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RESUMEN

Existen diferentes modelos de aterosclerosis en animales tanto pequefios (roedores) como grandes. La gran
ventaja de los animales pequefios es que son de bajo coste, asequibles y de facil manejo y que hay
disponibles modificaciones genéticas relevantes. Los modelos de aterosclerosis en animal grande tienen las
desventajas de sus peores asequibilidad y manejo y su coste. Sin embargo, tienen anatomia y fisiologia
mucho mas parecidas a las humanas y los resultados obtenidos son mucho mas extrapolables a la patologia
humana. La eleccién de uno u otro modelo depende de la naturaleza que se quiera dar a la investigacién. En
estudios mecanisticos, se puede utilizar con mayor precisién los modelos de roedor, pero para un estudio
mas traslacional, los modelos de animal grande dan respuestas mds cercanas a las de los pacientes. Las
técnicas de imagen no invasiva han hecho avanzar mucho el campo del conocimiento de la aterosclerosis a
través del estudio seriado de modelos animales ateroscleréticos.

Experimental Models of Atherosclerosis

ABSTRACT

Today, experimental models of atherosclerosis employ both small (e.g. rodents) and large animals. The
main advantages of small animals are their low cost, ready availability, ease of handling and the existence
of animals with the appropriate genetic modifications. Models of atherosclerosis in large animals have the
disadvantages that they are less readily available, more difficult to handle and more expensive. However,
their anatomy and physiology more closely resemble human anatomy and physiology, and experimental
observations are much easier to extrapolate to human pathology. The choice of animal model depends on
the nature of the research. For example, studies of mechanisms can be carried out with greater precision in
rodent models but, for translational studies, responses in large animal models are much closer to human
responses. Our understanding of atherosclerosis has increased substantially thanks to serial studies of
noninvasive imaging techniques in animal models of the disease.

INTRODUCCION

PROCESO DE ATEROGENESIS

Ignatowski' aport6 la primera evidencia de aterosclerosis experi-
mental cuando, en 1908, describi6 que, al alimentar a conejos con
dieta rica en proteinas animales (carne, leche, huevos, etc.), se inducia
la formacidon de células (macréfagos) grandes y claras. Sin embargo,
fue Anitschkow? el primero en demostrar que la induccién de la ate-
rosclerosis se debia a los lipidos, no a las proteinas; alimenté conejos
con yema de huevo y colesterol disuelto en aceite vegetal y comprob6
que se producian lesiones ateroscleréticas similares a las presentes en
humanos. Desde estos estudios pioneros hasta la actualidad, se ha
recorrido un largo camino respecto a los modelos animales de ateros-
clerosis. En el presente articulo se resumen sucintamente las conside-
raciones mas interesantes acerca de los modelos animales.
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Melchor Ferndndez Almagro 3, 28029 Madrid, Espafia.
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La acumulacién de colesterol tiene un papel central en el proceso
de aterogénesis. La primera etapa consiste en que, a causa de los fac-
tores de riesgo, el endotelio aumenta su permeabilidad (disfuncién
endotelial, el fendmeno mads precoz de la aterogénesis). El colesterol
unido a lipoproteinas de baja densidad (cLDL) penetra en la pared
vascular merced al proceso de disfuncién endotelial, se une a los pro-
teoglucanos del espacio subendotelial y sufre oxidacion. El colesterol
oxidado es altamente t6xico, de modo que es fagocitado por los
macréfagos de la pared arterial; la presencia de colesterol oxidado
desencadena una serie de reacciones proinflamatorias a través de
diversos mediadores que perpetian la inflamacién y reclutan mas
monocitos/macréfagos y células inflamatorias. Al fagocitar los lipidos,
los macréfagos se transforman en células espumosas. Se producen
cambios secundarios en la media y en la adventicia, con proliferacién
de células de mdsculo liso vascular (CML) y aparicién de una cubierta
fibrética que protege el nicleo lipidico de la sangre. Cuando los
macréfagos no pueden acumular mas colesterol, inician el proceso de
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Abreviaturas

CETP: proteina de transferencia de ésteres de colesterol
CML: células de misculo liso vascular

HDL: lipoproteinas de alta densidad

LDL: lipoproteinas de baja densidad

RM: resonancia magnética

VLDL: lipoproteinas de muy baja densidad

apoptosis, y liberan no solo el colesterol nuevamente al espacio
subendotelial, sino ademas sustancias proinflamatorias como factor
tisular, citocinas y metaloproteinasas de matriz (las cuales digieren la
cubierta fibrosa), lo cual hace a las lesiones mas susceptibles a la ero-
sién y la rotura. Cuando la placa se rompe, la sangre entra en con-
tacto con el ntcleo lipidico necrético (altamente trombogénico), lo
cual induce la formacién de un trombo sobre esa placa, trombo que
ocluye la circulacién obstruyendo por completo la luz del vaso, lo que
desencadena un evento cardiovascular (sindrome coronario agudo o
ictus).

MODELOS DE ATEROSCLEROSIS EN RATONES

Clasicamente los estudios con modelos animales se habian llevado
a cabo con conejos, cerdos y primates. No obstante, las dificultades de
manejo de animales grandes, los gastos que conllevan dichos anima-
les y las consideraciones de caracter ético al usar primates condicio-
naron el desarrollo de modelos de aterosclerosis en animales mas
pequefios. Ademas, el desarrollo tecnoldgico, con la aparicion de rato-
nes modificados genéticamente, hizo que este modelo se extendiera
rapidamente.

Ratones silvestres

Los ratones no modificados genéticamente se denominan ratones
silvestres (del inglés wild type mouse). En los ratones silvestres no se
desarrolla espontaneamente la aterosclerosis cuando se los alimenta
con la dieta habitual del ratén. Por ello, para iniciar el proceso atero-
génico, se necesita elevar la concentracién de LDL (cociente HDL/LDL
bajo). Esto se consigue con dietas ricas en colesterol.

Los estudios iniciales en ratones se hicieron con dietas hipercoles-
terolémicas en diversas razas silvestres. El pionero fue Robert Wissler,
que us6 acidos biliares para inducir la formacién de placas?. Una de las
mas populares es la dieta Paigen (desarrollada en 1985 por Beverly
Paigen*°), que es una dieta rica en grasa (el 15%, principalmente gra-
sas saturadas derivadas de mantequilla de coco, se suele afiadir un 1%
de aceite de maiz para suplir la deficiencia de acidos grasos poliinsa-
turados) y en colesterol (1,25%), que ademas contiene acido c6lico
(0,5%). El desarrollo de estria grasa es proporcional a la composicién
en grasas saturadas. El acido célico actiia aumentando la absorcién de
colesterol (como sal biliar que es) e inhibiendo la excrecién de acidos
biliares (inhibe la enzima 7o-hidroxilasa); no obstante, modernos
estudios recomiendan no emplear acido célico, pues activa genes
implicados en fibrosis hepatica®.

Paigen estudi6 la susceptibilidad a la aterosclerosis de diez razas
diferentes de rat6n tratadas con la dieta Paigen; de menor a mayor
susceptibilidad, encontramos: BALB/c] = C3H/[] = A[] = SWR/] = NZB/]
(apenas desarrollan) < 129] = = AKR/] = DBA/2] < C57L/] < C57BL/6]. La
dieta indujo hipercolesterolemia en las diez razas, pero solo ateros-
clerosis en las cinco tltimas; no hubo relacién estadistica entre hiper-
colesterolemia y desarrollo de aterosclerosis. Ademas, incluso en la
raza C57BL/6] (Ia mas susceptible) las lesiones se restringian al arco
adrtico, eran pequeiias y contenian pocas células.

Por este motivo, se desarrollaron modelos de ratén modificados
genéticamente; los primeros en desarrollarse fueron los de ratén
knock out (KO) para apoE y ratén KO para LDL-R. Se denomina KO a la
ausencia del gen en cuestion. Debemos destacar que ningtin modelo
murino disponible desarrolla todo el espectro de lesiones presentes
en humanos. La mayor parte de los modelos de ratén desarrollan
lesiones tipo Iy I de la clasificacién de la American Heart Association
(AHA), pero solo un nimero muy escaso desarrolla lesiones tipo IV.
Ningtn modelo de rat6n desarrolla la rotura o la erosién de placa ni la
trombosis que causan los eventos cardiovasculares en humanos. Por
ellos, se debe usar los modelos murinos para estudiar depésito lipi-
dico y adhesion de monocitos.

Ratones KO para apoE

En 1992, los laboratorios de Breslow? y Maeda3, trabajando inde-
pendientemente, comunicaron a la comunidad cientifica que habian
desarrollado el modelo de ratén KO para apoE, en el que las lesiones
ateroscleréticas eran muy frecuentes (incluso con dietas normales). A
diferencia del ratén silvestre (que solo sufre lesiones —estria lipi-
dica— en laraiz adrtica y con dieta rica en colesterol), el ratén KO para
apoE adquiere lesiones en todo el arbol arterial®, incluso con dieta
normal, y dichas lesiones progresan mas alla de la estria grasa hasta la
placa fibrosa.

En el raton KO para apoE, una dieta tan agresiva como la Paigen no
es necesaria (de hecho, este modelo adquiere espontaneamente lesio-
nes incluso con dieta normal). No obstante, una dieta rica en coleste-
rol acelera el desarrollo de la placa y la vuelve atin més rica en lipidos.
La dieta mas usada en todos los experimentos con ratones es la occi-
dental (Western diet, introducida por Plump en el laboratorio de Bres-
low en 1992)7, que contiene un 21% de grasa y el 0,15% de colesterol;
de hecho, se ha demostrado que la dieta occidental en ratones KO
para apoE acelera el desarrollo de la placa sin cambiar las caracteristi-
cas morfoldgicas de la lesién®.

Los ratones heterocigotos para apoE (ApoE-/+) no desarrollan ate-
rosclerosis con dieta normal, pero si con dieta rica en colesterol; sin
embargo, el ratén homocigoto ApoE-/- si es significativamente hiper-
lipémico (2.000 mg/dl) y sufre lesiones 50 veces mas extensas que el
heterocigoto ApoE-/+.

Ratones KO para el receptor de LDL (LDL-R)

El otro modelo murino mas usado es el de ratén KO para LDL-R,
creado en el laboratorio de Herz en 1993, Comparado con los ratones
silvestres, los KO para LDL-R presentan altas concentraciones de cLDL
(fenotipo muy similar al de los humanos con hipercolesterolemia
familiar), pero con dieta normal las lesiones ateroscleréticas se desa-
rrollan muy lentamente. No obstante, al alimentarlos con dieta rica en
colesterol incrementan los valores de LDL y lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL) (se alcanza el nuevo equilibrio lipidico en 2 sema-
nas)y las lesiones se desarrollan en 2-3 meses. La dieta mas usada en
este modelo es la dieta occidental (el 21% de grasa, el 0,15% colesterol,
idealmente suplementada con un 1% de aceite de maiz para obtener
acidos grasos esenciales); de hecho, se ha demostrado que la dieta
occidental en ratones KO para apoE acelera el desarrollo de la placa
sin cambiar las caracteristicas morfolégicas de la lesion®.

Tanto el ratén KO para apoE como el KO para LDL-R son modelos
hiperlipémicos, pero los primeros se caracterizan por sufrir lesiones
mas graves o mas complejas que los segundos y porque las lesiones
aparecen incluso con dieta normal"2,

Algunos investigadores prefieren el modelo de ratones KO para
LDL-R a pesar de sus lesiones mas pequefias y que necesitan dietas
especiales, dado que la distribucién del colesterol en estos ratones se
parece mas a la de los humanos, en que la mayor parte del colesterol
se moviliza en cLDL. El colesterol en los ratones KO para apoE se movi-
liza principalmente en forma de VLDL.
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Tabla 1

Modelos de rat6én genéticamente modificados empleados para el desarrollo de aterosclerosis

Ratén Caracteristicas de la lesion Localizacién de la lesién Requiere dieta especial ~ Disponibilidad comercial
Deleciones
ApoE-[-"8 Progresa desde células espumosas hasta ntcleos Raiz aértica, aorta, carétida No Jackson
necréticos con capsula fibrosa
ApOE-[+%2 Células espumosas sobrecargadas de lipidos Raiz adrtica Si Taconic
LDL-R-[-1° Células espumosas sobrecargadas de lipidos Raiz aértica, aorta Si Jackson
Transgénicos
ApoB-% Células espumosas sobrecargadas de lipidos Raiz adrtica Si Taconic
Apo(a)®* Células espumosas sobrecargadas de lipidos Raiz adrtica Si
CETP® Lesiones ricas en lipidos Raiz aértica Si Jackson
ApoE(arg112, Cys142)% Células espumosas sobrecargadas de lipidos Raiz aértica Si
ApoE3Leiden®” Células espumosas sobrecargadas de lipidos Raiz aértica Si
ApoC-I11-%8 No definidas Raiz aértica Si
Compuestos Raiz aértica Si

Apobec-[- x LDL-R -[-%° Varia de lesiones con células espumosas a fibrosis e

hiperplasia de CML

Raiz aértica

Apo: apolioproteina; CETP: proteina de transferencia de ésteres de colesterol; CML: células de mtsculo liso vascular; LDL-R: receptor de lipoproteinas de baja densidad.

Modificado de Daugherty et al®', con permiso.

Tabla 2
Fenotipo lipidico de los modelos murinos de aterosclerosis

Modelo murino Dieta Colesterol total (mg/dl) Lipoproteina predominante Fenotipo de lesion
ApoE-|- Normal 600 VLDL, IDL Extensa

LDL-R-/-, Apobec-|- Normal 400-650 LDL Extensa, compleja
ApoB- LDL-R-|- Normal 800 LDL Extensa, avanzada
LDL-R-[- Normal 200-300 LDL Moderada

ApoE-|- Dieta occidental 1.300-2.000 VLDL, LDL Extensa, compleja
LDL-R-/- Apobec-|- Dieta occidental 1.600-1.750 VLDL, LDL Extensa, compleja
LDL-R-/[- Dieta occidental 1.500-2.000 VLDL, LDL Extensa

LDL-R-/- Rica en grasa, acido célico 1.880 VLDL, LDL Extensa

ApoB- Paigen 310 LDL Extensa, estria grasa
Silvestres Paigen 140-190 VLDL, HDL Escasa, solo en raiz adrtica

Apo: apolioproteina; LDL-R: receptor de lipoproteinas de baja densidad.
Modificado de Getz et al®, con permiso.

Modelo de regresion de lesiones en el raton

Es importante distinguir entre retraso en la progresion de las lesio-
nes y regresion auténtica. Existen dos modelos murinos de regresion
de lesiones ya establecidas:

* Trasplante de aorta: consiste en trasplantar un segmento de aorta
de un rat6én KO para apoE a un ratén normal (100 mg/dl). El tamafio de
las lesiones trasplantadas se reduce un 50% en unos 3 meses.

* Ratén apoE/Mx1-Cre: estos ratones tienen colesterol normal con
dieta normal; cuando se les da un dieta con el 16% grasa, el 1,25% de
colesterol y el 0,5% de acido célico, el colesterol aumenta 1.000 mg/dl.

Consiste en trasplantar parte de la aorta de ratones KO para apoE
-/~ (colesterol, unos 600 mg/dl) a ratones C57BL/6 con valores lipidi-
cos normales (< 100 mg/dl) (tablas 1y 2). Ventajas de usar un modelo
de ratén: facilidad en el manejo por pequeiio tamaiio; son baratos
(tanto la compra inicial como el mantenimiento); la rapidez en el
desarrollo de lesiones. Inconvenientes de usar un modelo de rat6n:
existen marcadas diferencias entre la placa humana y la del ratén (en
este no se dan rotura de placa ni trombosis); el perfil lipidico del ratén

(especialmente el KO para apoE, que transporta la mayor parte del
colesterol en VLDL) es marcadamente diferente del humano (que
transporta la mayor parte del colesterol en LDL); las arterias del rat6n
son de muy pequeflo tamafio, con las consiguientes diferencias en
morfologia de la pared arterial respecto a los humanos, como una
tnica media de espesor mucho menor y falta de vasa vasorum; cier-
tos procedimientos, como la denudacién endotelial mediante balén,
no han sido exitosos en los vasos murinos.

MODELOS DE ATEROSCLEROSIS EN RATA

La rata es una especie bastante resistente a la aterosclerosis. Igual
que el ratén y a diferencia de los humanos, no expresa proteina de
transferencia de ésteres de colesterol (CETP) y el colesterol se trans-
porta en su mayor parte en forma de cHDL. Las ratas generalmente
responden poco al colesterol de la dieta, por ello la aterogénesis solo
puede inducirse (y en escasa cuantia) con dietas muy ricas en coleste-
rol y grasas que contengan ademas acido célico y tiouracilo. El acido
clico actia incrementando la absorcién de colesterol y suprimiendo
la actividad de 7o-hidroxilasa (la enzima limitante en la sintesis de
acidos biliares, es decir, en la excrecién del colesterol); el tiouracilo
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actta induciendo hipotiroidismo clinico, que reduce el nimero y la
actividad de LDL-R hepaticos (lo que conduce a un incremento en la
concentracién de LDL).

MODELOS DE ATEROSCLEROSIS EN HAMSTER

En el hamster se desarrollan hipercolesterolemia y aterosclerosis
precoz con dietas aterogénicas. Por ejemplo, una dieta de 2 meses con
el 0,2% de colesterol y el 10% de aceite de coco produjo en el hamster
sirio dorado macho® incremento del colesterol total en un 400%, las
VLDL/lipoproteinas de densidad intermedia (IDL) del 200% y las LDL
el 20%, y descenso del 45% en las HDL, asi como formacién de estria
grasa selectivamente en la aorta ascendente. Pese a ello, actualmente
no son modelos de uso muy extendido.

MODELOS DE ATEROSCLEROSIS EN CONE]JOS

Los conejos son un modelo de aterosclerosis usado muy frecuente-
mente. El conejo mas ampliamente usado es el New Zealand White
(NZW). En el conejo se desarrolla aterosclerosis avanzada, pero se
necesita hipercolesterolemia marcada; dado que el conejo absorbe
colesterol de manera muy eficiente, se puede inducir estas altas con-
centraciones de colesterol mediante dieta rica en colesterol.

Ventajas: modelo barato, ficilmente disponible, de facil manejo,
no tiene requerimientos especiales y el perfil lipoproteico es relativa-
mente similar al humano (excepto por deficiencia en lipasa hepatica).
Inconvenientes: se requiere una hiperlipemia extrema para producir
las lesiones, esto produce acumulacién de colesterol en corazon, rifio-
nes, higado y pulmones (6rganos no afectados por aterosclerosis en
humanos); incluso el higado graso asi inducido puede llegar a causar
fallo hepatico con ictericia, prurito, etc., e incluso muerte durante la
fase de induccién.

Modos de induccion de aterosclerosis en conejo
Dieta

Las dietas usadas contienen habitualmente entre el 0,5 y el 2% de
colesterol y se administran durante un tiempo variable de 4-16 sema-
nas, dependiendo de la gravedad de la lesién que se quiera alcanzar. A
corto plazo, la dieta es relativamente bien tolerada por los conejos,
aunque produce gran variedad de tamafios de las lesiones. Las lesio-
nes se producen principalmente en el arco aértico y la aorta ascen-
dente, y habitualmente no en la aorta abdominal.

El conejo es el inico animal que tiene tendencia a sufrir hiperco-
lesterolemia a los pocos dias de administracién de dieta rica en coles-
terol (en los primeros 20 dias, la concentracién se incrementa 2-8
veces)™, En condiciones de hipercolesterolemia, se forman rapida-
mente las primeras lesiones (células espumosas, similares a las
humanas). Sin embargo, este modelo no se puede mantener a largo
plazo, pues la hepatotoxicidad de la dieta acarrea una muy alta mor-
talidad; ademas, se trata de una situacion no fisioldgica, pues la infla-
macién masiva a medio plazo que se produce en los conejos con dieta
muy rica en colesterol a largo plazo no se asemeja a las condiciones
en que se desarrolla la aterosclerosis humana (inflamacién de bajo
grado pero persistente). No obstante, algunos investigadores utilizan
este modelo para el estudio de los efectos de los farmacos en la estria
grasa; de hecho, nuestro grupo utilizé este modelo para demostrar
por primera vez que es posible conseguir la regresién de estria grasa
mediante la administracion de cHDL purificado de conejo'>'6,

Dieta y denudacién adrtica
Es el método que ofrece unas lesiones mas parecidas a las huma-

nas, motivo por el cual estd ampliamente establecido en todo el
mundo y es el empleado en nuestro laboratorio-?°. La lesién (Ginica o

doble) con el balén de angioplastia produce denudacién de la aorta, lo
cual acelera el proceso de formacién de lesiones ateroscléroticas y
genera unas placas con un ntcleo lipidico rodeado por una cubierta
fibrosa con gran proliferacién de CML. De hecho, estas lesiones son
mas similares a las humanas que las producidas en conejos solo con
dieta rica en colesterol3®.

Brevemente, el método consiste en inducir lesiones ateroscleréti-
cas aédrticas mediante la combinacién de 9 meses de dieta rica en
colesterol (0,2%) y doble denudacién aértica. La denudacién aértica se
lleva a cabo a los 30 dias y nuevamente a los 90 dias de empezar la
dieta rica en colesterol; se realiza una diseccién anatémica de la
regién inguinal para exponer la arteria femoral, se canula la arteria
femoral, con guia fluoroscépica se sube un balén Fogarty de 4 Fr hasta
el arco aértico, se infla el balén y se retira suavemente, con lo que se
produce la denudacién del endotelio de la aorta desde el arco aértico
hasta la iliaca. Las lesiones asi generadas son muy similares a las
humanas, pues no solamente presentan células espumosas, sino ade-
mads importante componente de fibrosis y proliferacién de CML.

Variantes genéticas

El modelo principal es el conejo Watanabe con hiperlipemia here-
dable (WHHL). En 1980, Watanabe reportd una cepa creada a partir
de un tnico conejo hipercolesterolémico®?. Actualmente se sabe que
los conejos Watanabe tienen un defecto en LDL-R; es decir, un modelo
que remeda la hipercolesterolemia familiar (hiperlipoproteinemia
hereditaria tipo Ila de Frederickson). Desde entonces, es uno de los
modelos mas estudiados, tanto para el metabolismo de lipoproteinas
como para el desarrollo de aterosclerosis o el efecto de diversos far-
macos (principalmente estatinas). Aparecen lesiones en todos los
estadios de progresion, desde estria lipidica a placas avanzadas. Las
lesiones se concentran en las coronarias y la aorta, y los lipidos se
acumulan tanto en las células espumosas como en CML.

En los conejos Watanabe se desarrolla una doble alteracién: a)
deficiencia de LDL-R, que produce hipercolesterolemia, y b) altas con-
centraciones de VLDL y bajas de HDL, junto con acumulacién de grasa
visceral e hiperinsulinemia, que remedan el sindrome metabélico
humano. Esto causa que se desarrolle tanto aterosclerosis como
infarto agudo de miocardio (IAM), alteraciones valvulares, xanto-
mas?, etc. Las principales diferencias en el metabolismo lipidico entre
los conejos Watanabe, los humanos con hipercolesterolemia familiar
y los ratones KO para apoE y LDL-R se resumen en la tabla 3.

No obstante, en los conejos descritos inicialmente por Watanabe
se desarrollaba aterosclerosis aértica, pero no coronaria. Con cria
selectiva se desarrollaron conejos que sufren aterosclerosis corona-
ria*4. Otra modificacién posterior es el desarrollo de conejos WHHL
propensos al IAM (WHHLMI)?, en los que se observa aterosclerosis
coronaria ya a los 2 meses; a los 20 meses, estenosis del 70%; a los 20
meses, estenosis del 90%, y a los 30 meses, IAM en el 97% de los casos,
con lesiones muy similares a las humanas y calcificacién y hemorra-
gia en la placa.

La raza del Hospital St. Thomas (STH) tiene un perfil lipidico simi-
lar al de los pacientes que sufren hipertrigliceridemia e hiperlipemia
combinada, y asimismo contrae aterosclerosis®*".

La morfologia de la placa se ve influida por la composicién y la
duracién de la dieta®. Dietas de corta duracion y mas del 2% de coles-
terol en la dieta causan lesiones ricas en células espumosas. Dietas
con bajo porcentaje de colesterol (0,1-0,2%) pero mantenidas durante
largo tiempo originan lesionas mas similares las humanas, con mayor
porcentaje de tejido fibroadiposo™. Con un aporte superior al 0,15%,
ya se detectan ésteres de colesterol en la placa.

La localizacién de las lesiones en el modelo de lesién + dieta es
selectivo en el punto de la aorta donde se produce la denudacién endo-
telial (casi siempre en la aorta descendente). En el modelo de dieta, las
lesiones se localizan en arco adrtico, la aorta tordcica en la salida de las
arterias intercostales y, en menor cuantia, en la aorta abdominal.
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Tabla 3

Diferencias en el metabolismo lipidico y sus complicaciones entre humanos con hipercolesterolemia familiar (HF), conejo Watanabe y ratones knock out para apoE y LDL-R

Ratones KO apoE

Ratones KO LDL-R

Conejos Watanabe

Humanos con HF

Concentracién de colesterol Moderada-alta (con dieta

Moderada-alta (con dieta

Extremadamente alta

Extremadamente alta

occidental) occidental) (espontdneamente) (espontdneamente)
Principal lipoproteina en plasma VLDL LDLy HDL LDL LDL
LDL Moderado Moderado
HDL Bajo Alto Bajo Bajo
apoB de VLDL apoB48 apoB48 y B100 B100 B100
Expresi6n de apoB en higado Si Si No No
Actividad de CETP en plasma No No Si Si
Aterosclerosis coronaria Resistente Resistente Grave Grave

Caracteristicas de aterosclerosis coronaria No se desarrolla

No se desarrolla

Lesiones complicadas

Lesiones complicadas

Caracteristicas de aterosclerosis adrtica Estria lipidica

Estria lipidica

Lesiones complicadas

Lesiones complicadas

Infarto agudo de miocardio Resistentes

Resistentes

Espontdneo

Espontaneo

CETP: proteina de transferencia de ésteres de colesterol; HDL: lipoproteinas de alta densidad; HF: hipercolesterolemia familiar; KO: knock out; LDL: lipoproteinas de baja densidad;
LDL-R: receptor de lipoproteinas de baja densidad; VLDL: lipoproteinas de muy baja densidad.

Modificado de Shiomi et al??, con permiso.

Métodos para cuantificar la aterosclerosis en conejo

* Cuantificar las células espumosas (tefiidas con Oil Red O) en la
pared de la arteria.

« Extensién de lesiones con Sudan IV en aorta en face.

* Inmunohistoquimica (IH): permite cuantificar determinados
marcadores. Asi, por ejemplo, para cuantificar CML, realizaremos IH
para detectar o-actina; si nuestro objetivo es los macréfagos, IH con
RAM 11. Asi, por ejemplo, nuestro grupo demostré que la inyeccién de
apoA-I Milano a un modelo de aterosclerosis de conejo con doble
denudacién aértica y dieta al 0,2% de colesterol facilitaba la regresion
de la placay la estabilizaba (disminuy6 el porcentaje de células tefii-
das con RAM 11 y aumento el de células tefiidas con a-actina).

« Técnicas no invasivas de evaluacién, como angiografia por tomo-
grafia computarizada (TC) y resonancia magnética (RM). Amplia-
mente utilizada por nuestro grupo'’-?°, permite evaluar el tamafio de
placa de manera no invasiva. Se puede usar para estudios de progre-
sién y regresion de placa, pues permite realizar varios estudios de
manera seriada (es decir, monitorizar la respuesta con el paso del
tiempo). De esta manera, cada animal es su propio control, lo que per-
mite reducir de manera significativa el tamafio muestral.

Nuestro grupo usa una RM de 1,5 T y un coil convencional para
extremidades. Se usan secuencias de ecografia de gradiente en cortes
coronales y sagitales para localizar exactamente la aorta abdominal. A
continuacion, se realizan cortes secuenciales en el plano transversal
(3 mm de espesor, sin separacion entre cortes) desde la salida del
tronco celiaco a la bifurcacién de las iliacas. Las imagenes inicial y
final se identifican usando las distancias desde las arterias renales y la
bifurcacién iliaca, para obtener datos de cortes secuenciales. Se anali-
zan los 5 cm de la aorta inmediatamente tras el tronco celiaco.
Mediante un programa de cuantificacién de imagenes (Image ] o
Image Pro Plus), se cuantifican el drea luminal y el area total; drea de
pared vascular = area total vascular - area luminal. Volumen de placa
= area de pared vascular x 3 (pues los cortes son de 3 mm de espesor).
Se analiza la media de las medidas. Las figuras 1y 2 muestran ejem-
plos del modelo de aterosclerosis en conejo.

MODELOS DE ATEROSCLEROSIS EN CERDOS

Gottlieb fue el primero en comprobar en cerdo la presencia de ate-
rosclerosis con engrosamiento intimal en arterias coronarias®. Gené-

ticamente, el cerdo esta relativamente préximo al humano, lo cual
también se aplica a la anatomia y la fisiologia del sistema cardio-
vascular y la respuesta a la hipercolesterolemia.

El cerdo doméstico (Sus scrufa) es el mas usado en investiga-
ci6én cardiovascular. Alcanza la madurez sexual a los 6-8 meses,
cuando su peso varia entre 40 y 100 kg. El corazén del cerdo es
anatémicamente similar al humano, con la excepcién de que el
ostium de la coronaria derecha esta mas craneal, que la vena aci-
gos izquierda permite el drenaje del sistema intercostal en el
seno coronario, que es algo mas proclive al vasospasmo y que no
tiene colaterales®.

Ventajas: las lesiones son muy similares a las humanas, con acu-
mulacién de células espumosas, grasa extracelular, proliferacién de
CML, etc.; el perfil lipidico del cerdo es muy similar al humano, con
la mayor parte del colesterol circulando en LDL y lipoproteinas en
concentraciones y tamafios muy similares a las humanas; la Gnica
diferencia es que el cerdo no expresa apolipoproteina Il (que supone
el 20% del componente en apolipoproteinas del HDL); la anatomia
cardiovascular es muy similar a la humana; la distribucién de las
lesiones es muy similar a la humana y predominan en aorta, corona-
rias y carétidas; las lesiones se desarrollan con dieta hipercolestero-
lémica; en general, se desarrollan estrias grasas a los 6 meses de
edad y las lesiones avanzadas, en cerdos mayores de 1 afio, con la
Gnica salvedad de que no se desarrolla trombosis; si se realiza la
combinacién de doble denudacién aértica y dieta hipercolesterolé-
mica, las lesiones son atin mas similares a las humanas*; los cerdos
son omnivoros.

Inconvenientes: elevado gasto, dificultad de manejo y de almace-
namiento; induccién aterosclerética en tiempo relativamente largo;
el cerdo habitualmente tiene concentraciones de cLDL relativamente
bajas, por lo que no aparecen lesiones espontaneamente (colesterol
total, 100 + 8 mg/dl; cLDL, 55 + 8 mg/dl; cHDL, 36 + 6 mg/dl; triglicé-
ridos, 49 + 4 mg/dl)*; no obstante, cuando se lo alimenta con dieta
rica en colesterol, se desarrollan hipercolesterolemia (300 mg/dl
aproximadamente) y lesiones ateroscleréticas similares a las huma-
nas. No obstante, los tiempos de induccién son largos (9-12 meses) y
las complicaciones de la placa (infarto, trombo), aunque descritas en
la literatura, no son muy frecuentes. La tabla 4 muestra diversos
modelos de induccién de aterosclerosis en el cerdo. Por ello, mediante
seleccidn, reproduccién y cria adecuadas, se han desarrollado diver-
sos modelos muy sensibles a la manipulacién dietética con tiempos
de induccién mas cortos.
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Figura 1. Ejemplos de lesiones tratadas con apoA-I Milano (A-C) y con placebo (D-F) en un modelo de conejo de dieta rica en colesterol y doble denudacién aértica. Ay D: tincién
con tricrémico de Masson; obsérvese que en A la estenosis es mucho menor que en D y con mayor proporcién de coldgeno (color pirpura) respecto al total de la placa que en D.
By E: inmunohistoquimica con RAM 11 (marcador de macréfagos); obsérvese que en A apenas hay macréfagos en la seccion, mientras en E la infiltracién de macréfagos es muy
grande. C y F: inmunohistoquimica con actina (marca CML); obsérvese que la proporcién de CML en C es mucho mayor que en F. En conclusién, la primera placa (A-C, tratada con
apoA-I Milano) es mucho mas estable (menos estenosis e infiltracion macrofagica, mayor proporcion de CML y de colageno) que la segunda placa (D-E, placebo, mas estenosis e
infiltracién macrofagica, menor proporcién de coldgeno y CML).

Figura 2. Evaluacion mediante resonancia magnética (RM) de la regresion de la placa
aterosclerdtica en un conejo tras inyeccion de apoA-I Milano. Imagenes de RM antes
(A) y después (B) del tratamiento (tomadas al mismo nivel de la aorta abdominal). C
y D: las mismas imagenes que Ay B, pero resaltando el autotrazado de la luz y el drea
total del vaso. Las mediciones por RM nos permiten cuantificar que en este segmento
el tratamiento ha producido una regresion del 20,44% de la placa tras dos dosis de
apoA-I Milano. Imagen obtenida de Ibanez et al?, con permiso del propietario del co-
pyright.

Cerdo con hipercolesterolemia hereditaria

Se ha desarrollado otra raza especial, inherited hyperlipoproteine-
mia and hipercolesterolemia (IHLC), en la que aparecen espontanea-
mente (con dieta normal) hipercolesterolemia, tasa de catabolismo de
LDL reducida y aterosclerosis acelerada (incluso con hemorragia en la
placa)®## debido a mutaciones en LDL-R.

A los 12 meses, los estadios iniciales de la lesién ya aparecen
(macroéfagos cargados de lipidos); las lesiones progresan rapidamente
en 12-18 meses (principalmente en aorta toracica y bifurcacion aor-
toiliaca); a las 24 meses hay lesiones complicadas (capa fibrosa fina,
nicleo necrético, calcificacion, neovascularizacion) en casi todas las
arterias, incluidas las coronarias; se ha descrito a los 36 meses pre-
sencia de muy abundante neovascularizaciéon, hemorragia en la placa
y rotura de placa.

Las lesiones desarrolladas son similares a las humanas (estenosis,
ndcleo necrético, neovascularizacién marcada), pero su principal
inconveniente es que el tiempo de induccién es largo (12-18 meses,
con el problema de manejo de cerdos que pueden llegar a superar 200
kg de peso). La figura 3 muestra ejemplos de lesiones ateroscleréticas
en cerdo.

Modelo porcino con diabetes mellitus e hipercolesterolemia

La combinacién de diabetes mellitus (DM) e hipercolesterolemia
en el cerdo Yorkshire induce lesiones ateroscleréticas en aorta, coro-
narias y arterias femorales en unas 20 semanas*+“, La DM se induce
mediante administracién intravenosa de estreptozotocina, que des-
truye mas del 80% de las células beta pancredticas). La dieta rica en
colesterol acelera la aterogénesis (de hecho, en los cerdos diabéticos
con dieta normal no se desarrollan lesiones).
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Tabla 4
Métodos para desarrollar aterosclerosis en el cerdo

Localizacién anatémica Coronarias, aorta, iliofemoral

Coronarias, aorta, iliofemoral

Coronarias, aorta, iliofemoral Dependiendo de donde se

realice la lesién

Lesiones avanzadas 2 afios 12-18 meses

6-9 meses 9-12 meses

Ventajas Fécil, disponible universalmente

Dieta normal, endégeno HS

Induccién rapida, escasa
ganancia peso

Localizacién predecible,
inducci6n rapida

Limitaciones Modelo a largo plazo, dieta cara,
tamafio muy grande

muy grande

Modelo a largo plazo,
disponiblidad limitada, tamafio

Caro (estreptozotocina, cuidado
de DM), no a corto plazo,
dificultad para crecer

Complicado, procedimientos
intervencionistas costosos, no a
corto plazo

DM: diabetes mellitus; DRC: dieta rica en colesterol; HF: hipercolesterolemia familiar.
Adaptado de Granada et al®°, con permiso.

Figura 3. Lesiones similares a las humanas en el modelo de cerdo con hipercolesterolemia familiar (IHLC)*. A la izquierda, placa con niicleo necrético (NC) y recubrimiento fibro-
so fino (FC); el colageno se ve en azul (tricromico de Masson). A la derecha, placa complicada que contiene colageno (en verde, pentacrémico de Movat), calcificacion, lipidos,

inflamacién y ntcleo necrético (NC).

Alos 3 meses ya aparecen estrias grasas; a los 6 meses, el 96% de las
arterias tienen lesiones, y el 100% a los 9 meses (el 19% con fibroate-
romay el 11% de calcificacién). En este modelo predominan las lesiones
en las coronarias, iliacas y otras arterias periféricas, y son menos fre-
cuentes en carétidas y aorta; en las coronarias, las lesiones mds graves
tienen una distribucion similar que en humanos, en el territorio proxi-
mal y cerca de bifurcaciones. En este modelo se testo el efecto de dara-
pladib, un inhibidor selectivo de Lp-PLA2 del que se ha demostrdo que
reduce el desarrollo de aterosclerosis y nticleo necrético®.

Una ventaja de este modelo es que los cerdos diabéticos ganan
peso mas lentamente que los cerdos normales o hipercolesterolémi-
cos. Los inconvenientes residen en el precio y las complicaciones
médicas de la DM que pueden sufrir los cerdos si no se monitorizan
adecuadamente (hipoglucemia e hiperglucemia, gastroparesia, infec-
ciones) (fig. 4).

Cerdos en miniatura

El problema del tamafio se puede superar parcialmente empleando
minicerdos, mds econdémicos y con alta susceptibilidad a sufrir ate-
rosclerosis inducida por dieta. La raza mas usada es el cerdo en minia-
tura de raza Yucatan*->!; asimismo se han descrito modelos con las
razas Gottingen, Hanford y Sinclair Hornell, pero la informacién es
mucho menor. Se suelen requerir dietas muy ricas en colesterol para

inducir aterosclerosis en minicerdos® o induccién de DM con estrep-
tozotocina. En el cerdo de Yucatan (pequefio y ddcil) se desarrollan
lesiones complicadas similares a las humanas, con necrosis, cristales
de colesterol y calcificaciones. Muy recientemente se han comuni-
cado avances que pueden cambiar sustancialmente el panorama en
este campo (véase «Adenda»).

Modelo de lesion vascular + dieta hipercolesterolémica

Para disminuir el tiempo de induccién de las lesiones y reducir el
coste del mantenimiento del cerdo, se han desarrollado modelos de
aterogénesis mediante la combinacién de dieta rica en colesterol y
produccién de lesién vascular localizada (denudacién endotelial
mediante guia®, inflado de balén endovascular®, ligamiento parcial
de la carétida®*).

Una técnica ttil descrita recientemente es la inyeccién de solucién
lipidica directamente en la pared de los vasos del cerdo hipercoleste-
rolémico>>3¢, lo cual crea a los 12 meses lesiones excéntricas, con
remodelado positivo, cubierta fibrosa fina, ndcleo necrético y abun-
dante neovascularizacidon. Se alimenta al cerdo con dieta rica en coles-
terol (el 2% de colesterol, el 20% de grasa, el 1,5% de colato sédico), se
lo somete a un inflado de balén de angioplastia y, 2 semanas después,
se inyecta una mezcla de liposomas que contienen ésteres de coleste-
rol y LDL humana oxidada.
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Figura 4. Lesiones avanzadas en un modelo de cerdo diabético e hipercolesterolémico®. A la izquierda, placa aterosclerdtica compleja, que contiene hemorragia (H), nticleo ne-

crético (NC) y fino recubrimiento fibroso (NC). A la derecha, placa complicada con estenosis muy avanzada, niicleo necrético (NC) y calcificaciones.

" 2P LNAN o o e
Figura 5. Placa en la arteria descendente anterior de un cerdo sometido a inyeccién de
lipidos en la pared vascular 10 semanas antes. En esta tincién con el pentacrémico de
Movat, se observa una placa fibrolipidicass.

La principal ventaja del modelo es que la distribucién anatémica
de las lesiones es predecible, Gnicamente se desarrollaran donde
hayamos producido la lesién vascular (que sera selectivamente en el
territorio que mas interese). El principal inconveniente es la comple-
jidad de inducir la lesién vascular (fig. 5, tabla 4).

MODELOS DE ATEROSCLEROSIS EN PRIMATES

Dado que es el animal mas similar al ser humano en la escala filo-
genética, es un modelo muy atractivo, pues se podra aplicar los
hallazgos mas directamente al ser humano. Los primates americanos
en general no se usan porque se desarrollan lesiones discordantes,
con distribucién anatémica diferente de la del hombre. Los mas usa-
dos son los primates africanos porque tras dieta hipercolesterolémica
se desarrollan lesiones en localizaciones anatémicas muy similares a
las humanas. Por ejemplo, el mono Rhesus es el mas estudiado, con las
ventajas de un tamafio adecuado y unas lesiones ya bien caracteriza-
das. Similares ventajas comparten los monos Cynomolgus.

Ya en los afios cincuenta, se consiguié induccion de aterosclerosis
en monos con dieta rica en colesterol®, incluso con aparicién de
IAM?8, Dicha dieta puede inducir lesiones en la aorta y todas sus
ramas, incluidas las arterias coronarias. Recientemente se ha descrito
un modelo de mono Rhesus con deficiencia familiar de LDL-R>.

Ventajas: filogenéticamente similares a los humanos; son omnivo-
ros; las lesiones son similares a las humanas, con alto porcentaje de
proliferacién de masculo liso y complicaciones (trombos, infartos, etc.).

Inconvenientes: elevado precio, mantenimiento caro, escasa dis-
ponibilidad, animalarios especiales, problemas éticos.

ADENDA

En el lapso entre la redaccién de este articulo y la revisién de las
pruebas, se ha publicado por primera vez la creacién de un modelo de
cerdo Yucatan modificado genéticamente para expresar la proteina
mutante humana PCSK9 (causa de la hipercolesterolemia familiar).
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Este cerdo enano desarrolla espontineamente hipercolesterolemia, y
cuando se lo alimenta con dieta grasa, sufre un proceso ateroscleré-
tico muy similar al de los humanos™.
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