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RESUMEN

En estudios epidemiolégicos se ha demostrado que el género influye en la sobrevida de pacientes
con problemas cardiovasculares, atribuyéndose al estradiol el papel de agente protector contra estas
enfermedades, debido a sus propiedades antioxidantes, aun cuando el mecanismo no ha sido elucidado
completamente. El dafio por isquemia y reperfusion se produce principalmente por una sobrecarga de
calcio intracelular y la produccién de radicales libres, proveyéndonos de un buen modelo para el estudio
del estrés oxidativo relacionado con el sistema cardiovascular. Los objetivos de este trabajo fueron
dilucidar el papel que desempefa el estradiol como posible cardioprotector y la testosterona como
modulador en ratas hipertrigliceridémicas (HTG) sometidas a un periodo de isquemia y reperfusién en el

miocardio.

Se utilizaron ratas Wistar recién destetadas de uno y otro sexo. Los grupos control (CTRL)
recibieron agua y los HTG sacarosa al 30% en el agua de bebida y ambos recibieron alimento comercial
para roedores durante 20 semanas. Se dividieron en 4 grupos, subdivididos en HTG y CTRL: Grupol
ratas intactas, Grupo 2 ratas castradas (Cast) y ooforectomizadas (Oofo), Grupo 3 ratas castradas que
recibieron las hormonas correspondientes a su sexo (hembras — estradiol, machos - testosterona) y Grupo
4 ratas castradas y ooforectomizadas tratadas con hormonas contrarias a su sexo (hembras -
testosterona, machos — estradiol). Las hormonas se administraron por via intramuscular, el valerato de
estradiol (Est) a una dosis de 270 ug/Kg mensualmente, o enantato de testosterona (Test) a una dosis de

50 nug/Kg de peso cada dos semanas.

A todos los animales de cada grupo se les midi6 la presién sanguinea y se evalu6 su peso
mensualmente, en ratas hembra se hicieron frotis vaginales. Al final del periodo experimental (20
semanas) todos los animales fueron sometidos a un periodo de isquemia de 5 min. por ligadura de la
arteria coronaria descendente anterior izquierda y este periodo fue seguido de reperfusion cardiaca
también de 5 min., durante el proceso se tomo registro electrocardiografico para cada uno de ellos. Al
término se tomaron muestras de sangre para la obtencion de suero, y determinacién de la actividad de
creatin cinasa (CK-MB) y lactato deshidrogenasa (LDH) como marcadores de dafio miocardico. Se retird

la grasa retroperitoneal y se peso, en hembras también se diseco el utero desde el nivel del cuello.

Los resultados muestran que la ooforectomia indujo aumento de peso y presion sanguinea, asi
como mayor dafo al tejido cardiaco, en tanto que la castracibn en machos provocé decremento en peso y
presion, ademas de disminucion de las arritmias letales. El efecto del tratamiento con Est en ratas hembra
Oofo fue capaz de disminuir las arritmias letales y mantener actividad en los Uteros. El tratamiento con

Test en machos Cast indujo proteccion sobre el corazén, manifestada por disminucién en las arritmias



letales; aun cuando no indujo aumento en peso. El tratamiento con Test en ratas hembra y Est en ratas

macho resulté en un mayor nivel de dafio al corazén.

SUMMARY

In epidemiological studies it has been demonstrated that gender influences the survival of patients
with cardiovascular diseases. Estradiol may be involved in the protective mechanism against these
abnormalities, on account of its antioxidant properties, although the exact mechanism is not completely
elucidated . The damage by ischemia-reperfusion is mainly produced by calcium overload and release of
free radicals, therefore providing a good experimental model for the study of oxidative stress related to the
cardiovascular system. The purpose of this study was to elucidate the roles of estradiol, as a possible
cardioprotector, and testosterone as a modulator, in hypertriglyceridemic and hypertensive rats (HTG),

which were subjected to a period of myocardial ischemia-reperfusion.

Weanling male and female Wistar rats were used. Control (CTRL) and HTG groups received water
or 30 % sucrose solution, respectively; both had normal rat chow for about 20 weeks. The rats were
randomly assigned to one of the four experimental groups, subdivided into CTRL and HTG: Groupl intact
rats, Group 2 castrated (Cast) and oophorectomized (Oofo) rats, Group 3 Castrated with hormones
corresponding to their sex (female-estradiol, male-testosterone) and Group 4 castrated and
oophorectomized with opposite hormones to their sex (female-testosterone, male-estradiol). The
hormones were administered by intramuscular injection, estradiol valerate 270 ug/Kg monthly, or

testosterone enantate 50 pug/Kg every two weeks.

During the treatment period all the animals in each group had monthly measurements of blood
pressure and body weight; vaginal smears were obtained from female rats. At the end of the evolution
period (20 weeks) all the animals were subjected to ischemia, by means of occlusion of the left anterior
descending coronary artery for 5 minutes, followed by 5 min of reperfusion. Recordings of the
electrocardiograms were taken. At the end of the experiment, blood was withdrawn to obtain serum for
measurements of creatin kinase (CK-MB) and lactate dihydrogenase (LDH), markers of myocardium

damage. The intra-abdominal fat was dissected and weighed; in females the uterus was collected too.

The results showed that oophorectomy induced weight and blood pressure increases, and more
damage to the heart, while castration in male rats produced weight loss and lower blood pressure, as well
as diminution in the number of lethal arrhythmias. The effect of estradiol treatment in ooforectomized
female rats did not show protection to the heart to the same extent as in intact animals, but it was sufficient
to reduce the incidence of lethal arrhythmias and to maintain the activity of the uterus. The treatment with

Test in castrated males provided heart protection, manifested by a decrease in the number of lethal



arrhythmias. It did not induce weight increases. The Test treatment in female rats and Est in male rats

resulted in the largest damage to the heart in each case.



INTRODUCCION

En los paises con estilo de vida occidental la primera causa de muerte la constituyen las
enfermedades cardiovasculares. Se ha observado una cierta prevalencia relacionada con el género y la
edad, ya que las mujeres estan relativamente protegidas contra estas enfermedades durante todo su
periodo de vida fértil, hasta el comienzo de la menopausia. Los eventos cardiovasculares ocurren mas

frecuentemente en varones que en mujeres.

Sin embargo, vale la pena mencionar que cuando las afecciones cardiacas se presentan en
mujeres en edad fértil, la mayoria de las veces estas fallecen, situacion que difiere de lo observado en los

varones de la misma edad, de los cuales algunos pueden sobrevivir.

En cuanto cesa la actividad ovarica las afecciones cardiacas se manifiestan en mayor porcentaje
gue en varones de la misma edad; este patrén de comportamiento se ha atribuido a las propiedades de
los estrogenos, que comprenden estrona, estriol y estradiol (a y B), de los cuales el B-estradiol ha sido el
mas estudiado y existe en la literatura una gran cantidad de material que demuestra las caracteristicas de
proteccién en el musculo liso, esquelético y cardiaco; sin embargo la desventaja es que sélo se han

logrado ver estos efectos usando concentraciones superiores a las fisioldgicas.

La manera en que los estrogenos ejercen sus efectos es compleja, se ha documentado que
pueden o no utilizar receptores, e incluso se ha encontrado un efecto inmediato que ejercen a través de
un receptor situado en la membrana celular. Existen observaciones in vitro donde se demuestran
claramente las propiedades antioxidantes de los estrogenos, y su capacidad como anti-arritmogénicos, lo

que resulta en proteccion para el sistema cardiovascular femenino.

Se ha demostrado la participacion del estrés oxidativo como un factor determinante en la
fisiopatogenia de las enfermedades cardiovasculares, especialmente la aterosclerosis y la hipertension,
asi como las dislipidemias frecuentemente asociadas a ella. Se sabe que en personas diabéticas el estrés
oxidativo se encuentra aumentado y sus sistemas de defensa abatidos. En un modelo de rata hipertensa
e hipertrigliceridémica (HTG), desarrollado en nuestro laboratorio las anormalidades metabdlicas y
funcionales se indujeron en ratas Wistar por administracion de azucar comercial al 30% en el agua de
bebida, encontrandose ademas de la hipertension e hipertrigliceridemia, reactividad vascular alterada,

hiperinsulinemia y alteraciones en los niveles de enzimas antioxidantes.

En la porcion subendocardica del ventriculo izquierdo, durante la sistole el flujo sanguineo

disminuye. Esta region es muy propensa al dafio por isquemia-reperfusion y por tanto es el sitio mas
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comun del infarto. En el modelo de isquemia-reperfusiéon desarrollado en el laboratorio se valoré la
actividad cardiaca y el dafio causado por un periodo de 5 min. de isquemia y 5 min. de reperfusién con
respecto a la presencia o ausencia de hormonas, en ratas macho y hembra, ya que se sabe que la
testosterona podria tener influencia sobre el sistema cardiovascular aunque no como la ejercida por los

estrégenos.
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ANTECEDENTES
EL MODELO DE RATA HIPERTRIGLICERIDEMICA

En nuestro laboratorio se ha desarrollado un modelo de rata hipertensa e hipertrigliceridémica
(HTG), una variante del modelo descrito por Reaven (Reaven et al, 1991) en el cual las dietas con
concentraciones altas de sacarosa o fructosa inducen hipertension, hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia,
y resistencia a la insulina. Puesto que aun no se ha definido con suficiente certeza que la
hipertrigliceridemia por si sola represente un factor de riesgo en la etiopatologia de las enfermedades
cardiovasculares, hemos enfocado nuestras lineas de investigacion al estudio de esta dislipidemia y su

relacién con la patologia cardiovascular.

En la poblacion mundial los padecimientos cardiovasculares ocupan uno de los principales lugares
entre las causas de morbi-mortalidad encontrandose frecuentemente asociadas hipertension,
dislipidemias, obesidad y la antes mencionada diabetes, integrando el llamado cuarteto de la muerte
(Kaplan, 1989). Este cuadro patolégico es frecuentemente observado en la clinica y, asociado ademas a
otras alteraciones se ha identificado como sindrome metabdlico. En la prevalencia de estos padecimientos

se ha observado alguna dependencia de edad, sexo y niveles circulantes de hormonas sexuales.

En el modelo desarrollado en nuestro laboratorio, las anormalidades metabdlicas y funcionales se

han inducido en ratas Wistar con la administracion de aztcar comercial al 30% en el agua de bebida.

Se ha realizado la caracterizacion de este modelo en parte y algunos de los principales hallazgos

son los siguientes:

- la adicion de azulcar refinada comercial al agua de bebida (30%) en ratas Wistar (HTG)
produce hipertrigliceridemia e hipertension comparables a las encontradas por otros autores
que administraron los carbohidratos con el alimento solido. En nuestro caso Unicamente
tuvimos que prolongar el tiempo de tratamiento a 20-24 semanas para obtener diferencias
significativas con respecto a los controles (Bafios et al, 1997)

- lareactividad vascular en ratas HTG revel6 dos tipos de anormalidades:

a) alteracidon en el tejido vascular (aortico y mesentérico) manifestada por hipercontractilidad a
vasoconstrictores e hiporelajacion a vasodilatadores dependientes de éxido nitrico endotelial,
lo que sugiere dafio al endotelio

b) un componente plasmatico circulante, posiblemente los lipidos alterados, que al ser
adicionado a preparaciones de vasos in vitro indujo hipercontractilidad y redujo la respuesta de

relajacion dependiente de acetil colina (Barios, 1997).

Otros hallazgos pero relacionados a las diferencias de género son los siguientes:
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- la reactividad vascular de las ratas HTG macho se normaliz6 cuando los animales se castraron
al inicio del tratamiento con azulcar (Valdez, 1998) no sucedié esto cuando fueron castrados al final

del tratamiento (Pérez, 2000)

- cambios significativos en el perfil lipidico y peroxidacién con diferencias asociadas al género de
los animales (El Hafidi, 1997; Pérez, 1999; El Hafidi, 2000)

- en ratas normales en experimentos de isquemia y reperfusion cardiaca in vivo se encontré un
efecto protector por algunos compuestos sobre las arritmias post-reperfusion (Chavez, 1996).
En las ratas HTG se ensayd uno de estos compuestos, el ketorolac, por sus efectos
semejantes a los antagonistas del calcio, asi como el atrapador de radicales libres PBN. En las
ratas HTG hembra se observé que con la administracion previa de ketorolac las arritmias post-
reperfusion se revertian aunque mas lentamente que en las ratas hembra normales, en cambio
en los machos HTG el compuesto no fue capaz de revertir los latidos anormales y los animales
no se recuperaban. Los resultados sugieren que los estrdgenos enddgenos ofrecieron

proteccion a las hembras (Carvajal, 1997).

ESTRES OXIDATIVO (ISQUEMIA-REPERFUSION)

El corazén y el aparato circulatorio componen el aparato cardiovascular. El corazén actiia como una
bomba que impulsa la sangre hacia los drganos, tejidos y células del organismo. La sangre suministra
oxigeno y nutrientes a cada célula y recoge el diéxido de carbono y las sustancias de desecho producidas
por esas células. La sangre es transportada desde el corazén al resto del cuerpo por medio de una red

compleja de arterias, arteriolas y capilares, y regresa al corazon por las vénulas y venas.

Las dos arterias coronarias que riegan al miocardio nacen en los senos situados detras de las
valvas de la valvula aodrtica, en la raiz de la aorta. Corrientes turbulentas conservan a las valvas alejadas
de los orificios de las arterias y éstas son permeables a través de todo el ciclo cardiaco. Existen dos
sistemas venosos de drenaje, uno superficial que termina en el seno coronario y venas cardiacas
anteriores, el cual drena al ventriculo izquierdo y otro profundo que drena al resto del corazon. El corazén
es un musculo que, como el esquelético, comprime sus vasos sanguineos cuando se contrae. Debido a
gue no hay flujo sanguineo en la porcién subendocérdica del ventriculo izquierdo durante la sistole, esta
region es propensa a dafiarse por isquemia y es el sitio mas comun del infarto del miocardio (Ganong,
1992).

Etimolégicamente anemia significa falta total de sangre, una condiciébn que no se da nunca en

todo el organismo, sin embargo la isquemia o anemia local, puede definirse como la falta parcial o total de
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aporte de sangre a un érgano o parte de él. La primera alteracién macroscdépica que puede observarse en

un érgano isquémico es la palidez.

Generalmente la isquemia tiene una causa local por una obstruccién arterial, a veces sin embargo
no es asi, en ocasiones hay una hipoxia general producida por insuficiencia circulatoria, a la cual se suma
la disposicion particular del arbol arterial de ciertos territorios. Las causas locales pueden estar en el
lumen, en la pared o por fuera de la arteria. La alteracion mas frecuente en el lumen es la aterosclerosis:
por una parte la placa aterosclerodtica puede provocar una trombosis cuando se ulcera; por otra cuando
predomina el componente fibroso, puede producir una estenosis por retraccion de los tejidos. Entre las

causas extrinsecas estan la compresion, ligadura y torsion.

Los efectos de la isquemia dependen de diversos factores; los mas importantes son:

« Duracién de la isquemia: existen isquemias de tipo transitorio y otras de tipo persistente, una
transitoria puede no tener consecuencia si es fugaz, aunque un efecto que puede tener es la llamada
necrosis de reperfusion, la cual no se produce durante la isquemia sino en la re-entrada de sangre.

¢ Intensidad de la isquemia: depende del grado de obstruccién arterial, isquemia absoluta en caso de
oclusién, isquemia relativa en caso de obstruccién parcial. En general, los infartos son consecuencia
de una isquemia absoluta persistente.

% Rapidez con que se instala la isquemia: cuanto mas bruscamente se produce, es mas grave. En
algunos casos, la estenosis se va produciendo gradualmente, de manera que hay desarrollo de

colaterales o0 anastomosis sin que se produzca un infarto, aun después de ocluida la arteria.

X3

%

Sensibilidad o vulnerabilidad de los tejidos: los parénquimas son mas vulnerables a la hipoxia que el
estroma. Las células de los distintos parénquimas tienen también tiempos diferentes de sobrevida a la
anoxia: las neuronas de 5 a 10 minutos, las células del epitelio de los tabulos renales alrededor de

una hora, las células fijas del tejido conectivo varias horas.

X3

AS

Disposicion anatémica del arbol vascular: en algunos 6rganos, las arterias se ramifican a manera de
las ramas de un arbol, esta es la circulacion arboriforme o terminal, presente en miocardio, rifién y
bazo. En otros oOrganos existe ademas de la ramificacion, anastomosis, llamandose circulacion
anastomatica o reticular (tipica de intestino). En este caso, puede ocluirse una rama sin que ocurra
isquemia, dependiendo del calibre de la rama obstruida y las anastomosis existentes.

( http://lescuela.med.puc.cl/paginas/publicaciones/PatologiaGeneral/Patol_037.html)

En la rata la distribucién arterial coronaria es diferente comparada con mamiferos superiores. Las
principales ramas de las arterias coronarias derecha e izquierda descienden sobre las porciones de pared
libre de los respectivos ventriculos, mas que seguir los surcos atrio-ventriculares o el sulcus

interventricular anterior como en los mamiferos superiores. La arteria coronaria izquierda es accesible a
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través de una toracotomia izquierda y usualmente no tiene una rama circunfleja larga, la ligadura de la
coronaria izquierda puede resultar en 20% a 60% de necrosis del ventriculo izquierdo. Se ha reportado
gue el procedimiento tiene una mortalidad de 40% o mayor, aunque Bajusz no observé mortalidad
resultante de la oclusion de la arteria coronaria izquierda a 1 mm. por abajo de su origen (Baker et al.
1980).

La oclusién de una arteria coronaria produce diversas alteraciones en el metabolismo celular del
tejido irrigado por ella. La cascada de eventos incluye: inhibicién del metabolismo aerdbico, disminucion
en la cantidad de fosfocreatina e inicio del metabolismo anaerébico con produccion de diferentes
metabolitos toxicos para la célula. Si la oclusion coronaria persiste, en ausencia de circulacién coronaria
colateral el déficit de perfusion resultara en un dafio estructural irreversible y finalmente llevara a las
células a la muerte. Si la reperfusién ocurre antes que el dafio sea irreversible, la célula puede
recuperarse (Férez y col. 1998) Tabla 1

TABLA 1
Alteraciones del entorno celular durante la isquemia miocéardica
Intracelulares Extracelulares
Aumento de Ca”* citoplasmatico Acumulacion de K*, Na*y H*
Acumulacion de CO, y H* Aumento de lactatos
Aumento de AMP ciclico Aumento de lisofosfoglicéridos
Deplecién de ATP, AMP y CP Liberacién de catecolaminas
Disminucién de NADH Aumento de alfa- receptores

Los trastornos electroliticos alteran el potencial de reposo, la amplitud y duracién del potencial de
accion transmembranal y, secundariamente, la fase de recuperacion de la excitabilidad y conduccion del
estimulo cardiaco. El reestablecimiento de la circulaciébn en un &rea previamente isquémica produce
cambios electrofisiol6gicos y metabdlicos tanto en las células isquémicas como en las células normales
vecinas, que seran responsables de arritmias ventriculares letales y de alteraciones anatdmicas severas
(Cinca, 1988).

En la célula cardiaca, la isquemia produce diferentes alteraciones en sus propiedades
electrofisiologicas, afectando la conduccion eléctrica de forma muy significativa, dando lugar a bloqueos,
alternancia de periodos refractarios, diferencias en los umbrales de reposo, excitacion y duracion del
potencial de accion; dichas alteraciones se relacionan principalmente con la aparicion de taquiarritmias
(Nava; 2004).
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Las alteraciones son consecuencia del cambio brusco en el substrato electrolitico y metabdlico
del espacio extracelular, producido por el arrastre o lavado que ejerce la reperfusion del area isquémica.
Por tanto, los efectos de la reperfusion coronaria dependeran de:

a) la rapidez con la que se restituya el flujo coronario, ya que la reperfusion gradual atenta la incidencia
de las arritmias

b) la duracion del periodo previo de isquemia, puesto que éste condiciona la magnitud de la alteracion
electrolitica y metabdlica del espacio intersticial y por tanto su osmolaridad

c) la extension del area de isquemia

d) la frecuencia cardiaca previa, ya que su aumento incrementaria el grado de heterogeneidad que

produce la reperfusion del intersticio isquémico.

Existen dos corrientes principales que tratan de explicar el dafio celular que aparece subsiguiente
a la reperfusion, una de ellas considera que el agente mas importante es el calcio y que una sobrecarga
de este i6n en la célula produce el dafo; la otra corriente considera a los radicales libres derivados del
oxigeno (ROS) como los principales agentes implicados en el dafio celular secundario a la reperfusion;

probablemente ambos agentes interactuan durante la induccién del dafio cardiaco (Téllez et al; 1996).

En el modelo de rata hipertrigliceridémica, Carvajal y cols. presentaron evidencia de la
participacién de los ROS como principales efectores del dafio durante la reperfusion (Carvajal, 1999). Los
ROS constituyen una familia de moléculas que incluye al oxigeno molecular y sus derivados producidos
en todas las células aer6bicas. Durante la reperfusion, la produccion de ROS en la zona isquémica es
intensa y secundariamente los sistemas de proteccion estan deprimidos (disminucion de las tasas de

superéxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa en el curso de la isquemia).

Los ROS (O-',y H,0, transformados en OH’) reaccionan con los componentes fosfolipidicos de las
membranas celulares (lipoperoxidacion), proteinas y acidos nucleicos, provocando la desorganizacion
estructural y funcional de las células y su muerte, ademas actian sobre los acidos grasos libres
acumulados en la fase isquémica y pueden desviar la cascada del acido araquidonico hacia la via
metabdlica del tromboxano A, vasoconstrictor y proagregante plaquetario. Los ROS son agentes
guimiotacticos para las plaquetas (adhesion y agregacion) y las células polimorfonucleares neutréfilas, las
cuales activan la adherencia al endotelio y suman su propia produccion de radicales (Droy-Lafaix et al,

Folleto Informativo Editado por Farmasa Schwabe).

La produccién de ROS est4d aumentada en personas con hiperglucemia (diabetes) por tanto el

estrés oxidativo también se incrementa. Entre las principales complicaciones que se presentan en esta
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enfermedad estan, la enfermedad cardiovascular (cardiopatia isquémica), la enfermedad vascular cerebral

y la enfermedad arterial periférica.

INFLUENCIA DEL GENERO

En estudios epidemioldgicos se ha demostrado que las mujeres premenopdausicas tienden a estar
protegidas de enfermedad arterial coronaria en comparacién con hombres de la misma edad, también es
sabido que en mujeres premenopdusicas la incidencia de infarto al miocardio y otras complicaciones
relacionadas a enfermedad aterosclerética es més baja que en hombres, pero la incidencia después de la
menopausia es similar a la observada en hombres. Estos hallazgos indican también un papel protector de

los estrégenos endogenos (Barp et al, 2002).

A través de estudios electrofisiolégicos se ha visto que las taquiarritmias son mas facilmente
inducibles en hombres que en mujeres; Freedman y col. demostraron que las taquiarritmias ventriculares,
investigadas por estimulacion eléctrica programada se inducian en 88% de los hombres pero sé6lo en 39%
de las mujeres (Freedman et al, 1988). Aunado a esto existen datos acerca de la mortalidad por
enfermedad cardiaca: mayor nimero de hombres (39%) que mujeres mueren entre las edades de 45y 64
afos, sin embargo después de los 65 afios, el porcentaje de mortalidad debido a enfermedad cardiaca en

mujeres excede al de hombres en 22% (http://www.census.gov/prod/wwwy/statistical-abstracts-us.html).

Se han reportado diferencias en la presion sanguinea arterial asociadas al género. Existe
evidencia de que los andrégenos juegan un importante papel en la regulacion de la presién sanguinea.
Algunos estudios en los que han usado técnicas de monitoreo de presion ambulatoria en nifios, han
mostrado que con el aumento en la edad aumenta la presion sanguinea en nifios y nifias. Sin embargo,
después del inicio de la pubertad los varones presentan mas alta la presion sanguinea que las jovenes de
su misma edad, de los 13 a los 15 afios la presion sistélica es aproximadamente 4 mm Hg més alta en
varones que en jovencitas, y de los 16 a los 18 afios los varones tienen mas elevada la presion sistdlica
gue las jovenes, por 10 a 14 mm Hg (Harshfield et al, 1994). Estos datos sugieren que en la adolescencia y
la pubertad, cuando los niveles de andrégenos aumentan, también la presion sanguinea es mas alta en
varones que en jovencitas. Wiinberg y cols. estudiaron un grupo de 352 daneses, hombres y mujeres
normotensos entre los 20 y 79 afos de edad, encontrando que la presién sanguinea aumenta con la edad
en ambos, pero los hombres tienen mas alta la presion media de 24 Hrs. por 6 a 10 mm Hg que las

mujeres, hasta los 70 a 79 afios, cuando la presion es similar en ambos (Wiinberg et al, 1995).

Existen observaciones realizadas en mujeres con sindrome de ovario poliquistico o tumores
adrenales virilizantes, ambos estados se caracterizan por niveles elevados de testosterona y las

pacientes desarrollan hipertension (Talbott et al, 1995; Mattson et al, 1984; Sorano et al, 1999). Las diferencias
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encontradas en humanos también existen en varios modelos animales. En modelos de ratas hipertensas,
muchos investigadores han observado que las ratas macho tienen la presion sanguinea mas alta que las
hembras. En estudios llevados a cabo en animales espontaneamente hipertensos el tratamiento con
testosterona incrementa la presion sanguinea en hembras ooforectomizadas y machos castrados (Chen Y-
F et al, 1991). Diferencias de género similares en el desarrollo de la hipertensién son encontradas en ratas
Dahl sensibles a sal (Crofton et al, 1993; Rowland et al, 1992).

Esta informacion indica que el incremento en niveles de andrégenos en humanos y ratas, tanto
normotensos como hipertensos provoca aumento en la presion sanguinea; dado que hombres y ratas
macho tienen la presion sanguinea mas alta que las mujeres y las ratas hembra, es probable que las

hormonas femeninas jueguen un papel importante para evitar la elevacion de la presion (Reckelhoff, 2001).

Los estrogenos comprenden al estriol, 17B-estradiol y estrona, de ellos el que ha demostrado un
mayor potencial protector en experimentos in vitro ha sido el 17p-estradiol. Existen varios tejidos y células
gue tienen la capacidad de sintetizar estrégenos a partir de andrégenos y usarlos de manera paracrina o
intracrina: entre ellos estan las células de la granulosa ovérica, el sinciciotrofoblasto de la placenta, el

tejido adiposo y los fibroblastos de piel, hueso y cerebro (Belanger et al, 2002; Nelson et al. 2001).

Actualmente existe evidencia que apoya el papel protector de los estrdgenos en musculo cardiaco
y esquelético in vivo e in vitro; en vasos sanguineos también se han encontrado efectos protectores
(Persky et al, 2000; McHugh et al, 1995; Watanabe et al, 2001; Babiker et al, 2002; Barp et al, 2002; Booth et al
2005, Pérez 2004), en varones los estrogenos son producidos en cantidades significativas, por
aromatizacion local de los precursores androgénicos en testiculos y glandulas adrenales, encontrandose
involucrados en el metabolismo de los huesos (cierre de las epifisis y adecuada densidad mineral)
(Simpson 1997), en el mantenimiento de un perfil adecuado de lipidos y en el metabolismo de la glucosa
(Shono, 1996).

Existen datos que por una parte indican la presencia anormalmente alta de estrona en varones
sobrevivientes de infarto al miocardio, cuando se comparan con sujetos control, mientras que sus niveles
de testosterona no presentan cambios (Phillips, 1976), en otros estudios se postula que los niveles altos de
estrogenos mejoran la sobrevivencia después de un ataque, mas que provocar aterosclerosis (Zumoff,
1982)

No se han encontrado diferencias entre los niveles hormonales de hombres que han sufrido infarto
y sujetos control (Barret-Connor et al, 1988). En la mayoria de estos estudios s6lo se midieron los niveles de

hormonas circulantes sin tomar en consideracion las fracciones unidas a proteina, pues se sugiere que
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s6lo las primeras tienen actividad biolégica significativa; sin embargo en la Prueba de Intervencion de
Mdltiples Factores de Riesgo se midieron ambos tipos de hormona, sin encontrar asociacién con

enfermedad arterial coronaria (Cauley et al, 1987).

Algunos trabajos hacen mencion de las diferencias en el patrén electrocardiografico de mujeres y
hombres; (Merri et al, 1995) Bidoggia y col las compararon en hombres castrados, mujeres con virilizaciéon y
sujetos control pareados por edad y sexo, encontrando que las mujeres con virilizacion muestran una
repolarizacion mas corta y rapida en el electrocardiograma que la repolarizacion de mujeres normales y
hombres castrados, estos ultimos presentaban un patron de repolarizacion mas lento y largo que hombres
normales, el cual podia ser revertido con administracion de testosterona (Bidoggia et al, 2000). También
existe la observacion de que esta hormona disminuye la duracién del potencial de accion en células
endocardiacas de conejas ooforectomizadas (Hara et al, 1998); esto podria ser indicativo de la
susceptibilidad del corazén de machos a desarrollar anormalidades con mas frecuencia que el corazén de

las hembras.

19



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los padecimientos crénico-degenerativos, particularmente los cardiovasculares son de amplia
prevalencia y causa mas frecuente de mortalidad en gran niumero de comunidades, por lo que deben
ocupar un sitio prioritario en la investigacion. Por otra parte, existen diferencias en la incidencia de estas

enfermedades, asociadas al género y edad del individuo, entre otras variables.

Tomando en cuenta los antecedentes generales asi como nuestros hallazgos experimentales, se
utilizaran meétodos fisioldgicos y bioquimicos para evaluar la participacion de las hormonas sexuales en la
funcioén cardiaca durante un periodo de estrés inducido por isquemia y reperfusion, en el modelo de rata

hipertrigliceridémica.
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HIPOTESIS

- En ratas macho, la castracion o el tratamiento con estradiol podria conferirles proteccion contra el
dafio por isquemia — reperfusion en el miocardio, normalizando la frecuencia cardiaca y disminuyendo

los niveles de enzimas marcadoras de dafio (creatin cinasa y lactato deshidrogenasa).

- En ratas hembra la ooforectomia o el tratamiento con testosterona podria revertir la proteccion que
muestran al dafio por isquemia — reperfusion en el miocardio, existiendo alteracion de la frecuencia
cardiaca y aumento en los niveles de enzimas marcadoras de dafio (creatin cinasa y lactato

deshidrogenasa)

OBJETIVO
- El propdésito del presente trabajo fue analizar el papel modulador de los estrogenos y los androgenos

sobre la funcién cardiaca, particularmente en condiciones de estrés por isquemia y reperfusion in vivo, en

ratas intactas o hipertrigliceridémicas.
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METODOLOGIA

Animales.-

Los experimentos fueron realizados en ratas Wistar machos y hembras adultos los

cuales fueron obtenidos del bioterio del Instituto Nacional de Cardiologia “Dr. Ignacio Chavez” cuando

fueron destetados a las tres semanas de vida.

Protocolo Experimental:

Se formaron grupos de 10

hipertrigliceridémicas (HTG). Tabla 2

ratas cada uno,

machos o hembras,

control

(CTRL) e

Tabla 2
HEMBRAS MACHOS
Grupo 1 Control (CTRL) Grupo 1 Control (CTRL)
Intactas Hipertrigliceridémicas (HTG) Intactas Hipertrigliceridémicas (HTG)
Grupo 2 Control Grupo 2 Control
Ooforectomizadas Castradas
(Oofo) Hipertrigliceridémicas (Cast) Hipertrigliceridémicas
Grupo 3 Control Grupo 3 Control
Ooforectomizadas Castradas +
+ Estradiol (Est) Testosterona
Hipertrigliceridémicas (Test) Hipertrigliceridémicas
Grupo 4 Control Grupo 4 Control

+Testosterona

Ooforectomizadas

Hipertrigliceridémicas

Castradas +

Estradiol

Hipertrigliceridémicas

Durante el protocolo experimental los animales fueron mantenidos en grupos de 5 ratas en cajas

de policarbonato y acero inoxidable para alojamiento de roedores, los animales CTRL recibieron alimento

comercial (Labdiet) y agua ad libitum, en tanto los animales HTG recibieron el mismo tipo de alimento

pero el agua de bebida tenia azlcar comercial al 30%; también alimento y bebida fueron proporcionados

ad libitum.

Induccion de la hipertrigliceridemia.- La hipertrigliceridemia se indujo por la administracion de

azucar comercial al 30% en el agua de bebida durante un periodo de 20 semanas, al cabo del cual se
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observé un aumento significativo en el nivel plasmatico de triglicéridos sanguineos (resultados

previamente reportados por el laboratorio) y en la presién arterial.

Tratamiento hormonal.- Después de la remocién de las génadas, transcurrieron dos semanas y se
inicio el tratamiento hormonal. Existen trabajos publicados donde se administr6 estradiol de forma aguda
y en dosis fisiologicas o cercanas a ellas (Mc Hugh et al, 1995; Paredes et al, 1995), en nuestro caso se
utilizd una dosis inferior a la fisiologica y aplicada cronicamente. Para suplir al estradiol se administré
valerato de estradiol (Est), 270 ug/Kg de peso mensualmente; la testosterona (Test) fue reemplazada con
enantato de testosterona 50 pg /Kg de peso cada dos semanas, ambas hormonas fueron administradas

por via intramuscular (IM).

EVALUACION DE LA PRESION SANGUINEA

La presion sanguinea se midié por un método indirecto, a través de un manguito colocado en la
cola de la rata y conectado a un transductor neumatico de pulso (Narco Biosystems Inc., Houston Texas)
el cual a su vez estaba conectado a un poligrafo Grass modelo 79D. Esta maniobra experimental se llevo

a cabo con el siguiente protocolo:

- Se colocaron de 6 a 8 ratas en una jaula de acrilico translicido y a su vez ésta en una caja de madera
con 2 focos de 100 w, dejandolas ahi de 15 a 20 minutos, con el fin de provocar la dilatacion de los
vasos sanguineos de la cola, que son los més superficiales y donde se evalla la presion sanguinea.

- Posteriormente, las ratas se colocaron en una caja individual de acrilico, la cual permite ajustarla al
tamafo del animal en cuestion, para mantenerlo inmovil, dejando la cola fuera.

- A continuacion se coloc6 sobre la cola el anillo de presion y en seguida el fotosensor, este ultimo de
tal manera que el haz de luz emitido quedd sobre alguno de los cuatro vasos que recorren de forma
paralela la cola de la rata.

- El anillo de presidn se conect6 a una jeringa a través de la cual se impulsé el aire que infla el anillo
para ejercer presion, esto es equivalente a un baumandmetro utilizado en el ser humano. Tanto el
anillo de presion como el fotosensor estaban conectados al transductor, el cual enviaba la informacion
hacia el poligrafo y de éste iba a la computadora, donde por medio del programa SIEVART se
obtuvieron los valores de presion sistélica.

- Los registros se repitieron de 3 a 5 veces para cada animal hasta obtener resultados reproducibles, y
se promediaron los valores obtenidos.

- El procedimiento se repiti6 mensualmente en todos los animales de cada grupo.

OBTENCION DEL FROTIS VAGINAL
Para obtener el frotis vaginal se llevo a cabo el siguiente protocolo:

- Se utilizaron aplicadores forrados con algodon en uno de sus extremos.
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- Se sujetd a la rata con el vientre expuesto hacia arriba, y suavemente con movimientos rotatorios se
introdujo el aplicador en la vagina.

- Se sac6 el aplicador suavemente y con movimientos giratorios se puso en contacto con la superficie
de un portaobjetos limpio.

- Se dejo secar la superficie del portaobjetos y se fijo la preparacion con alcohol de 96°

- A continuacion la preparacion se tifié de acuerdo al método de Papanicolaou (Luna, 1960)

CASTRACION

La castracion se realiz6 a las 5 semanas del nacimiento de las ratas macho, bajo anestesia
(pentobarbital sédico 1 mg/Kg. de peso)
- Se depil6 la zona del escroto, se limpio y desinfectd con etanol y después con benzal al 5%

- Serealiz6 una incision longitudinal de aproximadamente 1 cm.

BOLSA
ESCROTAL

TESTICULO

- Se corto la bolsa escrotal y se exteriorizaron los testiculos, ligando los conductos eferentes y los vasos
sanguineos, a continuacién se seccioné por debajo de las ligaduras y se sutur6 cada corte.
- En el agua de bebida se administré antibigtico lincomicina-espectinomicina (Linco-Spectin 100, 0.46-

0.5 g/L) durante una semana.
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OOFORECTOMIA

La ooforectomia se realizd a las 4 semanas de nacimiento de las ratas hembra, bajo anestesia

(pentobarbital sGdico 1 mg/Kg. de peso).

En primer término se depil6 el perimetro abdominal del dorso del animal
Se limpié y desinfect6 con etanol y benzal al 5%
Se hizo una incision longitudinal de aproximadamente 1 cm, y se separo la piel del musculo

Se practico otra incision en el musculo de aproximadamente 0.5 cm. a cada lado de la primera incision

Se exteriorizaron los ovarios y se colocé una ligadura inmediatamente por debajo de ellos abarcando
una pequefia porcion correspondiente al utero
Se secciond por arriba de la ligadura y después se suturaron los cortes efectuados.

Se administro antibiotico a la dosis ya mencionada.

ISQUEMIA — REPERFUSION MIOCARDICA

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico (55 mg/Kg. IP) y a través de una abertura
en la traquea se introdujo la canula de un respirador, manteniendo la frecuencia respiratoria en
62/min.

A continuacion se abrid la piel a la altura de la arteria femoral, en ésta se introdujo un catéter
conectado a un transductor de presién hidrostatica, a través de éste la sefial se envié a un poligrafo
Grass modelo 79D y finalmente, al programa PolyVIEW donde se despleg6 en forma de onda con una

escala que permitié la evaluacién de variaciones en la presion sanguinea durante todo el experimento.
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- Por toracotomia lateral se expuso el corazén. Con un hilo de sutura de seda 6-0 pasado por debajo de
la arteria coronaria descendente anterior izquierda y posteriormente anudado se ocluyé el paso de la
sangre hacia la pared del ventriculo izquierdo durante 5 minutos y al cortar la sutura, se permitié el
flujo 5 minutos més.

- Se hizo un registro de electrocardiograma (ECG) de superficie con 3 electrodos, colocados en la
posicion standard DIl los cuales se conectaron al poligrafo, durante todo el proceso.

- Al término del experimento se colectaron 3ml de sangre, por puncion en el ventriculo izquierdo y se

separo el suero; se obtuvo la grasa retroperitoneal de todos los animales.

- De ratas hembra se obtuvo también el Gtero, quitandolo desde el nivel del cuello y eliminando la grasa

adherida.

DETERMINACION DE ENZIMAS
Tanto la creatin cinasa (CK-MB) como lactato deshidrogenasa (LDH) fueron determinadas por

medio de kits de la marca RANDOX de acuerdo a los insertos que provee el fabricante.
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MEDICION DE LAS CONCENTRACIONES HORMONALES (TESTOSTERONA Y ESTRADIOL)

Las hormonas sexuales se midieron en todos los grupos al final del periodo experimental. Personal
del Departamento de Biologia de la Reproduccion del INNSZ realiz6 las determinaciones de estradiol (Est)
y testosterona (Test) séricos utilizando kits comerciales, y se siguié el método recomendado por el
fabricante.

ANALISIS ESTADISTICO
El andlisis estadistico fue realizado con el programa SPSS version 11.0 y las figuras con el programa
Prism version 3.0. Los datos se presentan como la media * error estandar, la significancia estadistica se

determinoé por la prueba de t de Student y una p<0.05 se tomé como significativa
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RESULTADOS

GRUPO 1: RATAS INTACTAS

Peso corporal

En las ratas hembra (Fig. 1A) se observo que desde el primer mes (tiempo 1) existio ganancia en el peso
corporal, el cual fue ligeramente mayor en el grupo CTRL (95.8g) que en el grupo HTG (87.79g). El valor
promedio del peso del grupo HTG permanecio por debajo del grupo CTRL. En el cuarto mes (tiempo 4) la
diferencia entre los dos grupos fue mas acentuada (CTRL 293112 vs. HTG 240+12) permaneciendo con
un mayor peso las ratas del grupo CTRL, esta diferencia se mantuvo hasta el final del tiempo

experimental (p<0.05).

En la Fig. 1B correspondiente al peso corporal de las ratas macho, se observd un aumento
progresivo de peso en las ratas de los dos grupos (HTG y CTRL); sin embargo, entre ellos no hubo
diferencia (HTG 599 £ 45g vs. CTRL 646 + 28g) p>0.05.

Tanto las ratas hembra como las ratas macho de los grupos HTG tuvieron un menor peso corporal

gue las ratas de los grupos CTRL.

El peso final promedio de hembras CTRL fué de 392g al término del periodo experimental (20
semanas), mientras que el peso final de los machos CTRL fue 646g. Cuando se llevé a cabo una pruebat
de Student para comparar el peso corporal, entre machos y hembras HTG, se obtuvo una diferencia
significativa desde el primer mes (tiempo uno) (p<0.05) hasta el quinto mes (tiempo cinco); en ambos

casos las ratas macho tuvieron mayor peso (p<0.05).

Presién sanguinea

Respecto a la presion sanguinea, en las ratas hembra (Fig. 1C) se observé que en el primer mes
(tiempo 1) los valores que se obtuvieron en promedio fueron muy similares entre los grupos CTRL y HTG.
A partir del segundo mes (tiempo 2), el grupo de ratas HTG presentd una elevacion que se mantuvo
significativa hasta el final del periodo experimental (HTG 130+2 vs. CTRL 1173, p<0.05).

Se observo que desde el primer mes (tiempo 1), la presion arterial en las ratas machos del grupo
HTG (figura 1D) se elevd significativamente (HTG 117 £+ 4 mm Hg vs. CTRL 110 £ 5 mm Hg), aln
cuando en el cuarto mes (tiempo 4) se present6 un descenso que se aproximd al valor promedio obtenido
en el grupo CTRL (HTG 131 + 2.6 vs. CTRL 124 + 2 mm Hg), en el quinto mes (tiempo 5) se observo
diferencia significativa entre ellos (HTG 147+2 vs. CTRL 125+2) p <0.05.
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Al comparar la presion arterial en las ratas intactas (grupol), las ratas macho del grupo HTG
tuvieron la presion mas elevada que las hembras del mismo grupo (p<0.05) desde el primer mes (tiempo
1) (Fig. 1C y 1D). Este patrén también se observé cuando se compararon las ratas macho y hembra de

los grupos CTRL, p<0.05.
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PESOS DE RATAS HEMBRA PESOS DE RATAS MACHO
INTACTAS (Gpol) INTACTAS (Gpol)

PESO (g)

1 2 3 4 5 6
TIEMPO (MESES) TIEMPO (MESES)
PRESION SANGUINEA EN PRESION SANGUINEA EN
. RATAS HEMBRA INTACTAS (Gpol) 17 RATAS MACHO INTACTAS (Gpo1)
1 1
o1 o1
T T
g L £ 1
E £
z Z
E 12 E 12
r 11 r 11
[a [a
1 1
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
TIEMPO (MESES) TIEMPO (MESES)

Figura 1.- En la grafica A se muestra el peso corporal en ratas hembra intactas pertenecientes a los
grupos CTRL (0) y HTG (¢). En la gréfica B se muestra el peso corporal de ratas macho intactas
pertenecientes a los grupos CTRL (0) y HTG (¢). En las graficas C y D, se muestra el registro de la
presion arterial (mmHg) con respecto al tiempo, en los mismos grupos de ratas. Cada punto representa la

media £ e.s. O Indica diferencia significativa (p<0.05)
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RATAS DEL GRUPO 2: OOFORECTOMIZADAS Y CASTRADAS
Peso corporal

El incremento en el peso corporal en las ratas hembra ooforectomizadas (Oofo) fue mayor en las
ratas del grupo HTG que en las del grupo CTRL (HTG 417 + 40 g vs. CTRL 365 + 43g, p<0.05), (Fig. 2A).

Los grupos de ratas macho (Fig. 2B) presentaron un patron de incremento brusco de peso a partir
del primer mes (tiempo 1), sin embargo los animales pertenecientes al grupo HTG tuvieron un menor peso
que los animales pertenecientes al grupo CTRL (HTG 463 + 659 vs. CTRL 487 * 24), esta diferencia no
fue significativa (p>0.05).

El andlisis estadistico del incremento de peso entre los dos sexos de animales de los grupos HTG,
no mostro diferencia (p>0.05). Esto pudo ser debido a los valores tan grandes de la desviacion estandar y
al aumento de peso que presentaron las hembras. Entre los animales de los grupos CTRL si se encontré

diferencia (p<0.05), siendo los machos mas pesados.

Presion arterial

Respecto a la presion arterial en las ratas hembra, Oofo (Fig. 2C), las ratas pertenecientes al
grupo HTG mostraron un patrén de incremento ascendente con el tiempo, el cual fue mayor en las ratas
del grupo CTRL. Al final del periodo de tratamiento que consté de 20 semanas, se obtuvieron valores de
presion de 141 + 5.4 mmHg en las ratas del grupo HTG y de 126 + 4.9 mmHg en las ratas del grupo
CTRL, sin embargo, esta diferencia no fue significativa (p>0.05). En las ratas del grupo CTRL, el

incremento en la presion arterial presenté una gran variabilidad.

En las ratas macho, los valores de presion sanguinea tuvieron un comportamiento similar entre los
animales del grupo CTRL y los del grupo HTG hasta el tiempo 3. En el tiempo 4 pudo observarse que las
ratas del grupo HTG tenian la presidon sanguinea mas elevada que la de las ratas del grupo CTRL, esta
elevacién se mantuvo hasta el tiempo 5. Sin embargo los errores estandar fueron grandes en todos los
tiempos, por lo tanto sus diferencias no fueron significativas (HTG 134 + 6.1lmmHg y CTRL 126 + 4.3
mmHg, p>0.05) (Fig. 2D).

No se encontraron diferencias en la presion sanguinea entre los dos sexos de los grupos de ratas
HTG, en este caso, también influyé la dispersion en los datos, dado que los errores estandar eran
grandes. En las ratas de los grupos CTRL el valor final de la presion arterial fue similar, no se encontraron

diferencias significativas.
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Figura 2.- En la grafica A, se muestra el peso corporal en ratas hembra, ooforectomizadas tanto CTRL (0)
como HTG (¢). En la gréfica B se muestra el peso corporal de ratas macho castradas pertenecientes a los
grupos CTRL (0) y HTG (#). En las grafica C y D, se muestra el registro de la presion arterial (mmHg) con
respecto al tiempo, en los mismos grupos de ratas. Cada punto representa la media + E.S. O Indica

diferencia significativa (p<0.05)

32



RATAS DEL GRUPO 3: OOFORECTOMIZADAS + Est Y CASTRADOS + Test
Peso corporal
El incremento de peso corporal a lo largo del periodo experimental no tuvo diferencias

significativas (p>0.05) entre los grupos de ratas hembras de los grupos HTG y CTRL (Fig. 3A).

En el grupo de machos (Fig. 3B), el aumento en el peso fue menor para el grupo de ratas HTG que
para el grupo CTRL, al final del periodo experimental, pero no fue significativo (p>0.05). Sin embargo, la
diferencia de peso entre las hembras y los machos de los grupos CTRL si fue significativa (p<0.05). Lo
mismo se encontroé entre los grupos de ratas hembra y macho del grupo HTG, los machos tuvieron el

mayor peso corporal.

Presion arterial

La presién arterial en el grupo de hembras CTRL (Fig. 3C) se mantuvo estable (tiempo 1= 116.3 +
3.5 y tiempo 5= 116.8 * 3.7) durante el periodo experimental y con valores mas bajos de los obtenidos en
el grupo HTG (CTRL 116.8 £ 3.7 vs. HTG 136 + 7.8). En este Ultimo grupo, a partir del segundo mes
(tiempo 2) se observé aumento paulatino en la presion arterial, que al final del periodo experimental fue
significativo con respecto al grupo CTRL (p< 0.05). En los machos, la presion arterial para el grupo HTG
aumento a partir del segundo mes (tiempo 2) hasta el final del periodo experimental, en tanto que el grupo
CTRL mantuvo los valores de presion sin cambios significativos (Fig. 3D). Los valores de presion arterial

entre los machos y las hembras de los grupos CTRL y HTG no fueron diferentes.
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Figura 3.- En la gréfica A se muestra el peso corporal en ratas hembra ooforectomizadas + Est, tanto
CTRL (o) como HTG (¢). En la grafica B se muestra el peso corporal de ratas macho castradas + Test,
pertenecientes a los grupos CTRL (0) y HTG (¢). En las gréafica C y D, se muestra el registro de la presion
arterial (mmHg) con respecto al tiempo, en los mismos grupos de ratas. Cada punto representa la media +
E.S. O Indica diferencia significativa (p<0.05)
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RATAS DE GRUPO 4: OOFORECTOMIZADAS + Test Y CASTRADOS + Est
Peso corporal

En las ratas hembra del grupo HTG y tratadas con Test (50ug /Kg cada 2 semanas) no se
encontré un incremento en el peso corporal diferente (p>0.05) al de las ratas CTRL durante el periodo

experimental (Fig.4A).

Las ratas macho del grupo HTG tratadas con Est, tampoco mostraron un incremento de peso
diferente al de los animales CTRL (Fig. 4B).

Al comparar el peso corporal entre las ratas hembra y macho, so6lo hubo diferencia (p<0.05) entre
los grupos CTRL (CTRL hembras:428.6+30 vs. machos: 371+13.84)

Presion arterial

Respecto a la presion arterial, entre el grupo CTRL y el HTG de ratas hembra tratadas con Test,
en los primeros tres meses, no hubo diferencia, sin embargo los dos Uultimos meses fueron
significativamente diferentes (p<0.05) (Fig. 4C). En los machos tratados con Est, la diferencia entre los
grupos CTRL y HTG también fue significativa (p<0.05) (Fig. 4D).

La presion arterial entre hembras y machos del grupo CTRL tratados con hormonas opuestas a su

género fue diferente (p< 0.05)
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Figura 4.- En la gréfica A, se muestra el peso corporal en ratas hembra ooforectomizadas + Test, tanto
CTRL (o) como HTG (). En la grafica B se muestra el peso corporal de ratas macho castrados + Est,
pertenecientes a los grupos CTRL (0) y HTG (¢). En las grafica C y D, se muestra el registro de la presiéon
arterial (mmHg) con respecto al tiempo, en los mismos grupos de ratas. Cada punto representa la media +

E.S. O Indica diferencia significativa (p<0.05)

36



FRECUENCIA CARDIACA
El calculo de la frecuencia cardiaca durante la maniobra experimental de isquemia-reperfusion tuvo
la finalidad de evaluar de manera indirecta el dafio funcional del corazén. Los primeros 5 minutos

corresponden al periodo de isquemia y los siguientes 5 minutos al periodo de reperfusién del corazon.

Grupo 1 (Intactos)

Se encontré que en hembras intactas la frecuencia cardiaca se incrementd de manera similar en
las ratas del grupo CTRL y del grupo HTG hasta el minuto 6 (CTRL 301 + 66 vs. HTG 335 + 40). En el
minuto 7 en los animales del grupo CTRL se observo un incremento mayor de la frecuencia cardiaca que
los del grupo HTG (CTRL 491 + 81 vs. HTG 396 * 37, p<0.05), (Fig. 5A). Finalmente en el minuto 10, el
grupo HTG present6 una mayor frecuencia cardiaca (685 + 36.8) que el grupo CTRL (358 + 8) con

significancia estadistica p< 0.05.

El patron de incremento de la frecuencia cardiaca en el minuto 10, en las ratas macho del grupo
HTG tendi6 a ir en aumento (549 + 22) y el del grupo de animales CTRL tendié a descender (355 * 37),
significativamente p<0.05 (Fig. 5B).

Entre machos y hembras intactos, la frecuencia cardiaca se elevé mas en las dltimas, pero sélo
para los animales del grupo HTG (hembras 685 + 36.8 vs. machos 549 + 22, p<0.05). Entre machos y

hembras de los grupos CTRL no existié diferencia (hembras 358 + 8 vs. machos 355 + 37).

Grupo 2 (castrados)

Respecto al grupo de animales castrados (Grupo2) no se encontro diferencia entre las hembras de
los grupos HTG y CTRL, al contrario de lo observado en el grupo de animales intactos. La frecuencia
cardiaca de las ratas macho tuvo una tendencia a incrementarse, que no fue diferente entre el grupo
CTRL Yy el grupo HTG.

Cuando se comparé la frecuencia cardiaca entre sexos, el grupo de hembras HTG desarrollo
menor frecuencia cardiaca (378 = 202) que el grupo de machos (HTG 670 + 146) siendo diferente p<0.05.
Entre los grupos CTRL de hembras y machos no existié diferencia (hembras 417 + 120 vs machos 374 +
135).
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Fig. 5.- En las gréaficas A y B se muestra el comportamiento de la frecuencia cardiaca (latidos/min) en los
grupos de ratas intactas de machos y hembras CTRL (0) y HTG (), en las graficas C y D se muestra la
misma variable evaluada en animales ooforectomizados y castrados, machos y hembras CTRL (0) y HTG
(#); durante el tiempo en que el miocardio estuvo sometido a isquemia—reperfusion. En el tiempo cero se

registro el valor normal de la frecuencia cardiaca. O Indica diferencia significativa (p<0.05)
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Grupo 3 (Cast + Testy Oofo + Est)

En las ratas hembra de los grupos CTRL y HTG que recibieron estradiol exdgeno (270 ug /Kg de
peso, mensual), a partir del minuto 6 se produjo de manera muy similar, elevacion de la frecuencia
cardiaca (HTG 367 £ 79 y CTRL 404 £ 92), la cual no fue significativa debido a la dispersion tan grande en
los datos (Gpo3, Fig. 6A).

En machos que recibieron testosterona exogena (50 ug /Kg de peso cada dos semanas) (Gpo. 3,
Fig. 6B) tanto en el grupo CTRL como en el HTG existié elevacién de la frecuencia cardiaca a partir del
minuto 7, ambos grupos mantuvieron esta elevacién hasta el final del experimento, sin que se encontrara

diferencia entre ellos.

Al comparar a los animales machos contra las hembras del grupo 3, no se encontraron diferencias

entre los grupos CTRL, ni entre los HTG.

Grupo 4 (Cast + Est y Oofo + Test)

En la Fig. 6C, se muestra la frecuencia cardiaca en hembras del grupo 4 (Oofo+ Test) donde se
aprecia que aun cuando existié elevacion a partir del minuto 6 en ambos grupos, el CTRL tuvo valores
promedio por debajo del HTG (por ejemplo en el minuto 8, CTRL 395.36 + 84.8 vs HTG 541.06 + 34.5)
excepto en el dltimo punto (minuto 10, CTRL 454.83 + 99.8 vs. HTG 418.6 + 60.9); no se encontro

diferencia entre ellos p>0.05.
En el grupo de ratas macho Cast+ Est (Fig. 6D), no se encontré diferencia (p>0.05) entre el grupo
CTRL y el HTG, pese a esto la frecuencia cardiaca se elevdo de manera mas notoria en el grupo HTG

(517.64 £ 152.4 vs CTRL 393.12 +46.8) a partir del min.7.

En la comparacién entre sexos del grupo 4, sélo se encontré diferencia entre los grupos de
animales HTG (p<0.05).
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Figura 6 .- En las graficas A y B se muestra la variaciéon en la frecuencia cardiaca en los grupos de ratas
hembra ooforectomizadas + Est y macho castrados + Test (Grupo 3), tanto CTRL (0) como HTG (¢) y en
C y D se muestra la misma variable evaluada en ratas hembra ooforectomizadas + Test y macho
castrados + Est (Grupo 4), tanto en los grupos CTRL (0) como HTG (¢), durante el tiempo en que el
miocardio se sometié a isquemia-reperfusién. En el tiempo cero se registr6 el valor normal de la

frecuencia cardiaca.
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INCIDENCIA DE ARRITMIAS
Taquicardia ventricular (TV)

En el grupo de animales intactos (Grupo 1) las hembras del grupo CTRL fueron las que tuvieron el
menor porcentaje de taquicardia ventricular (TV, 66.6%) seguidas por el grupo de machos CTRL
(71.42%), en tanto la incidencia del grupo HTG entre machos y hembras estuvo casi al mismo nivel (86%

y 83% respectivamente).

En el grupo de ratas gonadectomizadas (Grupo2) fueron los machos del grupo CTRL los que
presentaron menor incidencia de taquicardia ventricular (TV, 66%) respecto a todos los demas grupos, en

tanto los animales HTG tanto hembras como machos presentaron la misma incidencia de TV (100%).

En las ratas que fueron gonadectomizadas y recibieron las hormonas correspondientes a su sexo
(Grupo3d), las que menor incidencia de TV tuvieron fueron las hembras HTG con 80%, seguidas por los
machos CTRL (85.71%); en tanto que los machos HTG y hembras CTRL, manifestaron el mismo

porcentaje de incidencia (100%) de TV.
En el grupo 4 (ratas gonadectomizadas mas hormonas del sexo opuesto), los machos y hembras

del grupo CTRL mostraron el mismo porcentaje de incidencia de TV (80%). En los grupos de animales

HTG la TV se presenté en ambos casos con la misma incidencia (100%).
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Figura 7.- Se muestra la incidencia de taquicardia ventricular (TV) durante la reperfusion en los diferentes
grupos experimentales, en el eje X de izquierda a derecha: intactos, castrados, Oofo + Est y Cast + Test

y el dltimo grupo Oofo + Test y Cast + Est.

En todos los casos:

MC machos control MHT machos HTG HC hembras control
HHT hembras HTG INT intactos CAST castrados
T testosterona E estradiol
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Fibrilacion ventricular (FV)

En ratas intactas (Gpol), las hembras del grupo CTRL (Gpol) no se desarrollé fibrilacion
ventricular (FV), pero en las hembras HTG hubo un 16.6%. En contraste, los machos CTRL tuvieron

incidencia del 57.1% e igual comportamiento se observé en los HTG con el 71.4%.

En el grupo de animales castrados (Grupo 2) la presencia de FV se manifestdé en el mismo
porcentaje en los grupos de machos CTRL y HTG (50%). En el grupo de hembras Oofo en las del grupo
HTG la FV fue 50%, en tanto en el grupo de hembras CTRL se observé una mayor incidencia de FV con
57%.

En aquellos animales que fueron gonadectomizados y recibieron hormonas exdgenas (Gpo3), se
observé incidencia de FV en 42.8% en el grupo de machos CTRL y en el HTG 28.57, en tanto los grupos

de hembras que recibieron Est, tuvieron una incidencia de FV del 40%.

Finalmente, en los animales gonadectomizados y que recibieron hormonas del sexo opuesto, las
hembras del grupo CTRL mostraron el menor porcentaje de FV (40%), seguidas por hembras del grupo
HTG (60%), en tanto los grupos de ratas macho CTRL y HTG que recibieron Est desarrollaron los niveles

mas altos de FV de todos los grupos (80% y 100%, respectivamente).

Se anexd una imagen representativa de los diferentes patrones de electrocardiograma obtenidos,

para fines ilustrativos (Fig. 8A)
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Figura 8.- Se muestra la incidencia de fibrilacion ventricular (FV) durante la reperfusion en los diferentes
grupos experimentales; en el eje X de izquierda a derecha: intactos, castrados, Oofo + Est y Cast + Test

y el ultimo grupo Oofo + Test y Cast + Est.

En todos los casos

MC Machos Control MHT Machos HTG HC Hembras Control HHT
Hembras HTG INT Intactos CAST Castrados
T Testosterona E Estradiol
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Figura 8A.- Imagenes representativas de los diversos electrocardiogramas obtenidos (de arriba hacia
abajo) de ratas hembra Ctrl intactas, ratas hembra HTG intactas, ratas macho HTG Cast, ratas hembra
HTG Oofo + Test y ratas macho HTG Cast + Est; en donde:

RS: ritmo sinusal EV: extrasistole ventricular TV: taquicardia ventricular

FV: fibrilacion ventricular



ENZIMAS MARCADORAS DE DANO MIOCARDICO
CREATIN CINASA (CK-MB)
Intactos

En el grupo de animales macho intactos CTRL se incrementaron los niveles de enzima CK
liberada. Sin embargo, al hacer la comparacion contra el grupo HTG, no existio diferencia significativa
(p>0.05)(Fig. 9A). En ratas hembra intactas del grupo CTRL (Fig. 9C) se obtuvieron los niveles de CK mas
bajos (425 + 176 UI/L), indicando menor dafio en estos corazones. Las hembras del grupo HTG, adn
cuando tuvieron niveles mas elevados (1204 + 91 UI/L) respecto a las hembras del grupo CTRL (p>0.05)

éstos no fueron significativos.

Al efectuar la comparacion entre sexos, en el grupo de animales intactos HTG, los machos
tuvieron valores mas elevados (1491 + 399 UI/L), pero esta diferencia no fue significativa. Entre los
grupos CTRL la diferencia si fue significativa (hembras 425 + 176 vs. machos 1857 + 422 UI/L) p < 0.05

Castradas (Cast) y Ooforectomizadas (Oofo)

En el grupo de ratas hembra Oofo (Fig. 9D) hubo un incremento (respecto a intactas) en los
niveles de CK, tanto en el grupo CTRL (p<0.05) como el HTG (p<0.05), al comparar solo entre los grupos
CTRL y HTG Oofo, no fueron diferentes entre si. El incremento observado respecto al grupo de intactas
indica la pérdida de algun factor protector de origen hormonal, debido la ooforectomia a que fueron
sometidas. En ratas macho (Fig. 9B) no existi6 cambio significativo en los niveles de CK que pudiera
relacionarse con la castracién de estos animales. Al efectuar la comparacion entre sexos, en el grupo de
animales gonadectomizados, aun cuando los valores de CK que se obtuvieron para hembras fueron muy
altos (HTG 2808 + 806 y CTRL 3026 + 724 UI/L), también las desviaciones lo fueron, de tal forma que no
hubo diferencia estadistica entre los grupos HTG y CTRL.
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Fig. 9.- Se muestran los niveles de actividad de creatin cinasa (CK) medidos en suero, de ratas macho y
ratas hembra tanto intactas, como gonadectomizadas sometidas a isquemia-reperfusion. La unidad
internacional (UI/L) se define como la cantidad de enzima que cataliza la transformacién de un micromol

de sustrato por minuto. ¥ Indica diferencia significativa (p<0.05)
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NIVELES DE CREATIN CINASA (CK)
Cast + Test y Oofo + Est

En ratas macho del grupo HTG (Cast + Test, Fig. 10A) se encontraron mayores niveles de CK
(2301 £ 1178 UI/L) liberada que en los animales del grupo CTRL (1598 + 365 UI/L), sin embargo, el error

estandar fue grande y no se obtuvo diferencia estadistica entre ellos.

Los grupos de hembras CTRL y HTG (Oofo + Est, Fig. 10C) mostraron niveles similares de CK
(CTRL 2408.55 £ 911 vs. HTG 2630 * 664 UI/L).

Cuando se hizo la comparacion entre sexos, no se encontro diferencia entre ninguno de los

grupos.

Cast+ Est y Oofo + Test

No se encontr6 diferencia significativa (p>0.05) entre los grupos de hembras CTRL y HTG (CTRL
3810 £ 1007 vs. HTG 5135 + 957 UI/L) (Fig. 10D). En las ratas macho de este mismo grupo (Fig. 10B) los
niveles de CK fueron mas altos en el grupo HTG (3586 + 1079 UI/L) que en los del grupo CTRL (1296 +
339 UI/L) p<0.05.

Al comparar entre los dos sexos del grupo 4 no se encontrd diferencia entre los animales HTG
pero si entre CTRL (p<0.05)
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Figura 10.- Niveles de actividad de creatin cinasa (CK) medidos en suero, de ratas macho y ratas hembra,
tanto aquellos que recibieron las hormonas correspondientes a su sexo (Oofo + Est y Cast + Test) como
aquellos que recibieron las hormonas correspondientes al sexo opuesto (Oofo + Test y Cast + Est) y
posteriormente fueron sometidos a la maniobra de isquemia-reperfusion. La Ul/L, unidad internacional se
define como la cantidad de enzima que cataliza la transformacion de un micromol de sustrato por minuto.

O Indica diferencia significativa (p<0.05).
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LACTATO DESHIDROGENASA (LDH)
Intactos

Los niveles de LDH para el grupo de animales macho intactos (Fig. 11A), no difirieron
significativamente entre los grupos HTG (257 + 80 Ul/L) y CTRL (136 £ 26 UIl/L), aun cuando en el grupo

HTG tendi6 a ser mayor.

Las ratas hembra de este mismo grupo (Fig. 11C) no presentaron diferencia (CTRL 184 + 119 y
HTG 223 + 98.6 UI/L).

Cuando se hizo la comparacion entre los dos sexos no se encontraron diferencias significativas
para los grupos HTG (hembras 223 £+ 98.6 UI/L vs. machos 257 + 80 UI/L) ni para los grupos CTRL
(hembras 184 + 119 y machos 136 + 26 UI/L) (p>0.05).

Grupo 2 (Cast y Oofo)
En machos castrados (Fig. 11B), s6lo existié un ligero incremento para el grupo de los HTG (342 +

65 vs. CTRL 179 £ 24 UI/L), sin que éste tuviera significancia estadistica (p>0.05).

Respecto a las ratas hembra Oofo (Fig. 11D), no se encontré diferencia entre los grupos HTG
(490 £ 81 Ul/L) y CTRL (321 £ 110 UI/L) (p>0.05).

En el analisis estadistico de comparacion entre los dos sexos no se encontré diferencia.
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Figura 11.- Actividad de lactato deshidrogenasa (LDH) en suero, de ratas macho y ratas hembra intactas y
de ratas macho Cast y ratas hembra Oofo. Se presentan los niveles de animales del grupo CTRL y del
grupo HTG, después de ser sometidos a la maniobra de isquemia-reperfusion. Ul/L, cantidad de enzima

gue cataliza la transformacién de un micromol de substrato por minuto.
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LACTATO DESHIDROGENASA (LDH)
Grupo 3 (Cast + Test y Oofo + Est)

El grupo de ratas macho que recibié Test exdgena (grupo 3, Fig. 12A), no present6 diferencias en
los niveles de LDH liberada, entre los grupos CTRL (143 + 34 UI/L) y HTG (337 + 105 UI/L) (p>0.05).

En las ratas hembra de los grupos CTRL (149 + 48 Ul/L) y HTG (285 = 117 UI/L) (Fig. 12C)

tampoco hubo diferencias en los niveles de LDH (p>0.05).

Al efectuar la comparacion entre los dos sexos, no se encontro diferencia (CTRL, hembras 149 +
48 vs. machos 143 + 34 UI/L; HTG hembras 285 + 117 vs machos 337 + 105 UI/L) p>0.05.

Grupo 4 (Cast + Esty Oofo + Test)

Entre las ratas macho de los grupos CTRL (320 £ 52) y HTG (374 % 96) castrados y tratados con
estrégenos (270 ug/Kg de peso de forma mensual) (grupo 4, Fig. 12B) no se encontré diferencia
significativa. Tampoco hubo diferencia significativa entre las ratas hembra de los grupos HTG (467 + 31) y
CTRL (336 + 55) Oofo + Test (50 ng/Kg de peso cada 2 semanas) (grupo 4, Fig. 12D).

Cuando se compararon los grupos de ratas macho y hembra no se encontré diferencia entre ellos.
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Figura 12.- Se exponen los niveles de actividad de lactato deshidrogenasa (LDH) medidos en suero,

provenientes de ratas macho Cast + Test y de ratas hembra Oofo + Est y de ratas macho Cast + Est y

ratas hembra Oofo + Test. Se presentan los niveles de animales del grupo CTRL y del grupo HTG,

después de ser sometidos a la maniobra de isquemia-reperfusién. Ul/L, una unidad internacional se define

como la cantidad de enzima que cataliza la transformacion de un micromol de substrato por minuto.
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GRASA RETROPERITONEAL
Ratas hembra

En las ratas hembra intactas de los grupos CTRL y HTG (grupo 1) se encontraron las menores
cantidades de grasa retroperitoneal (CTRL 3.22 + 1.14g y HTG 5.26 + 0.20g), entre ellas no hubo

diferencia significativa.

El grupo de animales HTG Oofo acumulé mayor cantidad de grasa retroperitoneal (17.18 + 2.70g),

que los animales CTRL (5.77 £ 0.57), lo cual fue estadisticamente significativo (p<0.05).

Las ratas HTG del grupo 3 tuvieron un acumulo de grasa mayor que en los dos primeros grupos
experimentales (intactas HTG 5.26 £ 0.0.20g y CTRL 3.22 + 1.14; Oofo, HTG 17.18 + 2.70g y CTRL 5.77
+ 0.57g) sin embargo, de igual manera que en los casos anteriores, en los animales del grupo HTG hubo
mayor incremento en la grasa retroperitoneal (25.98 + 2.78g) que en el grupo de animales CTRL (13.13
4.569) p<0.05.

Los animales HTG del grupo 4 también tuvieron mayor incremento de grasa retroperitoneal

(26.03 + 1.63¢g) que los CTRL (13.86 *+ 1.599) p<0.05. Se encontrdé semejanza con los valores de las ratas
del grupo 3 (grupo 3 HTG 25.98 £ 2.78g y CTRL 13.13 + 4.560).
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GRASA RETROPERITONEAL
RATAS HEMBRA
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Figura 13.- Acumulo de grasa retroperitoneal de ratas hembra de cada grupo, al final del periodo

experimental (5 meses). LIndica diferencia significativa (p<0.05).
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Ratas macho
En el grupo de ratas macho intactas HTG se encontré mayor incremento en grasa retroperitoneal (35.61 +
4.149) que en los animales del grupo CTRL (15.26 + 0.82g) p<0.05.

En las ratas macho castradas HTG se encontr6 mayor cantidad de grasa retroperitoneal (22.69 +
3.64g) que en los animales CTRL (8.76 = 1.60g) del mismo grupo (p<0.05), pero menor que en los
animales HTG y CTRL intactos (HTG: intactos, 35.61 + 4.14g vs.castradas, 22.69 + 3.64g y grupos CTRL:
intactos, 15.26 + 0.82g vs.castradas, 8.76 = 1.60Q).

La grasa retroperitoneal acumulada en las ratas del grupo 3 (castrados + testosterona), fue mayor
en el grupo HTG (18.50 £ 2.94g) que en el grupo CTRL (10.26 + 1.369), la diferencia fue significativa
(p<0.05).

En las ratas del grupo 4 (Cast + Est) la acumulacién de grasa tuvo un patrén similar al observado
en los otros dos grupos, fue mayor en los animales HTG (22.91 + 4.54g) y menor en los animales CTRL
(2.50 £ 0.629), siendo estadisticamente diferentes (p<0.05).

De todos los grupos experimentales, se encontré que los animales del grupo HTG intactos tuvieron la
mayor cantidad de grasa retroperitoneal (35.61 * 4.149); en tanto que en los animales del grupo CTRL se
mantuvo por debajo de los niveles de los animales HTG (CTRL grupol; 15.26 + 0.82; grupo 2, 8.76 +
1.60qg; grupo 3, 10.26 + 1.36g; grupo 4, 2.50 = 0.629).
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GRASA RETROPERITONEAL
MACHOS
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Figura 14.- Acimulo de grasa retroperitoneal proveniente de ratas macho de cada grupo al final del

periodo experimental (5 meses).* Indica diferencia significativa (p<0.05).
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ASPECTO MACROSCOPICO DEL UTERO

En las fotografias que muestran los Uteros se observa que los mas grandes fueron los
provenientes de animales intactos, tanto HTG como CTRL, pero entre ellos existieron diferencias, fue
notorio el mayor grosor de cada cuerno uterino en el grupo CTRL, el color rosado era mas intenso y al
tacto eran turgentes. Los Uteros de los animales del grupo HTG, adn cuando tuvieron mayor longitud, el
color fue méas pélido en ambos cuernos y no eran tan firmes como los Uteros de los animales CTRL.
Ademas se observé que el tamafio de los ovarios era ligeramente menor en los Uteros de ratas HTG. En
las ratas Oofo, hubo minimas diferencias entre los Uteros provenientes de los grupos CTRL y HTG, ambos
mostraron el mismo tamafio (CTRL 4.2cm. vs. HTG 4.2cm) y al tacto la consistencia fue la misma, flacida.
En comparacion con el grupo de ratas intactas tuvieron un menor tamafo, color y peso, lo cual indico

cierto grado de atrofia.

En los Gteros de las ratas Oofo + Est, existié tendencia a la recuperacién en el tamafio y el peso,
aun cuando la turgencia no se recuper6 del todo y en este caso fueron los Uteros del grupo CTRL los que
presentaron mayor longitud. Respecto a los Uteros del grupo de animales intactos, tuvieron un menor
peso (intactas: HTG 0.8g y CTRL 0.83g vs. Oofo + Est: HTG 0.50g y CTRL 0.62g), fueron menores en
tamafio (Oofo + Est: HTG 6.5cm y CTRL 7.0cm vs. intactas: HTG 7.3cm y CTRL 6.6cm), ademas de la

palidez que presentaron.

Los uteros de las ratas Oofo + Test tuvieron el mayor grado de atrofia, las paredes de los cuernos
uterinos eran extremadamente delgadas y carentes por completo del color observado en el grupo de ratas
intactas, en el peso no se encontro diferencia entre el grupo CTRL (0.052g) y el HTG (0.050g); aunque
respecto a todos los otros grupos si existieron diferencias en tamafio aun cuando fueron similares a los
Uteros de las ratas Oofo (Oofo + Test: HTG 4.1cm y CTRL 4.2cm vs. Oofo: CTRL 4.2cm. vs. HTG 4.2cm),

presentaron atrofia mas severa; al tacto su consistencia era mucoide.
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ASPECTO MACROSCOPICO DEL UTERO

GRUPO II

HTG CTRL

Figura 15.- Se muestran los Uteros de hembras de cada uno de los grupos experimentales, tanto HTG
como CTRL; fotografia superior de izquierda a derecha Intactos y Ooforectomizados, fotografia inferior de

izquierda a derecha Ooforectomizados + Estradiol y Ooforectomizados + Testosterona.
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PESO DEL UTERO

Los uteros de animales intactos tuvieron mayor peso, tanto del grupo CTRL (0.83g) como HTG (0.89), les

siguieron los uteros de ratas que recibieron Est (HTG 0.50g y CTRL 0.62g), después los Uteros de

animales Oofo (HTG 0.325g y CTRL 0.315g) y finalmente con el peso méas bajo, los Uteros de los

animales que recibieron ciclicamente Test (270 ug/Kg de peso mensualmente); se encontrd significancia

en estas diferencias

PESO DEL UTERO EN LOS DIFERENTES

GRUPOS DE HEMBRAS
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Intactas Control

CTRL:

HTG Intactas

HTG:

CTRL2: oforectomizadas Control
CTRL3: Oofo Control+ Estradiol

HTG2: HTG Ooforectomizadas (Oofo)

HTG3: HTG Oofo + Estradiol

CTRL4: Oofo Control +Testosterona

HTG4: HTG Oofo + Testosterona

Figura 16.- Se muestra el promedio de los pesos de los Gteros obtenidos de los grupos de hembras, al

final del periodo experimental (5 meses). UlIndica diferencia significativa (p<0.05).
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FROTIS VAGINAL

Las imagenes mostraron, en el caso de las ratas intactas, tanto en frotis de animales CTRL como
HTG, la presencia de células escamosas y basales, las cuales indicaban la presencia de estrégenos, y
por tanto funcidén ovarica. Cuando se hizo la cuantificacion de células, el valor de maduracion (M.V.) para
el grupo de animales HTG fue de 90, en tanto el grupo de animales CTRL tuvo M.V. de 80. Cabe sefialar

que estos valores de maduracion fueron los mas altos dentro de los cuatro grupos experimentales.

En las ratas que recibieron estradiol exdégeno también fue posible apreciar en los frotis
provenientes de ambos grupos (HTG y CTRL), células escamosas y basales pero en menor cantidad a lo
observado en el grupo de intactas, la diferencia entre los grupos CTRL y HTG fue que para el primero
abundaban mas las células basales que las escamosas (M.V.20) y en HTG hubo mayoria de células

escamosas (M.V.30). La presencia de estas células indicé el efecto de los estrégenos exdgenos.

En los frotis de las ratas ooforectomizadas sélo pudo apreciarse la presencia de moco y células,
gue no fue posible identificar por la atrofia que presentaron, sin embargo, podrian corresponder a células
epiteliales, dado que los otros tipos celulares requieren estradiol para su desarrollo, el M.V. en éste caso
fue de 0.

En el grupo de animales ooforectomizados que recibié testosterona, tanto el moco como las

células, fueron alin mas escasos de lo que se habia observado en el grupo Oofo, tanto para las ratas HTG

como las ratas CTRL, lo cual reflejé la atrofia severa de estos Uteros.
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Figura 17.- Imagenes de los frotis vaginales obtenidos de las ratas hembra pertenecientes a cada grupo
experimental, de arriba hacia abajo y de izquierda a derecha: Intactas en fase de Estro, Ooforectomizadas
con atrofia simple con células de reserva, Ooforectomizadas+Est en fase de Proestro y Ooforectomizadas

+ Test con atrofia simple y células parabasales. Fotografias tomadas a 40X
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CONCENTRACION DE HORMONAS SEXUALES AL FINAL DEL PERIODO EXPERIMENTAL EN RATAS
HEMBRA

La concentracion de Est en los grupos de ratas CTRL fue significativamente menor (p=0.01)que la
encontrada en los grupos de animales HTG. Para el grupo de Ooforectomizadas tanto las CTRL como las

HTG tuvieron valores por debajo de los niveles detectables a través de la técnica empleada.

En el grupo que recibi6 Test, la concentracion de estradiol fue mayor para las HTG presentando
diferencia respecto a su grupo CTRL (p<0.001). Respecto al grupo de hembras Oofo + Est también existio
diferencia entre CTRL y HTG (p<0.001); y adicionalmente se encontré diferencia respecto al grupo de

ooforectomizadas (p<0.001).

En los niveles de testosterona detectados, las ratas CTRL intactas y Oofo + Test CTRL

presentaron mayor concentracidén con significancia estadistica respecto a las HTG (p 0.01)

TABLA 3
GRUPOS ESTRADIOL TESTOSTERONA
Ratas HEMBRA (pg/ml) (ng/ml)
Intactas Citrl 3.190+ 2.0244 0.0370+0.007*
Intactas HTG 9.526+ 3.824 0.0170+0.0012
Oofo Ctrl <0.001 <0.001
Oofo HTG <0.001 <0.001
Oofo + Est Ctrl 2.386+1.332* <0.001
Oofo + Est HTG 10.25+4.302 <0.001
Oofo + Test Ctrl 2.665+0.3547* 0.0214+0.004*
Oofo + Test HTG 4.038+0.1763 0.0180+0.001

Estradiol *Qofo + Est, Ctrl vs HTG p 0.01
* Oofo + Test, Ctrl vs HTG p 0.01
Testosterona  *Intactas, Ctrl vs HTG p 0.01
*Oofo + Test, Ctrl vs HTG p 0.01
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CONCENTRACION DE HORMONAS SEXUALES AL FINAL DEL PERIODO EXPERIMENTAL EN RATAS
MACHO

Los niveles de Test detectados en el grupo de intactos Ctrl fueron mayores en comparaciéon a su
respectivo grupo HTG, esto tuvo diferencia significativa (p<0.001), en tanto para los grupos de Cast y Cast

+ Est no fue posible detectar los niveles de testosteron a través de la metodologia empleada.

En el grupo de Cast+ Test, nuevamente se pudo observar que el grupo CTRL tuvo los niveles mas

altos que el grupo HTG, alcanzando significancia estadistica (p 0.001).

Respecto a las concentraciones de Est, los menores niveles se encontraron en el grupo de Cast +
Test donde no fue posible detectarlos, éste grupo fue seguido por el de animales intactos, en los cuales

se encontré un mayor nivel en los pertenecientes al grupo CTRL (p 0.001)

En el grupo de castrados se encontré un aumento importante respecto al grupo de intactos (p 0.01)
pero entre CTRL y HTG no hubo diferencia con significancia estadistica. Finalmente en el grupo de Cast +
Est fue donde mayores niveles de Est pudieron detectarse sin embargo las desviaciones obtenidas fueron

grandes y no se encontré diferencia entre ellos.

TABLA 4
GRUPOS TESTOSTERONA ESTRADIOL
Ratas MACHO (ng/ml) (pg/ml)
Ctrl Intactos 8.060+0.091* 0.758+0.042*
HTG Intactos 1.273+0.1365 0.5680+0.024
Ctrl Cast <0.001 35.49+0.39
HTG Cast <0.001 33.72+0.37
Ctrl Cast + Test 0.6945+0.004* <0.001
HTG Cast + Test 0.2955+0.002 <0.001
Ctrl Cast + Est <0.001 56.06+18.083
HTG Cast + Est <0.001 81.85+29.79

Testosterona * Intactos, CTRL vs HTG p<0.001
* Cast + Test, CTRL vs HTG p<0.001
Estradiol * Intactos, CTRL vs HTG p 0.001
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DISCUSION

El objetivo de este trabajo fue elucidar el posible papel modulador de las hormonas sexuales en
ratas normales e hipertrigliceridémicas (HTG), sobre la funcién cardiaca, particularmente en condiciones
de estrés por isquemia y reperfusion, con diferentes estados hormonales provocados por la remocién de

las gonadas y la administracién de hormonas exdgenas.

PESO CORPORAL

En las ratas macho intactas (CTRL y HTG) los pesos fueron los més elevados de todos los grupos
experimentales, mientras que el grupo de animales Cast disminuy6é de peso, lo cual probablemente se
debié a la carencia de testosterona puesto que tiene un papel importante en el desarrollo muscular. Borg y
col demostraron en ratas que la castracion producia después de 6 horas la desaparicion de Test del tejido
graso, sin embargo, los niveles de ésteres de acidos grasos decaian a las 48 horas y se les podia
detectar soOlo durante los siguientes 10 dias después de la castracibn (Borg et al, 1995). Otros
investigadores han reportado disminucién en el peso de ratas macho posterior a la castracion (Gauthaman
et al, 2002). En cambio en este estudio as ratas macho Cast + Est se registraron pesos aun mas bajos,
esto se relaciona con la presencia de Est, que favorece pérdida de peso a través de la estimulacion de
lipdlisis (Tchernof et al; 1998).

En ratas hembra Oofo se observé aumento de peso, aunque fue mayor para el grupo HTG; en la
literatura existen datos que evidencian que con la remocién de los ovarios se observa obesidad en
roedores y mujeres postmenopausicas (Kamei et al 2005) debido a la disminuciéon de factores de
transcripcion importantes para la lipogénesis y en las enzimas que participan en la beta oxidacion (acil
coenzima A deshidrogenasa y acetil CoA oxidasa) (Vasconcellos et al, 2004). En el grupo de ratas hembra
Oofo + Est también hubo modificacion del peso corporal; la dosis de Est administrada fue baja (respecto
a las utilizadas en otros trabajos) y cronica. Se selecciond este esquema porque con éste se han
observado efectos benéficos sobre nuestro modelo de rata hipertrigliceridémica en la acumulacién de
grasa intra-abdominal, el perfil de lipidos, la presion sanguinea y la reactividad de vasos aislados (Pérez,
2004) y nos interesaba saber si habria algun efecto sobre la funcién cardiovascular bajo condiciones de

estrés (isquemia-reperfusion) que evidencian la mayor o menor eficiencia del sistema.

Desde principios del siglo pasado se demostré que algunos musculos esqueléticos de cobayos
macho son mas grandes que los de hembras y la diferencia se suprime mediante la extirpacion de los

testiculos o la administracion de testosterona a la hembra (www.biopsicologia.net/fichas/page 945.html), lo

gue provoca desarrollo masculino de los muasculos, puede decirse que ésta es una caracteristica
fenotipica cuya aparicién depende de andrégenos. Esto explicaria el aumento en el peso corporal del

grupo de ratas hembra Oofo + Test.
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Una situacién reproducible fue el hecho de encontrar en todos los grupos de ratas HTG un menor
peso respecto a su grupo CTRL. Se ha propuesto que esto es debido a disminucién en la masa muscular
(Nolte et al, 1995). En nuestro laboratorio se determiné que las ratas HTG consumen aproximadamente la
mitad de alimento que las ratas CTRL, por tanto tienen un menor aporte de proteinas, lipidos y minerales,
es decir existe una carencia nutricional (la cual se refleja en menor peso corporal) (Bafios et al, 1997). Aun
no hemos dilucidado cuales mecanismos pueden estar involucrados en el aumento de grasa visceral y
demés alteraciones que le acompafian. La castracion y el suplemento hormonal con Est o Test
modificaron el peso corporal en las ratas macho y hembra. Para explicar las diferencias encontradas
respecto al peso en nuestro modelo, es necesario llevar a cabo mas estudios que involucren al musculo y

su metabolismo.

PRESION SANGUINEA

En ratas macho intactas se obtuvieron los valores mas altos, mientras que el mismo grupo de
hembras presentd valores menores, aunque en ambos sexos los animales HTG presentaron hipertension
moderada. En las ratas macho Cast disminuyé la presién sanguinea, lo cual permite especular sobre la
posible pérdida de algun factor favorecedor de elevacién en la presion sanguinea (en este caso particular
Test). En la literatura existen abundantes datos demostrando en el humano que es en la adolescencia y la
pubertad, cuando los niveles de andrégenos aumentan, que también la presiéon sanguinea es mas alta en
varones que en jovencitas (Harshfield et al, 1994). En estudios llevados a cabo en animales
espontaneamente hipertensos, el tratamiento con Test incrementé la presion sanguinea en hembras Oofo
y machos Cast, indicando que la testosterona esté involucrada (Chen Y-F et al; 1991). Esto se hizo evidente
en nuestros grupos de ratas macho Cast y hembra Oofo que recibieron Test, ya que hubo aumento en los
valores de presion sanguinea, al contrario de lo observado en ratas macho Cast + Est cuyos valores se
encontraron disminuidos, lo que pudiera reflejar por una parte la carencia de Test y por otra, la presencia
del estradiol administrado, éste influencia directamente la presencia de elastina en los vasos sanguineos
ademas de su accion inmediata de estimulacion de la sintasa del oxido nitrico (Prorock et al, 2003; Paredes-
Carbajal y col, 1995) y la disminucién en la sintesis y liberacion de prostaglandinas vasoconstrictoras
(Paredes-Carbajal y col, 1995): ambas acciones favorecen la vasodilatacion y contrarrestarian el aumento en
la presion sanguinea. En las ratas hembra Oofo +Test aun cuando habia Test presente también hubo Est,
lo cual indicé aromatizacion de una parte de la testosterona administrada, esto puede explicar que no se
encontrara la presién sanguinea mas elevada. En el grupo de ratas hembra Oofo se incrementd la presiéon
arterial, posiblemente por la pérdida de estrégenos y porque sus depdsitos en grasa y piel no son
suficientes para mantener al organismo con niveles similares a los de ratas intactas, esto fue aln mas
relevante en el caso de las ratas hembra HTG, que tuvieron valores de presion similares a ratas macho
HTG intactas.
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Desde hace varios afios se conoce el efecto que tienen las hormonas sexuales sobre la presiéon
sanguinea, ya sea por la influencia que ejercen sobre la estructura de los vasos a través de la elastina y la
colagena (la testosterona favorece la presencia de colagena y el estradiol de la elastina), lo cual favorece
la elasticidad o rigidez de los vasos (Fischer et al, 1977) y por la accion directa sobre la sintesis/liberacion
del oxido nitrico, favoreciendo la vasodilatacion. No resultd extrafio encontrar que los valores de presion
sanguinea difirieron de animales intactos a gonadectomizados o con reemplazo hormonal, puesto que las

hormonas modulan esta variable.

Al comparar dentro de cada grupo experimental a las ratas del grupo CTRL vs. HTG se observé
elevacion de la presién sanguinea en los ultimos, situacion previamente descrita en este modelo. El
sindrome metabdlico lleva aparejados hipertensidn, dislipidemias, obesidad, hiperinsulinemia y resistencia
a la insulina, resultando dificil saber con exactitud cudl factor se instala primero y desencadena a los
otros; hace ya varios afos se sabe que los humanos, tanto hipertensos como diabéticos, frecuentemente
son también obesos. Se ha estimado que para la quinta década de la vida s6lo 15% de los diabéticos son
normotensos y no obesos y que por el contrario, s6lo 20% de los obesos tienen tolerancia normal a la
glucosa y la presién arterial normal, mientras que sélo una tercera parte de los hipertensos, esta libre de

sobrepeso y de diabetes (Ferrannini et al, 1990).

FRECUENCIA CARDIACA E INCIDENCIA DE ARRITMIAS

Cuando se llevé a cabo la maniobra experimental de isquemia-reperfusion también se valoro el
cambio en la frecuencia cardiaca durante el tiempo que duré el experimento. En las ratas hembra intactas
se observo que el grupo HTG no recuperé su frecuencia cardiaca basal al término del experimento, sino
que se elevd aun mas, lo que no ocurrié con las ratas hembra del grupo CTRL, puesto que éstas si
recuperaron en alguna medida su frecuencia cardiaca inicial y fueron capaces de mantenerla estable.
Esto muestra la desventaja de las ratas del grupo HTG ante este tipo de estrés. El efecto protector de los

estrogenos no fue capaz de compensar el dafio.

En la reperfusién (cuando se restaura el flujo sanguineo) existe dafio celular en el cual se han
involucrado principalmente dos mecanismos: la sobrecarga de calcio (Ca*") (paradoja del calcio) y la
formacion de radicales libres derivados de oxigeno (paradoja del oxigeno) (Téllez y col, 1996). Ambos
mecanismos han sido denominados paradojas porque resulta contradictorio que siendo el Ca®* esencial
para la contraccion del musculo cardiaco o para la liberacibn de neurotransmisores en cerebro y el
oxigeno para la respiracion celular, sean dafinos para la célula durante la reperfusion. La paradoja del
oxigeno: al restaurar el flujo sanguineo en corazones previamente isquémicos se producen radicales
libres tales como el anién superéxido (O,-) y radicales hidroxilo (OH") los cuales deben su actividad

biolégica al electrén no apareado en su orbital externo, este es altamente inestable. También se incluye al
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peréxido de hidrogeno (H,0,) aunque no es un radical libre. Los tres principales tipos de dafio que pueden
ser causados por los radicales libres son la peroxidacién de lipidos, oxidacion de proteinas y ruptura de
ADN (Férez y col, 1998).

Paradoja del calcio: en los procesos de reperfusion, la concentracion intracelular de Ca*" se
incrementa por arriba de los niveles normales, mediante la entrada de Ca?" externo, a través de los
canales de calcio y el intercambiador Na*/Ca®*; la entrada incontrolada de calcio produce activacion de
fosfolipasas y proteasas que producen dafio al citoesqueleto y las membranas celulares, favoreciendo la
produccion de radicales libres derivados del oxigeno (ROS). Al presentarse la reentrada de calcio al
interior de una célula miocardica se produce dafio celular severo, caracterizado por elevacion de las

enzimas cardiacas y formacion de bandas de contraccion (Férez y col, 1998).

En la practica clinica desde la introduccion de la trombolisis, en la que se utilizan diversos
medicamentos administrados a través de un catéter para deshacer codgulos que obstruyen el flujo de
sangre, se observo la presencia de arritmias después de la reperfusion miocardica; entre las observadas
estaban las extrasistoles ventriculares (EV), la taquicardia ventricular (TV), la fibrilacién ventricular (FV), el
ritmo idioventricular acelerado (RIVA) y la bradicardia sinusal (BS) (Férez y col, 1998). En modelos
experimentales, desde el siglo pasado se demostrd que la reperfusién subita de un miocardio sometido a

isquemia aguda se acompafaba de arritmias ventriculares (Tennat et al, 1935).

En este estudio se analizaron tanto la incidencia de taquicardias ventriculares (TV) como de
fibrilacion ventricular (FV), dos de las arritmias descritas en la reperfusiébn miocéardica. En ratas hembra
intactas, del grupo CTRL se observo el porcentaje mas bajo de TV y fue donde menor incidencia de FV se
presento (la FV en la rata es mortal). Esto concuerda con los datos que existen en la literatura, Tsai et al.
(2002) demostraron que el 17B-estradiol reduce la extension de dafio miocéardico irreversible, la incidencia
y duracién de la TV y la FV inducidas en un modelo canino (Tsai et al, 2002). También se sabe que los
estrégenos disminuyen la corriente de calcio a través de los canales de tipo—L en miocitos cardiacos
aislados (Grohe et al, 1997). Ademas los estrogenos tienen efecto protector ante los radicales libres
(Sugioka et al, 1987) y capacidad para incrementar la expresion del péptido natriurético auricular (ANP) el
cual entra a la circulacion y actia a nivel vascular produciendo vasodilatacion. Los estrégenos ademas
poseen efectos anti-hipertréficos (Horio et al, 2000). Cada uno de estos efectos solos o en conjunto,

pueden contribuir con la proteccion en la funcion cardiaca.

En el grupo de ratas hembra Oofo la incidenci de FV posterior a la isquemia-reperfuion casi triplicd
a las observadas en el grupo de intactas, lo cual se tradujo en un porcentaje mayor de mortalidad en este

grupo. Dadas las propiedades de los estrégenos comentadas anteriormente se puede suponer que su
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carencia llevé a un mayor dafio en los corazones de estos animales. En mujeres, después de la
menopausia (cuando cesa la produccidn ovarica de estrogenos) la incidencia de eventos cardiovasculares
provoca la muerte en un mayor porcentaje que el observado antes de la menopausia

(http://www.census.gov/prod/wwwistatistical-abstracts-us.html.) |0 que manifiesta la incapacidad del corazén

para enfrentar eventos dafinos y no sufrir dafio severo sin la participacion de los estrégenos.

Al contrario de lo encontrado en los grupos de ratas hembra, en las ratas macho intactas se
observo un porcentaje mayor de FV que el de cualquiera de éstas, cuando se analizaron los porcentajes
en las ratas macho Cast se encontré una disminucion en la incidencia de FV, tanto para los animales
CTRL como para los animales HTG, al parecer la castracion modifica algun factor que propicia la
aparicion de este evento. Se ha postulado la propiedad de la testosterona de promover una duracién
menor del potencial de accion en las células cardiacas, lo que favorece la aparicion de arritmias y este
hecho explicaria la presencia de FV y TV observadas en el grupo de ratas macho intactas (Hara et al, 1998;
Bidoggia et al, 2000). Probablemente cuando se removieron las gbénadas principales productoras de la
testosterona, el corazén tuvo un menor riesgo de desarrollar TV y FV. En el trabajo de Bidoggia, citado
anteriormente, se hizo la comparacion entre hombres sanos y hombres castrados, se obtuvieron los

mismos resultados (Bidoggia et al, 2000).

Se han encontrado receptores de androgenos en el atrio y los ventriculos cardiacos (Mc Gill et al,
1980) lo que sugiere que la testosterona tiene efecto sobre las diferentes corrientes iénicas implicadas en
la repolarizacion cardiaca. A este respecto Won et al (2003) demostraron la participacién de la
testosterona en la activacion de los canales de K+, los cuales participan en la repolarizacion de la célula

cardiaca.

En los grupos de ratas que recibieron las hormonas correspondientes a su sexo se obtuvieron
efectos benéficos, en hembras Oofo + Est, aunque la administracion de Est no fue de forma aguda sino
cronica, existio disminucion en el porcentaje de aparicién de FV respecto al encontrado en el grupo Oofo.
En experimentos previos se demostré que la administracion aguda de estradiol previene las arritmias por
reperfusion y reduce el tamafio del infarto (Node et al, 1997) sin embargo, lo hovedoso de nuestro trabajo
radica en la administracion de estradiol en bajas dosis y en forma cronica, lo cual tuvo efectos benéficos
sobre los corazones de las ratas hembra. Se debe tomar en cuenta que en la terapia de reemplazo
hormonal se administran dosis de estrogenos que llevan a niveles circulantes mas bajos que los normales
encontrados en mujeres premenopausicas. Por otra parte existe una controversia muy grande sobre los

beneficios o riesgos de la terapia (Hodis et al, 2001; Angerer et al, 2000).
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En las ratas macho Cast + Test la incidencia de FV fue disminuida respecto a los de todos los
grupos de machos. Estos resultados concuerdan con informacion referente al sistema cardiovascular de
los machos y las acciones benéficas de la testosterona. Callies y col. observaron una mejor recuperaciéon
en corazones de ratas macho tratados previamente con testosterona y sometidos a isquemia-reperfusion
a través del método de Langendorff (Callies et al, 2003). Por otra parte, en humanos se han encontrado
resultados similares, cuando se administré testosterona de forma crénica o aguda a hombres con
enfermedad arterial coronaria, se observdé mejoria en ellos (Rosano et al, 1999). Existen estudios que
muestran acciones vasodilatadoras de la testosterona en vasos aislados (Jones et al, 2003); nuestros
resultados confirman acciones benéficas sobre el sistema cardiovascular en organismos masculinos.
También existe informacion respecto a que el tratamiento de células endoteliales humanas con
andrégenos induce la sintesis de oxido nitrico (NO) ya que mejora la expresion de la sintasa constitutiva
endotelial del NO (eNOS) (Jones, 2004).

En conejas ooforectomizadas la testosterona disminuye la duracién del potencial de accién en
células cardiacas en 30% y 90% de la repolarizacién normal (Hara et al, 1998), esta disminucion hace al
corazén mas susceptible a desarrollar frecuencias mas elevadas (TV, FV y torcedura de puntas, ésta
Ultima es considerada una variante de TV en la que la morfologia de los complejos QRS varia de latido a
latido). En wuna poblaciébn normal, los hombres muestran una repolarizacion mas répida y
significativamente mas corta que las mujeres (Bidoggia et al, 2000). Existe también el hecho de que
mujeres con algun sindrome que implique virilizacion muestran un patrén electrocardiografico diferente al
de mujeres normales (Bidoggia et al, 2000). Estos datos sustentan lo observado en el grupo de ratas
hembra Oofo + Test, aunque existe informacion que contradice lo antes mencionado, ya que en un grupo
de humanos transexuales (mujeres a hombres) a los cuales se administro testosterona en dosis altas no
se observaron efectos nocivos en el sistema cardiovascular (Elbers et al, 2003). En este estudio no se
analizé el electrocardiograma, sino otras variables como el perfil de lipidos, la lipasa hepatica
posheparina, el acimulo de grasa, la presion sanguinea y la utilizacion de glucosa, variables que evaltan

indirectamente la funcion cardiaca.

En los grupos de ratas tanto machos como hembras, a los que se administr6 hormonas del sexo
contrario, la frecuencia cardiaca estuvo mas alterada y los porcentajes de FV fueron los mas altos dentro
de los grupos experimentales. En seres humanos existen datos paraddjicos en la literatura acerca de la
presencia anormalmente alta de estrégenos en varones sobrevivientes de infarto al miocardio, mientras
sus niveles de testosterona no presentan cambios (Phillips, 1976). En el “Proyecto droga coronaria” se
formaron cinco grupos de hombres con padecimientos cardiacos, en dos de ellos se administraron

estrogenos equinos, debiendo terminar el estudio de forma imprevista, ya que se observé aumento en la
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incidencia de eventos tromboembdlicos e infarto al miocardio uniocamente en estos grupos(The Coronary

Drug Project Research Group, 1973); en este caso no se observo el efecto protector de los estrégenos.

Mas recientemente, en sujetos transexuales (hombres a mujeres) que reciben terapias con
estradiol, se ha encontrado una incidencia elevada de trombosis venosa (Van Kesteren et al; 1997) lo cual
provoca un indice mayor de eventos cardiovasculares, manifestandose nuevamente la ausencia de
beneficios en organismos masculinos. En mujeres transexuales la administracion de testosterona conlleva
a un aumento en el peso corporal (efecto observado en nuestros grupos experimentales de ratas hembra),
diminucién en la sensibilidad a la insulina, alteracién en el perfil de lipidos y aumento en el hematocrito,
variables que favorecen la aparicion de eventos tromboembdlicos y cardiacos (Van Kesteren et al; 1997).
Estas situaciones indican la inconveniencia de administrar las hormonas del sexo opuesto en un

organismo dado.

Con frecuencia se encontrd que las ratas de los grupos HTG mostraron un desarrollo del evento
cardiovascular menos favorable (dado que la aparicion de FV fue mayor para ellas) que las ratas
pertenecientes a los grupos CTRL, que fueron capaces de tolerar mejor el estrés que conlleva la
reperfusion. EI modelo de ratas HTG, basado en una dieta alta en carbohidratos, desarrolla varias
caracteristicas asociadas con el sindrome metabdlico, alteraciones como hipertension,
hipertrigliceridemia, nefropatia y obesidad central, los cuales son factores de riesgo para la funcién
cardiovascular (Bafos et al, 2000), los cuales explicarian los resultados obtenidos en los grupos de ratas
HTG. Nuestro grupo de trabajo publicé recientemente las observaciones hechas en corazones aislados de
rata (método de Langendorff) tanto CTRL como HTG sometidos a isquemia-reperfusiéon. En los grupos de
ratas HTG se encontrd la funcion cardiaca alterada (Cardenas et al; 2005) y se resaltd la incapacidad de
estos animales para enfrentar procesos de estrés cardiaco. Uno de los factores que posiblemente
contribuye al deterioro de la funcién cardiaca y otros procesos en el modelo HTG es el incremento en el
estrés oxidativo, que se manifiesta por un aumento en niveles de especies reactivas al 4cido tiobarbitarico
(TBARS)(Bafios et al, 1995; Cardenas et al, 2005)

NIVELES DE ENZIMAS MARCADORAS DE DANO AL MIOCARDIO (CK-MB Y LDH)

Cuando se reduce el flujo a través de una arteria coronaria, hasta el punto en que el miocardio
irrigado se vuelve hipdxico, hay cambios en las células que pueden llegar hasta la necrosis si la isquemia
se prolonga; las células dafiadas liberan sus enzimas a la circulacién. La elevacion de la concentracion de
enzimas séricas y de las isoenzimas producidas por infarto del miocardio desempefia un papel importante
en el diagnéstico, las enzimas que usualmente se cuantifican son: lactato deshidrogenasa (LDH) y creatin

cinasa (CK). La isoenzima MB de CK y la fraccién 1 de LDH se encuentran mas elevadas en el musculo
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cardiaco que en otros 6rganos, la medicién de su concentracién en suero ayuda a mejorar la especificidad

diagnéstica.

En las ratas macho intactas no hubo variaciones en los niveles de CK-MB entre los grupos CTRL y
HTG sin embargo fueron mayores que los obtenidos en los respectivos grupos de ratas hembra. Cuando
se compararon los niveles encontrados con los otros grupos experimentales, sélo hubo diferencia
significativa respecto al grupo Cast + Est (p<0.05). Los resultados obtenidos en los dos primeros grupos
de ratas macho implican que la remocién de las gonadas no involucré algun factor que favoreciera o
limitara el dafio en el corazén, en cambio para el grupo de ratas Cast + Est los niveles de CK-MB
indicaron dafio considerable, en este caso el efecto protector del Est sobre el corazén, que podria

manifestarse por bajos niveles de actividad de esta enzima, no se encontro.

En las ratas hembra los niveles de CK-MB, a diferencia de lo observado en las ratas macho, si se
modificaron con cada tratamiento dado, ya que cuando los animales fueron sometidos a ooforectomia los
niveles de actividad enzimatica casi se cuadruplicaron con respecto a los intactos, tanto en las ratas del
grupo CTRL como HTG, aunque la diferencia sélo fue significativa entre los grupos CTRL (p<0.05),
manifestando la pérdida de alguin factor que conferia proteccion al corazén. Cuando los animales
recibieron Est, existié disminucidon en la actividad enzimatica sin alcanzar los niveles de ratas intactas; lo
gue indico la presencia de estrégenos en dosis insuficientes para contrarrestar el estrés oxidativo. En
ratas Oofo+ Test los niveles de actividad de CK rebasaron los niveles sericos de los otros tres grupos,
tanto CTRL como HTG, lo que indicaria en éstas algun factor que las predispusiera a un mayor dafio.
Recordemos que en las ratas HTG el estrés oxidativo se incrementa (Bafios et al, 1995; Cardenas et al, 2005)
y la enzima CK es muy sensible a éste (Mekhfi et al; 1996) lo que aunado al efecto dafiino de la reperfusion

contribuirian al aumento en la liberacion de la enzima.

En las ratas hembra intactas CTRL y HTG, no se encontraron diferencias en los niveles de LDH,
esto se correlaciona con la incidencia de FV que fue la menor dentro de los grupos de ratas hembra. Con
la ooforectomia, se perdié un factor de proteccién al miocardio, lo cual fue reflejado en los porcentajes
elevados de FV. En el grupo de ratas hembra Oofo + Est, para el grupo CTRL los niveles de enzima
liberada (LDH) se asemejaron a los obtenidos en intactas, también los niveles de estradiol fueron
similares. Esto explica por qué la aparicién de FV disminuy6 en este grupo; en el grupo HTG aun cuando
existio liberacion de esta enzima, su concentracion fue menor de la encontrada en las ratas Oofo sin ser
significativa, lo que indico la presencia de algun factor de proteccidn, aunque no en la misma proporcion

gue en el grupo de ratas intactas.
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Aun cuando no se obtuvo diferencia significativa y las desviaciones estandar en los grupos
experimentales fueron muy grandes, existi6 una tendencia en los niveles de LDH a seguir el patrén

encontrado para la enzima CK.

En las ratas macho de los grupos intactos, Cast y Cast + Test, se observaron niveles sericos
similares de LDH entre los grupos CTRL y HTG, es decir, la castracion no modific el dafio a las células
cardiacas, sin embargo cuando se compararon estos 3 grupos contra Cast + Est las diferencias fueron
significativas puesto que fue en éste grupo donde mayores niveles de enzima se encontraron, el posible
efecto protector del Est no se manifesto, sino posiblemente de forma contraria, provocé mayor dafio
indicado por los altos niveles de actividad enzimatica encontrada. El hecho de que los mayores niveles de
CK-MB en general se obtuvieron en los grupos de ratas HTG nuevamente pone de manifiesto la

desventaja en que se encontraban estos animales.

GRASA RETROPERITONEAL

La acumulacion excesiva de tejido adiposo dentro de la cavidad abdominal (obesidad visceral) se
correlaciona con alteraciones metabdlicas, las cuales incrementan el riesgo de enfermedades
cardiovasculares (Kissebah et al, 1994). Este patrén de distribucion de grasa normalmente se observa en
hombres, quienes presentan concentraciones de andrégenos que son 5 a 10 veces mas altas que en
mujeres (Bolander, 1989). La obesidad y el sobrepeso masculinos se asocian con niveles reducidos de
testosterona en plasma (Tchernof et al, 1995)aunque los mecanismos responsables de la compleja relacion
entre andrégenos, obesidad y distribucion de grasa corporal alin no son claros. Sin embargo cabe resaltar
que en pacientes hombres con hipertrigliceridemia la cual es un factor de predisposicion a enfermedad
cardiovascular (Phillips, 1997; Tong et al, 2005; Laaksonen et al, 2003) y en las ratas macho HTG, se ha

encontrado que los niveles de testosterona estan significativamente disminuidos (Pérez, 2004).

En las ratas HTG existieron alteraciones que involucraron un mayor acumulo de grasa, pero fue en
ratas hembra intactas donde se observdé menor cantidad. La ooforectomia y/o la administracion de
testosterona a las ratas hembra, indujeron un acumulo mayor de grasa, lo que manifesto la importancia de
las hormonas en la regulacién de esta variable. Lo anterior fue contrario a lo encontrado en el grupo de
ratas macho intactas en las que se encontro la mayor cantidad de grasa y con la castracion disminuyo.
Existen en la literatura datos acerca de que la ooforectomia dafia la capacidad del musculo para procesar
y almacenar la glucosa en ratas, lo cual contribuye al aumento de la glucosa circulante, esto resulta a la
larga en un aumento de substrato para la lipogénesis, lo que finalmente conduce a la acumulacion de
grasa (Rincén et al, 1996). Por otro lado, en mujeres prediabéticas donde se evalud la relacién entre la
grasa visceral y el exceso de andrdgenos, la hiperandrogenicidad aumentd significativamente su

proporcion (Bjorntorp, 1993). Con estos antecedentes podemos suponer que en los animales de este
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estudio, el exceso de andrégenos participd en el aumento de grasa retroperitoneal. Nilsson y col (1998)
evaluaron los efectos de los andrégenos sobre ratas hembra recién nacidas, encontraron que la
testosterona disminuye la actividad de la lipasa sensible a hormonas en los adipocitos y ademas provoca
resistencia a la insulina. Por ser la lipasa una enzima clave en lipdlisis, se incrementa la proporcion de la

grasa corporal.

En las ratas hembra Oofo + Est se encontré un acumulo de grasa mayor que el observado en
animales intactos. Se sabe que en mujeres esta relacionado un metabolismo lento con la disminucion en
la funcion hepatica encargada de metabolizar a los estrégenos. Cuando esto ocurre, el exceso de
estrégenos estimula la produccion de células grasas, usualmente en el area abdominal y la parte superior

de los muslos (donde los estrdgenos estan mas concentrados) (http://www.sensiblehealth.com/estrogen.html).

Por otra parte, la resistencia a la insulina es el desorden mas comunmente asociado a esteatosis hepatica
(Browning et al, 2004), también se sabe que el higado graso es una complicacion comudn en la obesidad
(Yang et al, 2000). Estas condiciones estan presentes en nuestro modelo de ratas HTG (observacién aun

no publicada por nuestro grupo de trabajo) e impiden el adecuado funcionamiento del higado.

La cantidad de grasa en ratas macho Cast + Test, se encontrd disminuida respecto a las intactas,
este hecho puede tener varias explicaciones, en un estudio llevado a cabo por Marin y col. (1992) se
administré testosterona a hombres obesos de edad media, se observé que disminuia la cantidad de grasa
abdominal (Marin et al, 1992), este hallazgo apoya nuestros resultados. Otra explicacion proviene del hecho
de que los adipocitos llevan a cabo la sintesis de aromatasa, la cual convierte las hormonas masculinas a
estrégenos (Deslypere et al 1985). El tejido adiposo, principalmente del abdomen convierte testosterona y
sus hormonas precursoras a estrogenos (Schneider et al. 1979, Khaw et al 1992; Marin et al 1992) lo cual

induce feminizacion, pero también la remocion de grasa, dada la capacidad lipolitica de estos esteroides.

En ratas macho Cast + Est se encontr6 un acumulo de grasa similar al encontrado en las ratas
Cast, lo que indica que en este Ultimo grupo la carencia de testosterona definié la poca acumulacién de
grasa y probablemente los estrogenos exdgenos administrados participaron en su remocion, ya que
pueden inhibir la entrada de lipidos a través de la inactivacion de la lipoproteina lipasa y promover su

movilizacién por estimulacion de la lipdlisis (Tchernof et al, 1998).

Cuando se compard la acumulacién de grasa retroperitoneal entre sexos, las ratas macho intactas
presentaron mayor cantidad que las ratas hembra. Cuando los machos fueron castrados se observé
disminucion y cuando las ratas hembra fueron ooforectomizadas existi6 aumento; al administrar hormonas
exégenas (ratas hembra-Est y ratas macho-Test) se observé como éstas modularon el acumulo de grasa

de forma diferente de acuerdo al sexo. El aumento o disminucién observado, fue el reflejo de los niveles
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de las hormonas sexuales y su efecto sobre la distribucién de la grasa corporal y el musculo esquelético

aunque los mecanismos involucrados no son del todo claros.

ASPECTO MACROSCOPICO Y PESO DEL UTERO

En las ratas hembra intactas CTRL se encontraron uteros de peso y aspecto normal, mostraban
turgencia al tacto y su color era uniforme a lo largo de cada cuerno uterino, los ovarios presentaron un
color que iba desde rosa hasta rojo, aqui se observo el efecto de los estrégenos sobre un Gtero sano. Sin
embargo, en los Uteros de las ratas HTG se observaron los cuernos uterinos mas delgados, los ovarios
pequefios y de un ligero color rosa; esto indica posibles alteraciones hormonales en el modelo, que

requieren estudios adicionales.

En las ratas Oofo se observaron Uteros de menor tamafo y paredes mas delgadas que los de las
ratas intactas, también su peso se encontr6 disminuido. En mujeres inmaduras y castradas el Gtero es
pequefo, atrofico e inactivo (Ganong, 1992), caracteristicas similares en este grupo de animales. Cabe
mencionar que aun cuando existié atrofia, ésta fue menor que en los Gteros de las ratas Oofo + Test, que
carecian de turgencia y el grosor de sus paredes fue infimo, ademas de bajo peso. Anteriormente se
discutié la dependencia del Utero hacia el estradiol y en este caso, aun cuando haya existido produccién
de estrégenos por parte de la grasa retroperitoneal acumulada, la presencia de testosterona sobrepasaba
los niveles que pudieran producirse dado que no existian los 6rganos que normalmente llevan a cabo la
mayor parte de la conversion de esta hormona a estradiol; Boulton y col. (1992) usaron una técnica de
canulacion que midio6 las diferencias arteriovenosas a través del tejido adiposo humano; encontrando que
el manejo de androstenodiona por parte del tejido adiposo era altamente variable en hombres y mujeres,
la testosterona era captada por el tejido adiposo en hombres pero liberada en mujeres, y ambos sexos
liberaban estradiol. Asumiendo que todos los depésitos de tejido adiposo sean igualmente activos,
calcularon que la conversién esteroidea por parte de este tejido puede representar aproximadamente una
tercera parte de la produccion de andrégenos periféricos y proponen que la importancia de esta ruta
puede ser proporcionalmente mas grande en la obesidad. En ratas, también se ha encontrado que la
grasa lleva a cabo la conversion de esteroides, lo que explicaria el mayor grado de atrofia de los Gteros,

ya que las hembras HTG tienen mayores niveles de grasa.

En los Uteros de las ratas Oofo+Est se observé recuperacion en el tamafo, aspecto y peso,
aungue no llegaron a normalizarse, es decir, la presencia del estradiol exégeno no fue suficiente para
revertir completamente la atrofia de estos drganos, pero si para que recuperaran parte de sus
caracteristicas. Por los resultados obtenidos podemos especular que las hormonas sexuales tienen una
participacién de tipo gendmico (Mc Ewen, 1991) ya que transcurrieron varios dias para observar los efectos

involucrados en el metabolismo de las ratas HTG.
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FROTIS VAGINAL Y NIVELES HORMONALES EN HEMBRAS

De los grupos de ratas intactas se obtuvieron frotis vaginales seriados que mostraban abundante
presencia de células escamosas indicativas de actividad ovarica, a diferencia de lo encontrado en ratas
Oofo HTG y Oofo CTRL, con carencia completa de células escamosas, parabasales y basales; este
patron fue similar al encontrado en el grupo de ratas Oofo + Test lo cual indico la ausencia de los
estrégenos, puesto que es bajo su influencia que estas células se desarrollan. Respecto a los niveles
hormonales, las ratas hembra HTG tenian mas elevado el estradiol que las ratas CTRL, esto puede
explicarse por la presencia de estradiol en el tejido adiposo (Deslypere et al, 1985), un aumento de la
conversion intracrina de precursores esteroideos a estradiol puede contribuir a la regulacién local y su
distribucion en el organismo femenino; en rata también se han encontrado receptores a estradiol en el

tejido adiposo.

En el grupo de ratas Oofo los niveles séricos de hormonas no fueron detectables por el método
utilizado. En humanos se han encontrado niveles de esteroides en grasa de 40 a 400 veces mayores que
el contenido total en plasma, asumiendo un volumen plasmético de 3 L (Deslypere et al, 1985). En ratas, se
ha demostrado la presencia de esteroides en grasa, que muy probablemente se diluyen
considerablemente al ser vertidos al plasma, y no se detectan excepto a nivel del tejido en cuestién. En
las ratas Oofo + Est los frotis vaginales mostraron células escamosas, aunque menos abundantes de lo

observado en ratas intactas, lo cual probablemente se relaciona con la dosis de Est administrada.

Con respecto a los valores de Est y sus efectos en hembras, podrian explicarse como sigue:
existen estudios que indican que en sobrevivientes de infarto al miocardio, el estradiol y los niveles de
estrona comparados con los niveles de sujetos control, son més altos (Luria et al, 1982), también se sabe
que el estradiol atenua el desarrollo de hipertrofia ventricular tanto derecha como izquierda en modelos de
roedores (Farhat et al, 1993); aunado a esto, incrementa la expresion del péptido natriurético atrial (ANF) el
cual posee efectos anti-hipertréficos (Ganong, 1992) y vasodilatadores (Drucker, 2005), en alguna de estas

formas los estrégenos pudieron limitar el dafio post-reperfusion.

NIVELES HORMONALES EN RATAS MACHO

Cuando se compararon los niveles séricos de Test, en el grupo de animales intactos fueron mas
bajos en las ratas HTG, esto pudiera relacionarse a la presencia de grasa corporal por sus funciones de
esteroidogénesis y porque fue mas abundante en los animales HTG. En las ratas Cast los niveles séricos
de Test fueron indetectables y los de Est estaban elevados. Se ha descrito en varones y mujeres
posmenopausicas que la principal fuente de estrégenos es el estroma del tejido adiposo, donde se
sintetiza estrona a partir de dehidroepiandrosterona (DHEA) (www.biopsicologia.net/fichas/page_906.html), y

puesto que en todos los organismos existe una reserva de grasa en mayor o menor grado, ésta explicaria
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la presencia de los estrégenos. En la sintesis de esteroides, la testosterona producida por las génadas es
el precursor de androstenodiona, androsterona y epiandrosterona, en su ausencia, la sintesis en grasa y
otros tejidos posiblemente se limita a nivel local sin que las cantidades liberadas al plasma sean

detectables.

En ratas Cast + Test no se alcanzaron los niveles hormonales de los animales intactos, lo que
explica la disminucién en el peso y los bajos niveles de grasa abdominal ya que las hormonas no
influyeron en el mismo grado. En el grupo de ratas Cast + Est también se encontré disminuciéon en los
niveles de Test. En las ratas del grupo HTG la testosterona fue indetectable y los niveles de Est eran
altos, en el grupo CTRL los niveles de estradiol y el acimulo de grasa fueron bajos, lo que puede
atribuirse a los efectos lipoliticos de los estrégenos. No puede descartarse la otra postura existente en la
literatura, respecto a las elevaciones en los niveles de estradiol, ya que se afirma que son éstas las que
conllevan el dafio y fue en este Ultimo grupo tratado con Est, donde se observé mayor dafio en el

miocardio.

En resumen:

Se encontraron cambios en todas las variables evaluadas, el peso en hembras en ausencia de las
gonadas resulté en aumento y en machos en disminucién, las variaciones en la masa corporal no sélo
estan dadas por el alimento consumido sino también por la influencia de las hormonas sexuales y el
efecto que tienen sobre la distribucion de la grasa corporal y el misculo esquelético: la distribucion y
proporcion del tejido adiposo en hombres y mujeres es diferente (Enzi et al, 1986). Esta diferencia indica la
importancia de las hormonas sexuales sobre el desarrollo de este tejido; la grasa retroperitoneal, como ya
se ha mencionado es un tejido metabdlicamente activo; la almacenada en los adipocitos en forma de
triglicéridos al oxidarse libera acidos grasos libres a la circulacién (May et al, 2000) y el aumento resultante
esta estrechamente ligado a resistencia a la insulina y diabetes mellitus tipo Il, ademéas de acelerar la
mortalidad de los pacientes con aterosclerosis. Existe la observacion por parte de nuestro grupo de
trabajo, de que en las ratas HTG tanto machos como hembras, los niveles de triglicéridos séricos totales
se encuentran elevados, con diferencia estadistica en comparacion con su respectivo control (Pérez,
2004).

Las respuestas observadas en las ratas hembra y macho que recibieron Est o Test fueron
diferentes. El ovario en la hembra y el testiculo en el macho desempefian funciones reproductivas, de
produccién de gametos y sintesis de las hormonas esteroideas responsables de las caracteristicas
fenotipicas que distinguen a cada sexo, las hormonas esteroideas son moléculas hidrofébicas de tamafio
pequefio que penetran en el interior de la célula blanco, sus efectos son mediados por proteinas

nucleares especificas denominadas receptores. El mecanismo de accién general de los esteroides
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mediante sus receptores nucleares consiste en modificar los patrones de expresién génica, el complejo
hormona receptor activado es traslocado al ndcleo de la célula y ahi interactia con secuencias
especificas de DNA lo cual da como resultado la activacion o represion de la transcripcién de genes

dependientes de esteroides.

AUn cuando los resultados obtenidos en este estudio sugieren que en las ratas macho el Est no es benéfico y
en las ratas hembra la Test tampoco lo es, hacen falta estudios que permitan elucidar los mecanismos

involucrados y la relacidn que existe entre éstos y las alteraciones que acompafian al sindrome metabdlico.
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CONCLUSIONES

- Las ratas de los grupos HTG estan en desventaja ante el estrés oxidativo generado en un evento de
isquemia y reperfusibn miocardica en comparacion con las ratas de los grupos CTRL, las que
presentaron menor dafio, independientemente de su sexo.

- Lapresencia de estradiol en ratas hembra amortigua la presencia de arritmias severas

- Lapresencia de testosterona en ratas macho disminuye la incidencia de arritmias severas.

- La presencia de hormonas contrarias al sexo del animal en cuestion, no favorecid la proteccion
cardiaca durante un evento de estrés, tanto en ratas macho como en ratas hembra.

- La presencia o ausencia de hormonas sexuales afecté el comportamiento de la presion arterial: la
Testosterona provocé aumento, en tanto que el Estradiol provocé disminucién

- Se observOo una modulacion por parte de las hormonas sexuales sobre el peso corporal: la
testosterona provoc6 aumento en el peso independientemente del sexo y el estradiol provocé
disminucion.

- Existié un efecto directo sobre el acimulo de grasa por parte de las hormonas presentes en la rata; la
Test aumentandolo y el Est disminuyéndolo.

- La presencia de testosterona en ratas hembra tiene efectos deletéreos sobre el Utero y provocéd

comportamiento agresivo en estos animales.
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