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INTRODUCCION

La aterosclerosis es responsable de la principal causa
de muerte en el mundo (1) y su riesgo aumenta con la

RESUMEN

Introduccién

Los habitos de alimentacién poco saludables durante la infancia y la juventud se han suge-
rido como favorecedores de las complicaciones ateroscleréticas en edades méas avanzadas. El
creciente consumo de bebidas cola en las Gltimas décadas se ha asociado con el desarrollo de
obesidad e incremento en la incidencia de aterosclerosis y enfermedades cardiovasculares. A
su vez, se sabe que existe correspondencia entre el consumo de estas bebidas y etapas de la
vida, el cual es mayor en los ninos, los adolescentes y los adultos jovenes.

Obijetivo
Evaluar el efecto del consumo de bebidas cola sobre la aterosclerosis.

Material y métodos

Se distribuyeron ratones ApoE" (8 semanas de edad) en tres grupos segtin el consumo libre de
agua (A), bebida cola azucarada (C) y bebida cola edulcorada light (L). Al cabo de 8 semanas
las bebidas cola se reemplazaron por agua. Los ratones fueron sacrificados secuencialmente:
antes del tratamiento (8 semanas de edad) y luego de su interrupcion (16, 20, 24 y 30 semanas
de edad). Se extrajeron la aorta ascendente y el higado. Se calculé la relaciéon entre el drea de
la placa adrtica y el espesor de la capa media (relacion placa/media). Se evalué la inflamacién
del parénquima hepético segin la escala de NASH.

Resultados

Larelacion placa/media vari6 segun la bebida (F, ;, = 3,433, p < 0,04) y laedad (F, ,, = 5,009,
p < 0,03) y fue mayor en los grupos Cy L (p < 0,05 alas 16 y 20 semanas, p < 0,01 a las 24
y 30 semanas). La inflamacién del parénquima hepético (F,, = 13,29, p < 0,002) y portal
(F,s = 6,30, p < 0,02) aument6 cinco y dos veces, respectivamente, en funcién del tiempo
(p < 0,01 yp < 0,03) entre las semanas 20 y 30, en contraste con la esteatosis y el dano
hepatocelular, que no se modificaron. El grupo A (evolucién natural de la aterosclerosis) se
caracterizé por la aceleracion del crecimiento del area de placa en paralelo con un rapido
aumento de la inflamacién hepatica alrededor de la semana 20.

Conclusiones

El consumo de bebidas cola en ratones ApoE’- entre las semanas 8 y 16 de edad aumenté la
tasa de progresion de la aterosclerosis. Los datos sugieren que, en este modelo murino, el
consumo sostenido de bebidas cola durante las etapas tempranas de la vida puede acelerar el
agravamiento del dafo aterosclerdtico en etapas mas tardias.
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edad. (2) Los habitos de alimentacion poco saludables
durante la infancia y la juventud se han sugerido como
favorecedores de las complicaciones ateroscleréticas
en edades més avanzadas. (3, 4) Varios estudios de
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tipo longitudinal han demostrado el aumento del riesgo
cardiovascular en la edad adulta de los nifos obesos, (5,
6) y también que la exposicion a factores de riesgo cardio-
vascular en edades tempranas de la vida puede contribuir
al desarrollo de aterosclerosis. (7) El creciente consumo
de bebidas cola en las tltimas décadas se ha asociado con
el desarrollo de obesidad e incremento en la incidencia
de aterosclerosis y enfermedades cardiovasculares. A su
vez, se sabe que existe correspondencia entre el consumo
de estas bebidas con etapas de la vida, el cual es mayor
en los ninos, los adolescentes y los adultos jovenes. Re-
cientemente hemos observado el desarrollo de sindrome
metabdlico después del consumo prolongado de bebidas
cola en ratas. (8, 9) Se observo el desarrollo de hiperten-
sion, hiperglucemia, aumento del peso corporal, dislipi-
demia y alteraciones ecocardiograficas, mientras que los
hallazgos histopatoldgicos no fueron consistentes y se
relacionaron mas con el proceso de envejecimiento que
con el tratamiento. (8, 9) También observamos que los
ratones ApoE" C57BL/6J son particularmente sensibles
a los danos derivados del consumo de bebidas cola. La
bebida cola endulzada con sacarosa (C) produjo patologia
arterial asociada con el desarrollo de hiperglucemia. (10).
El consumo de C o L produjo indistintamente aumento del
area de la placa (28% C, 50% L) y estenosis aértica (38%
C,57% L)). (10) Paraddjicamente, luego de la interrupcion
del consumo de bebidas cola, las lesiones empeoraron (au-
mento del area de placa: 43% C, 68% L y estenosis: 71%
C, 46% L). Una explicacién probable es que el periodo de
recuperacion haya sido insuficiente para que se pudiera
observar reversién alguna del dano arterial, considerando
que las determinaciones se realizaron tinicamente al final
del tratamiento y no se evalué la secuencia temporal de
la evolucién posterior. La edad se asoci6é con un aumento
de las lesiones ateroscleréticas (56%).

El objetivo de este estudio fue explorar el impacto
del consumo de bebidas cola en la progresion del dano
arterial en ratones ApoE” (modelo murino de ateroscle-
rosis) (11) a diferentes tiempos luego de la interrupcion
del tratamiento. La hipdtesis puesta a prueba fue que
el consumo de bebidas cola en etapas tempranas de la
vida podria afectar el desarrollo y la progresién de la
aterosclerosis en edades adultas.

Dado que la bibliografia indica la participaciéon de
procesos inflamatorios a nivel hepatico en el desarrollo
y la evolucién de la aterosclerosis, fue de interés evaluar
los posibles cambios en el higado en respuesta al consu-
mo de bebidas cola en este modelo murino. En particular
se evalu6 la asociacion temporal entre el dano hepaticoy
las lesiones aterosclerdticas. La evidencia experimental
muestra que la deficiencia de ApoE~ se relaciona con la
expresion hepatica de mediadores proinflamatorios (12)
y aceleradores del envejecimiento. (13)

A pesar de la amplia utilizacién de los ratones ApoE "
para multiples propésitos, la relacion entre las lesiones
aterosclerdticas y hepaticas atin no es clara. (14)

MATERIAL Y METODOS

Los experimentos descriptos en este estudio fueron aprobados
por el Comité de Cuidado de Animales de la Universidad de
Buenos Aires (CICUAL) y se llevaron a cabo de acuerdo con
las recomendaciones del informe Weatherall. (15)

Un lote de sesenta ratones con deficiencia genética de
Apo E (ApoE") C57BL/6J (Jackson Laboratory, Bar Harbor,
Maine) se alimentaron ad libitum con comida comercial
estandar para roedores (16-18% de proteinas, 0,2 g% de
sodio, Cooperacion, Buenos Aires, Argentina) y se alojaron
en un bioterio con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas. A las
8 semanas de edad los ratones ApoE-" fueron distribuidos
al azar en tres grupos (n = 20 cada uno). Cada grupo tuvo
libre acceso a una de las siguientes bebidas (temperatura
ambiente): agua (A), bebida cola comin (C) (bebida cola
endulzada con sacarosa, Coca-Cola®, Argentina) y bebida
cola light (L) (bebida cola edulcorada con aspartame y
acesulfame K, Coca-Cola Light®, Argentina) durante 8
semanas . El diéxido de carbono de las bebidas cola se eli-
mind por agitacion enérgica por el tiempo necesario hasta
su eliminacién total.

Al cabo de las 8 semanas de tratamiento, las bebidas cola
fueron remplazadas por agua en los grupos C y L. Se sacri-
ficaron secuencialmente 4 ratones por grupo bajo anestesia
con solucién de pentobarbital s6dico-difenilhidantoina sédica
(Euthanyl®): antes del tratamiento (8 semanas de edad: A,
C8 y LS), al final del tratamiento (16 semanas de edad: Aw’
C,;y L,y y después de su interrupcién (20 semanas de edad:

20 Ca0 ¥ Liyy; 24 semanas de edad: A, C,, y L,,; 30 semanas
deedad: A,,C, y L,).

Se extrajo tejido de la aorta ascendente y del higado,
que fue disecado y sumergido en buffer de formaldehido
al 10% (solucién buffer de formalina al 10%, pH 7,0) a
temperatura ambiente durante un periodo de 24 horas.
Luego de la deshidratacién (soluciones de concentracién
creciente de alcohol etilico al 50%, 70%, 100%), los teji-
dos se incluyeron en bloques de parafina. Se obtuvieron
seis secciones transversales seriadas de la aorta de 5 pm
a nivel del origen de las valvas de la valvula aértica y en
todo el seno aértico y se colorearon con hematoxilina-
eosina, colorante tricrémico de Masson y orceina para la
identificacion de fibras elasticas. Cada una de las secciones
se evalué utilizando un microscopio Nikon Eclipse E400
acoplado a un programa (Image Pro Plus para Windows,
v3) para analizar y promediar los datos. Se midieron el
area de la placa, la capa intima y el espesor de la capa
media. Se calculé la relacién entre el 4rea de la placa y la
capa media (relacién placa/media) para estimar el grado
de remodelacion arterial. (15) Se procesaron secciones
de higado de 4 pm para microscopia y se determiné el
grado de inflamacion del parénquima de acuerdo con la
escala de esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), (16)
cuya puntuaciéon va de 0 a 4 (0 = maés baja, 4 = mas alta)
e incluye esteatosis, inflamacién del parénquima, lesion
hepatocelular, inflamacién portal y fibrosis.

Los datos obtenidos fueron sometidos al anélisis mul-
tivariado de la varianza (MANOVA). Para identificar los
factores responsables de la variacién de los resultados se
utilizé el modelo de ANOVA factorial. A continuacién,
la prueba post hoc de Dunnett permitié evaluar las dife-
rencias entre grupos experimentales de la misma edad a
lo largo del estudio. El limite de significacién estadistica
se fij6 convencionalmente en p < 0,05 (software SPSS®
version 17.0).
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RESULTADOS

Desde el punto de vista cualitativo, en el momento de
la autopsia se observaron acumulaciones focales de ma-
crofagos cargados de lipidos en ratones de 16 semanas
de edad (Figura 1). Los ratones de 20 y 24 semanas
de edad mostraron cimulos globulares de macréfagos
agrupados cubiertos por una capa fibrosa fina (Figura
2). En la semana 30 se observaron grandes xantomas
necrdticos acelulares formando un nédulo fibrograso
que se extendia desde la luz hasta la lamina elastica
interna. El calibre luminal se redujo en gran medida

Fig. 1. Imagen histoldgica correspondiente a la pared adrtica de un
raton de 16 semanas de edad. Se observa un cimulo de macréfagos
conteniendo microvacuolas lipidicas intracitoplasmaticas (células
espumosas) inmediatamente por debajo del endotelio vascular
(entre flechas). H&E, 20x.

Fig. 2. Imagen histoldgica correspondiente a la pared adrtica de un
raton de 20-24 semanas de edad. Se observan depésitos de cristales
de colesterol (asterisco) incluidos en un tejido fibrocelular que
expande la capa intima vascular comprimiendo la capa muscular
(flecha). H&E, 10x.

debido al adelgazamiento y pérdida de la capa fibrosa.
Se observo interrupcién de la lamina eléstica interna
junto con atrofia extensa de la capa media, la cual fue
reemplazada por componentes de la placa (Figura 3).
La relacién placa/media vari6 de acuerdo con el trata-
miento (F, , = 3,433, p < 0,04) y con la edad de los
ratones (F4754 = 5,009, p < 0,03) y fue mayor en los
grupos C y L en comparacion con ratones de la misma
edad del grupo A (p < 0,05 a las 16 y 20 semanas,
p < 0,01 alas 24y 30 semanas) (Figura 4). Los ratones
Apo E7 que nunca consumieron bebidas cola (grupo A)
desarrollaron espontaneamente cambios acelerados en
el crecimiento de la placa aterosclerética en paralelo
con un rapido aumento de la inflamacién del higado
alrededor de las 20 semanas de edad (Figura 5). La

Fig. 3. Imagen histologica representativa de una lesion intimal
adrtica de un raton de 30 semanas de edad, caracterizada por
grandes acumulaciones lipidicas acelulares (asteriscos) y de aspecto
xantomatoso, contenidas en un tejido fibroso (flechas), en sectores
densos, constituyendo formaciones nodulares que protruyen hacia
la luz vascular. Tricrdmico de Masson, 10x.
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Fig. 4. Efecto del consumo de bebidas cola en la relacion placa/
media en ratones ApoE” durante el tiempo de estudio. Ordena-
das: relacion placa/media. Abscisas: edad (semanas). * p < 0,05,
# p < 0,01 comparado con A para la misma edad.
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Fig. 5. Area de placa e inflamacién del parénquima hepatico en
ratones ApoE”" luego de la interrupcion del tratamiento con be-
bidas cola. Ordenadas: area de placa (um? x 103). Abscisas: edad
(semanas).

inflamaci6n del parénquima hepatico (F,; = 13,29,p <
0,002) y la inflamacién portal (F,y = 6,30, p < 0,02)
variaron en funcién del tiempo (es decir, edad de los
ratones) aumentando 5y 2 veces (p < 0,01y p < 0,03),
respectivamente, entre las semanas 20 y 30, en contras-
te con la esteatosis y el dafno hepatocelular, que no se
modificaron a lo largo del estudio (Figura 5).

DISCUSION

La aceleracion del crecimiento de la placa ateroscleréti-
ca fue mayor en los grupos C y L en comparacién con el
grupo A alo largo del estudio. En una etapa anterior de
esta investigacion observamos el agravamiento paradoé-
jico de la aterosclerosis tras la interrupcion del consumo
de bebidas cola. (10) Sin embargo, la interpretacién de
estos resultados podria ser cuestionada al considerar
que las determinaciones se habian realizado en un
Unico punto temporal luego de finalizado el tratamiento
y el periodo de recuperacion podria haber sido insufi-
ciente para observar reversion del dano. Los resultados
hallados en el presente estudio nos permiten descartar
esa explicacion alternativa y confirman el crecimiento
acelerado de las lesiones aterosclerdticas en funcién
del tiempo luego de la interrupciéon del consumo de
bebidas cola. El crecimiento acelerado de las lesiones
aterosclerdticas observado en los animales tratados
(que consumieron bebidas cola a edad temprana) supe-
r6 al crecimiento asociado con la evolucién natural de
la aterosclerosis observada en los animales que nunca
consumieron bebidas cola. En estudios recientes se
ha referido que el safrole-2’,3’-6xido (SFO), principal
metabolito del safrol (componente de sasafras del aceite
de nuez moscada), se encuentra en las bebidas cola y
podria contribuir a agravar las lesiones ateroscleréticas
en los ratones ApoE-". (17)

En el grupo L se observé una progresion acelerada
de la aterosclerosis en comparacion con los grupos Ay C

para animales de la misma edad a los distintos tiempos
estudiados. Recientemente se informé un aumento en
la actividad de las transaminasas hepaticas (2,8 veces)
junto con hiperuremia (74%) e hipercreatininemia (2,5
veces) luego del consumo de bebida cola light en este
modelo murino. (10) En este contexto de conocimiento,
los hallazgos de nuestro estudio sugieren la partici-
pacién de alteraciones funcionales a nivel del higado,
rin6én y/o musculo, como mecanismo involucrado en
la aceleracién de la aterosclerosis en ratones ApoE-
I después de la interrupcion del consumo de bebidas
cola y aportan evidencia reafirmando que los ratones
ApoE" son idiosincraticamente sensibles al consumo
de bebidas cola con referencia al dano arterial. En
esta instancia, discutir los posibles mecanismos efec-
tivamente responsables de las conclusiones de este
estudio seria especulativo, ya que no hemos efectuado
determinaciones al respecto. En todo caso, cabe desta-
car que una desregulacion en el complejo dialogo entre
mediadores de mecanismos de inflamacién, procoa-
gulacién y peroxidacién, por mencionar algunos, y el
sistema vascular se hallaria implicada en los hallazgos
actuales. (18-20)

Los ratones ApoE” que no consumieron bebidas
cola (es decir, el Grupo A) mostraron cambios acelera-
dos en el crecimiento de la placa aterosclerética, que
estarian acompanados por un rapido aumento de la
inflamacién hepatica en torno de las 20 semanas de
edad. Estos resultados relativos a la evolucién natural
de las lesiones ateroscleréticas en ratones ApoE-" con-
cuerdan con los hallados por Watson y colaboradores,
quienes encontraron aceleraciéon espontanea de las
lesiones aterosclerdticas alrededor de las 20 semanas
de vida en este modelo murino. (21) El paralelismo
cronolégico observado entre el aumento del area de la
placa aérticay la inflamacion del higado en este estudio
podria reflgjar la expresion periférica de alteraciones
a nivel genético, como se ha observado recientemente.
(22) En conjunto, las investigaciones publicadas usando
este modelo murino enfatizan la participacion clave
del higado en el proceso de aterogénesis. La evidencia
experimental confirma la existencia de interacciones
higado-arteria, ilustrando asi el didlogo entre érganos
a distancia en la aterosclerosis. (23)

CONCLUSIONES

El consumo de bebidas cola, independientemente del
contenido de aztcar, aumenté la tasa de progresion
de la aterosclerosis en ratones ApoE", favoreciendo el
crecimiento de la placa adrtica (remodelacién interna)
sobre el adelgazamiento de la capa media. Los efectos
del tratamiento con bebidas cola entre las semanas
8 y 16 de edad no revirtieron incluso mucho tiempo
después de la interrupcion del tratamiento (ratones
de 30 semanas de edad). Los datos sugieren que el
consumo sostenido de bebidas cola durante las etapas
tempranas de la vida puede acelerar el agravamiento
del dano aterosclerético en etapas més tardias, en un
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escenario genéticamente favorable, tal como es el caso
de los ratones ApoE" propensos a la aterosclerosis.

ABSTRACT

Cola Beverages Accelerate Growth of the
Atherosclerotic Plaque in ApoE’ Mice

Introduction

Unhealthy eating habits during childhood and youth have
been suggested as predisposing factors to atherosclerotic
complications later in life. The growing consumption of cola
beverages in recent decades has been associated with the
development of obesity and increased incidence of atheroscle-
rosis and cardiovascular disease. We also know that there is a
correspondence between the consumption of these beverages
and the different stages of life, being higher in children,
adolescents and young adults.

Objective
This study evaluates the effect of cola beverage consumption
on atherosclerosis.

Methods

ApoE" mice (8 week-old) were randomized into 3 groups
according to free access to water (W), sucrose sweetened car-
bonated cola drink (C) or aspartame-acesulfame K sweetened
carbonated ‘light’ cola drink (L). At 8 weeks cola beverages
were switched to water. The mice were sequentially euthani-
zed: before treatment (8 week old mice) and after treatment
discontinuation (20, 24, and 30 week old mice). The ascending
aorta and the liver were removed. Aortic plaque area was
analyzed and plaque/media-ratio was calculated. Hepatic
inflammation was assessed according to the NASH scale.

Results

Plaque/media-ratio varied according to drink treatment
(F,5,=3.433, p <0.04) and age (F,;,=5.009, p <0.03) and
was higher in the C and L groups (p <0.05 at 16 and 20
weeks, p <0.01 at 24 and 30 weeks). Hepatic parenchymal
inflammation (F,,=13.29, p <0.002) and portal inflammation
(F,,=6.30, p <0.02) varied fivefold and twofold in contrast
to steatosis and hepatocellular damage which remained un-
changed throughout the study.

Natural evolution of atherosclerosis in ApoE* mice (W group)
evidenced acceleration of plaque growth in parallel with a
rapid increase in hepatic inflammation around week 20 of age.

Conclusions

Cola beverage consumption in 8-16 week old ApoE mice acce-
lerated atherosclerosis progression. Data suggest that, in this
murine model, sustained cola consumption at early stages of
life may predispose to atherosclerosis progression later in life.

Key words > Carbonated Beverages - Atherosclerosis - Apolipoproteins E
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