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RESUMEN

Objetivo: Establecer un modelo animal de arteriosclerosis
experimental.

Material y métodos: Escogimos como animal de experi-
mentacion el conejo albino New Zealand y seleccionamos
un total de 76 conejos distribuidos en tres grupos:

A) El arteriosclerdtico formado por 30 conejos (15 machos y
15 hembras).

B) El control constituido por otros 30 conejos homogeneos en
edad y peso al anterior (15 machos y 15 hembras).

C) El grupo gazapos, este iiltimo formado por 16 ejemplares
y con una edad media de tan solo 40 dias (8 machos y 8
hembras).

El grupo control y el de los gazapos fueron alimentados con
pienso estandar, durante 60 y 7 dias, respectivamente, y al
arteriosclerdtico se le suplemento la dieta con un 2 % de coles-
terina disuelta en 14 cc. de aceite de girasol.

Resultados: Al final de este periodo los animales del grupo A
desarrollaron una arteriosclerosis, lo que se comprobd al pre-
sentar sus lipoproteinas séricas un perfil caracteristico, asi
como los datos obtenidos del estudio anatomopatoldgico de la
aorta tordcica y abdominal.

Conclusiones: Con este trabajo creemos haber demostrado
que el conejo albino New Zealand es un animal adecuado
como modelo de arteriosclerosis experimental. En la arterios-
clerosis inducida por sobrecarga dietética de colesterol apare-

ce una lipoproteina anomala con movilidad electroforética
prebeta, pero transportadora de colesterol principalmente y
que se asocia a un aumento en plasma de la apoproteina E, la
cual juega un papel muy importante en la génesis de la arte-
riosclerosis.
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lipoproteinas; dieta aterégena; conejo New Zealand.

SUMMARY

Objetive: To establish an animal model for the study of athe-
roesclerosis.

Methods: We choose New Zealand White rabbits and selec-
ted 76 animals distributed in three groups:

A) The atheroesclerotic group consisted of 30 rabbits (15
males and 15 females).

B) The control group consisted of 30 animals of similar aged
and weight (15 males and 15 females).

C) The baby rabbit group consisted of 16 animals, average
age of 7 days (8 males and 8 females).

The control group and the baby rabbit groups were fed a stan-

dard diet for 60 days and 7 days respectively, and the athero-

esclerotic group was fed the same diet modified by adding a

2 % cholesterol solution to 14 cc. of sunflower oil.

Results: At the end of the 60 days, the animal of group A,

developed atheroesclerosis as shown by determination of

serum lipoprotein levels as well as by pathological examina-

tion of the toracic and abdominal aorta.

Conclusions: Our results show the New Zealand White rab-

bit is a suitable animal for experimental model of atheroescle-

rosis. An abnormal lipoprotein with prebetha electroforetic

mobility, that transports cholesterol, is present in animals
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with atheroesclerotic lesions induced by cholesterol rich diets.
This anomalous lipoprotein is associated with an increase of
apoprotein E in the blood, wich plays a significant role in the
genesis of atheroesclerosis.

Key words: Experimental atheroesclerosis; lipoproteins;
atherogenic diet; New Zealand rabbit.

Introduccion

La Arteriosclerosis es una enfermedad cuya génesis
no estd completamente aclarada a pesar de las diversas
teorfas sobre su etiopatogenia. Lo cierto es que atin no
hay estudios que nos permitan elaborar una hipétesis
que de respuesta a todos los interrogantes planteados y
permita la aplicacién de un tratamiento eficaz a esta
enfermedad, responsable directa e indirecta del falleci-
miento del 75 % de individuos mayores de 50 afios.

Por ofra parte, las investigaciones realizadas en
pacientes tropiezan con importantes dificultades, como
son el dificil control en el tiempo, ya que son lesiones
que van evolucionando paulatinamente con el paso de
los anos, asi como la imposibilidad de cuantificar y ana-
lizar las lesiones antemorten. De aqui la importancia de
poder contar con un modelo animal de experimenta-
cion adecuado y reproducible.

El conejo, y mds concretamente el albino en su varie-
dad New Zealand, fue el primer modelo animal de
arteriosclerosis utilizado y se contintia empleando para
tal fin (1, 2, 3). Ulimamente algunos investigadores han
puesto objeciones al conejo como animal idéneo, al ser
herbivoro y tener un metabolismo del colesterol dife-
rente al del ser humano, sin embargo, la similitud de
los perfiles lipoproteicos séricos, asf como de las lesio-
nes anatomopatoldgicas vasculares encontradas en el
conejo y en el humano, nos hacen pensar que este tipo
de conejo es un animal adecuado como modelo de arte-
riosclerosis experimental (4, 5, 6).

Material y métodos

Se eligié como animal de experimentacion, el conejo
albino New Zealand (7, 8, 9, 10). Fueron seleccionados
30 ejemplares que constituyeron el grupo prueba o ar-
teriosclerdtico, 15 machos y 15 hembras, proporciona-
dos por un criadero especializado, con una edad media

de once meses y con un peso medio de 3.112,53 g. para
los machos y de 3.382,00 g. para las hembras (los pesos
de los animales eran homogéneos). Los animales fue-
ron ubicados en las dependencias del Centro de cria y
control de animales de experimentacion de la Univer-
sidad de Granada (Fig. 1).

Fig. 1.: Animalario de Ia Universidad de Granada.

A su llegada, fueron mantenidos durante una sema-
na en régimen de cuarentena en jaulas individuales; y
al finalizar este perfodo y observar el buen estado de
salud y el normal comportamiento de todos ellos, fue-
ron ubicados en su sala definitiva, en jaulas individua-
les, a una temperatura constante entre 20° y 25°C, y
sometidos a un ritmo circadiano de 10 horas de luz y 14
de oscuridad. Cada una de las jaulas contaba con come-
dero y bebedero independiente, siendo este dltimo un
recipiente calibrado del que el animal succionaba el
agua, a fin de mejorar la higiene de la jaula y controlar
la ingesta de la misma.

Los 30 conejos fueron alimentados desde su llegada
al laboratorio y durante dos semanas (una semana en el
drea de cuarentena y otra semana en su recinto definiti-
vo) con pienso estdndar, cuya composicion se determi-
na en la Tabla I. Se les alimentaba «ad libitum», contro-
lando la cantidad que diariamente ingerfa cada uno
y, al finalizar las dos semanas, se calcul6 la media de
la ingesta de los machos y la de las hembras y diaria-
mente se proporcioné dicha cantidad media, que fue de
175 g para los machos y 189 g para las hembras, a fin de
que todos comieran igual cantidad de pienso.

El agua se suministré «ad libitums. Al finalizar estos
primeros catorce dias, a los 175 g de pienso estandar
(189 g para las hembras) se les afiadi6 un 2 % de coles-
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Composicion del pienso estandar suministrado
| AMINOACID. | MINEF
= ~ (mgkg) | (m
Arginina P 4100N A" 28N
6.800 3.500C 65C
Cistina Cu 12N B, 43N
49 10% 2,100 15C 00C
Complem. Glicidos Metionina K 00N B, 38N
Vit-Min, (ENL) 1.600 10.600C 00C
42 49,3
Proteina Celulosa Lisina Ca 4.500N B, 16
vegetal (Weende) 4,600 4.600C 0o0c
42 17
Protidos Triptofano Na 1.150N B, 1N
13 1.400 1.950C 1C
Mineral Glicina Mg 00C D.* 30N
8 5.200 2:100N 1.000C
Mn 40N E 16N
130C 10C
Fe 160N 6N
400 . iC
N: Cantidad natural
C: Cantidad complementada
* Medidas en Unidades Intemacionales (U]
Tabla 1

terina disuelta en 14 cc de aceite de girasol, haciendo
una mezcla homogénea con todo ello. La dosis de cada
conejo era preparada individual y diariamente. As{ fue-
ron alimentados todos los animales, machos y hembras,
durante un periodo de 60 dias mds.

A todos los animales se les determinaron en sangre
valores de colesterol, triglicéridos y lipoproteinas. Las
determinaciones se hicieron al principio de la expe-
riencia y una vez iniciada la alimentacién aterogénica,
cada 15 dfas. Igualmente cada quince dias se les pesa-
ba. La sangre se extrafa canalizando la arteria dorsal
de la oreja con una aguja intravenosa (21G1 0,8x25)
y dejando fluir la sangre libremente a un tubo de en-
sayo.

El grupo control lo constitufan otros 30 conejos, 15
machos y 15 hembras, con un peso medio de 3.812,27
g para los machos y 2.947,87 g para las hembras y que
recibieron el mismo tratamiento que los anteriores en
cuanto a hdbitat, temperatura, ritmo circadiano, con-
trol de la cantidad de alimento, de peso y de los valo-
res en sangre antes citados, solo que durante los sesen-

ta dias fueron alimentados tinicamente con pienso es-
tdndar.

El mismo tratamiento que el grupo control recibieron
otros 16 conejos (8 machos y 8 hembras), de 40 dias de
edad media y con un peso medio de 1.889,50 g para los
machos y 1.951 g para las hembras. Estos conejos cons-
tituyeron el grupo de los gazapos.

Al final de los 60 dias, los animales del grupo prueba
y control fueron sacrificados con una dosis letal de pen-
total intraperitoneal. Los animales del grupo gazapos
fueron sacrificados después de la semana de cuarente-
na de la misma forma. A todos los animales se les rea-
lizé una necropsia y mediante técnica quirtirgica regla-
da se les extirp6 el arco adrtico, la aorta tordcica y la
aorta abdominal hasta la bifurcacién de las arterias ilfa-
cas, a fin de obtener las muestras necesarias para reali-
zar el estudio anatomopatolégico. (Fig. 2).

En dicho estudio se emple6 la microscopia éptica
usando las técnicas de la Hematoxilina-Eosina, el Tri-
créomico de Mason y la de Unna con orceina-picrocar-
min de indigo.
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Fig. 2.: Toracotomia para exponer la aorta tordcica descendente.

Resultados
Estudio de las lipoproteinas en el suero

En el grupo control el perfil electroforético de las li-
poproteinas no se modificé en ninguno de los controles
que se realizaron cada 15 dfas, mientras que en el grupo
arteriosclerético, se produce ya a los 15 dfas una brusca
elevacién de los niveles séricos de colesterol, que con-
tinda aumentando para estabilizarse a los 45 dfas (Ta-
bla II).

De la misma forma el patrén electroforético de las
lipoproteinas se modificé a lo largo de la experiencia y,
asi, al comparar dichos patrones en basal y a los dos

meses en el grupo arteriosclerético, vemos que se pro-
duce una dréstica disminucién de las cifras de todas las
lipoproteinas, pasando la prebeta de un 23,44 % a un
0 %, 1a beta de un 36,96 % a un 9,63 % y la alfa de un
48,51 % a un 0 %, apareciendo de forma predominante
en la banda electroforética (85,44 %) una lipoproteina
con movilidad prebeta pero que transporta principal-
mente colesterol y que nosotros hemos denominado
PBch. Dicha lipoproteina no aparece en basal (Tabla
III).

Descripcion de las medias de los niveles
séricos de lipoproteinas del grupo
arteriosclerético a lo largo de la experiencia

56,03 1819,20 234030 | 2236,30 2233,10

97,13 104,07 110,50 125,11 171,32

1,93 6,63 3,51 3,57 3,05
2344 0,0 00 0,0 0,0

0,0 63,36 70,00 76,86 85,44

BETA 36,96 28,11 25,50 15,13 9,63
ALFA 48,51 2,40 1,47 0,84 00

PBch: Lipoproteina con movildad electroforética prebeta, pero transportadora principalmente
oe colesterol.

Tabla II

Comparacion de los valores séricos de
lipoproteinas del grupo arteriosclerético en
basal y a los dos meses

E

- MEDIAS | G. ARTERIO | G. ARTERI SIGNIFIC.
 SUERO | A2mesEs byt
COLEST. 56,03 223310 P<0,001 sl
TRIGLL. 97,13 17,32 P<0,05 Sl
QUILO 1,93 3,05 P>0,05 N.S.
PREBETA 23,44 0,0 P<0,001 sl
PBch 0,0 85,44 P<0,001 Sl
BETA 36,96 9,63 P<0,001 Sl
ALFA 48,51 0,0 P<0,001 Sl

PBch: Lipoproteina con movilidad electroforética prebeta, pero transportadora principalmente
de colesterol,

Tabla III
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Resultados del estudio anatomopatologico

En el grupo control, al final de los dos meses, no se
apreciaron lesiones en las paredes arteriales de los seg-
mentos analizados, al igual que en el de los gazapos,
mientras que en el grupo alimentado con suplemento
de colesterol se apreciaron signos de una arteriosclero-
sis tipica, como una proliferacién de células musculares
lisas en la capa media, rotura de la membrana basal
de la intima, fibrosis adventicial y abundantes placas de
ateroma en el endotelio. Por tanto, todos los conejos de
este tltimo grupo, sin excepcién, desarrollaron al final
de los dos meses una arteriosclerosis que pudo ser com-
probada anatomopatolégicamente (Figs. 3y 4).

Fig. 3.: Aorta abdominal de conejo control. Técnica de
Hematoxilina-Eosina.

Fig. 4.: Aorta abdominal de conejo arteriosclerdtico. Se observa
placa de ateroma, infiltrado de tejido conectivo en la media y
adelgazamiento de ésta. Técnica de tricromico de Mason.

Discusidn y conclusiones

No hubo diferencias estadisticamente significativas
en el estudio sérico de las lipoproteinas entre los grupos
control y el arteriosclerético en basal, por lo que las dos

muestras se consideraron homogéneas (ya lo eran con
respecto al peso) y por tanto perfectamente compa-
rables.

Al final de los 60 dfas pudimos comprobar, tanto bio-
quimica como anatomopatolégicamente, que los 30 co-
nejos New Zealand a los que se les habia alimentado
con una dieta suplementada con colesterol, habfan de-
sarrollado una arteriosclerosis. Asi, los niveles séricos
de colesterol se fueron elevando de forma progresiva,
estabilizandose a partir de los 30 dfas. Dicha elevacién
fue espectacular, pasando las cifras de 55,07 a 2261,10
mg/dl al final de los 60 dfas, siendo esa diferencia sig-
nificativa (p<0,001), cumpliéndose por lo tanto el objeti-
VO propuesto.

Los triglicéridos experimentaron una elevacién mds
gradual y mantenida, de tal forma que a los 60 dias
continuaban aumentando, pasando de unos niveles
de 101,67 a 166,50 mg/dl, diferencia estadisticamente
significativa (p<0,05).

El estudio de las lipoproteinas en suero fue interesan-
te, ya que se produjo una alteracién considerable del
patrén electroforético en el grupo arteriosclerético al
final de los 60 dias de dieta aterogénica (11, 12, 13).

Como puede verse en la Tabla ITI, se produce una
desaparicion de las lipoprotefnas prebeta (VLDL) y alfa
(HDL), transportadoras, respectivamente, de triglicéri-
dos y fosfolipidos. Esta desaparicion tiene lugar a
expensas del aumento espectacular de una lipoproteina
denominada en la tabla anterior PBch y que presenta
una movilidad electroforética semejante a la prebeta;
pero, sin embargo, transporta principalmente colesterol
en lugar de triglicéridos, como serfa lo habitual.

Este hallazgo ha sido mencionado por otros autores
como Getz y cols. (14), quienes en la arteriosclerosis
experimental por sobrecarga dietética de colesterol
encuentran, también, esta lipoproteina asociada a un
aumento en plasma de apoproteina E, que denominan
VLDL,.

El papel de la apoproteina E en la aterogénesis es
complejo y actualmente esta sometido a estudio. Parece
que interviene tanto en la distribucién centrifuga del
colesterol hacia las células periféricas y macréfagos
(arteriosclerosis), como en la distribucién centripeta de
éste hacia el higado. El rol aterogénico o antiaterogéni-
co de la apoproteina E depende de varios factores, es-
pecialmente de la lipoproteina con la que se asocie, una
asociacién que puede reflejar el flujo centrifugo (arte-
riosclerosis) o centripeto del colesterol (14, 15).
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El haber encontrado un aumento considerable de la
lipoprotefna VLDL_ en el patrén electroforético de los
conejos del grupo arteriosclerético, viene a reforzar y
confirmar las teorfas anteriormente expuestas acerca
del papel de la apoproteina E en la génesis de la arte-
riosclerosis.

Por tanto, podemos concluir diciendo que el conejo
albino New Zealand constituye un animal adecuado
para el desarrollo de un modelo de arteriosclerosis
experimental que puede lograrse mediante un suple-
mento de colesterol en su dieta habitual.
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