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ABSTRACT

It is well-known that systemic arterial hypertension is one of the pathologies more prevalent in developed and developing
societies. The use of experimental animal models has provided valuable information on many aspects of arterial
hypertension including its etiology, physiopathology, complications and treatment. Because the etiology of arterial
hypertension is heterogeneous, many of the experimental models with animals have been developed to imitate the
different facets of human arterial hypertension. In the past, most studies in experimental hypertension were performed
on dogs; currently, in addition to the rat, chosen as the preferred animal species, other species, such as mice and rabbits,
are also used in research protocols In the Experimental Toxicology Unit, there are numerous animal biomodels, but
there is no biomodel of arterial hypertension, so its creation would be of vital importance so that new natural products
and therapies can be tried to combat this disease that affects the world. Therefore, the objective of our project was to
describe the existing biomodels of arterial hypertension in Wistar rats with the purpose of testing natural products with
hypotension effects. There was an increase in body weight of rats administered 10% saline compared to control rats.
Blood pressure values at the second week showed significant differences with respect to the control group. At the end
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of the third week, mean blood pressure in the administered group was SBP (systolic blood pressure) -152.0 mmHg and
DBP (diastolic blood pressure) -110.0 mmHg, indicating hypertensive rats.

Keywords: biomodel — fisiopatology — hypertension — investigation — rats

RESUMEN

Es conocido que la Hipertensidn arterial sistémica es una de las patologias més prevalentes en las sociedades desarrolladas
y en vias de desarrollo. La utilizacién de modelos animales experimentales ha proporcionado valiosa informacién sobre
muchos aspectos de la hipertensién arterial, incluyendo su etiologia, fisiopatologfa, complicaciones y tratamiento. Debido
a que la etiologia de la Hipertensién arterial es heterogénea, muchos de los modelos experimentales con animales se han
desarrollado para imitar las diferentes facetas de la hipertension arterial humana. En el pasado, la mayoria de los estudios
en la HTA (Hipertension arterial) experimental se llevaron a cabo sobre perros; actualmente, ademds de la rata, elegida
como la especie animal preferida, otras especies, como el ratdn y el conejo, también son utilizadas en los protocolos de
investigacién. En la Unidad de Toxicologia Experimental, existen numerosos biomodelos animales, pero no se cuenta
con un biomodelo de hipertensién arterial, por lo que la creacién del mismo seria de vital importancia pues a través del
mismo se puede probar nuevos productos naturales y terapias para combatir esta enfermedad que tanto afecta el mundo.
Por lo tanto, el objetivo fue describir un biomodelo de hipertensién arterial existentes en ratas Wistar con el fin de probar
productos naturales con efecto hipotensor. Existié un aumento del peso corporal en las ratas administradas con solucién
salina al 10%, con respecto a las ratas control. Los valores de presién arterial a la segunda semana presentando diferencias
significativas con respecto al grupo control. Al finalizar la tercera semana cifras de la presion arterial promedio en el grupo
administrado fue de PAS 8 (presi6n arterial sistélica) -152,0 mmHg y PAD (presién arterial diastélica) - 110,0 mmHg,

siendo estas ratas Hipertensas.
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INTRODUCCION

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), se considera que una persona es hipertensa
cuando tiene una presidn arterial sistdlica (PAS)
igual o superior a 140 mmHg y una presién arterial
diastdlica (PAD) igual o superior a 90 mmHg. En
2003, la ESH (Sociedad Europea de Hipertensién) y
la AHS (“American Heart Association”) establecieron
la clasificacién de los distintos grados de hipertensién
(Abdelzaher et al., 2010; Adinstruments, 2011). Dada
la importancia de la hipertensién como FRCV (Factores
de Riesgo Cardiovascular), estas Sociedades se retinen
periédicamente para revisar los valores 6ptimos de presién
arterial y establecer los criterios de tratamiento, segin
estén presentes o no otros FRCV adicionales (Dornas &
Silva, 2011; Arapa-Diaz, 2015).

Aunque la hipertensién esencial tiene un origen
desconocido, puede ser atribuida a multiples factores.
A continuacién, se describen algunas de las alteraciones
orgdnicas -remodelado vascular y disfuncién endotelial-
y posibles mecanismos implicados en su patogénesis, en
particular el papel de la angiotensina II y estrés oxidativo
(Izzo & Weeir, 2011; Brunton et al., 2012; James et al.,
2014).

Remodelado vascular: una de las caracteristicas principales
de la hipertensién esencial es el aumento de la resistencia
periférica, que se ha descrito tanto en pacientes con HTA
(Hipertensién arterial) como en modelos experimentales
de hipertensién. Este incremento de la resistencia
periférica es debido principalmente a un estrechamiento
general de los vasos pequefios, lo que se conoce como
remodelado vascular (Koga ez al., 1989; James et al.,
2014). Esta alteracién no sélo perpettia la HTA sino que
se ha demostrado que participa en el desarrollo de ECV
(nfermedades cerebrovasculares) (Longo et al., 2012).

Disfuncién endotelial: Es bien conocido que la HTA
también se asocia con disfuncién endotelial. Esta se
caracterizaporunadisminuciénenlarelajaciéndependiente
de endotelio por exceso de agentes vasoconstrictores o por
disminucién de vasodilatadores (Madariaga, 2001). A su
vez, una deficiencia de factores dilatadores como el 6xido
nitrico (NO), el factor hiperpolarizante dependiente de
endotelio (EDHF) y la prostaglandina (PGI), puede ser
debida a 18 una deficiencia en la sintesis 0 a un aumento
en su degradacién, jugando un papel relevante el estrés
oxidativo. La disfuncién endotelial y el estrés oxidativo
no sélo son caracteristicos de la HTA sino que también

se asocian a otros FRCV incluyendo modificables y no
modificables (Madariaga, 2001; Miyazaki, 2006).
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Papel del sistema renina-angiotensina (SRA) y estrés
oxidativo: diversos estudios han demostrado que
alteraciones del SRA juegan un papel importante en la
fisiopatologfa de la HTA, a través de la angiotensina ll,
la cual participa en los procesos de remodelado, fibrosis y
disfuncién endotelial (Izzo & Weir, 2011). Por un lado,
la angiotensina 1l modifica la regulacién del homeostasis
hidrosalina a través de la liberacién de aldosterona. Asi
mismo, este péptido produce contraccién del musculo liso
vascular y potencia la liberacién de otros vasoconstrictores
como la noradrenalina, la vasopresina y la endotelina.
Ademds, la angiotensina Il estd implicada en alteraciones
del balance oxidativo estimulando la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) en tejido vascular
y cardiaco (Romayne ez al., 2008). A su vez, un exceso
de ROS, que supere a la capacidad de eliminacién por
los sistemas de defensa antioxidante del organismo,
conduce a una situacién de desequilibrio - denominado
estrés oxidativo- que produce oxidacién excesiva de
macromoléculas danando estructuras cardiovasculares y
alterando los procesos de crecimiento y muerte celular,
produccién de matriz extracelular y degradacién de
factores vasodilatadores (Singh e al., 2008; Abdulla ez
al., 2013).

Biomodelo de hipertension DOCA-sal en ratas: este
modelovolumen-dependienteutilizaelmineralocorticoide
acetato de desoxicorticosterona (DOCA), asemejéndose a
la situacién clinica de la aldosterona en exceso. El estado
hipertensivo es producido por la realizacién de una
nefrectomia unilateral seguida por la administracién de
DOCA, junto con el exceso de sal. Se ha sugerido que
este modelo desempena un papel en la patogénesis de
la HTA, incluyendo la activacién del sistema nervioso
simpdtico, de la vasopresina, alteraciones en el centro de
regulacidn de receptores de la angiotensina II, endotelina,
y estrés oxidativo (Biancardi ez 4/., 2007).

Por lo tanto, el objetivo de nuestro trabajo fue describir
los biomodelos de hipertensién arterial existentes en
ratas Wistar con el fin de probar productos naturales con
efecto hipotensor.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo fue realizado en la Unidad de
Toxicologia Experimental (UTEX), un centro de Ciencia
y Técnica adscripta a la Universidad de Ciencias Médicas

de Villa Clara, Cuba.

Para dicho estudio se utilizaron un total de 20 ratas de la
especie Rattus norvegicus Berkenhout, 1769, linea Wistar.
Las mismas fueron traidas desde el Centro Nacional de

Produccién de Animales de Laboratorio CENPALAB,
con un peso promedio de + 250 g. Las mismas fueron
puestas en cuarentena por 7 dias y posteriormente
trasladadas a los cubiculos de experimentacién con un
régimen de temperatura de + 23°C y con condiciones de
iluminacién 12:12. El consumo de alimentos consistié
en pienso para ratas EAO1004, suministrada por el
CENPALAB. El acceso al agua fue ad libitum, y consumo
de 20 g de pienso diarios.

Meétodos de identificacién

Los animales se identificaron individualmente mediante
el método de ponche en la oreja. Las cajas se identificaron
mediante tarjetas que contuvieron la siguiente
informacién: nimero del Protocolo, nimero de la caja,
grupo de tratamiento, nimero del animal, sexo, especie y
linea. Una vez identificados los animales se conformaron
dos grupos experimentales quedando de la siguiente
manera:

Grupo I (Control): este grupo tuvo 10 animales los cuales
no se sometieron a ninguna administracién, se mantuvo
en condiciones antes descritas.

Grupo II: este grupo tuvo 10 animales los cuales se les
administro solucién salina al 10 % con una dosificacién
de 2 ml via oral por animal por 15 dias.

Procedimiento para la correcta administracién oral

Ponga el animal en posicién de vertical. Con la otra mano,
la sonda o la cdnula unida a la jeringuilla con la sustancia
aadministrar, es introducida lateralmente en la boca hasta
localizar la entrada al eséfago y deslizada suavemente por
la pared de este hasta el esfinter géstrico. Asegtirese de que
la sonda esté bien introducida por la via oral para evitar
una broncoaspiracién. La intubacién gdstrica adecuada
permite que el animal pueda vocalizar y el recorrido
de la cdnula se siente suave. Después de la intubacidn,
descargue una pequena cantidad de la sustancia y observe
si aparecen burbujas de liquido por los orificios nasales. De
no ocurrir alteraciones, descargue el resto del contenido
de la jeringuilla. Retire cuidadosamente la sonda o aguja
para no lastimar el es6fago.

Medicién de la presidn arterial

La presion arterial en las ratas se midi6 a ambos grupos al
dia 0, 7 y 15 de la investigacién. El equipo utilizado fue
un CODA™ Monitor (Noninvasive Blood Pressure for

Mice and Rats) emka Technologies.
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Figura 1. Equipo de medicién de presién utilizado en el estudio.

Las ratas se consideraron hipertensas cuando presentaron
cifras de PAS de 140 con 100 mmHg durante dos dias

consecutivos.
Aspectos éticos y de bioseguridad

Todos los experimentos fueron ejecutados cumpliendo
los requisitos descritos en el Manual de Bioseguridad de
la UTEX (Unidad de Toxicologfa) (Madariaga, 2001),
que implican la correcta manipulacién de las muestras y
desechosbiolégicos, el uso delosimplementos de seguridad
para el investigador, asi como la ejecucién de las pruebas
en lugares idéneos, que garanticen no solo la calidad de
la investigacién, sino también la proteccién del personal
y del medio ambiente. Se observé el cumplimiento de los
principios éticos en la experimentacién animal, referente
a mantener el bienestar de los animales durante el ensayo
y aplicar los métodos aceptados para la ejecucién de
las técnicas que implique abordaje invasivo del animal.
Al concluir la experiencia se procedié al sacrificio por
métodos aceptados que no causen dolor y sufrimiento al
animal (dislocacién cervical).

Los datos obtenidos fueron tabulados en el programa
Excel 2013 y procesados por el paquete estadistico SPSS
para Windows Versién 21.0. Se determiné la media
y desviacién estdndar para cada grupo experimental.
Después de comprobar la normalidad en la distribucién
de las variables se aplicc ANOVA de una via para
comprobar diferencias entre los grupos experimentales

y seguidamente un test de Dunnet. Las variables que
no siguieron la distribucién normal se compararon
aplicando los test de Kruskal-Wallis y Mann-Whitney con
un intervalo de confianza del 95%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Como se evidencia en la tabla 1 las ratas que fueron
sometidas a la administracién de cloruro de sodio al
10 % tuvieron un peso algo mayor que las ratas de los
otros grupos. Estos resultados concuerdan con los de
otros investigadores que también comprobaron que la
administracién de solucién salina al 8% en ratas Wistar
adultas aceleraba la ingestiéon de agua y alimentos
aumentando asi la ganancia de peso corporal en estos
animales (Greenberg, 2008; Reinhold ez al, 2009;
Meneses ez al., 2011; Condezo-Hoyos ez al., 2012).

Tabla 1. Comportamiento del peso durante la duracién
del estudio.

Etapa Grupo Grupo Solucién
Control Salina

Dia 0 255+3,12 265,2 5,15

Dia7 265+3,24 290+4,85*

Dia 15 265+4,15 3105,21*

*Peso corporal de grupos control y con solucién salina
10%; *p<0,05 comparado con control.

g



Arterial hypertension in rats

160 ——PAS PAD
140

120 \/s/\/-d/\’\/_
100
80
60

40 GRUPO CONTROL SOLUCION SALINA 10 %
20

c ¢ ¢c c cccccc A A A AAAAAANA

Figura 2. Presién arterial tomada antes de comenzar el estudio (dia 0). PAS = presién arterial sistélica. PAD = presién
arterial diastdlica.

En la figura 2 se muestran los valores promedio de la PAS al iniciar el estudio en cada uno de los grupos, los cuales no
presentaron diferencias significativas entre si.
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Figura 3. Presion arterial tomada a los 7 dias de administracién de solucién salina al 10 %. *p<0,05 respecto al control.
PAS = presién arterial sistélica. PAD = presion arterial diastdlica.

En la figura 3 se muestran los valores promedio de la PAS a la inicial el estudio en cada uno de los grupos, presentando
diferencias significativas con respecto al grupo control (*p<0,05 respecto al control). Estos resultados coinciden con los
planteados en investigaciones realizadas Espafia (Kampus ez 4/., 2011; Barefo, 2015).
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Figura 4. Presién arterial tomada a los 15 dias de administracién de solucién salina al 10 %. *p<0.05 respecto al control.
PAS = presidn arterial sist6lica. PAD = presidn arterial diastélica.
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Los animales experimentales al inicio del estudio
presentaron valores de presién arterial sistdlica en
promedio de 120,0 + 6,55 mmHg y para la tercera
semana cifras de la presién arterial 152,0 + 4,12 mmHg,
obteniendo un promedio por grupo después de la
distribucién de: 150,0 = 9,13 mmHg en los que se les
administraba la solucién salina al 10 % y de 125,0 + 7,15
mmHg para el grupo control (Figura 4). Se ha sugerido
que este modelo desempefia un papel en la patogénesis
de la HTA, incluyendo la activacién del sistema nervioso
simpdtico, de la vasopresina, alteraciones en el centro de
regulacion de receptores de la angiotensina I, endotelina,
y estrés oxidativo (Carrén er al., 2010; Mancia et al.,
2013; Majumder & Wu, 2014; Leong ez al., 2015).

Existi6 un aumento del peso corporal en las ratas
administradas con solucién salina al 10 %, con respecto
a las ratas control. Los valores de presion arterial a la
segunda semana presentando diferencias significativas
con respecto al grupo control. Al finalizar la tercera
semana cifras de la presién arterial promedio en el grupo
administrado fue de PAS-152,0 mmHg y PAD- 110,0
mmHg, siendo estas ratas Hipertensas.
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