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Fundamento. El modelo animal de aves para el
estudio experimental de la aterosclerosis ha sido
poco utilizado.

Objetivo. Demostrar el efecto antiaterogénico de
la atorvastatina a dosis de 3 mg/kg/dia en pollos
alimentados con una dieta rica en colesterol.

Métodos. Se han utilizado 18 pollos de raza
Leghorn, de 15 dfas de edad, separados al azar en
tres grupos: a) grupo control, alimentado con dieta
normal; b) grupo aterogénico, con dieta rica en
huevos, y ¢) grupo aterogénico tratado con
atorvastatina. Transcurridas 8§ semanas, se
procedi6 al sacrificio de los animales, previa
extraccion de muestras sanguineas para realizar
distintas determinaciones. Se disec6 la aorta
tordcica y abdominal para, tras tincién con Suddn
II1, cuantificar por planimetrfa la extensién y
desarrollo de las placas arterosclerdticas,
comparando los resultados de cada grupo.

Resultados. En el grupo tratado con
atorvastatina, las concentraciones (media *
desviacién estdndar) de colesterol LDL fueron
significativamente mds bajas que en el grupo
aterogénico control (159,6 + 69,5 frente a 291,0 +
144,1 mg/dl; p < 0,05). Similares diferencias se
observaron en las concentraciones de colesterol no
HDL (163,8 £ 70,1 frente a 295,2 £ 144,5 mg/dl;

p <0,05) y en el porcentaje del drea adrtica
afectada por la placa arteriosclerdtica (6,0 +4,9%
frente al 18,7 £3,2%; p < 0,01). Los restantes
pardmetros analizados no presentaron diferencias
significativas entre los distintos grupos.
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Conclusiones. En el presente modelo
experimental, la atorvastatina disminuyé
significativamente las concentraciones de cLDL y
no HDL en un 45%, y redujo el desarrollo de
arteriosclerosis adrtica en un 67%.
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ANTIATHEROGENIC EFFECT OF
ATORVASTATIN ON CHICKENS FED WITH
ACHOLESTEROL ENRICHED DIET

Background. Experimental model of chickens for
atherosclerosis has been poorly used.

Objective. To demonstrate the antiatherogenic
effect of atorvastatin (3 mg/kg/day) on an
experimental model of chickens fed with a
cholesterol-rich diet.

Methods. Eighteen white 15 days-old Leghorn
chickens were randomly allocated to one of three
groups: a) control group, fed with a normal diet;
b) atherogenic control group, fed with an egg rich
diet, and c¢) atherogenic group treated with
3 mg/kg/day of atorvastatin. Eight weeks after, all
the animals were sacrificed, blood samples being
previously drawn to perform biological analysis.
The thoracic and abdominal aorta was dissected to
quantify by planimetry, after staining it with Sudan
I11, the extension and development of the
atherosclerotic plaque, comparing the results of
each group.

Results. In the group treated with atorvastatin,
the levels (mean + standard deviation) of LDL
cholesterol were significantly lower than in the
atherogenic control group (159.6 £ 69.5 vs. 291.0 +
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144.1 mg/dl; p < 0.05). Similar differences were
observed in the levels of non-HDL cholesterol
(163.8 £70.1 vs.295.2 + 144.5 mg/dl; p < 0.05) and
in the percentage of the aortic area affected by the
plaque (6.0 £4.9% vs. 18.7 £3.2%; p < 0.01). The
remainder parameters did not show significant
differences among the groups.

Conclusions. In the present experimental model,
atorvastatin significantly decreased the
concentrations of LDL and non-HDL cholesterol
about 45% and reduced the development of aortic
arteriosclerosis by 67%.

Key words:
Chickens. Animal models. Cholesterol. Atherosclerosis.
Hydroxymethylglutaryl-CoA reductase inhibitors. Atorvastatin.

Introducciéon

Los grandes estudios de intervencién han demostrado los
efectos beneficiosos de las estatinas en la reduccion de la mor-
bimortalidad cardiovascular en prevencién secundaria'?y pri-
maria*’. ParadGjicamente, los ensayos clinicos angiogréficos
no han podido demostrar la regresion de las lesiones ateroscle-
réticas coronarias a pesar de la clara reduccién de los episo-
dios clinicos en los pacientes tratados con estatinas®. Sin em-
bargo, en modelos experimentales de arteriosclerosis difusa
sin denudacién endotelial (hiperlipidemia e hipertension), se
ha podido demostrar que la terapéutica con estatinas conlleva
una reduccién de la progresion de la arteriosclerosis’. No obs-
tante, la mayoria de estos experimentos han sido realizados en
conejos, animales herbivoros y cuadripedos que, de forma es-
pontdnea, no desarrollan aterosclerosis; cuando ésta es induci-
da por una dieta hipercolesterolemiante y con concentraciones
séricas de colesterol muy por encima de las que se observan en
la clinica humana, resulta ser una arteriosclerosis predomi-
nantemente xantomatosa, con una gran variabilidad indivi-
dual en su extension.

Dada la complejidad del desarrollo de la lesion aterosclerdtica
en el ser humano, resultarfa interesante investigar en modelos
animales en los que dicho desarrollo fuera mds semejante a la
enfermedad humana. Nuestra experiencia previa con aves® (ga-
llos raza White Leghorn), desarrollando un modelo de ateroscle-
rosis difusa con dieta hiperlipémica, confirmd las descripciones
previas de otros autores’ respecto a las semejanzas de las lesio-
nes con las humanas. En consecuencia, se propone el modelo
animal de aves para el estudio de la aterosclerosis por ser bipe-
dos, omnivoros, hipercolesterolémicos, hiperglucémicos, que de-
sarrollan lesiones aterosclerosas espontdneas en la aorta abdo-
minal con concentraciones de colesterol proximas a las de los
humanos, asi como por su ficil manejo y coste. Consideramos
este modelo como el mds adecuado en sustitucién del mono y el
cerdo y, por encima del usado habitualmente, el conejo'’.

La atorvastatina es una estatina sintética con una gran ca-
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pacidad para reducir la concentracién de colesterol ligado a li-
poproteinas de baja densidad (cLDL). Hasta el momento exis-
ten pocos estudios experimentales sobre su efecto antiateros-
clerético en animales y ninguno en aves'''. Por esta razdn,
nos propusimos analizar el efecto de esta estatina, administra-
da por via oral, sobre la progresién/regresiéon de la placa de
aterosclerosis del pollo inducida con una dieta rica en coleste-
rol.

Métodos

El estudio se realizd en 18 pollos progenitores Broilers de la
raza Leghorn. A los 7 dias de vida se les vacund frente a la
bronquitis, y a los 14 dias frente al Gumboro y a la peste aviar.
A'los 21 dfas fueron separados aleatoriamente en 3 grupos de
6 pollos cada uno, marcdndolos con una anilla en la pata dere-
cha, de color distinto en funcién del grupo al que pertenecian.
El grupo A correspondfa al control normal, el grupo B al con-
trol aterogénico y el C era el grupo aterogénico tratado con
atorvastatina. Una vez seleccionados los grupos, los animales
fueron alimentados con una dieta controlada durante las 8 se-
manas del estudio. El grupo A se alimentd con una dieta nor-
mal de puesta y engorde suplementada con un corrector vita-
minico-mineral (Prodamix TM Avicultura N°5. Grupo SETNA,
Madrid, Espafa), variando la cantidad en funcién de la edad.
Los grupos B y C se alimentaron con una dieta a base de hue-
vos hervidos (mezclados, dos sin cdscara y uno con cdscara), a
la que se afiadié un 2% de moyuelo, un 0,2% de sal comin y
un 1% de corrector vitaminico-mineral. Las dietas eran pre-
paradas cada semana y fraccionadas en bolsas individuales
diarias para su posterior conservacion en un congelador. Dia-
riamente se extrafan las bolsas correspondientes y eran admi-
nistradas ad libitum. La cantidad de alimento de la dieta del
grupo B y C se modificaba en funcion del peso del animal a ra-
z6n de 62 g de alimento/kg/dia.

La atorvastatina fue preparada semanalmente utilizando la
sustancia original en polvo (lote XH 13862649, Pfizer, S.A. Ma-
drid, Espafia) y diluida en polietilenglicol (1 ml) para obtener
una concentracion de 3 mg/kg/dia de dicho firmaco. Se adminis-
traba en una sola dosis diaria a cada pollo del grupo C, abriéndo-
le el pico e introduciéndole la solucidén con una jeringuilla, para
asegurar su toma. Alos animales de los grupos Ay B, para mini-
mizar el efecto placebo, se les administraba 1 ml de polietilengli-
col sin fairmaco de la misma forma que a los del grupo C.

Al término de las 8 semanas, se procedid al sacrificio de los
animales. Después de 12 h de ayuno, se les extrafa la sangre de
la vena axilar o yugular necesaria para las determinaciones
bioquimicas y las pruebas de coagulacion que se realizaron en
el laboratorio del Hospital Los Arcos de Santiago de la Ribera,
utilizando métodos automatizados convencionales. Una vez
realizada la extraccién sanguinea, los animales eran anestesia-
dos con 150-200 mg de pentobarbital, administrado por via in-
traperitoneal, para conseguir un suefio profundo y rdpido que
permitiera la diseccidn, consistente en una incisiéon longitudi-
nal desde el cuello hasta el ano para abrir el peritoneo y el es-
ternon. A continuacidn, se seccionaba la trdquea y el eséfago y
se procedia a la extraccion del drbol vascular junto con el co-
razén, desde los troncos supraadrticos hasta las ilfacas, cerca
de su bifurcacién. Una vez separado completamente el drbol
vascular del animal, se seccionaba longitudinalmente la aorta,
desde el cayado hasta ambas ilfacas, fijindola con formol al
10% en tampdn fosfato salino, con un pH de 7.4, durante 24 h
hasta su posterior tincién mediante Suddn III. Una vez realiza-
da la tincién, las muestras eran fotografiadas con un sistema
Leitz Reprovit® (Ernst Leitz, Wetzlar, Alemania) incluyendo
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Tabla 1. Valores (media y desviacion estandar) de los constituyentes biologicos analizados

*
Pardmetro Grupo A Grupo B Grupo C P
Afrente a B Afrentea C B frente a C
Colesterol total (mg/dl) 151,8 £17,7 4272 £183,3 290,2 + 85,9 0,01 0,01 NS
Colesterol no HDL (m g/dl) 40,5+ 12,6 2952 £ 1445 163,8 +70,1 0,01 0,01 0,05
cLDL (mg/dl) 332+104 291,0 £ 144,1 159,6 £ 69,5 0,01 0,01 0,05
cHDL (mg/dl) 111,3+£12,0 132,0 £38,2  126,3 £26,1 NS NS NS
Triglicéridos (mg/dl) 36,7+17,9 20,83 £5,1 212+58 0,05 0,05 NS
Colesterol total/cHDL 1,4+0,1 3,1+04 2,3+0,5 0,01 0,01 0,01
PCR (ng/ml) 0,23 £ 0,05 0,23 +0,14 0,18 £0,08 NS NS NS
Fibrinégeno (mg/dl) 1543 +£253 167,5+£284 167,7+15,3 NS NS NS
Tiempo de protrombina (s) 209,7 £ 58,1 170,7 £449 2345+ 105,5 NS NS NS
TTPA (s) 162.8 £ 86,0 145,67+37,0 182,8+339 NS NS NS

Valores expresados como media + desviacién estdndar.

NS: diferencia no significativa; HDL: lipoproteinas de alta densidad; LDL: lipoproteinas de baja densidad; PCR: proteina C reactiva; TTPA: tiempo

de tromboplastina parcial activada.
*Utilizando la prueba de la U de Mann-Whitney.

una escala de referencia para su posterior andlisis morfométri-
co. Las fotograffas fueron digitalizadas y tratadas por andlisis
de imagen empleando un software Microm Image Processing
4 (DIS, Barcelona, Espafia). Se delimité manualmente el con-
torno de las dreas de arteriosclerosis y las dreas totales de cada
aorta para poder calcular los distintos pardmetros morfométri-
cos utilizados.

Como método estadistico se utilizé el paquete informdtico
SPSS 9.0, aplicando en la comparacién de los grupos la prue-
ba de Kruskall-Wallis para los andlisis globales y la U de
Mann-Whitney para los andlisis entre dos grupos; se fijo un ni-
vel de significacién de p < 0,05.

Resultados

Las concentraciones de los distintos constituyentes bioldgicos
del modelo experimental utilizado se detallan en la tabla 1. Las
concentraciones de colesterol total fueron mds elevadas en los
grupos alimentados con huevos (B y C) que en el grupo control
alimentado con una dieta normal. El grupo tratado con atorvasta-
tina (C) presentd una reduccion relativa del 33% frente al grupo
aterogénico (B), aunque sin alcanzar significacién estadistica. Es
de destacar que las concentraciones de colesterol no HDL, cLDL y
el cociente colesterol total/lcHDL fueron significativamente mds
elevadas en los grupos alimentados con huevos. El tratamiento
con atorvastatina redujo de forma significativa las concentracio-
nes de cLDL (p < 0,01 para todos los casos). No se objetivaron di-
ferencias significativas al comparar la trigliceridemia, la proteina
C reactiva (PCR), el fibrindgeno, el tiempo de protrombina y el
tiempo de tromboplastina parcial activada de los diferentes gru-

pos de estudio (tabla 1). Tampoco se apreciaron variaciones signi-
ficativas en las cifras de transaminasas, lactato deshidrogenasa,
gamma glutamil transferasa, fosfatasas alcalinas y creatina fosfo-
cinasa (datos no expuestos).

En la tabla 2 se expone el tamafio y la extension relativa de
las placas aterosclerdticas adrticas observados en los diferentes
grupos, que fueron significativamente superiores en el grupo B.
El drea de placa relativa en el grupo tratado con atorvastatina
fue un 67% inferior a la del grupo control aterogénico (p <
0,01). También fueron significativamente menores en este gru-
po el perimetro de la placa (p < 0,01) y sus didmetros mdximo
(p <0,05) y minimo (p <0,01).

Discusion

En el modelo utilizado de aterosclerosis experimental difusa
en pollos alimentados con una dieta rica en colesterol y trata-
dos con 3 mg/kg/dia de atorvastatina, se ha observado una re-
duccion significativa del 67% del drea relativa de placa ateros-
clerdtica. Este hallazgo se relaciond con una disminucién del
colesterol no HDL. En el conejo, modelo animal mds utilizado
de aterosclerosis difusa, se han obtenido resultados similares.
De los 8§ estudios que analizan el efecto de la atorvastatina en
modelos animales'''®, solamente el de Bustos et al'® cuantifica
el desarrollo de la placa con técnicas macroscdpicas, constatdn-
dose una reduccion del drea lesional en la arteria femoral entre
el 50 y el 60%, con una dosis de 5 mg/kg/dia administrada du-
rante 4 semanas. En estudios experimentales con lovastatina y

Tabla 2. Valores de los parametros morfométricos de las lesiones adrticas

*
Pardmetro Grupo A Grupo B Grupo C P
Afrente a B Afrentea C B frente a C
Area de placa relativa (%) 7,6 +1,7 18,7+32 6,049 0,01 NS 0,01
Perimetro de placa (mm) 30,0 +5,1 52,9 +4,1 28,8 +12,4 0,01 NS 0,01
Didmetro maximo (mm) 10,8 1,8 18,2+238 94+42 0,01 NS 0,05
Didmetro minimo (mm) 6,7+1,1 11,3+0,82 5,7+23 0,01 NS 0,01

Valores expresados como media + desviacion estdndar.
NS: no significativo. *U de Mann-Whitney.
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pravastatina se han obtenido reducciones del drea de la placa
entre un 60% y un 67%"%. Mediante técnicas microscépicas y
tinciones para fibras eldsticas, Bocan et al han descrito reduc-
ciones del 67% del tamaifio de la lesion ateromatosa'"'®.

En cuanto a la modificacién del perfil lipidico, Bocan et al'!
y Auerbach et al”? han referido, en conejos alimentados con
una dieta suplementada con 0,5% de colesterol, una reduccién
del colesterol total del 45%, administrando una dosis de ator-
vastatina semejante a la utilizada en este estudio. Utilizando
una dosis mayor de atorvastatina, 10 mg/kg/dia, se han conse-
guido reducciones superiores de colesterol total que alcanzan
el 40%". Sin embargo, en otros animales, como el cobaya, la
eficacia de la atorvastatina para disminuir las concentraciones
de colesterol total ha sido menor. En el presente estudio he-
mos objetivado una reduccion de las concentraciones de coles-
terol total del 33%, a expensas del colesterol no HDL vy, sobre
todo, del cLDL, con una reduccién del 45% respecto al grupo
aterogénico, descensos similares a los descritos en conejos'’
131618 En los dos Unicos ensayos realizados con atorvastatina
en otros modelos animales, Burnett et al’®, utilizando cerdos
miniatura, obtuvieron, a igual dosis que en nuestro estudio,
una reduccién del 16% en el colesterol total y del 31% para el
cLDL. Krause et al'®, en cobayas, observaron una reduccién
del 49% del cLDL con una dosis de atorvastatina de 30
mg/kg/dia. Con otras estatinas los resultados han sido simila-
res, observandose una reduccion de las concentraciones de co-
lesterol total entre el 20 y el 60%, dependiendo de la dosis, el
farmaco y el tiempo de experimentacién’?22,

Asimismo, en el presente estudio se ha observado una reduc-
cién significativa del cociente colesterol total/cHDL en el grupo
tratado con atorvastatina, reflejando aparentemente una mayor
“proteccién” del animal respecto a la enfermedad aterosclerdti-
ca. No obstante, en el pollo no puede garantizarse que el cHDL
desarrolle un papel protector semejante al que desempeifia en el
humano. Poernama et al®*, utilizando pollos genéticamente defi-
cientes en HDL, constataron que la alimentacion mediante una
dieta rica en colesterol no se acompafié de una progresién de
las placas de ateroma, ni de un aumento del grosor de la intima
arterial. En el presente estudio, como en la mayorfa de ensayos
sobre este tema'""*1?, las concentraciones de cHDL no se modifi-
caron significativamente con la administracién de atorvastatina.
Sé6lo Auerbach et al'> han descrito un aumento del cHDL des-
pués de la administracién de 3 mg/kg/dia de atorvastatina a cone-
jos durante un perfodo de 12 semanas. Respecto a la trigliceride-
mia, tampoco hemos obtenido diferencias significativas entre los
tres grupos de animales. Sin embargo, Bocan et al'' y Krause et
al'® observaron una disminucién de la trigliceridemia del 28 al
75%, utilizando dosis de 3 a 100 mg/kg/dia, respectivamente.

En la actualidad se acepta que las concentraciones de PCR y
de fibrindgeno son nuevos factores independientes de riesgo
cardiovascular. La PCR se utiliza como marcador inflamatorio
y predictor de la enfermedad cardiovascular®. El tratamiento
con estatinas puede reducir las concentraciones plasméticas de
PCR de forma independiente a la disminucién de los lipidos
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plasmdticos, como se demostrd en el estudio CARE?, atribu-
yéndose su posible efecto antiinflamatorio a la disminucién de
la interleucina-6%. Por otra parte, algunos estudios con atorvas-
tatina han demostrado incrementos variables de la concentra-
cién plasmadtica de fibrindgeno®™. En el presente estudio no se
han observado diferencias significativas en los valores de fibri-
négeno ni de PCR, por lo que no se puede probar el efecto an-
tiinflamatorio ni el aumento del fibrindgeno asociado con la
administracion de atorvastatina.

En la bisqueda de posibles efectos antiaterogénicos de las
estatinas, independientes del descenso del cLDL, se ha postu-
lado la modificacién de los factores de la coagulacién. En nin-
giin estudio experimental con atorvastatina se han evaluado
estos constituyentes. Lesnik et al*' y Sandset et al*han estudia-
do los efectos sobre la via extrinseca en humanos tratados con
simvastatina, sin observar diferencias significativas. En el pre-
sente estudio, mediante la determinacion del tiempo de pro-
trombina y el tiempo de tromboplastina parcial activada, tam-
poco se ha constatado ningin efecto sobre las vias extrinseca o
intrinseca de la coagulacidn.

En conclusién, la administracién de atorvastatina a dosis
de 3 mg/kg/dia en pollos alimentados con una dieta rica en co-
lesterol basada en huevos ha producido una menor progresion
y extension de la aterosclerosis adrtica asociada a una clara
disminucién de las concentraciones de cLDL y colesterol no
HDL, sin que se hayan constatado modificaciones en las con-
centraciones de cHDL vy triglicéridos, los marcadores inflama-
torios o la coagulacién. En general, estos hallazgos confirman
los resultados obtenidos en otros animales y con otras estati-
nas.
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