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Resumen

Lértora, W.J.; Villordo, G.1.; Mussart, N.B.; Catuogno, M.S.; Sanchez Negrette, M.:
Desarrollo inicial de ateroesclerosis en aorta de conejos sometidos a dietas con exceso de
colesterol. Rev. vet. 25: 2, 8§7-94, 2014. Para obtener un modelo experimental de ateroesclero-
sis aortica, se suministraron tres dosis de colesterol dietético (0,62; 0,93 y 1,24 g/dia) durante
60 dias a conejos neozelandeses machos adultos. Se evaluaron los niveles séricos de coles-
terol, colesterol-HDL y LDL, aspartato aminotransferasa (AST) y alanin aminotransferasa
(ALT), asi como el desarrollo de ateroesclerosis en aorta. El incremento en la dosis de 0,62 a
0,93 g/dia de colesterol ocasion6 un aumento significativo (p<0,05) en la colesterolemia (de
6,79 £2,34 a 9,51 +0,10 g/1), principalmente por incremento del colesterol-LDL. La dosis de
1,24 g/dia no indujo aumento adicional de la colesterolemia comparado con la dosis de 0,93 g/
dia. La colesterolemia fue muy variable entre los conejos que recibieron 0,62 g/dia; las dosis
mayores de colesterol redujeron esta variabilidad. Las actividades ALT y AST permanecie-
ron normales hasta el dia 30 de la experiencia, incrementandose significativamente en el dia
60 (p<0,05) en los grupos que recibieron 0,93 y 1,24 g/dia, asociadas a degeneracion grasa
hepatica. Las tres dosis de colesterol indujeron areas sudanofilicas de extension variable en
aorta. Las lesiones en aorta se caracterizaron por un incremento focal del espesor intimal
causado por la infiltracién de macrdéfagos espumosos y musculo liso, entremezclados en pro-
porcién variable con depdsitos de matriz extracelular. En conclusion, se confirma la sensibi-
lidad del conejo neozelandés a desarrollar hipercolesterolemia y lesiones ateroesclerdticas en
un corto periodo de tiempo con una dieta rica en colesterol. La dosis de 0,93 g/dia durante 60
dias fue la que indujo una respuesta hipercolesterolémica con menor variabilidad entre los
conejos y lesiones ateroesclerdticas bien desarrolladas. El modelo experimental de ateroes-
clerosis temprana permitira estudiar el efecto ateroprotector de diferentes medicamentos y
alimentos funcionales.
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Abstract

Lértora, W.J.; Villordo, G.1.; Mussart N.B.; Catuogno M.S.; Sanchez Negrette M.: Ini-
tial stage of atherosclerosis in aorta of rabbits by administering cholesterol. Rev. vet. 25:
2, 87-94, 2014. To obtain an experimental model of aortic atherosclerosis, male adult New
Zealand rabbits were fed with three doses of dietary cholesterol (0.62, 0.93 and 1.24 g/day) for
60 days. Serum cholesterol, HDL and LDL-cholesterol, aspartate aminotransferase (AST),
alanin aminotransferase (ALT) and the development of atherosclerosis in aorta, were evalu-
ated. Increased dietary cholesterol from 0.62 to 0.93 g/day resulted in a significant increase
(p<0.05) in serum cholesterol (from 6.79 £2.34 to 9.51 +0.10 g/I), due mainly to the increase
in LDL-cholesterol. The dose of 1.24 g/day did not induce further increase in cholesterolemia
compared to the dose of 0.93 g/day. Serum cholesterol was highly variable among rabbits that
received 0.62 g/day, this variability was reduced with the highest dose of cholesterol. ALT
and AST activities remained normal until day 30 of experience, increasing significantly at
day 60 (p<0.05) in the groups receiving cholesterol at the doses of 0.93 and 1.24 g/day, asso-
ciated with liver fatty degeneration. All doses of cholesterol induced aortic sudanophilic le-
sion areas of variable surface. Aortic lesions were characterized by a focal increase in intima
thickening caused by infiltration of foamy macrophages and smooth muscle mixed in vari-
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able proportions with extracellular matrix deposition. In conclusion, the sensitivity of the
New Zealand rabbit to develop hypercholesterolemia and atherosclerotic lesions in a short
period of time when consuming a high cholesterol diet, is confirmed. The dose of 0.93 g/day
for 60 days caused a lower variability in the hypercholesterolemic response among rabbits
with significant development of atherosclerotic lesions. This model of early atherosclerosis
will allow the study of the atheroprotective effects of different medicines and functional

foods.

Key words: rabbit, experimental model, aorta, atherosclerosis, cholesterol.

INTRODUCCION

Debido a su amplia distribucion, la ateroesclerosis
es la enfermedad de mayor morbilidad y mortalidad
en el mundo occidental, siendo responsable de aproxi-
madamente la mitad de todos los fallecimientos **. En
Argentina, las enfermedades cardiovasculares son la
primera causa de muerte entre la poblacion general y
una importante causa de discapacidad *'.

Para identificar factores nutricionales y nuevas
drogas que inhiban el desarrollo de la ateroesclerosis o
sus complicaciones, resulta necesario emplear modelos
biologicos experimentales. Ratones *, conejos 27, por-
cinos ¢, hamsteres 7, cobayos ¥, palomas y primates no
humanos * han sido utilizados como modelos de ate-
roesclerosis. La mayoria de estos animales desarrollan
hipercolesterolemia y ateroesclerosis mediante mani-
pulacion dietética o genética.

La eleccion del modelo animal de ateroesclerosis de-
pendera del proposito de la investigacion . Si se desea
estudiar el estadio inicial de la ateroesclerosis, caracte-
rizado por infiltracion de macrofagos espumosos en la
capa intima arterial (estria grasa) y otros aspectos de la
inflamacion arterial, se puede emplear al “conejo ali-
mentado con colesterol”. El conejo neozelandés es muy
sensible al colesterol dietético desarrollando una severa
hipercolesterolemia y lesion ateroesclerdtica temprana
en un corto periodo de tiempo. La concentracion de co-
lesterol y la duracion de su administracion dependen de
cada estudio. Una dieta con 0,25% de colesterol durante
4 semanas es suficiente para estudiar los estadios inicia-
les de la formacion de estrias grasas 8.

Empleando dietas con 1% de colesterol durante 8 a
12 semanas, en otras investigaciones se logro la forma-
cion de estrias grasas bien desarrolladas, con abundan-
tes células espumosas derivadas de macréfagos >4 1.
Para estudiar lesiones ateroescleroticas mas avanzadas
(placa fibrograsosa) se emplearon dosis mas bajas y
lapsos mas prolongados (0,25% de colesterol durante
8 meses) 6.

Con el objetivo de estandarizar un modelo experi-
mental de ateroesclerosis temprana en conejos neoze-
landeses, se evaluaron los efectos de tres dosis de co-
lesterol sobre la colesterolemia, los niveles séricos de
aspartato aminotransferasa y alanin aminotransferasa,
el desarrollo de ateroesclerosis en aorta y los cambios
histopatologicos de diversos 6rganos.

MATERIAL Y METODOS

Animales y plan experimental. Todos los procedi-
mientos de este estudio fueron aprobados por el Comité
de Etica y Bioseguridad de la Facultad de Ciencias Ve-
terinarias de la UNNE, protocolo N° 017. Se emplearon
24 conejos neozelandeses machos adultos, con un peso
de 2,154 + 0,289 kg obtenidos del Centro de Experi-
mentaciones Biologicas y Bioterio de la Universidad
Nacional del Litoral. Fueron alojados en jaulas meta-
licas individuales, con una temperatura ambiente de
22°C, un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas, con agua
de bebida y alimento balanceado ad libitum. Luego de
un periodo de adaptacion de 15 dias los animales fue-
ron divididos en cuatro grupos: control (n=6, que reci-
bi6 2 ml de placebo/dia), grupo 1 (n=6, recibi6 2 ml/dia
de jarabe con colesterol [94%)], equivalente a 0,62 g/dia
de colesterol); grupo 2 (n=6, recibi6é 3 ml/dia del jarabe
con colesterol, equivalente a 0,93 g/dia) y grupo 3 (n=6,
recibio 4 ml/dia del jarabe (1,24 g/dia de colesterol). El
jarabe con colesterol y el placebo se administraron du-
rante 60 dias por via oral, utilizando una jeringa de 1
ml, mediante la cual se introdujo la dosis directamente
en la cavidad bucal.

Preparacion del colesterol y placebo. El coleste-
rol (Cholesterol 94%, Sigma Chemical Co., St. Louis,
USA) fue administrado en forma de jarabe simple se-
gun la siguiente formula: colesterol al 94% = 200 g,
alcohol etilico = 160 ml, jarabe simple = 320 ml y con-
servantes = 2 ml (metilparabeno 6 g, propilparabeno 14
g y propilenglicol 180 g). Cada mililitro de esta prepa-
racion contenia 0,31 g de colesterol al 94%. El placebo
consistid en una combinacion de alcohol etilico (160
ml), jarabe simple (320 ml) y conservantes (2 ml).

Evaluaciones durante la experiencia. Todos los
animales fueron examinados diariamente a fin de de-
tectar modificaciones fisicas o de comportamiento. El
peso corporal fue registrado al inicio del experimento y
luego semanalmente en todos los animales de los dife-
rentes grupos. La extraccion de sangre se realizo a los 0,
30 y 60 dias, bajo ayuno de 8 horas, a partir de la arte-
ria auricular, empleando aguja 25G x 5/8” y jeringas de
5 ml, bajo anestesia general (combinacion de ketami-
na 35 mg/kg y xilacina 5 mg/kg, via subcutanea). Me-
diante espectrofotometria, con reactivos Wiener Lab se
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efectuaron determinaciones séricas de colesterol total
(colesterol-oxidasa-peroxidasa, 505 nm) y colesterol li-
gado a lipoproteinas de alta y baja densidad (C-HDL y
C-LDL), por precipitacion selectiva de la lipoproteina
y valoracion enzimatica de colesterol. Como marcado-
res de dafio hepatico se determinaron las actividades
de aspartato aminotransferasa AST (técnica aspartato
cetoglutarato) y alanin aminotransferasa ALT (técnica
alanina cetoglutarato), con lectura a 505 nm en espec-
trofotometro Zeltec ZL 5000.

Necropsia y toma de muestras. A los 60 dias de
iniciada la experiencia, se procedid a la eutanasia y
necropsia de los animales. Se obtuvieron muestras de
aorta completa, corazén, pulmon, higado, rifién, bazo,
cerebro y ojo, las que fueron fijadas en formol buffera-
do al 10% durante 24 horas para su analisis macrosco-
pico e histologico.

Cuantificacion del drea sudanofilica de la aorta.
Luego de la fijacion, las aortas completas fueron proce-
sadas para la coloracion macroscopica de los depositos
lipidicos en el estrato subintimal. Cada aorta fue dise-
cada desde sus valvulas hasta la bifurcacion iliaca. Se
removio cualquier exceso de tejido y grasa adherido a
la adventicia y posteriormente se realizd una colora-
cion para lipidos con una solucion de Sudan IV 2. Lue-
go, cada aorta se extendio sobre una lamina de tergopol
con la superficie endotelial hacia arriba y se fotografio
la superficie endotelial con una camara digital (Canon
EOS Digital Rebel xsi) sujeta a un estativo. Las image-
nes digitales fueron editadas para eliminar el fondo y
segmentadas en areas sudanofilicas y no sudanofilicas,
ajustando manualmente el control de umbralizacion de
color al umbral que mejor representara la lesion suda-
nofilica. Para esta tarea, se emple6 el software Ima-
gel version 1.47n, U.S. National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, USA. El area sudanofilica de
cada aorta fue expresada en porcentaje de la superficie
intimal cubierta por la lesion sudanofilica.

Histomorfometria de la aorta. Luego de ser foto-
grafiada, una seccion de 5 mm de la aorta ascendente,
en craneal del tronco braquiocefalico, fue procesada
segun la técnica histologica clasica para bloques para-
finados. Con un micrétomo, cada 5 pm se realizaron
cortes seriados que fueron coloreados con hematoxi-
lina y eosina (H-E) e inmunotefiidos con el anticuerpo
monoclonal anti-actina muscular para identificar mus-
culo liso vascular (HHF-35, Dako) y con el anticuer-
po monoclonal anti-macréfagos de conejos (RAMII,
Dako). En las secciones tefiidas con H-E se midio en
micrémetros, con objetivo de 10x, el espesor de la ta-
nica intima (desde la superficie luminal hasta la mem-
brana elastica interna) en el sitio de maximo espesor
intimal. En las secciones inmunotefiidas, las lesiones
de la aorta se clasificaron en estria grasa (intima con
infiltrado de macréfagos espumosos), placa en transi-
cion (intima con infiltrado mixto de macréfagos espu-
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mosos, musculo liso y deposito de matriz extracelular)
y ateroma (intima con capa fibrosa de musculo liso y
matriz extracelular cubriendo un centro de macroéfagos
espumosos con focos de necrosis y cristales de coleste-
rol extracelular).

Histopatologia de oJrganos. Corazén, pulmon,
higado, rifién, bazo, cerebro y ojo fueron procesados
segun la técnica histologica clasica para bloques para-
finados, cortados a 5 pm y coloreados con H-E para su
analisis histopatologico.

Andlisis estadistico. Los resultados cuantitativos
se procesaron bajo un disefio experimental aleatori-
zado. Las estadisticas descriptivas incluyeron media
aritmética y desvio estandar (X£DE). Los datos infe-
renciales fueron obtenidos por analisis de la varianza
(ANOVA) a una via y las diferencias entre grupos fue-
ron comparadas por el test de Tukey. El nivel del riesgo
alfa se fijo en 5%, por debajo del cual se rechazo la
hipotesis nula de igualdad.

RESULTADOS Y DISCUSION

Administracion del colesterol. Todos los conejos
aceptaron sin inconvenientes las diferentes dosis de
colesterol vehiculizado en el jarabe. La mayoria de los
modelos biologicos de ateroesclerosis que emplean die-
tas hipercolesterolémicas adicionan el colesterol, en di-
ferentes proporciones, al alimento balanceado 4 !-1%:28,
En este trabajo se optd por administrar el colesterol via
bucal para asegurar que cada conejo consuma la dosis
diaria correspondiente. Probablemente, el sabor dulce
del jarabe facilité que los animales aceptaran sin incon-
venientes la dosis diaria de colesterol.

Evaluacion general, del peso corporal y del peso
del higado. Los conejos que recibieron colesterol en
sus diferentes dosis y placebo ganaron peso a lo lar-
go de la experiencia. La ganancia de peso corporal y
el peso del higado no difiri6 significativamente (p =
0,6417 y p = 0,6747, respectivamente) entre los conejos
que recibieron colesterol y placebo (Tabla 1).

Tabla 1. Ganancia de peso corporal y peso del higado
segiin grupo.

grupo ganancia de peso (kg) peso del higado (g)
control 1,08 £ 0,36° 138,33 £29,272
grupo 1 1,01 £0,21° 145,00 + 24,29*
grupo 2 0,87 +£0,32° 136,67 = 31,41*
grupo 3 0,96 +0,25° 153,33 £ 15,06*

Datos en X+DE. *: medias con una letra comun no son signi-
ficativamente diferentes (p>0,05).

En nuestra experiencia, la administracion de 0,62,
0,93 o 1,24 g/dia de colesterol durante 60 dias no afec-
t6 la ganancia de peso corporal y no indujo cambios
fisicos o de comportamiento en los conejos. Estos re-
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sultados concuerdan con los obtenidos en experiencias
cortas (2-3 meses) que emplearon dietas con 0,5 a 1%
de colesterol para la induccion de ateroesclerosis * 26 .
Por el contrario, la administracion prolongada (31-32
semanas) de una dieta hipercolesterolémica (0,25% de
colesterol) provocod reduccion en el consumo de ali-
mento y una significativa pérdida de peso corporal al
final de la experiencia, debido a la hepatotoxicidad del
colesterol '. En la presente investigacion, el coleste-
rol tampoco afecto el peso del higado, a diferencia de
trabajos que reportan un incremento en los pesos del
higado, corazon y rifién en conejos que consumieron
alimento con 0,7 a 1% de colesterol durante 60 dias *.

Colesterolemia. La Tabla 2 registra los niveles
de colesterol total, C-HDL y C-LDL de los diferentes
grupos a lo largo de la experiencia. Al inicio (dia 0),
los niveles de los tres parametros no difirieron entre
grupos. En el dia 30 del ensayo, los conejos que reci-
bieron colesterol elevaron significativamente los nive-
les de colesterol total y C-LDL. Los niveles basales de
C-LDL incrementaron 12 veces con la dosis de 0,62 g/
dia (grupo 1), mientras que el incremento fue de 22 ve-
ces con la dosis de 0,93 g/dia (grupo 2). La dosis mayor
de colesterol en el grupo 3 no provocd un incremento
proporcional, comparado con el grupo 2, en los nive-
les de C-LDL y colesterol total. Hasta el final del es-
tudio (dia 60), los niveles séricos de colesterol total y
C-LDL se mantuvieron sin diferencias, con respecto al
dia 30, en los tres grupos tratados. El incremento en
los niveles séricos de C-HDL fue menor al incremento
registrado para C-LDL en los tres grupos tratados con
colesterol a lo largo de la experiencia. En los dias 30 y
60 de la experiencia, los conejos que recibieron 0,93 y
1,24 g/dia de colesterol fueron los que incrementaron
significativamente sus niveles de C-HDL, con respecto

Tabla 2. Evolucion de parametros relacionados al co-
lesterol segtin grupo.

tasa sérica (g/1) dia 0 dia 30 dia 60
colesterol total

control 0,92 +£0,29* 0,94+0,32*° 0,60+ 0,09*
grupo 1 0,95+0,39° 597+£2,42> 6,79 +£2,34°
grupo 2 0,88 +0,24* 8,99 +0,25¢ 9,51+0,10°
grupo 3 1,01 £0,12¢  9,17+0,21c 9,48 +0,08¢
colesterol-HDL

control 0,54 +0,08 0,41+0,11* 0,32+0,15°
grupo 1 0,35+ 0,060 0,46+0,07¢0 1,23+0,772®
grupo 2 0,40 £0,10° 1,78 £1,22°¢ 2,57 +£0,45°
grupo 3 0,33 +£0,06° 2,72 +1,04° 2,39 +0,64°
colesterol-LDL

control 0,24 +0,11*  0,32+0,15* 0,18 £0,06*
grupo 1 0,29 +0,18  3,52+2,10* 4,10+2,10°
grupo 2 0,27 +£0,12*  6,15+0,25° 6,65+0,15°
grupo 3 0,43 +0,08° 6,33+0,21° 6,65+0,13°

Datos en X+DE. "¢ en cada columna, letras distintas indi-
can diferencias significativas (p<0,05).

al grupo control. Los conejos que recibieron placebo
mantuvieron los niveles de colesterol total, C-HDL y
C-LDL en valores normales y estables durante toda la
experiencia.

Consumiendo su dieta normal, el conejo neoze-
landés registra bajos niveles séricos de colesterol total,
C-LDL, C-HDL y C-VLDL (colesterol de lipoproteinas
de muy baja densidad). Luego de una dieta con coleste-
rol, sus valores de colesterol total, C-LDL y C-VLDL se
elevan significativamente, manteniendo bajos sus nive-
les de C-HDL !'!-16.24.28 "Egta hipercolesterolemia, prin-
cipalmente por incremento del colesterol transportado
por lipoproteinas aterogénicas, se debe a un descenso
en la tasa de eliminacion metabolica de las lipoprotei-
nas LDL y B-VLDL. La hipercolesterolemia induce una
saturacion y supresion de receptores de f-VLDL en el
higado de los conejos. Como resultado, la eliminacion
hepatica de B-VLDL esta disminuida, no aumenta en
concordancia con el aumento en la sintesis de f-VLDL,
incrementando los niveles y tiempo de permanencia en
la circulacion sanguinea del colesterol asociado a lipo-
proteinas aterogénicas . El incremento en los niveles
y tiempo de permanencia de las lipoproteinas aterogé-
nicas en sangre induce el desarrollo de ateroesclerosis
en este modelo .

La colesterolemia se incrementa proporcionalmen-
te a la dosis de colesterol dietético consumido '*. En
nuestra experiencia, la hipercolesterolemia fue menor
en el grupo que recibi6 0,62 g/dia y fue mayor en los
conejos que recibieron 0,93 g/dia, mientras que la dosis
de 1,24 g/dia no incrementd proporcionalmente la co-
lesterolemia. La dosis de 0,93 g/dia pudo haber ocasio-
nado una saturacion de las lipoproteinas aterogénicas y
la dosis mayor, al superar el umbral de saturacion, no
incremento proporcionalmente la colesterolemia.

Se observaron variaciones individuales en los ni-
veles de colesterol en el grupo que recibio 0,62 g/dia:
en el dia 30 se registraron valores minimos de 3,22 g/l
y maximos de 8,96 g/l para colesterol total, asi como
minimos de 1,28 g/l y maximos de 6,14 g/l para C-LDL
(datos no mostrados en Tabla 2). Ademas, en el dia
60, los niveles de colesterol total variaron de 2,75 a
9,31 g/l y C-LDL registré minimas de 0,69 y maximas
de 6,27 g/1 (datos no mostrados en Tabla 2). Por el con-
trario, los niveles de colesterolemia fueron menos va-
riables entre los conejos que recibieron dosis de 0,93 y
1,24 g/dia. Los 12 conejos de ambos grupos registraron,
en los dias 30 y 60 de la experiencia, niveles minimos
de 8,65 y maximos de 9,68 g/l de colesterol total y va-
lores minimos de 5,83 g/l y maximos de 6,85 g/l de
C-LDL (datos no mostrados en Tabla 2).

Esta variabilidad en los niveles de colesterolemia
en respuesta a una misma dosis de colesterol dietético
es inherente del conejo. Puede ser controlada ajustando
la dosis de colesterol o preseleccionando conejos con
similar sensibilidad al colesterol dietético. Ademas, in-
crementar el nimero de conejos empleados en la expe-
riencia minimiza la variabilidad individual propia de
este modelo '*. En nuestro ensayo, las dosis de 0,93
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Tabla 3. Evolucion de las actividades séricas de ALT
y AST, segun grupo.

tasa sérica (U/1) dia 0 dia 30 dia 60

ALT (U/)

control 11,00 £9,532> 8,83 £4,49*® 533+ 3,50°
grupo 1 9,83 +£4,02:®> 6,83 +£2,14*% 17,33 +7,69%b¢
grupo 2 10,33 £4,97°% 8,83 £4,54*° 29,17 £ 11,07¢¢
grupo 3 18,33 £6,15°¢ 6,50 +3,56*> 37,17+9,72¢
AST (U/1)

control 9,83 £5.27** 10,0 +5,55** 6,17 +4,12%°
grupo 1 5,50 £1,64* 8,83+£2,56*® 6,50+ 1,222P
grupo 2 4,17 +£2,328  4,33+£1,97° 14,33 +8,24°¢
grupo 3 8,673,332 6,50=+5,75*" 20,33 +4,08°

Datos en X+DE. “>¢4: en cada columna, letras distintas indi-
can diferencias significativas (p<0,05).

y 1,24 g/dia parece haber controlado esta variabilidad
biologica, con respecto a la respuesta individual al co-
lesterol dietético, caracteristica del conejo.

Enzimograma. La Tabla 3 registra los valores sé-
ricos de ALT y AST en los cuatro grupos a lo largo de
la experiencia. En los conejos que recibieron colesterol
(grupos 1, 2 y 3), los niveles de ALT permanecieron
normales hasta el dia 30, incrementandose significati-
vamente en el dia 60. El incremento fue mayor en los
conejos que recibieron 1,24 g/dia (grupo 3). Los niveles
de AST se mantuvieron normales hasta el dia 30, incre-
mentandose significativamente el dia 60 en los conejos
que recibieron 0,93 y 1,24 g/dia (grupos 2 y 3). Los ni-
veles de AST permanecieron esencialmente normales
en los conejos que recibieron 0,62 g/dia (grupo 1). Los
niveles de las enzimas ALT y AST en los conejos del
grupo control permanecieron normales a lo largo de la
experiencia.

Todos los conejos que recibieron colesterol desa-
rrollaron degeneracion grasa hepatica, lesion que se
podria relacionar con el incremento en los niveles de
ALT y AST. En ratones, elevaciones de ALT y AST
fueron vinculadas con la degeneracion grasa hepatica
provocada por dietas ricas en lipidos, con simultanea
resistencia a la insulina, estrés oxidativo y disfuncion
mitocondrial *°. Otros trabajos demostraron que dosis
elevadas de colesterol o su administracion prolongada
provocan hepatotoxicidad. Conejos alimentados con
dietas conteniendo mas de 0,15% de colesterol presen-
taron incrementos de ALT y AST después de 12 se-
manas de exposicion . Dietas con 1% de colesterol
durante 3 meses causaron esteatosis y fibrosis hepatica
en conejos, con incremento de las enzimas hepaticas
al mes de exposicion . Sin embargo, pese a la hepato-
toxicidad del colesterol, muchos estudios emplean este
modelo para probar el efecto de diversas drogas y ali-
mentos en el desarrollo de la ateroesclerosis 24 ' 127,

En seres humanos, el incremento de las actividades
ALT y AST se asocia con desordenes hepaticos, inclu-
yendo esteatosis, inducidos por componentes del sin-

drome metabolico (resistencia a la insulina, obesidad
central, dislipidemia e hipertension arterial). El sindro-
me metabolico incrementa notablemente el riesgo de
sufrir ateroesclerosis y diabetes tipo 2. Varios estudios
han demostrado que los niveles de transaminasas hepa-
ticas, principalmente ALT, pueden ser utilizados como
un marcador para predecir el riesgo de ateroesclerosis
coronaria y diabetes en seres humanos %%

Area sudanofilica en aorta. Todos los conejos que
recibieron colesterol desarrollaron lesiones sudanofili-
cas en aorta. Las extensiones de las areas sudanofilicas
en los grupos 1, 2 y 3 (Tabla 4) no presentaron diferen-
cias significativas (p = 0,6891). Los conejos del grupo
control no desarrollaron lesiones en aorta.

Se afirma la existencia de correlacion positiva entre
los niveles de colesterol plasmatico y el area sudanofili-
ca'. En la presente experiencia, la alta variabilidad del
area sudanofilica, el bajo nimero de conejos emplea-
dos y/o la dosis de colesterol utilizada no permitieron
apreciar esta asociacion. Sin embargo, se constatd una
tendencia al desarrollo de lesiones sudanofilicas me-
nos extensa en el grupo que recibié menos colesterol y
lesiones sudanofilicas de mayor dimension en los co-
nejos que recibieron 0,93 y 1,24 g/dia. Esta tendencia
pudo deberse a la magnitud de la colesterolemia, que
fue menor en el grupo que recibio 0,62 g/dia y mayor en
los grupos que recibieron 0,93 y 1,24 g/dia. La dosis de
0,93 g/dia pudo haber ocasionado una saturacion de las
lipoproteinas aterogénicas y la dosis mayor, al superar
el umbral de saturacion, no habria incrementado pro-
porcionalmente la colesterolemia y el area sudanofilica.

Se observo variabilidad en la extension sudanofi-
lica entre los conejos dentro de los tres grupos. Con la
dosis de 0,62 g/dia se observaron extensiones minimas
de 0,88% y maximas de 75,53% en la lesion sudanofi-
lica. Con la dosis de 0,93 g/dia la extension sudanofili-
ca registro minimas de 14,38% y maximas de 86,96%;
mientras que a mayor dosis (1,24 g/dia) la minima fue
de 9,36% y la maxima 65,21%. La variabilidad en la
extension de las lesiones ateroesclerdticas ante una
misma dosis de colesterol dietético y a un mismo nivel
de colesterolemia es coincidente con los resultados re-
portados por otros investigadores . Ante hipercoles-
terolemias inducidas por dietas, la alta y baja magnitud
de las respuestas del conejo fueron atribuidas a facto-
res genéticos 2* . Seres humanos hipercolesterolémicos

Tabla 4. Area sudanofilica y espesor intimal en aorta,
segiin grupo.

grupo area sudanofilica (%) espesor intimal (um)
1 24,07 +28,43¢% 116,85 + 55,88
2 36,15 £26,41° 201,56 + 103,412
3 35,79 +26,87° 268,68 + 88,81°

Datos en X+DE. *": en cada columna, letras distintas indican
diferencias significativas (p<0,05).
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también poseen factores genéticos que influencian la
expresion de las lesiones ateroescleroticas en la aorta '°.

Las lesiones sudanofilicas se localizaron principal-
mente en el origen de la aorta y en los orificios de las
ramificaciones arteriales; dicha localizacion fue simi-
lar en todos los conejos que recibieron colesterol. En la
aorta ascendente se localizaron en la pared dorsal del
arco adrtico, rodeando los orificios de origen del tron-
co braquiocefalico y de la arteria subclavia izquierda.
En las porciones toracica y abdominal de la aorta, las
lesiones sudanofilicas se ubicaron en la mitad caudal
de los orificios de las arterias intercostales, celiacas,
mesentéricas, renales y lumbares. En estos lugares la
lesion sudanofilica tuvo forma de cabeza de flecha con
la punta dirigida hacia caudal (Figura 1).

Todos los conejos que recibieron colesterol presen-
taron lesiones sudanofilicas con la tipica localizacion
reportada en los modelos de ateroesclerosis experi-
mental que emplean dietas hipercolesterolémicas *6 6.
Cerdos alimentados durante 9 meses con dieta atero-
génica (15% de grasa y 1,5% de colesterol) revelaron
mayor sudanofilia en el origen de la aorta (alrededor
de los orificios de las coronarias, orificios del tronco
braquiocefalico y de la arteria subclavia izquierda, cur-
vatura externa del arco adrtico y en distal a la cicatriz
del conducto arterioso), en los bordes de los orificios

Grupo 1 (0,62g colesterol 94%/cia)
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Figura 1. Localizacion de lesiones sudanofilicas en
aortas de conejos sometidos a dosis crecientes de co-
lesterol dietético.
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arteriales (arterias intercostales, celiaca, mesentérica
superior, lumbares e iliacas), en la pared dorso-lateral
de la aorta abdominal y proxima al origen de las ilia-
cas °. En conejos hipercolesterolémicos, la superficie
endotelial que circunda los orificios de origen arterial,
es especialmente propensa al deposito de lipidos * 6.

Las lesiones constatadas en los conejos de la pre-
sente investigacion concuerdan con los lugares de la
aorta mas propensos a sufrir ateroesclerosis en el ser
humano. En el hombre, la ateroesclerosis tiende a loca-
lizarse en lugares donde se producen patrones de flujo
turbulento, tales como los puntos de ramificacion ar-
terial y pared posterior de la aorta 2. El flujo laminar
normal bloquea los mecanismos inflamatorios e induce
a la expresion de genes endoteliales protectores . El
flujo turbulento favorece la activacion de células en-
doteliales, la adhesion leucocitaria y la trombosis 2° e
incrementa la permeabilidad endotelial a macromolé-
culas, tales como colesterol-LDL *.

Experimentalmente, la localizacion topografica de
las lesiones ateroescleroticas esta influenciada por las
fuerzas hemodindmicas ¢ y -fundamentalmente- por el
nivel y tiempo de colesterolemia. Con bajas concentra-
ciones de colesterol dietético (0,05% a 0,15%), la lesion
sudanofilica se localiza predominantemente en el arco
aortico. Al incrementar la dosis de colesterol (>0,15%)
y con suficiente tiempo de exposicion (31 a 32 sema-
nas), las lesiones sudanofilicas pueden observarse en
la superficie endotelial de todos los sitios anatomicos
dela aorta 6.

Histomorfometria de aorta. El espesor intimal de
las lesiones aterosclerdticas en aorta difirié significa-
tivamente (p = 0,0245) con la dosis de colesterol em-
pleada (Tabla 4). El espesor intimal fue mayor en los
conejos que recibieron 1,24 g/dia (grupo 3), cuando se
compar6 con el grupo que recibio 0,62 g/dia. El espe-
sor intimal de los conejos que recibieron 0,93 g/dia no
difiri6 de los grupos 1y 3. Los conejos que recibieron
placebo no desarrollaron lesiones ateroescleroticas en
aorta (datos no mostrados en Tabla 4). Estos hallazgos
concuerdan con reportes que demostraron una correla-
cion positiva entre los niveles de colesterol plasmatico
y el espesor intimal, ya que los conejos que recibieron
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Figura 2. Fotomicrografias de aorta con lesion ateroesclerética de un conejo tratado con 1,24 g colesterol/dia.
Cortes seriados: teflido con H-E (a), inmunoreactivo al anticuerpo anti-macréfago (b) e inmunoreactivo al anti-
cuerpo anti-actina de musculo liso (c). Se aprecia infiltrado intimal de abundantes macrofagos espumosos y, en
menor proporcion, musculo liso (40x).
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mayores dosis de colesterol desarrollaron mayor hiper-
colesterolemia y lesiones de mayor espesor en aorta '¢.

Morfologia de lesiones ateroesclerdticas. Todos
los conejos que recibieron colesterol (grupos 1, 2 y 3)
desarrollaron placas en transicion en aorta. Las lesiones
se caracterizaron por un incremento focal del espesor
intimal causado por la infiltracion de macrofagos espu-
mosos y musculo liso, entremezclados en proporcion
variable con deposito de matriz extracelular (Figura 2).
Los conejos que recibieron placebo no presentaron le-
siones microscopicas en aorta.

Se ha demostrado que la cantidad de colesterol
dietético y la duracion de la dieta hipercolesterolémica
modifican la morfologia de la ateroesclerosis *’. Cone-
jos expuestos a altas dosis de colesterol (1 a 2%) duran-
te cortos periodos de tiempo (2 a 4 meses) desarrollan
estrias grasas con abundantes macrofagos espumo-
sos 21 Dietas con bajo contenido de colesterol (0,15 a
0,25%) de larga duracion (8 meses) ocasionan lesiones
mas complejas, compuestas por infiltracion intimal de
macrofagos, musculo liso y deposito de matriz extrace-
lular hasta el desarrollo de ateromas: centro necroético
rico en lipidos y cristales de colesterol, recubierto por
capa de tejido fibroso constituida por musculo liso, ma-
triz extracelular y macréfagos espumosos 6.

En nuestra experiencia, la administracion de 0,62 a
1,24 g/dia de colesterol durante 60 dias indujo infiltra-
cion mixta de macrofagos espumosos y musculo liso en
la intima de la aorta, cambios que concuerdan con los
estadios iniciales de la ateroesclerosis humana. En el
ser humano, la ateroesclerosis comienza con la infiltra-
cion intimal de macréfagos cargados de vacuolas lipi-
dicas ricas en colesterol (estria grasa) y progresa con la
infiltracion y proliferacion de musculo liso, con sintesis
de colageno y matriz extracelular. Finalmente, se de-
sarrolla una lesion compleja compuesta por un centro
necrotico con restos celulares, cristales de colesterol y
calcio, asi como una envoltura fibrosa con células de
musculo liso, macrofagos, células espumosas, linfoci-
tos, colageno y neovascularizacion (ateroma) ® %2,

Histopatologia de organos. Todos los conejos que
recibieron colesterol evidenciaron degeneracion grasa
hepatica microvacuolar. Con la dosis de 0,62 g/dia la
degeneracion grasa hepatica fue de distribucion cen-
trolobulillar en 3 conejos y difusa, aunque mas severa
en region centrolobulillar, en los restantes animales.
Con las dosis de 0,93 y 1,24 g/dia todos los conejos
presentaron degeneracion grasa hepatica difusa, mas
severa en la region centrolobulillar. La degeneracion
grasa hepatica por dietas hipercolesterolémicas ha sido
reportada en el conejo !5, por lo cual se desaconse-
ja la administracion prolongada de este tipo de dietas
para evitar mortalidad de animales por la hepatotoxici-
dad del colesterol 27, Pese a esta restriccion, el conejo
alimentado con colesterol es uno de los modelos mas
empleados en ateroesclerosis experimental 227,
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También se constatd infiltrado multifocal de ma-
crofagos espumosos alrededor de capilares en coroi-
des e iris de ojos (3 conejos del grupo 1; 6 conejos del
grupo 2 y 6 conejos del grupo 3); plexos coroides de
ventriculos laterales del cerebro (4 conejos del grupo 1;
4 conejos del grupo 2 y 6 animales del grupo 3); pulpa
roja del bazo (6 conejos del grupo 2 y 6 conejos del gru-
po 3); intersticio renal (1 conejo del grupo 1; 6 conejos
del grupo 2 y 6 animales del grupo 3) y lamina propia
de mucosa bronquial (2 conejos del grupo 2). Los co-
nejos del grupo control no presentaron lesiones en los
organos muestreados.

En conclusion, se confirma la extrema sensibilidad
del conejo a desarrollar hipercolesterolemia y lesiones
ateroesclerdticas tempranas en aorta cuando es some-
tido a una dieta con altos niveles de colesterol. Las tres
dosis de colesterol indujeron una severa hipercolestero-
lemia y lesiones ateroescleroticas de extension variable
en la aorta. Sin embargo, la dosis de 0,93 g/dia durante
60 dias fue la que produjo una respuesta hipercolestero-
Iémica con menor variabilidad entre los conejos y lesio-
nes ateroesclerdticas bien desarrolladas con incremen-
to del espesor intimal por infiltracion de macréfagos
espumosos, musculo liso y depdsito variable de matriz
extracelular en aorta. La estandarizacion de este mode-
lo experimental de ateroesclerosis temprana permitira
estudiar el efecto ateroprotector de diferentes farmacos
y alimentos funcionales.
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