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INFORMACION DEL ARTiCULO RESUMEN

Recibido el 1 de junio de 2014 Objetivo: Estudiar la secuencia temporal de cambios bioquimicos y patolégicos a nivel hepético y

Aceptado después de revision el adrtico, en ratones deficientes en apoliproteina-E (8 semanas de edad, dieta estandar).

18 de agosto de 2014 Métodos: Alas 16, 20 y 30 semanas de edad se practic6 eutanasia (difenilhidantoina y pentobar-

Online el 30 de noviembre de 2014 bital sédicos). Se determinaron glucemia, niveles de colesterol total y sus fracciones de alta y baja

www.fac.org.ar/revista densidad (métodos bioquimicos rutinarios). Se obtuvieron secciones de higado y aorta ascenden-
te y se procesaron convencionalmente para morfologia y morfometria.

Los autores declaran no tener Resultados: Se observé hiperglucemia (20 semanas, 39%, p<0.02), hipertrigliceridemia (x 2.8,

conflicto de intereses p<0.01), aumento de colesterol no-HDL (71%, p<0.05) y disminucién de HDL (-26%, p<0.05) a
las 30 semanas. La inflamacién hepatica aumenté (x4, p<0.01) y la inflamacién portal se duplicé

Palabras clave: (p<0.03) (semanas 20-30). En la semana 30: el drea de placa adrtica se quintuplicé (p<0.0001), el

ApoE~ porcentaje de estenosis aument6 (x 2.4, p<0.01), la relacién intima-media se triplicé (p<0.05) con

Aterosclerosis adelgazamiento de la media (-69%, p<0.01). La lesién preaterosclerdtica consistié en acumulacio-

Hipertrigliceridemia nes subendoteliales de células espumosas a diferencia del humano en el que el engrosamiento

Aorta intimal es a expensas de proliferaciéon de células musculares lisas.

Higado Conclusiones: Los ratones ApoE”-desarrollaron hiperglucemia temprana, seguida de dislipide-

mia con predominio de hipertrigliceridemia, y patologia hepética y adrtica. La cinética de los
cambios sugiere que la hipertrigliceridemia, el descenso de HDL y la inflamacién hepatica favo-
recieron la progresién del dafio adrtico. Atin cuando la secuencia de eventos es distinta a la ob-
servada en el humano, este modelo es titil para estudiar mecanismos bioquimicos y moleculares
en aterosclerosis.

Biochemical changes and aortic atherosclerosis in a colony ofapolipoprotein-e defi-
cient mice. A possible model?

ABSTRACT

Keywords: Aim: To evaluate the sequence of biochemical and pathological changes in liver and abdominal
ApoE " aorta in apolipoprotein-E deficient mice (8 weeks old, standard diet) in relation with age.
Atherosclerosis Materials and methods: euthanasia (pentobarbital sodium and phenytoin) was practiced at 16,
Hypertriglyceridemia 20 and 30 weeks of age. Glycemia and the level of total cholesterol and its fractions were bioche-
Aorta mically routinely determined. Sections of the liver and the ascending aorta were dissected and
Liver conventionally processed for morphology and morphometry.

Results: Hyperglycemia was observed at 20 weeks (39%, p<0.02). Hypertriglyceridemia (x2.8,
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p<0.01), an increase in non-HDL cholesterol (71%, p<0.05) and a decrease in HDL cholesterol
(-26%, p<0.05) were found at 30 weeks. Liver inflammation and portal inflammation increased
(4-fold, p<0.01 and 2-fold, p<0.03 respectively) between weeks 20-30. At week 30: aortic plaque
area and the percentage of stenosis increased (respectively 5-fold, p<0.0001 and 2.4-fold, p<0.01)
and the intima-media ratio increased (3-fold, p<0.05) with media thinning (-69 %, p<0.01). Pre-
atherosclerotic lesions consisted of subendothelial clusters of foamy cells in contrast with intimal
thickening due to smooth muscle cell proliferation as typically found in man.

Conclusions: ApoE”~ mice spontaneously developed early hyperglycemia, followed by dyslipi-
demia with hypertriglyceridemia, and hepatic and aortic pathology. The sequence of the changes
suggests that hypertriglyceridemia, decreased levels of HDL and hepatic inflammation favored
aortic damage progression. Otherwise morphologically similar, the sequence of events resulting
in plaque formation is different to that found in man. Bearing this in mind, the ApoE”- mice
model may be used to study the biochemical and molecular events underlying atherosclerosis.

INTRODUCCION

La enfermedad aterosclerdtica estd asociada a una variedad
de factores etiologicos. Se ha demostrado que los factores
genéticos y ambientales, solos o en combinacién con otros,
desempefian un papel importante en la etiologia de la ate-
rosclerosis’. Se ha informado que cuando ciertos animales
con predisposicion genética a la aterosclerosisson alimen-
tados con dietas ricas en grasas, presentan aceleracion de
desarrollo de lesiones vasculares inducidas por la dieta?.
La apolipoproteina E (ApoE) fue descripta por primera
vez como un componente de las lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL)’. La ApoE es un ligando para el recep-
tor de la lipoproteina de baja densidad (LDL) y juega un
papel crucial en la absorcién mediada por receptor, de
todas las particulas de lipoproteinas ricas en triglicéridos
(TG), incluyendo VLDL, quilomicrones y sus remanentes®.
Por lo tanto, la carencia de ApoE ocasiona la acumulacién
plasmatica de los remanentes ricos en colesterol, cuya cir-
culacién prolongada es aterogénica®.La ApoE es sintetizada
principalmente en el higado y los macréfagos. Las eviden-
cias indican que, ademds de sus efectos en la regulacién
de las lipoproteinas plasmaticas, también acttia como un
modulador inmunolégico. Se ha demostrado en estudios in
vitro que la ApoE podria inhibir la proliferacién linfocitaria®
e interferir el proceso de activacién de células Tindirecta-
mente por su influencia en la expresién de IL-2°. Estos datos
sugieren que las apolipoproteinas E podrian regular la ex-
presion de las citoquinas. Sin embargo, no hay estudios en
este sentido a nivel de las citoquinas hepaticas y tampoco
con referencia a la relacion entre disfunciéon del metabolis-
mo lipidico y nivel de citoquinas.

Se considera que los ratones genéticamente deficientes en
apolipoproteina E (ApoE~/") son un modelo para el estudio
de aterosclerosis, ya que el desarrollo de hipertrigliceride-
mia y la aparicién de lesiones arteriales espontaneas repro-
ducen las condiciones propias de la aterosclerosis humana si
bien el inicio del proceso aterogénico es totalmente diferente.
En nuestro Instituto se realizaron diversos estudios en los
que se demostré que la evoluciéon de las lesiones ateroscle-
réticas en los ratones ApoE~- podria estar asociada con la

progresién hacia una forma inflamatoria grave de dafio
hepatico. Se evidenci6 una serie de cambios rapidos yt ran-
sitorios alrededor de las 20 semanas de vida, los cuales po-
drian ser determinantes de la progresién del dafio tisular
en este modelo transgénico experimental’. Asimismo, los
ratones ApoE~- que consumieron bebidas cola endulzadas
artificialmente con edulcorantes no nutritivos (cola “light”
por su bajo aporte calérico) experimentaron alteraciones
no metabdlicas independientemente de la expansion de la
placa aterosclerética. Esto sugeriria que ante la existencia
de predisposicién genética pro-aterogénica, el consumo de
bebidas tipo cola edulcoradas artificialmente podria inten-
sificar las lesiones ateroscleréticas®. Por dltimo, se observo
que el consumo de bebidas cola, independientemente del
contenido de aztcar, acelerd el desarrollo de aterosclerosis
en ratones ApoE”/~ favoreciendo el crecimiento de la placa
adrtica (remodelacion interna) sobre el adelgazamiento
de la capa media. Los efectos del tratamiento con bebidas
cola entre las semanas 8 y 16 del estudio no revirtieron adn
mucho tiempo después de la interrupcién del consumo de
las mismas (semana 30 del estudio). Los datos sugieren que
el consumo sostenido de bebidas cola durante las etapas
tempranas de la vida puede acelerar el agravamiento del
dafio aterosclerdtico en la adultez, en un escenario genética-
mente favorable, tal como ocurre en el caso de los ratones
ApoE- propensos al desarrollo de aterosclerosis’.

El objetivo de este trabajo es identificar, describir y cuanti-
ficar nuestros hallazgos a nivel bioquimico y en ateroscle-
rosis coronaria resultantes del consumo precoz de bebidas
cola en una colonia de ratones ApoE~~. La informacién pro-
cedente representa un aporte y estimulo para el fomento
de nuevas investigaciones que contintien indagando en un
tema tan actual y acuciante a nivel global como la ateroscle-
rosis con datos locales.

METODOS

Declaracién Etica. El experimento fue aprobado por el Co-
mité de cuidados de animales de la Facultad de Medicina
de la UBA (CICUAL) y se realiz6 segtn la guia de investig-
acién de animales ARRIVE™.
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Un lote de cuarenta y dos ratones transgénicos con defi-
ciencia de apolipoproteina E (ApoE~") (C57BL/6], Jackson
Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA) se alimentaron ad [i-
bitumcon comida comercial estindar para roedores (16%-
18% de proteinas, 0.2 g% de sodio, Cooperacién, Buenos Ai-
res, Argentina) y agua. Los animales fueron alojados en un
bioterio a temperatura ambiente controlada y con ciclos de
luz/oscuridad de 12hs. El consumo de alimentos sélidos y
liquidos fue medido 2 veces por semana y el peso corporal
se determiné semanalmente.

Del total de los animales ingresados sélo 30 ratones com-
pletaron el estudio, ya que 12 de ellos murieron repentina-
mente. Se distribuyeron en forma aleatoria grupos de 10 ra-
tones, y posteriormente fueron sacrificados a las 16, 20 y 30
semanas de vida. Cabe mencionar que este tipo de ratones
presenta multiples alteraciones que disminuyen su viabili-
dad, siendo esperable la frecuencia de decesos observada
en nuestro estudio.

Se practicé eutanasia de los animales bajo anestesia con
difenilhidantoina y pentobarbital sédicos (Euthanyl®).
Las muestras de sangre se obtuvieron mediante puncién
ventricular. Se utilizaron kits comerciales de uso rutinario
en el laboratorio experimental. En alicuotas de plasma
se llevé a cabo la determinacién de la concentracién de:
glucosa mediante enzimo-colorimetria (Sigma Chemi-
cal Co., St.Louis,MO, kit #315-100) seguida de espectro-
fotometria, colesterol total (CT) y sus fracciones de alta
densidad (HDL) y baja densidad (no-HDL) por reaccién
enzimatica (Sigma Chemical Co., St.Louis,MO, kit #402-
20) y triglicéridos(Sigma ChemicalCo., St. Louis, MO, kit
#344-20). Las lipoproteinas se separaron por ultracentrifu-
gacion (intervalo de densidad: para HDL1.063 a 1.210g/
ml,HDL>1.63 g/ml) utilizando un rotor TLA-100(Beckman
Instruments, Palo Alto, CA).

Se desecaron secciones de higado, rifiones, corazén y aorta
ascendente. Las muestras se fijaron en formaldehido al 10%
(pH=7.0) a temperatura ambiente durante 24hs como mini-
mo. Luego de la deshidratacion (secuencia de etanol al 50%,
70% y100% en agua), los tejidos se incluyeron en bloques
de parafina. Se obtuvieron 6 secciones adrticas transver-
sales consecutivas (4pum) a nivel de las valvas de la valvula
adrtica a lo largo del seno aértico, las cuales se tifieron con
hematoxilina-eosina, colorante tricrdmico de Heidenhain
(Azan) y orceina para la identificacion de fibras elésticas.
Cada una delas 6 secciones transversales se analizé usando un
programa acoplado a un microscopio NikonEclipseE400 (pro-
grama Image ProPlus para Windows, v3). Se cuantificaron
el drea de placa y los espesores de las capas intima y media.
Se calcul6 la relacion entre el drea de placa y la capa media
(relacion placa/media) para estimar el grado de remodel-
acién arterial™. Se procesaron secciones de higado de 4 pm
para microscopia y se determiné el grado de inflamacién del
parénquima de acuerdo con la escala de esteatohepatitis no
alcoholica (non alcoholic steato hepatitis, NASH)'?, cuya pun-
tuacién va del 0 al 4 e incluye: esteatosis, inflamacion del paré-
nquima, dafio hepatocelular, inflamacién portal y fibrosis.
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FIGURA 1

Bioquimica sanguinea en funcién de la edad de los ani-
males.

Los resultados se expresan como valor promedio + ES.
*p<0.02 vs 16 semanas; ** p<0.01 vs 16 6 20 semanas; #
p<0.05 vs 20 semanas; 9 p<0.05 vs 16 semanas.

Analisis estadistico

Los datos fueron sometidos al andlisis multivariado de la
varianza (MANOVA) basado en un disefio factorial (pro-
grama SPSS™ version 17.0). Fsto permitié identificarlas
principales fuentes posibles de variacién de los valores, i.e.:
el tratamiento y la edad. Finalmente, la prueba de Dunnett
permiti6 evaluar las diferencias entre grupos experimen-
tales a distintos tiempos durante el curso del estudio. Se
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FIGURA 2.

Patologia hepatica (A) y adrtica (B) en funcién de la edad
de los animales.

Columnas: blanco (16 semanas), rayado diagonal (20 sema-
nas), negro (30 semanas). Los resultados se expresan como
valor promedio * ES; (A) *p<0.03, ** p<0.01 vs 16 6 20 sema-
nas; (B) # p<0.05 vs 16 semanas,* p<0.01 vs 16 6 20 semanas,
** p<0.01 vs 16 semanas, ***p<0.0001 vs 16 6 20 semanas.

confirmé la existencia de cambios significativos cuando
la probabilidad de obtener un resultado falso positivo fue
menor al 5% y se adopté convencionalmente una p<0.05
(error de tipo I, falso positivo: aceptar la hipétesis alterna-
tiva cuando la hipétesis nula es verdadera).

RESULTADOS

El peso corporal y la ingesta nutricional de los ratones
ApoE” no se modificaron a lo largo del estudio (Tablal).
Los decesos observados a distintos tiempos (12 animales
de un total de 42 animales ingresados al inicio) serian atri-
buibles a las lesiones ateroscleréticas coronarias avanzadas

TABLA 1.
Peso corporal de los ratones ApoE”" y consumo diario de
liquido y sélido.

Edad (semanas) 16 20 30
Peso corporal (g) 26,40 +3,01 26,73 +341 26,31 +3,63
Ingesta solida (g)  3,08+0.23 3,56 +0.33 3,52 +0.22
Ingestaliquida 21 113 4752100 4742195
(mL)

Ingesta sélida/

peso corporal 0,13 +0,01 0,13 +0,01 0,13 £ 0,01
(8/8)

Ingesta liquida/

peso corporal 0,18 = 0,06 0,18 = 0,05 0,18 = 0,01

(mL/g)

Los resultados estdn expresados como valor promedio + ES de 10
animales por grupo.

como las descriptas en los exdmenes histolégicos. En efecto,
los animales muertos mostraron lesiones de gravedad.
Bioquimica Sanguinea

El tiempo de vida fue un factor de variacién en los niveles
plasmaticos de glucosa (FMO: 3.55, p<0.05), triglicéridos
(TG) (F, .= 4.86, p<0.02), no-HDL (F, , = 3.75, p<0.04), coles-
terol total (CT) (F, ;= 3.52, p<0.05) y la fraccién HDL (F,,=
3.61, p<0.05). La glucemia aumento a las 20 semanas (39%,
p<0.02 vs16 semanas) seguida por un aumento en el nivel
de TG (2.8 veces vs 16 semanas 6 20 semanas, p<0.01), la
fraccién no-HDL (71% vs 16 semanas, p<0.02; 62% vs 20 se-
manas, p<0.05) y CT (46% vs 16 semanas, p<0.05) y una dis-
minucién en la fraccién HDL (-26% vs 16 semanas, p<0.05)
a las 30 semanas (Figura 1).

Patologia hepatica y aértica

La edad de los animales fue un factor de variacion deter-
minante en la inflamacién del parénquima hepético (F, , =
8.38, p <0.002), el grado de inflamacién portal (FZ, 0=042,p
<0.007), el espesor de la capa intima (F, ,= 3.51, p <0.05), el
5 20= 6.90, p <0.005), la relacién
=6.18, p<0.008), el area de la placa aér-

espesor de la capa media (F
intima/media (F, ,,
tica (F, ,,= 8,68, p <0.002) y el porcentaje de estenosis (F
=4.69, p <0.02).

La inflamacién del parénquima hepatico aument6 4 veces

2,20

(p<0.01) y el grado de inflamacién portal se duplicé (p
<0.03) entre las 20 y 30 semanas (Figura 2A). A las 30 sema-
nas: el drea de la placa adrtica se quintuplicé (p<0.0001), el
porcentaje de estenosis aumenté 2.4 veces (p<0.01), la rel-
acién de la intima-media se triplicé (p<0.05) y el espesor de
la capa media se redujo (-50% vs 20 semanas, p<0.01;-69%
vs 16 semanas, p<0.01) (Figura 2B).

El espesor de la capa media de la aorta disminuy6 expo-
nencialmente con el aumento del 4rea de placa (81% de la
varianza explicada, p<0.001) (Figura 2B superior).
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FIGURA 3.
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Desarrollo y evolucion de alteraciones morfoldgicas durante el estudio.

Figura 3A (semana 16): pequertios focos de macréfagos espumosos agrupados.

Figura 3B (semana 20): mayor cantidad de focos de macréfagos espumosos agrupados cubiertos por una capa fibrosa
delgada con reduccién parcial del calibre adrtico y ldmina eléstica interna estructuralmente conservada.

Figura 3C (semana 30): xantomas necréticos extensos acelulares representados por nédulos fibrolipidicos fragmentando
las laminas elasticas interna y externa que presentan discontinuidades.

Descripcién de las alteraciones morfolégicas.

Se observaron pequefios grupos focales de macréfagos
espumosos durante la semana 16 (Figura 3A), siendo mas
numerosos a las 20 semanas, momento en el cual se encon-
traban cubiertos por una capa fibrosa delgada que ocluia
parcialmente la luz adrtica. Se observé indemnidad de la
lamina eléstica interna (Figura 3B). En la semana 30 se ob-
servaron extensos xantomas necréticos acelulares represen-
tados por nédulos fibrolipidicos, los cuales fragmentaban a
las laminas elésticas interna y externa las que se mostraban
discontinuas (Figura 3C).

DISCUSION

De acuerdo con lo esperado en base a la bibliografia exis-
tente para este modelo transgénico, los ratones ApoE~- de-
sarrollaron extensas lesiones ateroscleréticas a lo largo del
estudio. Lo destacable y caracteristico de este modelo es que
las lesiones se observaron en los ratones jévenes a nivel de
seno adrtico y su distribucién y tamario fueron aumentando
en funcién de la edad. Los macréfagos (Mo) participaron
desde el inicio en el proceso patolégico a nivel de la capa in-
tima y no se detect6 actividad proliferativa de los miocitos.
Nuestros resultados concuerdan con lo sugerido por otros
autores con referencia a que el aumento en la poblaciéon de
macréfagos en la placa aterosclerdtica de los ratones ApoE/-
actuaria favoreciendo la disfuncién endotelial descripta en
este modelo’ 31,

No se observé fluctuacién en el peso corporal de los ratones
ApoE”-a lo largo del periodo de estudio. En el curso del
mismo, la frecuencia de muerte fue de 29%, andlogamente
a lo descripto en la literatura®.

La disfuncién endotelial se ha observado en diferentes
lechos vasculares en ratones ApoE”/° y se sabe que las di-
etas con alto contenido de hidratos de carbono causan dete-
rioro de la funcién endotelial en este modelo.

La hiperglucemia estd asociada al aumento del riesgo de
enfermedad aterosclerdtica si bien la inversa no esta con-
firmada, i.e.: que la aterosclerosis predisponga al desarrollo
de hiperglucemia®. En este estudio se observé que la glu-
cemia plasmatica aumento a partir de la semana 20 en los
ratones ApoE”/~ susceptibles a la aterosclerosis que fueron
alimentados con comida estandar (i.e.: con contenido graso
y glicido normal). Un trabajo reciente demostré que estos
ratones desarrollaron hiperglucemia comparados con los
ratones ApoE”/- BALB (cepa contraparte murina resistente a
la aterosclerosis) si bien ambos tipos de ratones fueron ali-
mentados con comida estandar. Esto se debi6 a la ausencia
de la segunda fase de secrecién de insulina y la disminucién
de la masa celular beta encontrada en los ratones ApoE~/-".
Nuestros hallazgos sugerirfan que la predisposicién gené-
tica a la aterosclerosis favoreceria a su vez el desarrollo de
hiperglucemia. Un estudio informé por el contrario, una dis-
minucion inexplicable en la glucemia en ratones ApoE~/""° sin
hallarse asociacion directa entre la hiperglucemia y el dafio
adrtico. Sin embargo, otros autores demostraron que los ra-
tones ApoE”~ desarrollan hiperglucemias relacionadas con
dafio carotideo™.

La hipertrigliceridemia secundaria a hiperglucemia es resul-
tado de la esteatosis hepéatica’. Una interaccion compleja de
interrelaciones celulares mediadas por factores quimiotéc-
ticos, citoquinas proinflamatorias y moléculas reguladoras
del crecimiento, participan tanto en la aterogénesis como
en la inflamacién del higado® ?!. El conocimiento del curso
temporal de los mediadores quimicos de la inflamacién re-
lacionados con la aterosclerosis podria ayudar a identificar
a los candidatos principales responsables de la evolucién
de la aterosclerosis en este modelo experimental.

La remodelacién patolégica de la pared adrtica result6 en
adelgazamiento exponencial de la capa media en respuesta
al crecimiento de la placa.
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Los cambios histopatolégicos asociados con alteraciones
metabdlicas se expresaron entre las 20 y 30 semanas del es-
tudio. Los cambios producidos en este intervalo de tiempo
serian cruciales para determinar la progresién del dafio tisu-
lar en este modelo de aterosclerosis. Es importante enfatizar
que la secuencia de formacion de las lesiones ateroscleréticas es
diferente a la observada en el ser humano. Los ratones ApoE-
/-desarrollan aglomeraciones subendoteliales de macréfagos
cargados de lipidos (células espumosas) mientras que en el
ser humano los engrosamientos intimales pre-ateroscleréti-
cos resultan de la proliferacién inicial de células musculares
lisas y posteriormente aparecen los macréfagos cargados de
lipidos™#? que luego conducen a la formacién de la placa.
Teniendo en cuenta estas diferencias, el modelo experimen-
tal de ratones ApoE~-resulta ttil para estudiar mecanismos
bioquimicos y moleculares en la placa constituida.

CONCLUSIONES

Los ratones ApoE~-jovenes alimentados con una dieta de
composicién normal en cuanto a contenido caldrico, lipidi-
co y de carbohidratos, desarrollaron espontaneamente hip-
erglucemia temprana y sostenida, seguida de dislipidemia
con predomino de hipertrigliceridemia, y patologia hepati-
ca y adrtica. La cinética de los cambios sugiere que la hip-
ertrigliceridemia contribuy¢ indirectamente a la progresién
del dafio aértico, favorecido a su vez por el descenso en
los niveles de HDL, probablemente a través de mediad-
ores liberados en relacion con la inflamacién hepatica. La
inflamacién del higado se relacioné con la expansién de la
placa adrtica como resultado del proceso de envejecimiento.
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