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Evaluacion de la Funcion Barorrefleja en Ratas Jovenes
Espontaneamente Hipertensas
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Resumen
Fundamento: La literatura ha descrito datos contradictorios con relacion al inicio de la disminuciéon de la funcién
barorrefleja en ratas espontaneamente hipertensas.

Objetivo: Se realizé este estudio con el objetivo de evaluar la funcién barorrefleja en ratas jovenes de 13 semanas,
espontaneamente hipertensas.

Métodos: Se estudiaron ratas machos Wistar Kyoto (WKY) (n=15) y ratas espontineamente hipertensas (REH) de 13
semanas de edad (n=15). Se insertaron canulas en la arteria aorta abdominal —a través de la arteria femoral derecha-
para medir la presién arterial media (PAM) y la frecuencia cardiaca (FC). Se calculé la funcién barorrefleja como la
derivada de la variacién de la FC en funcién de la variacion de la PAM (AFC/APAM). Dicho calculo se efectué tras prueba
con una dosificacion depresora de nitroprusiato de sodio (50ug/kg) y también con una dosificacion para presion arterial
de fenilefrina (8ug/kg) a través de una canula insertada en la vena femoral derecha tanto de ratas espontaneamente
hipertensas como de WKY. Se consideraron estadisticamente significantes diferencias con un valor de p < 0.05.

Resultados: Ratas espontineamente hipertensas sometidas a prueba con fenilefrina: APAM=43,5 mmHg+5,2, AFC=-
59,7 ppm=17,9 y AFC/APAM=1,3 ppm/mmHg=0,1; Wistar Kyoto probadas con fenilefrina: APAM=456mmHg=+3,
AFC="-114,9ppm=11,3 y AFC /APAM =#1,9ppm/mmHg=0,3. Ratas espontineamente hipertensas probadas con
nitroprusiato de sodio: APAM=-45,6mmHg=+8,1, AFC=40,1ppm=11,6 y AFC/APAM=0,9ppm/mmHg=0,5; Wistar
Kyoto sometidas a prueba con nitroprusiato de sodio: APAM =-39,8mmHg+6,2, AFC=51,9ppm=21,8 y AFC /APAM
=1,4ppm/mmHg=0,7 ("p<0,05; *p<0,01; *p<0,001).

Conclusion: Nuestros resultados muestran que ratas espontaneamente hipertensas de 13 semanas de edad presentaron

reduccién de la funcion barorrefleja cuando probadas con fenilefrina. (Arq Bras Cardiol 2009;92(3): 210-215)
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Introduccion

Diversos factores (neurales, humorales, miogénicos)
estan implicados en el aparecimiento de la hipertension.
Se utilizan diferentes modelos animales para estudiar esa
patologia, tales como el modelo de hipertensién renal,
el modelo de hipertension DOCA-sal, el modelo de
hipertension neurogénica y también el modelo genético de
hipertension en ratas espontaneamente hipertensas (REH).
La REH es un modelo adecuado para estudiar el desarrollo
de la hipertensién, una vez que es similar al ser humano
con hipertensién esencial. Esas semejanzas incluyen una
predisposicion genética a la hipertension arterial sin etiologia
especifica, el aumento de la resistencia vascular periférica sin
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expansion del volumen y también la obtenciéon de respuestas
similares al tratamiento medicamentoso’.

En la fisiologia cardiovascular, el barorreflejo, o reflejo
barorreceptor, es uno de los mecanismos homeostaticos
del cuerpo para mantener la presion arterial. El suministra
un asa de feedback negativo en la que un aumento en la
presion arterial provoca, de forma refleja, una reduccion
en la presion arterial. De forma similar, una disminucién
en la presion arterial causa la depresién del barorreflejo,
lo que hace aumentar la presion arterial. El sistema toma
por base neuronas especializadas (barorreceptoras) en el
arco adrtico, senos carotideos y otros sitios para monitorear
alteraciones en la presion arterial y transmitirselas al tronco
cerebral. Alteraciones subsecuentes en la presion arterial
son mediadas por el sistema nervioso auténomo?. Estudios
anteriores del desarrollo de la funcién barorrefleja en ratas
jovenes espontaneamente hipertensas mostraron resultados
conflictivos, cuando comparados a ratas normotensas (Wistar-
Kyoto — WKY)3. Morrinson et al.* relataron que la funcion
barorreceptora resultaba aproximadamente igual entre REH
y WKY de 15 semanas. Sin embargo, estudios realizados por
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Lundin etal.’ revelaron que REH de misma edad presentaban
funcion barorrefleja reducida. Un conocimiento preciso
del desarrollo de dano a la funcién barorrefleja se muestra
esencial para comprender la hipertensién como un proceso
patolégico®’. En vista de esos datos conflictivos, nuestro
objetivo fue evaluar la funcién barorrefleja en REH de 13
semanas sometidas a prueba con nitroprusiato de sodio y
fenilefrina, de manera a verificarse si ocurriria una reduccién
de la funcién barorrefleja en este grupo de edad.

Método

Animales

Los animales recibieron cuidados de acuerdo con los
““Principles of Laboratory Animal Care’’, elaborados por
National Institutes of Health (National Institutes of Health
publicacién n°. 96-23, revisado, 1996). El Comité de
Etica para Estudios en Animales de nuestra Universidad
aprobo el presente estudio (n° 1071/06). Se condujeron los
experimentos en ratas machos espontaneamente hipertensas
(REH) (13 semanas de edad, 260-300 gramas, n=15) y ratones
Wistar-Kyoto (WKY) (13 semanas de edad, 260-300 gramas,
n=15), obtenidos junto al Centro de Desarrollo de Modelos
Experimentales para la Medicina y Biologia (CEDEME). Se
monitored la temperatura, mantenida a 22°C, con humedad
del aire casi en el 60%. Se estableci6 el ciclo claro-oscuro en
12 horas cada, y asf se lo controlé. Los animales tenfan libre
acceso a comida y agua.

Medida de la presion arterial en ratas despiertas

Bajo anestesia con halotano, se inserté —a través de la
arteria femoral— una cénula de polietileno (PE 10 conectada
a PE 50) en la aorta abdominal para medir la presion arterial
media (PAM) y la frecuencia cardiaca (FC). Se insert6 una
segunda canula en la vena femoral para administracién de
medicacion. Se insertaron ambas canulas subcutaneamente,
y se las mantuvieron expuestas en las espaldas del animal
para permitir el acceso cuando éste estaba conciente. Se
midié la PAM con un transductor de presién tipo strain-
gauge (Statham P23Db) conectado a un preamplificador
de corriente directa de bajo nivel acoplado a poligrafo
(Beckman, modelo R-611). Se derivé la FC de las ondas
de presion arterial con un cardiotacémetro (acoplador tipo
9875B). Se realizaron los estudios en ratas despiertas 24
horas tras los procedimientos quirtdrgicos, para permitirse
que los animales se recuperaran de los efectos anestésicos.
Se iniciaron los experimentos aproximadamente 30
minutos tras el periodo de adaptacion a las condiciones
de luminosidad y sonido del laboratorio®.

Prueba barorrefleja

Se probo el barorreflejo tras la administracion de fenilefrina
(FE-bolus-8ug/kg IV; Sigma Chemical) para aumentar la presion
arterial y con la administracién de nitroprusiato de sodio
(NPNa-bolus-50ug/kg IV; RBI) para disminuir la presiéon®.
Se calculé el barorreflejo como una derivacién de la FC en
funcion de la variacion de la PAM (AFC/APAM)™. Hubo un
intervalo de por lo menos 15 minutos entre las infusiones para
la recuperacién de valores basales.

Analisis estadistico

Se presentan los valores como promedio = desviaciones
estandar de los promedios. Se compararon las FC, PAM, AFC,
APAM y AFC/APAM entre REH y WKY. Tras la evaluacién de
las distribuciones, por medio de la prueba de normalidad de
Kolmogoroy, se utiliz6 la prueba T de Student, con el objetivo
de verificar las diferencias entre las distribuciones normales. A
su vez, se utiliz6 la prueba de Mann-Whitney para examinar
las diferencias entre distribuciones no paramétricas. Se
estableci6 el nivel de significancia en p<0,05 para todas las
pruebas estadisticas.

Resultados

El peso corporal no presenté diferencia significante entre
ratas espontaneamente hipertensas (REH) (270g+8) y Wistar-
Kyoto (WKY) (298g+5) (p>0.05). Las REH presentaron
frecuencia cardiaca (FC) (p<0,05) y presion arterial media
(PAM) (p<0,05) mas altas (Tabla 1). De acuerdo con la
literatura, esperdbamos PAM y FC més altas en REH de 13
semanas. El AFC (Figura TA) y APAM (Figura 1B) presentaron
diferencia significante entre los grupos cuando se someti6
la sensibilidad barorrefleja a prueba con FE. La variacién de
los parametros cardiovasculares se mostraba reducida en
REH (AFC: p<0,05; APAM: p<0,001). Las Figuras 2A y 2B
muestran que no hay diferencias significantes con relacién al
AFC (p>0,05) y APAM (p>0,05) cuando sometidos a prueba
con NPNa. Ratas WKY indicaron una variacién mayor de
PAM, mientras que las REH presentaran una mayor variacion
de FC.

Se someti6 la funcion barorrefleja (AFC/APAM) a prueba
con FE 'y NPNa. Se observé una diferencia significante entre
los grupos, con valores mas altos entre las ratas WKY (p<0,01)
(Figura 3A). Ademas de ello, los valores promedio de AFC/
APAM sometidos a prueba con NPNa también resultaron mas
altos en ratas WKY (p>0,05) (Figura 3B).

Discusion

El objetivo de nuestro estudio fue evaluar la funcién
barorrefleja en ratas espontdneamente hipertensas (REH) de
13 semanas, sometidas a prueba con nitroprusiato de sodio
(NPNa) y fenilefrina (FE) de manera a verificarse diferencias
entre ese modelo de estudio y las ratas Wistar-Kyoto (WKY)
de misma edad. De acuerdo con nuestros datos, se observd
que la sensibilidad barorrefleja, cuando sometida a prueba
con FE, se mostraba reducida en REH de 13 semanas. La
variacion en la presion arterial media (APAM), la frecuencia
cardiaca (AFC) y AFC/APAM, cuando sometidas a prueba con
FE, se mostraron significantemente mas altas en ratas WKY,
mientras que REH mostraron APAM més alto.

Todavfa no se comprendid totalmente los mecanismos que
provocan la reduccién de la funcién barorrefleja en REH™.
Algunos estudios demostraron que el cuerpo de la carétida
en REH adultas resulta significantemente mayor que en ratas
normotensas'*'*. Por otra parte, otros estudios indicaron que
la disminucién de la funcién barorrefleja en REH se debe a
déficits en los niveles de norepinefrina, epinefrina y dopamina
tanto en el cuerpo de la carétida’™'®, como en éreas del
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Analisis comparativo de peso y variables cardiovasculares

en REH y WKY
\é?arrlgil::ascular REH WKY
*Peso (gramos) 269,7 +12 298 +14,6
PAM (mmHg) 169,07 +4,85* 107,03 +6,97
FC (ppm) 466,19 +1,33* 3711 +42,7

PAM - presion arterial media; FC - frecuencia cardiaca; PPM - Pulsaciones
por minuto; mmHg - milimetros de mercurio. *Se pesaron a los animales

antes de los procedimientos quirdrgicos. *p<0.05.

bulbo raquideo (medulla oblongata) que regulan el sistema
cardiovascular*®. Hay también relatos que indican que, en
REH, las densidades del receptor AT1 de la angiotensina se
revelan mayores, cuando comparadas a los niveles de ratas
control normotensas'”'%.

Rossi et al.” sefalaron que mecanismos receptores de
endotelina endégenos estan implicados en la hipertensién
observada en REH. Ademas de ello, investigaciones recientes
describieron la importancia del estrés oxidativo?, del éxido
nitrico*’ y de la pequena GTPase rho-quinase??, durante el
desarrollo de la funcién barorrefleja en REH.
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Figura 1 - Evaluacion de la funcion barorreceptora en REH (n=15) y WKY (n=15) sometidas a prueba con FE: (A) AFC (ppm) y (B): APAM (mmHg). 'p<0,05;

£p<0,001.
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Figura 2 - Evaluacion de la funcién barorreceptora en REH (n=15) y WKY (n=15) sometidas a prueba con NPNa: (A) AFC (ppm) y (B): APAM (mmHg).
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Figura 3 - Evaluacion de la funcién barorrefleja (AFC/APAM, ppm/mmHg) en REH (n=15) y WKY (n=15) sometidas a prueba con FE (A) y NPNa (B). *p<0,05.

Ya Bertagnoli et al.? sugirieron que el entrenamiento fisico
reduce el estrés oxidativo, que, a su vez, esta asociado a una
mejora en la sensibilidad barorrefleja de REH. Mientras que
Waki et al.?" demostraron que la actividad del 6xido nitrico
sintasa del bulbo raquideo de REH se encuentra mayor cuando
comparados a ratas WKY. Ella tiene un rol importante en la
manutencion de la hipertension, asi como en la disminucion
de la ganancia del reflejo barorreceptor cardiaco, que son
caracteristicas de ese modelo animal. De acuerdo con Ito
et al.?2, aunque aumenta el control barorreflejo de la FC en
ratones WKY 'y REH, la inhibicién de la rho-quinase endégena
en el bulbo raquideo también mejora la funcion barorrefleja
comprometida en REH.

Estudios previos que describieron una diferencia
significante en la presion arterial entre ratones WKY y REH de
3 semanas® o al nacimiento® tomaron por base el andlisis de
un ndmero pequeno de animales. Sin embargo, todavia no
se confirmé la edad en que la funcién barorrefleja empieza
a reducirse en REH.

Nuestros hallazgos mostraron que, comparados a ratas
WHKY, REH presentaban respuestas depresoras mds bajas con
FE, mientras que con NPNa revelaban respuestas depresoras
mds altas. No esperabamos esos datos contradictorios.

Gonzalez et al.?* estimularon eléctricamente los nervios
adrticos de REH de 15 semanas, por medio de una gran
variedad de frecuencias de estimulos. Las respuestas de
descenso de la presién arterial producidas por dichos
estimulos resultaron significantemente menores en REH que
las observadas en ratas WKY. El mismo estudio relaté que la
inhibicién de la actividad del gran nervio esplénico —en virtud
de la estimulacién del nervio aértico— era significantemente
menor en REH si comparados a ratas WKY. La actividad
nerviosa simpatica control, por su parte, se mostraba mayor
en REH que en ratas WKY.

Judy et al.**?*, al examinar la funcién barorreceptora a
través de la variacién espontanea de la PAM vy la actividad
nerviosa simpdtica tanto en REH como ratas WKY entre 5 y
40 semanas de edad, verificaron que REH jovenes (5 semanas)

presentaban sensibilidad barorrefleja reducida. Sin embargo,
no se evalué la variacién en la FC como se hizo en nuestro
estudio.

Ohta et al.?® relataron alteraciones en los componentes
aferentes tanto del quimiorreflejo como del barorreflejo en
REH de 15 semanas, a través de la estimulacién del nervio
depresor aértico (estimulo depresor) y del nervio del seno
carotideo (estimulo presor). Ellos observaron respuestas
depresoras mds altas en ratas WKY y respuestas presoras més
altas en REH. Lee et al.””, a su vez, midieron las respuestas de
los barorreceptores en REH de 6 a 10 meses de edad a través
de estimulacién eléctrica del nervio glosofaringeo y observaron
respuestas depresoras mads altas en REH. No obstante, la
bradicardia se mostraba reducida en REH. En este estudio,
nuestra hipdtesis sefalaba que los REH presentarfan respuestas
depresoras y presoras mds bajas, lo que no se observé en las
respuestas de la FC a la administracién intravenosa de NPNa.
Aspectos metodolégicos pueden explicar las diferencias de
resultados entre los estudios citados anteriormente, ya que
ellos utilizaron procedimientos diferentes para evaluar las
respuestas presora y depresora. No encontramos ningin
estudio que hubiera evaluado la funcién barorrefleja,
sometida a prueba con FE'y NPNa, en REH con menos de 14
semanas de edad. Es posible que REH —asi como ratas WKY
sometidas a prueba con FE- no hayan mostrado aumento
en la variabilidad de la PAM en la medida que presentaron
hipertension arterial.

Nuestros hallazgos indicaron que ratas machos
espontdneamente hipertensas de 13 semanas presentaban
reduccion de la funcion barorrefleja. Sin embargo, se
describieron datos conflictivos en la literatura, segin los
cuales se observé una disminucién en la funcion barorrefleja
en REH jovenes evaluadas a través del control de la actividad
simpdtica. Distintos estudios mostraron que la funcién
barorrefleja en REH jovenes resulta aproximadamente igual*®
o reducida®~?® cuando comparada a la de ratas WKY.

El estudio de Morrinson y Whitehorn* demostré que la
hiperreactividad en REH de 15 semanas no se correlacioné
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con el reflejo barorreceptor, lo que se revel6 aproximadamente
similar al de los ratas WKY. A partir de ello, los autores
concluyeron que eso puede no confirmar el hecho de que
la reduccién de la funcién barorrefleja en REH jévenes sea
resultado de su hiperreactividad simpadtica.

Ya Ricksten et al.?® relataron variaciones espontaneas en
PAM, FC y el promedio rectificado de la actividad del nervio
esplacnico mayor de REH y WKY de 15 semanas, despiertas
y no sometidas a cualquier procedimiento. La variabilidad
en la PAM no resulté significantemente diferente, pero la
variabilidad de la FC mostré una tendencia al descenso en
REH. La variabilidad en la actividad del nervio esplénico
también no se mostré significantemente diferente entre REH
y WKY. Nuestros datos también mostraron una variabilidad de
FC menor en REH, mientras que, en el estudio de Rickstein et
al.?®, no se probd la variabilidad con medicamentos.

Nagai et al.?” compararon la actividad autonémica y la
sensibilidad barorrefleja en grupos de REH y WKY despiertas,
pareadas por edad, con 4 a 14 semanas de edad. Ellos
verificaron que los indicadores sensibles a prazosina y atropina
se asociaron al aumento en la presion arterial en ambos
grupos. Observaron asimismo que las respuestas presora y
depresora no eran estadisticamente diferentes entre REH y
WKY. Es posible que esos resultados no corroboren nuestros
datos, ya que ellos utilizaron medicaciones diferentes.

Aunque los WKY presentaron mayor variabilidad de los
pardmetros cardiovasculares, cuando se sometié el APAM a
la prueba con NPNa, las REH mostraron valores mas altos en
comparacion a las WKY. No observamos ninguna evidencia
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en la literatura de que el farmaco suministra informaciones
mds confiables acerca de la funcién barorrefleja. Creemos
que la FE es el fairmaco mas confiable para evaluar la funcién
barorrefleja, en comparacién al NPNa, si se toma en cuenta
que éste provoca venodilatacion y puede influenciar el
retorno venoso cardiaco, asi como perjudicar el AFC, APAM
y, consecuentemente, el AFC/APAM®®.

En conclusién, demostramos que REH de 13 semanas de
edad presentaron una reduccién significante de la funcién
barorrefleja cuando sometidas a prueba con FE.
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