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RESUMEN

ZUNIGA PIMENTEL TANIA ALEJANDRA. Comparacién de la presion arterial en
las diferentes etapas del ciclo estral en ratas hembra SHR (Spontaneously
Hypertensive Rat) y su control normotenso WKY (Wistar Kyoto) (bajo la direccion
de la MVZ Claudia Verdnica Rivera Cerecedo y la M en IBB Gabriela Xochitl Ayala

Méndez).

Debido a la poca informacion reportada en ratas hembra de las cepas SHR vy
WKY; y a la importancia que tiene trabajar con ellas para estudios de la
hipertension en mujeres, resulta fundamental conocer el comportamiento de los
valores de la presién arterial (PA) en las distintas etapas que conforman el ciclo
estral. Algunas investigaciones muestran que la PA es mayor en los varones en

comparacion con mujeres premenopausicas en edades similares.

Este trabajo aporta valores de PA de nueve ratas WKY vy diez ratas SHR, que
contribuyen al entendimiento del comportamiento de la PA durante el ciclo estral
en hembras de estas cepas. Los resultados muestran que existen diferencias
estadisticas significativas en la PA durante el estro y el diestro en las ratas WKY,

en cambio en las SHR no se encontraron diferencias en las etapas del ciclo estral.

Por otra parte, se muestran los cortes histolégicos tefiidos con Hematoxilina-

Eosina de corazon, arteria aorta, rindn, higado y glandulas adrenales de dos ratas
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SHR y una WKY. A la observacién se encontré un incremento en el espacio de
filtracion del glomérulo renal y un ligero engrosamiento de la arteria aorta de la
rata SHR adulta. Los 6rganos muestreados de las otras dos ratas no mostraron

cambios relevantes.



Comparacioén de la presion arterial en las diferentes etapas del
ciclo estral en ratas hembra SHR (Spontaneously Hypertensive

Rat) y su control normotenso WKY (Wistar Kyoto).

INTRODUCCION

La hipertension arterial

La hipertensién arterial (HTA) es un problema mundial de salud publica. Esta
contribuye al padecimiento de cardiopatias, accidentes cerebrovasculares e

insuficiencia renal; y a la mortalidad y discapacidad prematura (OMS 2013).

Fisiopatologia de la hipertension arterial

La hipertension arterial es una enfermedad crénica, caracterizada por un
incremento continuo de las cifras de la presién sanguinea en las arterias, que
conlleva a una serie de alteraciones metabdlicas, ya que incide directamente
sobre diferentes 6rganos, induciendo en ellos alteraciones patolégicas. Dentro de
ellas, el compromiso sobre el corazéon (musculo cardiaco, vasculatura y tejido
conectivo) se traduce en diferentes estadios que van desde la hipertrofia

ventricular hasta la insuficiencia cardiaca (Farias, et al. 2003).

Esta enfermedad se caracteriza por la existencia de una disfuncion endotelial, con

ruptura del equilibrio entre los factores relajantes del vaso sanguineo (6xido
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nitrico-NO, factor hiperpolarizante del endotelio-EDHF) y los factores

vasoconstrictores (principalmente endotelinas) (Wagner, et al. 2010).

La HTA es el resultado de un proceso en el que intervienen dos tipos de factores:
los que inician los cambios en los valores de la PA, o inductores, y los que

determinan la elevacion de la PA, o efectores (Cuadro 1) (Diez, et al. 2001).

Factores inductores de la hipertension arterial

Genes

La gran mayoria de las enfermedades en humanos tienen una base genética, pero
aun dentro de una misma enfermedad hay variaciones, debido a que existe mas
de un gen implicado en su desarrollo (origen poligenético) o que la mutacién de un
solo gen origine la enfermedad (Diez, et al. 2001). Estudios familiares sugieren
que el riesgo genético justifica entre el 30-40% de la variacién de la PA entre

individuos (Pamies, et al. 2003).

Los genes identificados se pueden clasificar en tres grupos: a) los que codifican
enzimas implicadas en la sintesis de sustancias vasoactivas; como es el Gen de la
Sintetasa de 6xido nitrico endotelial (eNOS); b) los que codifican receptores para
sustancias vasoactivas, hormonas del metabolismo con propiedades vasoactivas y
proteinas de sefal acopladas a receptores, como son el Gen del receptor
adrenérgico 1A y los que codifican para receptores de las hormonas del Sistema
Renina-Angiotensina-Aldosterona; c) los que codifican péptidos o proteinas con

funciones diversas en la regulacion de la homeostasis cardiovascular (precursores
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de sustancias vasoactivas propiamente dichas, proteinas implicadas en la
reabsorcion renal de sodio, factores de crecimiento con propiedades vasoactivas y
proteinas de transporte de lipidos con actividad vascular), como ejemplos estan el
Gen del canal epitelial de sodio y el Gen del Péptido Natriurético Atrial (PNA)

(Diez, et al. 2001, Pamies, et al. 2003).

Factores ligados al propio individuo

También llamados enddgenos, entre estos factores cabe sefalar la raza negra,
edad avanzada, el sexo masculino, estado hormonal (menopausia, resistencia a la
insulina), obesidad y la dislipidemia. Entre estos destacan los habitos alimenticios
(elevada ingestidn de sal y/o alcohol, baja ingestion de potasio y/o calcio), factores
psicosociales (estrés) y factores relacionados con el grado de actividad fisica

(sedentarismo) (Diez, et al. 2001).

Factores ambientales

Los factores ambientales se reconocen como agentes hipertensivos, es decir, que
cuando se encuentran en un individuo con alguna variante genética facilitan la
elevacion de la presiéon arterial (PA) y el desarrollo de hipertension (Diez, et al.

2001).

Entre los factores hipertensivos que dependen del medio, o exdgenos, cabe
sefalar el lugar geografico (la hipertension es mas prevalente en lugares de
altitudes elevadas, incluso dentro de un mismo pais) y el nivel sociocultural (que
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se relaciona inversamente con la prevalencia y la morbimortalidad de la

hipertension) (Diez, et al. 2001).

Factores efectores de la hipertension arterial

Fenotipos intermedios

Entre los factores reguladores intermedios de la presion arterial, destaca el
equilibrio entre sustancias vasoconstrictoras y vasodilatadoras de origen
endotelial, el control renal del volumen del liquido extracelular, el sistema nervioso

simpatico, la contractilidad del miocardio, y la estructura de la propia pared arterial.

En la patogenia de la HTA es necesario reconocer los siguientes fenotipos
intermedios: disfuncion endotelial con predominio de las sustancias
vasoconstrictoras sobre las vasodilatadoras y una implicacion relevante de las
especies reactivas del oxigeno, retencion renal de sal y agua propiciando la
expansion del volumen del liquido extracelular, hiperactividad simpatica,
hipercontractilidad cardiaca y alteraciones estructurales de la pared arterial (Diez,

et al. 2001).

Fenotipos finales

Los dos factores reguladores finales de la PA son el gasto cardiaco (GC) y la
resistencia periférica total (RPT). Por tanto, en el proceso hipertensivo, los
fenotipos finales resultantes son el incremento del GC y la elevacién de la RPT. En
estudios hemodinamicos efectuados por el grupo de Lund-Johanssen en amplios

grupos de poblacidon seguidos durante varias décadas, se ha comprobado que en
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la HTA existe una evolucion cronoldgica de ambos fenotipos, de tal manera que en
las fases iniciales del proceso es mas importante el incremento del GC que el de
la RPT, mientras que en las fases avanzadas sucede lo contrario (Lund, et al.
1995). Existen estudios que emplean estimulos como el ejercicio para investigar la
respuesta dinamica del GC y de la RPT ante diferentes estimulos, como medio
para establecer la inestabilidad de la hemodinamica sistémica y los posibles
factores implicados en ello. En los sujetos normotensos el ejercicio se acompana
del aumento del GC y descenso de la RPT. En los sujetos con HTA ya
diagnosticada, la respuesta al ejercicio se caracteriza por un incremento
supranormal del GC y un descenso de la RPT. Un patron similar de respuesta,
aunque cuantitativamente menos intenso, se observa en los sujetos nhormotensos
con antecedentes familiares de HTA, lo que refuerza el papel del genoma en el

desarrollo y establecimiento de la HTA (Diez, et al. 2001).

Factores Factores

genéticos ambientales

Alteraciones de los mecanismos

reguladores de la presion arterial

Aumento del gasto cardiaco

v

Elevacion de las resistencias periféricas

v

Establecimiento de la hipertensién

Cuadro 1. Secuencia de acontecimientos que participan en el desarrollo de la hipertension arterial.
Modificado de Diez J. Lahera V. 2001.
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Leqislacion en México

La Norma Oficial Mexicana 030-SSA2-2009 (NOM-030-SSA2-2009) tiene por
objetivo establecer los procedimientos para la prevencion, deteccién, diagnostico,
tratamiento y seguimiento del paciente, para el control de la hipertension arterial
sistémica y con ello evitar sus complicaciones a largo plazo. De acuerdo a esta

norma la HTA se clasifica por cifras como lo muestra el Cuadro 2.

Categoria Presion Arterial Presion Arterial
Sistolica (mmHQ) Diastélica (mmHg)

Optima <120 <80
Presion arterial normal 120a 129 80 a 84
Presion arterial fronteriza 130 a 139 85-89
Hipertension 1 140 a 159 90 a 99
Hipertension 2 160 a 179 100 a 109
Hipertension 3 2180 2110
Hipertension sistdlica 2140 <90
aislada

Cuadro 2. Clasificacion de la hipertension arterial conforme a lo establecido en la NOM-030-SSA-
20089.




Situacion Nacional

La HTA es uno de los principales factores de riesgo para padecer enfermedad
cardiovascular, cerebrovascular y falla renal, que son importantes causas de
mortalidad en México. En tan solo 6 anos, entre el 2000 y 2006, la prevalencia de
HTA incrementd 19.7% hasta afectar a 1 de cada 3 adultos mexicanos (31.6%)

(ENSANUT 2012).

De acuerdo con el monitoreo realizado por la ENSANUT, la prevalencia actual de
HTA en México es de 31.5%; es mas alta en adultos con obesidad (42.3%) y en
adultos con diabetes (65.6%). Ademas, se pudo observar que del 100% de adultos
hipertensos 47.3% desconocia que padecia HTA. La prevalencia en los grupos de
mayor y menor edad muestra diferencias; la prevalencia de la HTA fue 4.6 veces
mas baja en el grupo de 20 a 29 afos de edad que en el grupo de 70-79 afios

(Fig. 1) (ENSANUT 2012).

Situacion Mundial

En el mundo, las enfermedades cardiovasculares son responsables de
aproximadamente 17 millones de muertes por afo. Entre ellas, las complicaciones
de la hipertension causan anualmente 9.4 millones de muertes. La hipertensién es
la causa de por lo menos el 45% de las muertes por cardiopatias, y el 51% de las
muertes por accidente cerebrovascular. En 2008, en el mundo se habian
diagnosticado con hipertensién aproximadamente el 40% de los adultos mayores

de 25 anos; el numero de personas afectadas aumenté de 600 millones en 1980 a



1000 millones en 2008. La maxima prevalencia de hipertension se registra en la
Regioén de Africa, con un 46% de los adultos mayores de 25 afios, mientras que la
mas baja se encuentra en la Region de las Américas, con un 35%. En general la
prevalencia de la hipertension es menor en los paises de ingresos elevados que

en los paises de otros grupos de ingresos (Fig. 2) (OMS 2013).

Figura 1. Prevalencia de hipertension arterial estratificando por grupos de edad. ENSANUT 2012

70 Hombres [l
Mujeres [l
A0 Ambossexos [l

AFR: Regitn de Africa

AMR: Regitnde |3 Américas

EMR: Regitn del Mediterraneo Oriental
ELR: Regidn de Europa

SEAR: Region de Asia Sudoriental
WPR: Region del Pacifico Orridantal

AFR AMR EMR EUR SEAR WPR Ingresos Ingresos Ingresos Ingresos
bajos medianos medianos elevados

bajos altos

Figura 2. Prevalencia de la hipertension, normalizada por edades, en adultos de 25 afios 0 mas por
region de la OMS y categoria de ingresos segun el Banco Mundial; estimaciones comparables,
2008. Informe sobre la situacion mundial de las enfermedades no transmisibles, 2010. OMS 2011.
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Modelos empleados para el estudio de la hipertensién arterial

Con el objetivo de encontrar posibles mecanismos y nuevos farmacos para
prevenir y controlar esta patologia, se han desarrollado estrategias experimentales
de hipertension inducida en ratas, utilizando modelos animales como son:
inhibiciéon de la produccion de 6xido nitrico (Meirelles, et al. 2011), administracién
de dietas altas en sal en ratas Sprague Dawley (Rojas, et al. 2006, Dornas, et al.
2011), oclusion de la arteria renal (Waynforth, et al. 1992), entre otros. Ademas, se
han disefiado modelos genéticos, como la rata espontaneamente hipertensa
(SHR), siendo este uno de los mas utilizados y consolidados para el estudio de la

fisiopatologia de la hipertension arterial humana (Galvez, et al. 2007).

El cuadro de hipertension de la SHR presenta varias similitudes con la
hipertension arterial humana, como el incremento de la resistencia total periférica
sin una expansion de volumen sanguineo y una respuesta similar al tratamiento
farmacolégico. Estudios realizados in vivo han mostrado que, en las primeras
fases de la hipertension, esta cepa presenta un incremento del gasto cardiaco sin
cambios en la resistencia periférica y cuando el padecimiento progresa a una
situacion de hipertension establecida, el gasto cardiaco retorna a valores normales
incrementandose la resistencia periférica total, de forma similar a lo que sucede en

el ser humano (Galvez, et al. 2007).

En dicha cepa sigue la misma progresion que en los pacientes humanos
hipertensos, con una fase de prehipertension seguida por una fase de desarrollo y

un periodo donde la hipertension esta establecida, la hipertension se desarrolla
11



mas rapidamente en la rata macho que en hembras llegando a ser también mas

severa en ellos (Marin, et al. 2011).

Las ratas SHR como modelo de hipertensién arterial y su control

normotenso WKY

Las ratas SHR se descubrieron en 1963, en la Universidad de Kyoto, por Okamoto
y Aoki, cuando en una colonia de ratas Wistar encontraron a un macho con
presion sistolica entre 145-175 mmHg y una hembra con presion de entre 130-140
mmHg; fueron seleccionados para apareamiento, la descendencia fue
monitoreada y apareada entre hermanos que presentaron de manera sostenida la
presion arterial elevada hasta la sexta generacion, en la cual se obtuvo una
meseta en los valores de la presion arterial por encima de 150 mmHg. La cepa fue

obtenida en octubre de 1969 (Marin, et al. 2011).

La cepa WKY se establecido en 1971 como control normotenso. Se desarrollé a

partir de una colonia Wistar Kyoto mediante apareamientos entre hermanos.

En cuanto a las caracteristicas de la cepa SHR, son ratas albinas, endogamicas, a
partir de la cuarta a sexta semana de edad la presion arterial sistolica se
incrementa (Rojas, et al.2006, Dickhout, et al. 2007); a partir de la semana 10 de
edad dicha presion esta por encima de 150 mmHg y es mas severa en machos
que en hembras. La hipertension alcanza valores maximos (arriba de 180 mmHg)

y se estabiliza entre las 16-20 semanas de edad (McGuire, et al. 1985).
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En la hipertensién arterial humana se puede presentar hipertrofia cardiaca, infartos
cerebrales e insuficiencia renal, en el caso de las ratas SHR entre los 6 y 24

meses de edad se llega a observar hipertrofia cardiaca (Rojas, et al.2006).
El monitoreo de la presién arterial por método no invasivo

Una forma confiable de obtener diversos parametros fisiolégicos en animales de
experimentacién, como la presion arterial, es mediante métodos directos. Sin
embargo, estos métodos ofrecen desventajas como son: la utilizacion de
anestésicos o tranquilizantes que pueden alterar dichos valores, la manipulacion
puede ser traumatica para el animal y generarle estrés que modifica los valores
reales de la PA, y potencialmente pueden causarles infecciones. Ademas, los
catéteres pueden danarse y no permitir un adecuado monitoreo de la PA (Van, et

al. 2000).

Estas desventajas pueden eliminarse mediante un método de medicidén de presion
arterial no invasivo, ya que permite monitorear y obtener las lecturas de este
parametro fisioldgico, sin la necesidad de utilizar anestésicos o tranquilizantes que
alteren los valores. Esto ofrece una gran ventaja para los estudios crénicos que
requieren de diversas intervenciones experimentales en el tiempo que ameritan la

sobrevivencia del animal de experimentacion (Van, et al. 2000).

Los métodos no invasivos comerciales funcionan colocando un manguito

esfingomandmetro en combinacién con un sensor de flujo sanguineo o de pulso
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en la cola de la rata o ratén. En esta tesis, se empled el equipo Panlab de Harvard
Apparatus®. El equipo cuenta con un manguito o brazalete, que sirve para ocluir el
paso de sangre, asi como un transductor que sirve para seguir la evolucion del
pulso durante la mediciéon. Hablamos de presion indirecta porque el valor de la
presion arterial no se mide directamente dentro de la arteria sino se monitorea
indirectamente en arterias periféricas a partir de la presion sistélica y la presion
diastdlica obtenidas gracias a la utilizacidn del manguito y del transductor. Una vez
obtenidos los valores de la presion sistdlica (PS) y diastdlica (PD), el sistema
calcula automaticamente la presion arterial media mientras el brazalete se acaba
de desinflar para la préxima evaluacién. El valor de la presion media (PAM) se
calcula utilizando la formula siguiente: PAM=PD +0.33(PS -PD). (Manual LE 5002
Pb Panlab). Para este fin, es necesario un calentamiento previo del animal que
consiste en colocar a las ratas en cajas individuales de policarbonato con viruta
sobre una almohadilla térmica durante 30-45 minutos a 38°C, para generar una

vasodilatacién periférica que facilite una sefal 6ptima para la deteccion del pulso.

Relevancia de la relacion entre la hipertension arterial y el ciclo

estral en las hembras SHR

Los valores de la PA entre machos y hembras son diferentes. En estudios de
presion arterial ambulatoria en humanos, se ha descrito que la PA en los varones
es mayor que en las mujeres de la misma edad (Khoury, et al. 1992) debido en

gran parte a las hormonas sexuales. La interaccion entre las hormonas ovaricas y
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la hipertensidén es compleja, y existen algunos estudios encaminados a investigar
los posibles efectos protectores de los estrégenos en la hipertension. En las ratas
macho SHR, la presién arterial media es mayor que la de las hembras (Pfeffer M,
et al. 1977, Sullivan, et al. 2007) y se ha reportado que la gonadectomia reduce
significativamente la PA en machos, mientras que en hembras no se han
reportado cambios significativos de la PA con relacién a ratas controles cuando las
mediciones se realizan entre 3-8 semanas posteriores a la ovariectomia
(Reckelhoff, et al. 2003). Existen reportes de que el aumento en la edad y la
pérdida natural de los estrégenos, influyen en el incremento de la PA en las ratas
hembra (Fortepiani, et al. 2003, Goldman, et al. 1977), ya que, con el
envejecimiento, la disminucion en la concentracion de estrogenos en sangre va
acompanado de un incremento en la PA lo que aumenta el riesgo de padecer
hipertension durante la menopausia, sugieriendo un papel protector del estradiol
(Barton y Meyer, et al. 2009). En varios modelos de ratas ovariectomizadas se ha
demostrado que la terapia de reemplazo con estrogenos ofrece multiples
beneficios sobre el sistema vascular, como es la disminucion de la PA en ratas, la
reduccion del estrés oxidativo y la prevencién de la disfuncion endotelial

(Hernandez, et al. 2000, Morimoto, et al. 2004, Xu, et al. 2008).

La mayoria de los estudios sobre hipertension en hembras son realizados en ratas
ovariectomizadas, por lo que existen pocos reportes descriptivos en relaciéon con
los valores de la presion arterial en las diferentes fases del ciclo estral de la rata

(lams, et al. 1979).
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De aqui la importancia de realizar este tipo de estudios de fisiologia basica en las
hembras SHR, ya que hasta el momento no existen reportes de los valores de su

presion arterial, tomando en cuenta el ciclo estral.

El ciclo estral de los roedores

La rata es un mamifero poliéstrico continuo con ovulacién espontanea, que
alcanza la pubertad entre los 33 y los 42 dias de edad, cuando tiene un peso

aproximado de 100 g.

Al ciclo reproductivo de los roedores hembra se le conoce como ciclo estral y
generalmente tiene una duracion de 4 a 5 dias. Este ciclo se divide tipicamente en
4 etapas: diestro, proestro, estro y metaestro, también Illamado diestro 1

(Goldman, et al. 2007).

Reqgulacion hormonal del ciclo estral

Al igual que en otras especies de mamiferos, el ciclo estral en la rata esta
regulado por la interaccién de varias estructuras, entre ellos el eje hipotalamo-

hipdfisis, el ovario y el utero (Galina, et al. 2008).

La hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) es un péptido hipotalamico que
regula la liberacion de la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona
luteinizante (LH). Las células neurosecretoras que sintetizan GnRH se localizan en
el hipotalamo, y forman parte de los nucleos arcuato, periventricular, ventromedial

y el area preédptica hipotalamica. La GnRH es transportada por los axones de
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estas células hacia la region basal del hipotalamo, llamada eminencia media en
donde se origina el llamado sistema porta-hipotdlamo-hipofisiario que contiene
capilares sanguineos, penetra en un plexo primario de capilares fenestrados y
después pasa a un segundo plexo capilar localizado en la parte distal pasando por
el tallo infundibular, para llegar finalmente a la hipdfisis anterior 6 adenohipofisis,
donde estimula la secrecion de las hormonas FSH y LH en las células
gonadotroficas (Prieto-Gomez, et al. 2002). El sistema porta-hipotalamo-
hipofisiario es una regién especializada del aparato circulatorio formada por dos
grupos de capilares directamente conectados por un conjunto de vasos en donde
la concentracion de las hormonas liberadas permanece constante, mientras

alcanzan su blanco (Fig. 3) (Berne y Levy, et al. 2012).

Figura 3. El eje neuro-endocrino y el sistema porta Hipotalamico —Hipofisiario. Berne y Levy. 2012.
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La secrecion de LH y FSH hacia el torrente sanguineo es pulsatil, con picos de
concentracion que estimulan en las células ovaricas la secrecion de estrégenos y
progestinas. La FSH promueve el crecimiento folicular y la produccién del
estrogeno estradiol que estimula el crecimiento y la maduracion del endometrio.
La LH induce la liberacion de citocinas y de enzimas hidroliticas de las células de
la granulosa, para el rompimiento de la pared del foliculo dentro del ovario
(ovulacién) y posteriormente esta hormona promueve la formacién del cuerpo
luteo, asi como la produccion de progesterona. La secrecion del estradiol de los
foliculos ovaricos, junto con la secrecion de progesterona del cuerpo luteo tiene un
importante efecto inhibidor sobre la secrecion de LH. Asi como la inhibina, la cual
es secretada por las células de la granulosa de los foliculos ovaricos que, junto

con el estradiol, inhiben la secrecién de FSH (Esquema 1).

Desde el punto de vista endocrinoldgico el ciclo estral consta de dos fases: la fase
folicular y la fase lutea. La fase folicular inicia con la regresion del cuerpo luteo
y finaliza con la ovulacién. Durante esta fase ocurre la maduracién folicular y la
hormona dominante es el estradiol, esta fase comprende las etapas de proestro y
estro. La fase llUtea, donde la estructura predominante es el cuerpo luteo y la
hormona principal es la progesterona, comprende las etapas de metaestro y

diestro (Fig. 4).

En las hembras no gestantes, la regresion del cuerpo luteo esta mediada por la
secrecion de prostaglandina F2a, metabolito producido por el endometrio que

provoca la involucién de dicha estructura, justo en esta etapa inicia el proestro. La
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secrecion de FSH y LH incrementa con la desaparicion del cuerpo luteo, y
estimula el crecimiento folicular, lo cual produce un aumento de la secrecion de
estrégenos que induce el deseo de apareamiento y finalmente el inicio de la etapa
de estro o fase de celo, que es un periodo de alta actividad y receptividad sexual
que puede durar entre 12 a 24 h. El incremento de la LH es posterior a la aparicion
de las senales del celo, se produce la ovulacion multiple y espontanea e inicia el
metaestro. En esta etapa, la concentracion de estrogenos decrece e inicia la
formacion de cuerpos luteos, lo que promueve la sintesis de progesterona, que
indica el inicio de la fase lutea (en la etapa de diestro). Si no hay concepcién, se
produce la regresion del cuerpo luteo, ocasionando que los niveles de
progesterona decrezcan. El descenso en la concentracidon de progesterona,
aunado a la baja concentracion de estradiol, favorece nuevamente la secrecion de
GnRH por parte del hipotalamo, la que a su vez estimula en la hipdfisis anterior la
liberacién de FSH y LH iniciando nuevamente la etapa de proestro.

Si la hembra queda gestante, el cuerpo luteo se mantiene, asi como las
concentraciones elevadas de progesterona y se inhibe la aparicion de un nuevo

ciclo estral (Lucy, et al. 2006, Rippe, et al. 2009).

La adenohipdfisis también secreta prolactina en las células llamadas lactotropos
que juegan un papel importante durante la lactancia y la actividad del cuerpo luteo
en algunas especies. La concentracion sérica basal de la prolactina aumenta con

la duracion de la luz del dia (fotoperiodo), y por accién de los estrogenos.
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Esquema 1. Interacciones hormonales del eje Hipotalamo-Hipdfisis-Ovario. Rippe 2009.

El fotoperiodo tiene una fuerte influencia sobre la actividad del eje hipotalamo-
hipdfisis-gonadal, el pico de GnRH/LH estd estrechamente ligado al reloj
circadiano. El pico de LH ocurre en la tarde si la hembra tiene un nivel elevado de
estrégenos en ese momento. Cuando las ratas se encuentran constantemente en
la oscuridad presentan un ciclo estral con duracion de 4 a 5 dias, probablemente
por la sincronizacion de LH que es controlada por el ciclo circadiano generado en

el nucleo supraquiasmatico (Krinke, et al. 2003).
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Figura 4. El ciclo estral y su relacion con las hormonas sexuales. Senger. 1999.

Citologia vaginal en las etapas del ciclo estral

Las etapas del ciclo estral en la rata y raton se determinan por medio de citologia
vaginal, donde se observan los cambios dinamicos en la densidad de diferentes
poblaciones celulares a lo largo del ciclo, que reflejan diferencias en los niveles de
estradiol y progesterona secretados por los foliculos ovaricos, lo cual hace de la
rata un buen modelo experimental para el estudio de la fisiologia de los ciclos

reproductivos (Fig. 5y 6) (Cora, et al. 2015).

Etapas del ciclo estral

El proestro es una etapa de corta duracion, la cual es identificada por la presencia
de células epiteliales nucleadas pequenas, redondas y de apariencia uniforme. En

algunas ocasiones se pueden observar neutrofilos; esto indica que esta
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transitando de diestro a proestro. Dicha etapa tiene una duraciéon de 14 horas

(Cora, et al. 2015).

En el estro predominan las células epiteliales queratinizadas anucleadas,
ocasionalmente se pueden observar células epiteliales nucleadas y algunos

neutroéfilos, el rango de duracién de esta etapa es de 24 a 48 horas.

El metaestro es un estadio corto con una duracion de 6 a 8 horas. Su frotis se
caracteriza por células epiteliales nucleadas queratinizadas, las células alargadas
que se presentan en el estro pueden estar presentes en baja cantidad. Conforme
avanza el metaestro la cantidad de neutrdéfilos incrementa y el moco vaginal se
torna mas denso. En el metaestro tardio decrecen los neutrdfilos y la densidad

celular conforme se transita al diestro.

El diestro es un estadio largo que tiene una duracion de 48 a 72 horas,
caracterizado por wuna disminucion de células epiteliales anucleadas
queratinizadas, la cantidad de neutréfilos puede variar, pero son mas altos en
numero relativo a las células epiteliales. En el diestro temprano, los neutréfilos
pueden seguir apareciendo en agregados. En el diestro tardio, las células

epiteliales se organizan en pequenos cumulos (Cora, et al. 2015).
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Leucocitos Células epiteliales nucleadas . Células epiteliales cornificadas

Figura 5. Proporcién relativa de cada tipo celular presente durante las 4 etapas del ciclo estral de la
rata. El tamafio de cada cuadrante no se correlaciona directamente a la duracion de cada etapa.
Cora. 2015.

Figura 6. Células presentes en la citologia vaginal de las diferentes etapas del ciclo estral tefiidas
con cristal violeta A) Diestro. Células epiteliales nucleadas y gran cantidad de neutréfilos. B)
Proestro. Células epiteliales nucleadas y células primarias. C) Estro. Células epiteliales
cornificadas D). Metaestro. Presencia de tres tipos celulares: células epiteliales nucleadas,
neutrofilos y células epiteliales cornificadas. Pritchett-Corning Kathleen R. Chou Sonja T. Conour
Laura A. Elder Bruce J.2011
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Metodologias generales para la reproduccién, crianza vy
alojamiento de las colonias de ratas SHR y WKY en el Bioterio del

Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.

La reproduccion en estas cepas endogamicas resulta complicada, teniendo como
problemas principales el canibalismo de las crias y el abandono de las camadas,
esto asociado a su hipertension, nerviosismo y consanguinidad. En el Instituto de
Fisiologia Celular se ha logrado mantener exitosamente las colonias de ratas SHR

y WKY que fueron importadas de “Charles-Rivers Laboratories”.

Las condiciones idoneas para el manejo reproductivo, mantenimiento y la
expansion de las colonias de ratas SHR y WKY son el implemento de
enriquecimiento ambiental, establecimiento de un ambiente tranquilo con un
minimo de variaciones ambientales, evitando el manejo excesivo, espaciando el
cambio de cajas en hembras préximas al parto y con crias recién nacidas, ademas
de manipular a las crias desde temprana edad para habituarlas al contacto

humano desarrollando animales mas déciles (Marin, et al. 2011).

En mamiferos, se ha demostrado que el desarrollo del eje hipotalamo-hipdfisis,
adrenales (HHA), es esencial para el desarrollo de sistemas de defensa, escape y
estrés por cambios en el medio ambiente. Varios estudios en roedores
demuestran que la plasticidad neuronal y la programacién de la expresion genética
en estas vias celulares, esta en gran parte influenciado por los cuidados maternos

que las crias reciben de sus madres (Francis, et al. 2002). La separacion de las
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crias de su madre puede incrementar la actividad del eje HHA (Nishi, et al. 2014),
aumentando la magnitud de las respuestas neuroendocrinas de miedo y estrés,
asi como la vulnerabilidad. Por estas razones, tratando de minimizar las
condiciones de estrés, las camadas de ratas SHR se destetan a los 21+5 dias de
edad y todos los integrantes permanecen juntos hasta los 45 dias de edad en la
misma caja donde se encontraba su madre, adicionalmente se ha reportado que
la separaciéon materna antes de la edad de destete, asi como la poca interaccion
social entre los individuos (lo que se conoce como “reduccién de las influencias
ambientales excitatorias) reduce significativamente la PA en ratas SHR, sin
embargo estos procedimientos realizados en ratas WKY (su control normotenso),
no tienen efecto en su PA (Obrist, et al. 1981). Después de transcurrido este
tiempo, los animales son separados en cajas segun su sexo, para evitar
apareamientos no programados, y se les colocan tubos de carton para enriquecer
su entorno, lo que incentiva conductas propias de su habitat natural, como son:
exploracion, locomocién, atencion, construccion de nidos, descanso, reducciéon de
ansiedad y en machos, una disminucidén en las conductas agresivas hacia sus

companeros.

Condiciones generales de alojamiento de animales

Las ratas se encuentran alojadas en cajas de policarbonato, con hermanos de la
misma camada. En los cuartos donde se encuentran los animales, cuentan con un

sistema automatizado de ventilacion que mantiene constantes la temperatura y la
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humedad durante todo el afo. La temperatura se mantiene entre 22 + 2°C, la
humedad relativa es de 40-60% Yy los ciclos de luz/obscuridad se programan de
manera automatica cada 12 horas. Todos estos parametros cumplen con los

estandares internacionales del National Research Council.

Importancia de las hembras en la investigacion biomédica

Como es conocido, ha habido una inclinaciéon hacia el empleo de machos en la
investigacion biomédica durante mucho tiempo. Los Institutos Nacionales de Salud
(NIH) de Estados Unidos estan tratando de cambiar eso para lograr el equilibrio en
el empleo de machos y hembras durante todas las etapas de la investigacion.
Como condicion para recibir el apoyo econdémico por parte de los NIH, los
investigadores ahora tienen que incluir a ambos sexos en sus estudios biomédicos

(Clayton, et al. 2014).

Todavia en la década de los 90°s, los investigadores temian que probar farmacos
en mujeres que pudieran estar embarazadas o quedar embarazadas podria dar
lugar a malformaciones del producto, por lo que los farmacos experimentales se
probaron sobre todo en hombres. La investigacion en animales siguié el mismo
patrén. Segun los NIH, mas mujeres que hombres participan en los ensayos
clinicos y responden a los medicamentos de manera diferente. Un estudio observé
que los medicamentos que han sido retirados de la venta tienen efectos mas

graves en las mujeres. Se cree que los problemas que las mujeres experimentan
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cuando toman medicamentos pudieran derivarse de como la investigacion
biomédica se lleva a cabo en las primeras etapas en los animales (Bichell, et al.

2016).

Algunos investigadores citan que las hembras han sido excluidas de los estudios
debido a que sus ciclos hormonales pueden alterar los resultados (Clayton, et

al.2014)

Es por esto que Janine Clayton, Directora de la Oficina de investigacion sobre
salud de la mujer en los NIH y sus colegas, elaboraron una politica a partir del 25
de enero del 2014 que aplica a los colaboradores de los NIH de la investigacion
biomédica, en la cual se esta pidiendo que los cientificos realicen sus
investigaciones preclinicas en machos y en hembras, para comprender mejor

el(los) efecto(s) de los tratamientos en ambos sexos.

Tomando en cuenta la importancia de la investigacion en hembras, resulta
fundamental el estudio de la presion arterial en las distintas etapas del ciclo estral
en las cepas de ratas SHR y su control normotenso WKY, ya que la informacion
existente en hembras de estas cepas es poca y es un modelo ideal para estudios

de patologias que afectan a la mujer en relacion con la hipertensién arterial.
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HIPOTESIS

Los valores de la presion arterial en ratas SHR y WKY seran diferentes
dependiendo de la etapa del ciclo estral en la que se encuentren debido a la

posible influencia de las hormonas sexuales en la presion arterial.

A mayor edad del animal, se observaran cambios histolégicos en corazon,
arteria aorta, rindn, higado y glandulas adrenales, provocados por el

aumento gradual de la presion arterial.

OBJETIVOS GENERALES

Determinar las variaciones de la presion arterial en las diferentes etapas del ciclo

estral en las hembras SHR comparandolas con su control normotenso WKY.

Los objetivos especificos comprenden:

Determinar si existen diferencias significativas en los valores de la presion
arterial entre las diferentes etapas del ciclo estral de las ratas hembras SHR
y su control normotenso WKY.

Identificar los cambios histopatolégicos en estructuras anatdomicas
susceptibles al dafio producido por la hipertensién arterial, como son:

corazodn, aorta, rindn, glandulas adrenales e higado.

28



MATERIALES Y METODOS

Modelo animal:

Los animales utilizados en el presente trabajo, fueron importados de “Charles-
Rivers Laboratories" USA y han sido reproducidos y cuidados en el Bioterio del
Instituto de Fisiologia Celular (IFC) de la Universidad Nacional Autébnoma de
México (UNAM) desde el 2011 de acuerdo a lo establecido en la NOM-062-Z0O0-
1999. El Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(CICUAL) del IFC revis6 y aprobé el protocolo para la realizacion de este trabajo.
Se emplearon 19 ratas, 10 hembras SHR y 9 del control normotenso WKY, de 16
semanas de edad para el monitoreo del ciclo estral y la presion arterial. Para
obtener los 6rganos que fueron analizados histolégicamente se emplearon: una
rata SHR, una rata WKY de los grupos que fueron monitoreados de 9 meses de

edad y una rata SHR de 2 meses de edad.

Obtencion de células del cuello uterino (Citologia vaginal)

La técnica empleada para la obtencion de muestras fue la siguiente:

1. Fue requerido un émbolo de jeringa de insulina, el cual previamente
humedecido con agua ozonificada, fue introducido en la vagina de la rata.
2. El émbolo se introdujo en la vagina de la rata, haciendo ligeros movimientos

rotatorios para obtener una mayor cantidad de células.
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La muestra fue extendida en un portaobjetos, de tal manera que pudiera
quedar un campo lo suficientemente amplio para visualizar correctamente a
las células.

La muestra obtenida se tiid con una preparacion de cristal violeta (0.1%)
durante 1 minuto.

Fue enjuagada con agua ozonificada y observada al microscopio 6ptico
para identificar las células.

En la observacion al microscopio 6ptico se evalud el tipo celular, la
apariencia del moco y la presencia o ausencia de neutréfilos para

diferenciar en qué etapa del ciclo estral se encontraba cada animal.

A estas ratas, se les realiz6 diariamente citologias vaginales y el monitoreo

de la presién arterial, el procedimiento se realizé entre las 9 a. m. y 12p. m.

Monitoreo de la presion arterial

Fue empleada una técnica indirecta, la cual permite mediciones repetidas en

varios animales y brinda valores fiables si las condiciones durante la medicion son

estrictamente controladas. Se utilizé un brazalete o manguito de presion para

ocluir el flujo sanguineo en un apéndice, en el caso de la rata la cola es el

apéndice mas conveniente para ocluir el flujo sanguineo arterial.

Para realizar esta técnica se requirio:

Una almohadilla térmica

Una caja de policarbonato con poco material de cama
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- Un dispositivo de restriccion para la rata (cepo)
- Una caja de termostato para elevar la temperatura corporal de las ratas
- Un manguito pletismografo que se aplica en la cola de la rata

- Un transductor para detectar y medir la presién de oclusion

El equipo empleado fue el medidor de Presién LE 5002, Marca Pb Panlab®
fabricado en Espana. Este equipo determina la frecuencia cardiaca, el valor de

presion arterial sistolica, diastélica y la media.

Para obtener una vasodilatacion periférica en las ratas, fue necesario el
calentamiento previo a la realizacion del monitoreo (Marin, et al. 2011). Los
monitoreos se realizaron a partir de las 16 semanas de edad diariamente, siempre
y cuando estuvieran en una fase del ciclo estral establecida y no en transiciones

de una etapa a otra, se registraron 4 mediciones de PA de cada animal por dia.

Es importante mencionar que antes de comenzar a registrar los valores que fueron
analizados estadisticamente, las ratas fueron adaptadas al procedimiento
completo que involucra la realizacion diaria de la citologia vaginal, el
calentamiento previo al monitoreo de la presion arterial, el manejo de introduccion
al cepo de contencidn, la colocacion del manguito pletismégrafo en la cola y al
sonido del equipo medidor de la presion arterial. Al término de cada medicion, las

ratas fueron premiadas con una bolita de cereal.
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Perfusion con formaldehido

Obtencion de estructuras anatdémicas

Una vez obtenidos las mediciones de la PA durante 4 ciclos estrales completos,
fue realizada la eutanasia a los animales. Se realizaron perfusiones en 3 ratas,
una WKY, una SHR de 9 meses de edad y una SHR de 2 meses de edad,
empleando anestesia general con Clorhidrato de Ketamina e Hidroclouro de
Xilacina a una dosis de 7-10 mg/kg. Los animales se perfundieron con ayuda de
una bomba peristaltica con solucion salina isotdnica (0.9%) para eliminar la sangre
de los tejidos, posteriormente se fijaron con formaldehido al 10%. Con este
procedimiento, se pueden fijar los tejidos de un animal completo introduciendo el
formaldehido al 10% a través del ventriculo izquierdo del corazén, ya que la
solucion se distribuye a través del sistema circulatorio a todas las células del
cuerpo (Fig. 7). Posteriormente, se procesaron las muestras histologicas en
parafina de las siguientes estructuras anatomicas: corazon, aorta, rifion, glandulas
adrenales e higado, los cuales fueron tefidos de manera rutinaria con la técnica

Hematoxilina-Eosina (H-E) (Montalvo, et al. 2010).

Técnica:

1. Una vez anestesiada la rata y alcanzado el plano quirurgico, se colocé en
posicion decubito dorsal sobre una rejilla adecuada para la coleccion de

liquidos de lavado y fijacion.

2. Se sujetaron a la rejilla las extremidades del animal.
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Se realizé un corte por linea media en la cavidad toracica, desde la entrada
del térax hasta la apdfisis xifoides, se separo la piel, se cortaron las costillas

a manera de exponer los pulmones y el corazon.

Se inserté una aguja en el ventriculo izquierdo del corazén para perfundir la

solucion de lavado.

Se realizé una incisién en la auricula derecha para permitir la salida de la

sangre y de los liquidos de lavado.

Se procedié al lavado con la solucién salina por 15-20 minutos a un flujo de

2.5 ml/min.

Posteriormente se realizé la perfusién con formaldehido al 10% a la misma

velocidad que la solucion salina durante 20 minutos.

Se retirdé la aguja del ventriculo izquierdo y se procedié a la extraccion de

los érganos deseados.
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Figura. 7. Técnica de fijacion por perfusion de un organismo completo. Mediante este tipo de
perfusion se introduce la solucion fijadora en el sistema circulatorio. La bomba peristaltica aporta la
presion suficiente para permitir al fijador entrar a través del ventriculo izquierdo (Vi) y pasar a la
aorta, desde la cual se distribuye por todo el cuerpo (excepto por el circuito pulmonar). Tras pasar
por la red capilar la solucion fijadora pasa a los vasos venosos que terminan por verter su
contenido en la auricula derecha (Ad). A esta cavidad hay que hacerle una abertura para que la
solucién fijadora, una vez realizada su funcién, salga del circuito. Ai: auricula izquierda; Vd:

ventriculo derecho. Atlas de histologia vegetal y animal, métodos de fijacién, 2015.
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RESULTADOS

Los valores de la presion arterial de los 4 ciclos estrales se obtuvieron de 9 ratas
WKY y 10 ratas SHR. En cada una de estas ratas, se realizaron 4 mediciones de
PA en cada una de las etapas del ciclo estral, y los resultados fueron analizados

estadisticamente utilizando el programa GraphPad Prism.

En el caso de las ratas WKY (control normotenso) las mediciones muestran que
los valores de la presion sistélica y diastolica durante las 4 etapas del ciclo estral
estan dentro del rango de presion arterial normal (120-129/80-84 mm Hg)
(Shumei, et al. 2015) mientras que la frecuencia cardiaca es menor en la etapa del

estro en comparacion con el diestro (Tabla 1).

Tabla 1. Valores de frecuencia cardiaca, presion arterial sistolica y diastdlica
en ratas WKY.

PROESTRO ESTRO METAESTRO DIESTRO

FRECUENCIA | 407.6+5.44 393.5+4.79* 409.245.63 415.946.12 *
CARDIACA
(LATIDOS/MIN)

PRESION 120.4+1.48 117.5+1.68** 120.9+1.31 123.4+1.53**
ARTERIAL
SISTOLICA

(MM HG)

PRESION 83.38+1.66 81.18+1.45 81.76+1.08 85.73+1.38
ARTERIAL
DIASTOLICA
(MM HG)

Valores del promedio + SE. Se observan diferencias significativas en la frecuencia cardiaca entre la
etapa del estro y el diestro. ANOVA con prueba de Tukey (¥, **p <0.05) N=144.
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En el caso de las ratas SHR, los valores mostraron que la presion arterial sistélica
y diastdlica estan arriba del valor considerado como normal, lo que indica que son
valores relacionados a hipertension arterial (150-159/90-99 mm Hg) (Shumei, et al.
2015), y la frecuencia cardiaca no varia de manera significativa durante todas las

etapas del ciclo estral comparando con la cepa normotensa (Tabla 2).

Tabla 2. Valores de frecuencia cardiaca, presion arterial sistolica y diastdlica
en ratas SHR.

PROESTRO ESTRO METAESTRO DIESTRO

FRECUENCIA 503.3+2.22 499.3+2.07 502.5+3.04 500.1+2.88
CARDIACA
(LATIDOS/MIN)

PRESION 149.4.4+1.38 151.8+1.47 151.9+£1.38 151.8+1.3
ARTERIAL
SISTOLICA

(MM HG)

PRESION 112.2+1.46 113.1£1.54 113+1.77 111.4+1.42
ARTERIAL
DIASTOLICA

(MM HG)

Valores del promedio £+ SE. No se observan diferencias significativas en ninguno de los parametros
durante las diferentes fases del ciclo estral. ANOVA con prueba de Tukey (p > 0.05) N=160.

De manera mas evidente, se observan las diferencias en la presién arterial
sistélica en las 4 etapas del ciclo estral de las cepas WKY y SHR en la Figura 8,
siendo notorio que los valores son mayores en las ratas SHR en todas las etapas

del ciclo estral.
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Figura 8. Comparacion de la presion arterial sistolica en cada etapa del ciclo estral de las ratas
WKY y SHR. Grafica de prueba de t-student de las diferentes etapas del ciclo estral, comparando

la cepa WKY vs SHR. Se observan diferencias significativas en el valor de la PA (p < 0.0001)

Un parametro cardiovascular muy importante que medimos fue la Presion Arterial
Media (PAM) (Tabla 3 y 4), el cual es calculado con los valores de presion arterial
sistélica y diastdlica, por lo tanto, la PAM es una medicion mas recomendable para
evaluar la hipertensién (Acotzil-Vidal, et al. 2010). Se determina mediante la

siguiente ecuacion: MP = DP + 0.33 (SP-DP)

MP: Presion Arterial Media. SP: Presion Sistolica DP: Presion Diastolica
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Los valores menores a 110 mmHg nos indican un rango de presion arterial media

normal, mientras que valores mayores indican hipertensién. (Acotzil-Vidal et al.,

2010).
Tabla 3. Valores de presion arterial media en ratas WKY.
PROESTRO ESTRO METAESTRO DIESTRO
PRESION 94.54+1.30 90.60.94+1.22*  94.79+1.01 97.94+1.30*
ARTERIAL
MEDIA WKY
(MM HG)

Valores del promedio + SE. Se muestran diferencias significativas entre la etapa del Estro y
Diestro. ANOVA con prueba de Tukey (* p< 0.01) N=144.

Tabla 4. Valores de presion arterial media en ratas SHR.

PROESTRO ESTRO METAESTRO DIESTRO
PRESION 124.5+1.27 126.2+1.38 126.5+1.58 125+1.20
ARTERIAL
MEDIA SHR
(MM HG)

Valores del promedio + SE. No se observan diferencias significativas entre ninguna etapa del ciclo
estral. ANOVA con prueba de Tukey (p > 0.05) N=160.

Los valores de la PAM de las cepas WKY y SHR también se analizaron mediante
la prueba de ANOVA con Tukey. Los resultados mostraron que, de manera similar
a la presion arterial sistolica, las ratas normotensas (WKY) presentaron diferencias
significativas solamente entre las etapas de estro y de diestro p<0.01 (Fig. 9-A),
mientras que en las ratas SHR no se encontraron diferencias significativas entre

ninguna etapa del ciclo estral (Fig. 9-B).
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Figura 9. Diferencias en los valores de la presién arterial media en las 4 etapas del ciclo estral de
las ratas WKY y SHR. A) Grafica de prueba de ANOVA con Tukey de las diferentes etapas del
ciclo estral obtenidas de 9 ratas WKY. Se observan diferencias significativas (p<0.01) entre las
etapas del estro y el diestro. B) Grafica de prueba de ANOVA con Tukey de las diferentes etapas
del ciclo estral obtenidas de 10 ratas SHR. No se observaron diferencias estadisticas significativas

entre las diferentes etapas del ciclo estral.

Histopatologia

Los resultados histopatolégicos fueron emitidos mediante un reporte realizado en
el Departamento de Patologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

de la UNAM.

Fueron analizadas las laminillas tefidas con hematoxilina y eosina de aorta,
corazon, glandula adrenal, higado y rindn de las ratas: SHR No. 4336 (2 meses de

edad), SHR No. 2751 y WKY No. 3815 (ambas de 9 meses de edad).
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SHR 4336

Higado: Se observaron discretos focos de linfocitos y precursores
hematopoyéticos distribuidos preferentemente en las zonas periportales.

Aorta: El tejido conectivo que rodea la adventicia de la aorta se aprecié separado
por espacios claros (consistente edema).

No se observaron cambios histomorfologicos relevantes en el resto de los
organos.

SHR 2751

Higado: Mostrd discretos focos de linfocitos y precursores hematopoyéticos
distribuidos preferentemente en las zonas periportales.

Aorta: El tejido conectivo que rodea la adventicia de |la aorta se aprecié separado
por espacios claros (consistente edema).

Rifidn: Mostro que el espacio de filtracidon se encontrd ligeramente aumentado de
tamano (Figura 14B).

No se observaron cambios histomorfologicos relevantes en el resto de los
organos.

WKY 3815

Higado: Exhibié discretos focos de linfocitos y precursores hematopoyéticos
distribuidos preferentemente en las zonas periportales.

Aorta: El tejido conectivo que rodea la adventicia de la aorta se aprecié separado
por espacios claros (consistente edema).

No se observaron cambios histomorfoldgicos relevantes en el resto de los

organos.
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Adicionalmente, se realizaron 5 medidas en las tres capas de la aorta de cada rata

utilizando el programa LAS EZ®, en donde se obtuvieron los siguientes valores.

ID Rata SHR 4336 SHR 2751 WKY 3815
Medida 1 (um) 149,66 123,87 143
Medida 2 (um) 166,48 156,05 130,58
Medida 3 (um) 199,49 205,7 113,88
Medida 4 (um) 120,46 173,27 139,93
Medida 5 (um) 137,45 171,28 116
Promedio (um) 154,708 166,034 128,678

COMENTARIO: No se observaron cambios relevantes en los 6rganos evaluados

entre las diferentes ratas. La diferencia en el grosor de la aorta debe ser tomada

con cautela ya que sélo se cuenta con un ejemplar por grupo, ademas de que no

se puede asegurar que la zona muestreada haya sido la misma para todos los

Ccasos.
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Cortes histoldgicos de arteria aorta

Figura 10. A) Fotomicrografia de aorta de rata 3815WKY. 40X. Tincién H&E. B) Fotomicrografia de
aorta de rata 3815WKY. 400X. C) Fotomicrografia de aorta de rata SHR2751. 40X. D)
Fotomicrografia de aorta de rata SHR2751. 400X. E) Fotomicrografia de aorta de rata SHR4336.
40X. F) Fotomicrografia de aorta de rata SHR4336. 400X.
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Cortes histolégicos de corazén

Figura 11. A) Fotomicrografia de corazén de rata. WKY 3815. 100X. Tincién H&E. B)
Fotomicrografia de corazén de rata. 100X WKY 3815. C) Fotomicrografia de corazén de rata. SHR
2751. 100X. D) Fotomicrografia de corazén de rata. SHR 2751. 100X. E) Fotomicrografia de
corazon de rata SHR 4336. 100X. F) Fotomicrografia de corazén de rata SHR 4336. 100X. Se

observan los cardiomiocitos ventriculares (A, C y E) y auriculares (B, D y E), sin alteraciones.
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Cortes histolégicos de higado

Figura 12. A) Fotomicrografia de higado de rata WKY 3815.100X. Tincion H&E. B) Fotomicrografia
de higado de rata SHR 2751.100X C) Fotomicrografia de higado de rata SHR 4336.100X. En las

tres imagenes se observa la organizacién en cordones con disposicién radial alrededor de la vena

centrolobulillar (V) y los espacios porta (I)
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Cortes histoldgicos de rifion

Figura 13. A) Fotomicrografia de rindn de rata. WKY 3815. 200X.Se observa el glomérulo renal,
constituido por la capsula glomerular y el ovillo capilar. También se aprecia el tubulo contorneado
préximal y tubulo contorneado distal. Tincién H&E. B) Fotomicrografia de rifién de rata SHR 2751.
200X. Se observa el espacio de filtracidon ligeramente aumentado de tamario, el glomérulo renal,
constituido por la capsula glomerular y el ovillo capilar. Tubulo contorneado préximal y tubulo
contorneado distal. C) Fotomicrografia de rifidn de rata SHR 4336. 200X. Se aprecia el glomérulo
renal, constituido por la capsula glomerular y el ovillo capilar. Tubulo contorneado proximal y tabulo

contorneado distal.
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Cortes histoldgicos de glandulas adrenales

Figura 14. A) Fotomicrografia de glandula adrenal de rata WKY 3815. 100X. Tincién H&E. B)
Fotomicrografia de glandula adrenal de rata SHR 2751. 100X. Tincion C) Fotomicrografia de
glandula adrenal de rata SHR 4336. 100X. En las tres imagenes se observa la corteza con sus

tres capas: glomerular, fasciculada y reticular; y la zona medular.
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DISCUSION

Existen estudios que han informado la posible influencia de las hormonas sexuales
sobre los valores de la presion arterial en hembras y machos. Como ejemplo se ha
reportado que la presién arterial media es mayor en ratas macho que en ratas
hembra (Pfeffer, et al. 1977). Mediante la técnica clinica del monitoreo ambulatorio
de la presion arterial, practicado en hombres y mujeres, se han obtenidos valores
de PA que confirman que son mas elevados en hombres que en las mujeres
premenopausicas en edades similares (Reckelhoff, et al. 2000). Lo mismo sucede
con los valores de PA en los machos SHR, ya que la presién arterial media es 30
mmHg mas elevada en comparacion con los valores de las hembras de la misma
cepa y en edades similares. En estudios realizados en ratas SHR hembras en un
rango de edad similar al utilizado en el presente trabajo (12-16 semanas) se
reporta una PAM de 126 mmHg, muy similar a los resultados que obtuvimos con
nuestras ratas (Tabla 4) (Mitra, et al. 2008; Maranon, et al. 2013). El papel de los
androgenos es importante en el desarrollo de la hipertension, ya que se ha
reportado que la castracion en machos SHR disminuye la PA en comparacion con
machos controles. En las hembras SHR, la ovariectomia no afecta los valores de
PA; sin embargo, el tratamiento cronico con testosterona incrementa los valores
de PA, lo que sugiere que los estrogenos no protegen contra la hipertension
cuando ya esta establecida, pero si lo hace la falta de andrégenos (Chen, et al,
1992; Reckelhoff, et al. 2000). Sin embargo, otros trabajos demuestran una
elevacion de la PA en hembras SHR ovariectomizadas, la cual disminuye

significativamente con el tratamiento con 17B-estradiol, lo que sugiere que los
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estrégenos tienen un papel importante en la regulacién de la PA (Silva-Antonialli,

et al. 2004).

Varios estudios apoyan la hipétesis de la existencia de un claro dimorfismo sexual
en la presion arterial; ya que los niveles de presion arterial sistélica y diastélica en
las mujeres normotensas o hipertensas son inferiores a la de los hombres. Estas
diferencias pueden deberse en gran parte, a la influencia que tienen los
andrégenos y los estrogenos sobre la regulacion del sistema Renina-Angiotensina.
En las ratas SHR se ha demostrado que la sintesis del ARNm del
angiotensinogeno hepatico y renal, asi como la actividad enzimatica de la renina,
es mayor en machos SHR en comparacién con las hembras, ambos parametros
decrecen después de una gonadectomia e incrementan con el reemplazo de
testosterona en ambos sexos, |0 que apoya que los androgenos regulan la sintesis

y liberacion del angiotensindgeno (Chen, et al. 1992).

En el caso de las hembras, los estrogenos también regulan el sistema renina-
angiotensina. En mujeres tratadas con terapia de reeemplazo hormonal con
estrogenos, se ha reportado que la enzima convertidora de angiotensina (ECA)
quien convierte la angiotensina | en Il, presenta una disminucion de su actividad

(Schunkert, et al. 1997).

Otros estudios demuestran que los estrégenos en las hembras SHR actuan
modulando el nivel de expresion del ARNm de los receptores para angiotensina
tipo Il, los AT1 y AT2 en rifion, aorta y vasos mesentéricos. La expresion del
receptor AT1 es elevada en machos y hembras ovariectomizadas, en comparacién
con hembras en etapa de estro fisiolégico (Siragy, et al. 2009). Las hembras
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ovariectomizadas tratadas con estradiol, mostraron una expresion de este receptor
muy similar a la de las hembras en etapa de estro. Por otro lado, la expresion del
receptor AT2 es muy evidente en las hembras en etapa de estro en comparacion
con los machos SHR, también la expresion del receptor esta disminuida en las
hembras ovariectomizadas, situacion que se revierte con el tratamiento con
estrégenos. Cabe mencionar que este receptor participa en la regulacién de la
produccion del oxido nitrico renal (NO), una molécula vasodilatadora (Siragy, et al.
2009). También se observo que la angiotensina |l adicionada a microvasos y tejido
aortico aislados, generd un efecto vasoconstrictor mas potente en machos, en
comparacion con las hembras en etapa de estro, como ya se habia reportado
previamente en otros trabajos. Estos datos sugieren que los estrogenos
incrementan la expresion del receptor AT2 en las hembras, (regulacién a la alza) y
disminuyen la expresion de los receptores AT1 (regulacién a la baja) lo que
pudiese explicar el menor efecto vasoconstrictor de la angiotensina Il sobre la

resistencia vascular en las ratas hembra SHR (Silva-Antonialli, et al. 2004).

El objetivo de esta tesis fue describir los cambios de la PA durante las diferentes
etapas del ciclo estral en las ratas hembra SHR y WKY. Los resultados evaluados
sugieren que las hormonas sexuales presentes durante el ciclo estral de las ratas
WKY (normotensas), si pueden modificar significativamente los valores de PA
durante las etapas de diestro y estro, en cambio las ratas SHR no mostraron
diferencias significativas en los valores de PA registrados durante las diferentes
etapas del ciclo estral. Durante la etapa de estro, se presentan los mayores

niveles de estradiol del ciclo estral, lo que podria verse reflejado en el valor de la
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media de la PAM en la etapa de estro en las ratas WKY, que es menor en

comparacion con las demas etapas del ciclo estral.

El hecho de que no se hayan encontrado variaciones significativas en la PA
durante las diferentes etapas del ciclo estral de las ratas SHR fue inesperado. Se
puede deber a que por ser genéticamente hipertensas las hormonas sexuales no
afectan sus valores de PA durante el ciclo estral. Otra posibilidad es que las
variaciones fisiolégicas sean tan sutiles que no fue posible detectarlas con el
pletismografo; teniendo esto en cuenta se podrian emplear métodos directos para

el monitoreo de la PA en investigaciones futuras, de ser lo mas conveniente.

En resumen, los resultados del presente trabajo sugieren que es importante
determinar la etapa del ciclo estral de las ratas WKY cuando la investigacion

biomédica contemple el monitoreo de PA.

Por otra parte, estudios in vivo han demostrado que, en las primeras etapas de
hipertension, las ratas SHR tienen un mayor gasto cardiaco con resistencia
periférica total normal. A medida que la hipertension se establece, el gasto
cardiaco vuelve a los valores normales y produce una hipertrofia en los vasos
sanguineos aumentando la resistencia periférica total. Conforme avanza la
enfermedad se desarrollan progresivamente (entre los 6 y 24 meses de edad)
alteraciones estructurales del corazén que estan asociados con hipertrofia
cardiaca congestiva (Dornas, et al. 2011). Es por ello que se decidi6 hacer un
muestreo de algunos érganos blanco de la fisiopatologia de la HTA de tres ratas

monitoreadas.
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El hallazgo mas relevante se encontré en la rata SHR de nueve meses de edad
que mostré un ligero incremento en el espacio de filtracién del glomérulo renal, lo
cual puede indicar un cambio secundario a la HTA asociado a una retracciéon del

glomérulo por alteraciones de tipo isquémico (Nefropatologia, 2016).

En el caso de las medidas registradas en las arterias aorta de las tres ratas
muestreadas se observa una diferencia en el grosor. La rata que mostré un
engrosamiento mayor en la pared arterial es la rata SHR adulta. Pero al evaluar
cada una de las laminillas se observa que las capas intima y media no muestran

cambios significativos ocasionados por la HTA.

En el higado de las tres ratas se hallaron precursores hematopoyéticos.
Conociendo la fisiopatologia de la falla cardiaca congestiva secundaria a la HTA la
acumulaciéon de sangre del lado venoso por la falla del ventriculo derecho del
corazén, ocasiona que el higado sufra un aumento de tamafo debido a la
congestion venosa cronica. (Trigo, et al. 2011) En este trabajo es importante
mencionar que solo la rata SHR de nueve meses de edad presentaba valores de
HTA y que los d6rganos analizados indican que el dafo causado por el
padecimiento que presentaba aun no era tan severo. Se puede considerar que

este hallazgo no tiene importancia para el tema estudiado.
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CONCLUSIONES

La cepa de rata SHR empleada en este trabajo es un modelo ideal no s6lo para el
estudio de la patogénesis y el tratamiento de la HTA, sino también para la

prevencion de sus complicaciones.

En este trabajo, observamos que la PA en las ratas SHR no muestra variaciones
significativas durante las diferentes etapas del ciclo estral, por lo que no es
determinante conocer en qué fase del ciclo se encuentra un individuo para obtener

valores confiables de PA.

En las ratas normotensas de la cepa WKY se observan diferencias significativas
en los valores de PA entre las etapas de estro y diestro, por lo que se sugiere
determinar siempre la etapa del ciclo estral antes de monitorear la PA en esta
cepa. Se sugiere que preferentemente se realicen los estudios deseados en las
etapas de proestro y metaestro, donde en el caso de esta cepa, no se observan

diferencias significativas con ninguna otra etapa del ciclo estral.
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