dia )

Grupo Dia n Peso corporal Timo Bazo
Inicial Final mg mg/100g pc mg mg/100g pc
CD 8 10 43.82i7.12b 50.78%10.43¢€ 68.79142.57 129.05%62.34  407.51+290.15 756.661428.22
42.2¢ 48.0 43.0 106.8 289.6 607.6
1 CS 8 10 40.62%5.87 42.89t 6.51 96.85%42.06 219.19%77.93 205.35%114.83 472.63%245.53
41.3 41.0 102.0 2225 180.8 413.2
P 8 8 58291t9.85 89.05+15.68 198.29157.60 223.95159.90 498.15%171.08 518.31£203.93
55.6 82.0 207.2 224.0 456.5 428.0
CD 8 8 52.03t4.16 62.99+11.88%5 131.50%69.14 201.58%79.89 477.9 *£136.9 773.5 *252.5
( 53.2 59.9 123.5 206.1 499.5 709.6
2 CS 8 8 52.45%8.01 58.69i12.11h 190.50%75.29 318.85174.67 372.5 £252.6 445.0 £232.9
k 57.0 53.5 152.0 283.5 284.0 377.2
P 8 9 48.7715.61 77.47%11.34 217.67180.51 275.59%62.70 382.1 *240.5 469.7 *235.4
47.9 75.0 213.0 259.4 356.0 416.4
CDd 5 38.6614.55 4-1.32i5.07i 46.96114.95 113.44132.40 279.64% 93.47 664.06£160.22
37.0 40.1 45.2 126.6 264.9 660.5
2 De los grupos CD, CS y P se incluyen 2 lotes x DE  Mediana X DE Mediana
de ratas de cada uno, investigados en distin- : Peso corporal mdximo  56.49% 9.95 54.0 5.9%0.7 6
tos periodos (1,y 2). Peso corporal maximo  49.00% 5.86 49.5 6.1%1.1 6
b sz +DE, 8 Ppeso corporal maximo  68.76+t10.77 70.3  6.4%0.5 6
€ Mediana. h Peso corporal maximo  66.40%13.31  62.4 5910 6
4 Murieron 70. u 80. dia. ' Peso corporal miximo  47.36% 6.61 45.5 4.810.5 5
Gramos Dia
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ma adecuada hasta el 50. dia &2, 9, 12); después de éste se produjo
un dlescenso tanto en la ingesta de alimento como en el peso cor-
poral.

Los rifiones de las ratas de los ?rupos CS, Py RD mostraron
caracteristicas normales, En las del grupo CD no se observaron
indices de necrosis renal hasta el 50. dia; en este dia, sin embargo,
el 53.9°/0 de los animales mostro necrosis tubular degrado 1.7 £
1.2 ‘x + DE). Al 80. dia el 100<>/o de los animales reveld necrosis
renal, siendo en un 50°/o de tipo tubular grado 3.6 + 0.6 (x &
DE), y en 50°/o de tipo cortical grado 5.8 £ 0.8 (x £ DE). Las
cinco ratas que murieron mostraron necrosis renal, siendo en una
de tipo tubular grado 4 y en las cuatro restantes de tipo cortical
grado 7.5 £ 0.6 gx 1 DE). Las caracteristicas morfologicas de los
rifiones con necrosis fueron similares a las descritas previamente
(9-14), y se caracterizaron macroscopicamente gor un aumento de
tamafio "con areas de hemorragia capsulares y su ca'osulares,yco.n-
gestion de la corteza. Los cambios histoldgicos de la corteza varia-
ron desde focos de necrosis tubular, con picnosis, cariorrexis y
Prmmpalmente cariolisis, hasta necrosis cortical con necrosis tubu-
ar, glomerular y vascular.

Las caracteristicas morfolégicas del timo y del bazo en las
ratas de los grupos RD, P, y CS coincidieron con las notificadas
por otros autores (15-17) (Figs. 1y 2). En las ratas delgrupo CD
el timo no mostro cambios hasta €l 0. dia en que se observaron
en todos los animales, imagenes de moderada reduccion de la corti-
cal, agregandose a estos cambios Prollferacmn conectiva joven y de
macrofagos en zona cortical en tres de ellos. Todos los animales
que murieron acusaron reduccion de la ,cortlcale/_ tres ratas mostra-
ron proliferacion conectiva y de macrofagos (Figs. 3y 4). En el
mismo grupo el bazo mostro un moderado aumento del manto a
Bartlr del 3er dia, alteracion que persistio en los dias sucesivos; si

len esta modificacion no fue intensa, constituyd un hallazgo
constante en las ratas del grupo CD. Este cambio se observo en
330/0o de los animales al 3er dia, en el 580/0o al 50. dia, en el
78°/0 al 8o. dia y en 10000 de los que murieron (FI?S. 5Yys)

No se constataron diferencias entre las ratas del grupo CD y
los controles en cuanto a la extension de la metaplasia mieloide
esplenica normalmente observable en animales de esta edad $.16).

El peso del timo y del bazo en valores absolutos y relativos al
peso corporal, se indica en las Tablas Zg 3. Al so. dia del estudio,
comparando las ratas del grupo CD y CS se observé en las primeras



VOL. XXX (DICIEMBRE. 1980) No. 4 597

FIGURA 1

Timo. Zona cortical de ratas del grupo CS al 8o. dia de iniciado el
estudio (H. E. x 160)

una disminucion del peso del timo y aumento ponderal del bazo.
La disminucion del peso del timo se acentuo en las ratas CD que

murieron. o o ,
El analisis estadistico de los distintos parametros evaluados
cuantitativamente se indica en la Tabla 4.
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FIGURA 2
Bazo. Foliculo de rata del grupo CS al 80. dia (H. E. x 160)

DISCUSION

_El substrato morfologico de la insuficiencia renal aguda in-
ducible en ratas recién destetadas mediante la administracion de
dietas deficientes en colina, varia desde la necrosis tubular a?_uda
focal hasta la necrosis cortical masiva (1-3). Las caracteristicas
morfologicas de estas lesiones han sido estudiadas con bastante fre-
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FIGURA 3

Timo. Reduccion de la cortical de rata del grupo CD al 80. dia
(H. E. x 160)

cuencia. Asimismo, es sabido que como consecuencia del dafio re-
nal estos animales disminuyen la mgesta de alimento. Envista de
que las alteraciones del bazo y/o del timo han sido descritas en
casos de desnutricion y bajo distintos tipos de “stress” (7, s, 18,
19), cabe preguntarse en qué medida pueden influir estos factores
iobr_e el bazo'y el timo de ratas alimentados con dietas hipolipo-
répicas.
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FIGURA 4

Timo. Reduccion de la cortical y proliferacion conectiva e infiltracion
mononuclear de rata del grupo CD que muri6 (H. E. x 160

Los estudios previos efectuados al respecto son escasos, y no
han contemplado un seguimiento secuencial adecuado respecto de
la patologia renal, ni se ha contado con controles adecuados en
lo referente a ingesta calorica. Asi, Griffith y Wade (52 describen
disminucion del peso del tlmody disminucion” o aumento del peso
del bazo en ratas alimentadas durante 10 dias con una dieta defi-
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FIGURA 5

Bazo. Aumento del manto y reduccion del nucleo folicular en rata del
grupo CD al 8o. dia (H. E. x 160)

ciente en colina. Por su parte, Engel y Salmon (4) notificaron
atrofia timica y alteraciones esplénicas variables tales comq con-
gestlon 0 atrofia de la pulpa roja, o disminucion de tamafo del
azo._Olson y Deane (e) observaron involucion timica. _

En el estudio secuencial que incluyo el presente trabajo se
observd que las alteraciones del timo ocurren con posterioridad al
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FIGURA 6

Bazo. Aumento del manto y reduccion del nicleo folicular en rata del
grupo CD que murio (H. E. x 160)

desarrollo de la necrosis renal, y no parecen deberse Unicamente
a la disminucion de la ingesta calorica, dado que los cambios pon-
derales morfoléf;lcos son mas acentuados en los animales del
rupo CD que en los del grupo CS alimentados en forma pareada.
omo dijimos, las alteraciones observadas coinciden con las descri-
tas en distintos tipos de “stress” (8). Desde el punto de vista mor-



TABLA 4

ANALISIS ESTADISTICO

Dia 3 Dia 5

CD Oo_ CDc Oo,
Comparacion w \5 w o \5

CS CDd CDhc P

Peso corporal

inicial NS NS NS NS
Peso corporal

final NS NS NS <0.05
Peso del timo

(mg) NS NS NS NS
Peso del timo

(mgrioo gpe)) NS NS NS NS

Peso del hazo
(mg) NS NS NS NS

Peso del bazo
(mgizoo gpe) NS NS NS <0.05

CDc = Colina- deficiente sin necrosis renal.
cD; = Colina-deficiente con necrosis renal.

Chd Cbd
Vs s
Cs P

NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS <0.05

1
2

CS
Vs
p

NS
NS
<0.02
NS
NS

<0.02

Perjodo 1.
Periodo 2.

CD

Cs

NS

NS

NS

<0.02

NS

NS

-5

<0.01

<0.001

<0.001

<0.01

NS

NS

Dia 8
CSs CD
S S
p cs
<o.001 NS
<0.000 NS
<p.001 NS
NS <0.01
<p.000 NS
NS <0.02

CD
>
NS
<0.02
<0.05
NS

NS

<0.05

CS

T

NS

<0.01

NS

NS

NS
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folégico, el bazo mostré aumento del manto a partir del 3er. dia,
siendo la congestion un hallazgo inconstante. El peso se encontré
aumentado al 80. dia en los animales del grupo CD en relacién con
los del grupo CS. Sin embargo, cabe mencionar que el peso esplé-
nico es influenciable por diversas manipulaciones técnicas en el
momento de sacrificar a los animales®.

SUMMARY

THYMUS AND SPLEEN PATHOLOGY IN RATS DEFICIENT IN
LIPOTROPIC FACTORS

Although splenic and thymic changes have been described in rats fed
diets deficient in lipotropic factors, it is not clear whether these changes are
due to the hypolipotropic diet, to the diminished food intake induced by the
renal necrosis that these animals may have or to other causes such as stress,
renal disease, etc.

The purpose of this work was to study sequentially the splenic and
thymic alterations in rats fed ad libitum a hypolipotropic diet (CD group).
These changes were correlated with the renal changes. Three different
control groups were used: a group of rats sacrified the same day of weaning
(RD group); a group of rats fed the same diet as the CD group but supple-
mented with 0.359/0 of choline chloride, and individually and daily pair-fed
to those rats in the CD leader group (CS group), and a group of rats fed ad
libitum a commercial diet (P group).

Rats of groups CD, CS and P were killed on the 3rd, 5th and 8th day
after beginning the experiment. Five animals of the CD group which died on
the 7th or 8th day were also included.

The results obtained indicate that in the CD group, the most conspi-
cuous changes in the thymus were a loss in weight with possible reduction in
size of the cortex; early fibrosis and macrophage proliferation were eventually
present. Since these changes were not found in the pair-fed rats (CS group),
they do not seem to be only a consequence of the diminished food intake, It
is possible that these changes were, at least partially, due to the renal necrosis
and stress that rats in the CD group exhibited. The spleen of the CD group
showed enlargement of the mantle as of the 3rd day and an increase in weight
on the 8th day.

5 Machado, E. A. Comunicacion personal.
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