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RESUMEN






Los modelos animales se han convertido en una herramienta
fundamental en el estudio de los mecanismos fisiopatolégicos responsables del
desarrollo de diversas enfermedades humanas, y en el avance, tanto en el
diagndstico como en el tratamiento, de las mismas. Esto se debe a que ofrecen
una serie de ventajas, principalmente la posibilidad de trabajar con controles
sanos y adecuados en cada caso, y a la ausencia de factores de variabilidad,
como las diferencias debidas a la edad, a enfermedades concomitantes y a
tratamientos farmacolégicos.

Uno de los campos en los que el uso de animales de experimentacion ha
experimentado mas avances es en el estudio de las enfermedades
cardiovasculares, ya que representan uno de los principales problemas
meédicos de los paises industrializados.

En los ultimos afios se han desarrollado y mejorado diferentes técnicas
de diagndstico por imagen no invasivas destinadas al estudio de animales de
experimentacion de pequefio tamafo. Ademas de permitir la medicién de las
dimensiones de los 6rganos o lesiones, las técnicas de imagen permiten tener
acceso a parametros funcionales normales en estos animales, incluso antes del
nacimiento, lo que posibilita investigar patologias que tienen lugar en el periodo
prenatal. Conocer la anatomia y fisiologia de los animales de experimentacion
sanos es de gran importancia para el posterior estudio de modelos de
enfermedades humanas.

En este trabajo se ha realizado el estudio de la vascularizacién arterial
del ratdon mediante ecografia de alta frecuencia y se ha analizado la estructura
histolégica de la aorta descendente abdominal y de la arteria femoral del
mismo. Por otro lado, se ha estudiado, mediante técnicas de imagen, la
morfologia de un ratdon mutante para la proteina SIRT1, que podria utilizarse

como modelo de patologia cardiaca.
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A. INTRODUCCION Y OBJETIVOS






INTRODUCCION

Segun las estadisticas publicadas durante el afio 2009 por la American
Heart Association (Lloyd-Jones et al. 2009), en Estados Unidos mueren cada
dia cerca de 2400 personas como consecuencia de enfermedad
cardiovascular, es decir, una media de una muerte cada 37 segundos. Segun el
National Center for Health Statistics, si se eliminaran todas las manifestaciones

de enfermedad cardiovascular, la esperanza de vida de los americanos se

alargaria, al menos, 7 afios (http://www.cdc.gov/nchs/datallifetables/

life89 1 4.pdf). Estas enfermedades tienen unos costes estimados, tanto

directos como indirectos, de mas de 475 billones de dolares anuales
(http://wonder.cdc.gov/mortSQL.html).
En Europa, las enfermedades cardiovasculares causan 4,35 millones de

muertes anuales y, en el caso concreto de la Unidén Europea, tienen un coste
aproximado de 169 billones de euros anuales. De estos, unos 105 billones de
euros se destinan a su tratamiento y los 64 billones restantes se producen de
forma indirecta como consecuencia de la disminucioén de la productividad. En el
caso concreto de Espafa, las enfermedades cardiovasculares constituyen
también la primera causa de muerte para el conjunto de la poblacién
(http://www.msc.es/organizacion/sns/planCalidadSNS/pdf/excelencia/cancer-
cardiopatia/ CARDIOPATIA/opsc_est3.pdf.pdf;http://www.ine.es/jaxi/tabla.do?pa
th=/t15/p417/a2008/10/&file=01004.px&type=pcaxis&L=0).

Debido a la elevada mortalidad y a las pérdidas econdmicas que

generan estas enfermedades, existe un interés creciente en investigar tanto la
fisiologia como la patologia del sistema circulatorio, con el objetivo final de
reducir las pérdidas humanas y econdmicas que de ellas se derivan.

El principal objetivo de la investigacion biomédica es aumentar el
conocimiento del ser humano para obtener beneficios tanto en la calidad de
vida como en la prevencion y el tratamiento de las enfermedades (Paigen
1995). Para cumplir este objetivo, es necesario disponer de modelos
adecuados a investigar, como por ejemplo, modelos animales. Un modelo
animal es un buen representante del ser humano si cumple tres requisitos
fundamentales: que tenga conservacion evolutiva (que el modelo tenga
mecanismos genéticos, fisiologicos y metabdlicos muy parecidos a los de los
seres humanos), que sea técnicamente adaptable y que sea econdmico

(crianza, mantenimiento, transporte) (Malakoff 2000).
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Todos los mamiferos cumplen el primer requisito. Sin embargo, al tener
en cuenta los otros dos factores, el ratdon se convierte en el mamifero con mas
utilidad en experimentacion. La capacidad para manipular genéticamente a un
ratdn es superior a la de cualquier eucariota y, al mismo tiempo, es el mamifero
de laboratorio mas barato y uno de los mas faciles de mantener (Vilahur et al.
2011). Ademas, presenta otros muchos beneficios como los siguientes:

= Conocimiento de la secuencia completa de su genoma.

= Elevada fecundidad.

= Posibilidad de hacer manipulaciones genéticas dirigidas: afiadiendo

genes (ratdn transgénico), suprimiéndolos (ratén knock-out, KO) o
clonando animales.

= Recursos genéticos: actualmente existen cepas endogamicas,

mutantes, transgénicos y knock-out que pueden usarse para estudiar
enfermedades concretas y genes concretos.

En el afno 2000 se estimaba que iban a ser criados mas de 25 millones
de ratones en todo el mundo para ser usados en experimentaciéon, lo que
representa el 90% de todos los mamiferos empleados con este fin. En ese
mismo afo, las predicciones auguraban un crecimiento del 10-20% anual en el
uso de ratones durante la década del 2000 (Malakoff 2000).

Debido a todos estos motivos, el raton se ha convertido en el principal
modelo animal en estudios de fisiologia y patologia cardiovascular, como por
ejemplo, en el estudio de aterosclerosis, aneurismas abdominales, trombosis y
cardiomiopatias.

En los ultimos afios se han desarrollado y mejorado diferentes técnicas
de diagnéstico por imagen no invasiva destinadas al estudio de animales de
experimentacion de pequefio tamano. Estas técnicas permiten hacer examenes
repetidos y realizar un seguimiento de las lesiones en vivo a lo largo del tiempo,
evitando el sacrificio de los animales en cada una de las etapas del proceso
experimental. En consecuencia, es posible reducir el numero de animales a
incluir en los estudios. Cada animal actua como su propio control, evitando la
dispersidn de los datos medidos debido a la variabilidad entre sujetos.

Por otro lado, ademas de permitir la medicion de las dimensiones de los
organos o lesiones, las técnicas de imagen permiten también tener acceso a

parametros funcionales normales en estos animales, incluso antes del
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nacimiento, lo que posibilita investigar patologias que tienen lugar en el periodo
prenatal (Zhou et al. 2002).

Debido a su pequeiio tamario, la utilizaciéon de sistemas de diagndstico
por imagen destinados a medicina humana y veterinaria convencional resulta
poco apropiada en ratones. Ademas, al tener una frecuencia cardiaca y
respiratoria elevada, es necesario disponer de sistemas con una adquisicidén de
imagenes rapida, sobre todo en el estudio del sistema cardiovascular.

Las técnicas de imagen de alta resolucion, y entre ellas la ecografia de
alta frecuencia, ofrecen las caracteristicas técnicas necesarias para hacer
posible tanto el analisis morfolégico como funcional del sistema cardiovascular
del raton.

Este trabajo, que se centra en el uso de diferentes técnicas de imagen
en el fenotipado cardiovascular del raton, se ha desarrollado en dos partes. Por
un lado, se ha realizado el estudio de la vascularizacién arterial del raton
mediante ecografia de alta frecuencia y se ha relacionado con el analisis de la
estructura histologica de la aorta descendente abdominal y de la arteria femoral
del ratén. Por otro lado, se ha estudiado, mediante técnicas de imagen, la
morfologia del corazén de un raton mutante para la proteina SIRT1, que podria
utilizarse como modelo de patologia cardiaca.

Los objetivos de este trabajo fueron:

1. Determinar la viabilidad del estudio, mediante ecografia de alta
frecuencia, del sistema circulatorio arterial del ratén. Para ello se establecieron
los siguientes objetivos especificos:

A. Estudiar la anatomia de la aorta (aorta ascendente, arco adrtico, aorta
descendente toracica y abdominal) y de sus ramas principales en el
térax (tronco braquiocefalico, arteria carétida comun izquierda y arteria
subclavia izquierda), de la arteria renal y de la arteria femoral del raton
C57BL/6, mediante ecografia de alta frecuencia, describiendo el
diametro y el area luminal de estos vasos. Describir los abordajes
posibles para realizar este estudio.

B. Describir las caracteristicas hemodinamicas de cada uno de estos vasos
en el ratébn C57BL/6, evaluando de forma especifica:

a. El perfil de onda Doppler pulsado normal, incluyendo el perfil de

velocidad de flujo y el patrén de resistencia.
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b. Las velocidades (maxima, minima y media), aceleracién, tiempo
de aceleracion, flujo sanguineo e indices vasculares (indice de
resistencia e indice de pulsatilidad) de cada vaso.

C. Modelizar el comportamiento de cada una de las variables descritas a lo
largo de la aorta del raton.

D. Evaluar el efecto del género y del peso de los animales en las variables
descritas anteriormente.

2. Describir la estructura microscopica de la aorta descendente
abdominal y de la arteria femoral del raton C57BL/6 y estudiar la posible
relacion entre el espectro Doppler obtenido en estos vasos y su estructura
microscopica. Para esto se utilizaron técnicas de histologia convencional e
inmunohistoquimica.

3. Realizar el analisis morfolégico del efecto de SIRT1 sobre el corazén
del ratén. Para alcanzar este objetivo, se dispuso de un ratén KO para el gen
Sirt1 (Cheng et al. 2003).
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A.1 ECOGRAFIA VASCULAR

La ecografia es una de las técnicas de diagndstico por imagen mas
usadas para examinar las estructuras internas del cuerpo de forma no invasiva.
Al tratarse de una técnica segura, econdmica y flexible, que ofrece informacién
anatémica y dinamica, puede utilizarse tanto en medicina humana y veterinaria
como en investigacion (Nelson y Pretorius 1988).

La ecografia bidimensional (modo-B) permite obtener informacion en
tiempo real de la forma, arquitectura, localizacidén y tamafo de las estructuras
anatomicas. También permite evaluar estructuras con movimiento, como el
corazon, y realizar aspiraciones con aguja fina o biopsias ecoguiadas cuando
es necesario obtener muestras tisulares para diagndstico citolégico o
histopatolégico (Nyland et al. 2002).

Ecograficamente, en seccién longitudinal, los vasos sanguineos
presentan estructura tubular con paredes bien definidas que aparecen como
lineas delgadas, lisas, paralelas e hiperecoicas. Al escanearlos
transversalmente sin comprimirlos, aparecen como estructuras redondeadas u
ovaladas. La luz es anecoica debido a la presencia de sangre en su interior.
Cuando el flujo de sangre es lento y el diametro del vaso es suficientemente
grande, es posible ver agregados de eritrocitos en forma de ecos en
movimiento (Sigel et al. 1983).

La ecografia vascular en modo-B sirve para localizar anomalias
vasculares, medir el didmetro de los vasos (por ejemplo en aneurismas),
evaluar la pared de los vasos (grosor y lisura) y detectar la presencia de
estructuras intraluminales o perivasculares andomalas (por ejemplo trombos o
tumores) (Szatmari et al. 2001).

Sin embargo, se trata de una técnica poco especifica y poco sensible
debido a que no puede descartarse la existencia de una lesion por el simple
hecho de no verla, y a que el aspecto ecografico de muchas lesiones es similar
e inespecifico, por lo que es necesario obtener muestras tisulares para su

posterior examen histopatoldgico para alcanzar un diagndstico definitivo.
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Las técnicas de Doppler color, Doppler potencia, Doppler pulsado y la
ecografia de contraste pueden servir para diferenciar y caracterizar algunas de

estas lesiones (Nyland et al. 2002).
A.2 FISIOLOGIA DEL FLUJO SANGUINEO

La sangre es un tejido liquido maovil, compuesto por plasma y células,
cuya viscosidad aumenta directamente con el hematocrito e inversamente con
la velocidad del flujo sanguineo. Debido a que la mayor parte de la resistencia
al flujo sanguineo en el sistema circulatorio tiene lugar en vasos de pequefio
calibre y capilares, la viscosidad es importante para determinar la cantidad de
trabajo necesario para impulsar la sangre a través de este sistema.

El flujo de sangre a través de un vaso se ve afectado por dos factores: la
diferencia de presién entre ambos extremos del vaso y la resistencia al flujo

que tiene el vaso. Estos tres elementos se relacionan de la siguiente manera:
Flujo = diferencia de presion/resistencia

El flujo sanguineo es la cantidad total de sangre que se mueve (en todas
las velocidades posibles) a través de un punto determinado. Por lo tanto, se
puede estimar el flujo sanguineo (ml/s) si medimos la distribucién de
velocidades en un determinado punto.

La resistencia al flujo depende del radio y de la longitud del vaso, y de la

viscosidad de la sangre, de la siguiente manera:
Resistencia a ~ (viscosidad x longitud)/radio*

Cambios pequerios en el radio del vaso provocaran cambios importantes
en la resistencia y por tanto en el flujo.

Debido a que la circulacién es un sistema pulsatil, la distribucion de
velocidades y los espectros del flujo cambian constantemente. Ademas, cada
vaso presenta una forma de onda caracteristica que refleja su posicion relativa

y estatus fisiologico en el sistema circulatorio. La forma de las ondas también
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se ve afectada por el gasto cardiaco, orientacién gravitacional, ejercicio, estrés
y digestion (Szatmari et al. 2001; Nyland et al. 2002).

La naturaleza pulsatii de la circulacion conlleva la existencia de
diferentes tipos de flujo y distribucion de las velocidades a través de los vasos.
La ecografia Doppler pulsado permite evaluar la presencia, direccion y
velocidad del flujo sanguineo dentro del volumen de muestra y distinguir entre
arterias y venas. Ademas, da informacion de los diferentes perfiles de velocidad
de flujo de las arterias y de si se trata de vasos de resistencia alta o baja. Cada
vaso tiene su patron Doppler pulsado caracteristico, lo que ayuda en su
identificacion. Por otro lado, cambios en este patrén pueden indicar patologia

subyacente.

A.3 PERFILES DE VELOCIDAD DE FLUJO ARTERIALES

Las arterias pueden presentar flujo laminar (de tipo romo, parabdlico o

intermedio) o turbulento.

A.3.1 FLUJO LAMINAR

La mayor parte de vasos sanguineos tienen flujo de tipo laminar, en el
que la sangre se mueve formando capas concéntricas o laminas. Las capas
centrales tienen flujos mas rapidos que las capas cercanas a la pared, ya que
éstas pierden energia debido a las fuerzas de friccion (Finn-Bodner y Hudson
1998).

El flujo laminar puede tener un perfil de velocidad de tipo romo,
parabalico o intermedio:

= Perfil de velocidad de flujo romo (Fig. 1A). Se observa en arterias de
gran calibre, en las que la velocidad de la sangre es casi igual en el
centro del vaso que de la pared. La mayor parte de células sanguineas
se mueve a velocidad uniforme, asi que la distribucién de las
velocidades a través de la luz es muy estrecha. El espectro Doppler se
caracteriza por presentar una linea delgada en sistole que delimita un

espacio limpio llamado ventana espectral o sistdlica.
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Fig. 1. A. Perfil de velocidad de flujo romo. La mayor parte de células sanguineas se mueve a velocidad
uniforme por lo que la distribucion de las velocidades a través de la luz vascular es estrecha. En
consecuencia, el espectro se caracteriza por presentar una linea delgada en sistole que rodea un
espacio claro llamado ventana espectral o sistélica. B. Perfil de velocidad parabdlico. La sangre que se
mueve en el centro de la luz tiene una velocidad superior a la que se mueve cerca de la pared del vaso,
por lo que la distribucién de las velocidades a través de la luz vascular es ancha. No se observa ventana
espectral durante la sistole. C. Perfil de velocidad intermedio. En el centro de la luz vascular, el flujo es
similar al perfil romo y, en la periferia, es mas parecido a un perfil parabdlico. Las células sanguineas
quedan representadas en un rango mas estrecho de velocidades que en el perfil parabdlico. Modificado
a partir de Szatmari et al. (2001).

= Perfil de velocidad de flujo parabdlico (Fig. 1B). Se observa en
arterias de calibre pequefo, en las que la sangre del centro del
vaso tiene una velocidad mayor que la que circula cercana a la
pared, asi que la distribucion de las velocidades a través del vaso
es mas amplia. No se observa ventana espectral durante la
sistole porque hay células con un amplio rango de velocidades

(desde cero hasta el maximo) a través del volumen de muestra.
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Perfil de velocidad de flujo intermedio (Fig. 1C). Se observa en
arterias de tamafio medio, en las que en el centro del vaso el flujo
es similar al perfil de velocidad romo, pero en la periferia de la luz
vascular el flujo es mas parecido a un perfil de velocidad
parabdlico. En el pico sistdlico se representan células con un
rango de velocidades pequeino. La distribucion de velocidades es
mas amplia que en un vaso con flujo romo, pero no tan ancha
como en uno parabdlico. Por lo tanto, hay ventana espectral
durante la sistole pero es mas pequefia que la de un vaso con

flujo romo.

A.3.2 FLUJO TURBULENTO

En bifurcaciones, curvas o ramas puede observarse un rango amplio de

velocidades o presencia de flujo reverso, en los que se observan células con

diferentes velocidades, desde cero a valores positivos y negativos maximos
(Szatmari et al. 2001).

A.3.3 ONDAS DOPPLER ARTERIALES

Las ondas Doppler arteriales pueden presentar un patron de flujo de

resistencia alta, baja o intermedia, cada una con caracteristicas especificas.

Patron de flujo de resistencia alta (Fig. 2A). Presenta picos
sistolicos estrechos y flujo reverso al inicio de la diastole. Se
puede observar en arterias con pulsatilidad alta y resistencia al
flujo alta (Szatmari et al. 2001).

Patron de flujo de resistencia baja (Fig. 2B). Presenta picos
sistolicos anchos. Durante la diastole la velocidad del flujo es alta
y continua y disminuye gradualmente. Se observa en arterias con
pulsatilidad baja y resistencia al flujo baja, que irrigan érganos con

demanda continua de sangre (Szatmari et al. 2001).
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Fig 2. A. Onda Doppler de resistencia alta en la que se observa un pico sistdlico estrecho seguido de
flujo reverso al inicio de la diastole. B. Onda Doppler de resistencia baja que presenta pico sistélico
ancho, velocidad diastdlica alta y continua a lo largo de toda la diastole. C. Onda Doppler de resistencia
intermedia que muestra un pico sistélico estrecho con flujo anterégrado durante toda la diastole.

tiempo

Fig. 3. Representacion espectral de la velocidad del flujo sanguineo respecto al tiempo en la que se
muestra la velocidad sistélica maxima (PSV), velocidad diastélica minima (MDV), la velocidad media
(TAMX), la aceleracion (a) y el tiempo de aceleracion (t).

= Patrén de flujo de resistencia intermedia (Fig. 2C). Presenta picos

sistélicos estrechos (aunque mas anchos que en arterias de

12
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resistencia alta), con flujo anterégrado en diastole y sin flujo
reverso. El pico de velocidad diastolico es menor que en los flujos
de resistencia baja, comparado con el pico de velocidad sistdlico.
Se puede observar en arterias de pulsatilidad intermedia vy

resistencia intermedia al flujo (Szatmari et al. 2001).

A.4 ESTUDIOS CUANTITATIVOS USANDO DATOS DOPPLER

A partir del espectro Doppler de cada vaso se pueden obtener datos
hemodinamicos de gran relevancia, como la velocidad del flujo, la aceleracion y
el tiempo de aceleracion. A partir de estos datos, es posible calcular los indices
vasculares y el volumen de flujo de cada vaso. Todos estos parametros aportan

informacion sobre la fisiologia vascular.

A.4.1 VELOCIDADES DEL FLUJO SANGUINEO

La velocidad sistélica maxima (PSV), la velocidad diastélica minima
(MDV) -y la final- y la velocidad media (TAMX) a lo largo del ciclo cardiaco
pueden calcularse directamente a partir de la representacion espectral de la
velocidad del flujo sanguineo respecto al tiempo (Fig. 3) (Taylor y Holland
1990).

La velocidad instantanea del flujo arterial se ve influida, entre otros
factores, por el tamafio y la elasticidad del vaso, la contractilidad miocardica y
el gasto cardiaco. Estos parametros pueden variar de forma significativa de un
paciente a otro. Por esto se han ideado estrategias mas constantes para
estudiar el flujo sanguineo, que no se basan unicamente en la medicion de la

velocidad absoluta, ya que ésta es variable (Taylor y Holland 1990).

A.4.2 CUANTIFICACION DE LA IMPEDANCIA

La impedancia es la resistencia total al flujo de sangre provocada por
todos los factores posibles. Si todas las condiciones se mantienen constantes,
la impedancia es inversamente proporcional al flujo. A partir de la
representacion espectral de la onda del flujo sanguineo que aporta sangre a
una determinada region es posible cuantificar la impedancia de la circulacion
receptora. La mayor parte de la resistencia periférica reside en las arteriolas y

se modifica rapidamente con cambios de su tono muscular. Fisiolégicamente,

13
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se observa disminucion de la impedancia en los miembros inferiores después
de hacer ejercicio fisico o en las arterias esplacnicas después de las comidas,
lo que se traduce en un aumento del flujo sanguineo a esas regiones. Por el
contrario, en situaciones de vasoconstriccion puede observarse un aumento
fisiologico de la impedancia. En situaciones patolégicas, como en casos de
retraso del crecimiento intrauterino y rechazo vascular en transplantes renales,
también puede aumentar la impedancia vascular (Campbell et al. 1983; Rigsby
et al. 1986; Taylor et al. 1985).

Se han utilizado diferentes indices para cuantificar la impedancia. Uno
de los mas usados es el indice de pulsatilidad o indice Gosling-King (P1) (Taylor

et al. 1985; Nelson y Pretorius 1988), que se calcula como:

Pl =PSV - MDV
TAMX

Pourcelot describié el indice de resistencia (RI) (Taylor y Holland 1990)

que se calcula como:

RI = PSV - MDV
MDV
Donde:

= PSV es la velocidad sistolica maxima.

= MDYV es la velocidad diastélica minima. También puede usarse la
velocidad diastdlica final (Evans et al. 1980; Bonnin y Fressonnet
2005).

= TAMX es la velocidad media.

En una arteria de resistencia hemodinamica baja, el registro Doppler
espectral mostrara velocidades sistolicas y diastodlicas positivas y anterégradas.
En estos casos, el indice de resistencia sera menor a uno, lo que informa de
una resistencia baja debida a vasodilatacion de las arteriolas y a una densidad
capilar elevada que permite establecer un régimen de velocidades positivas
durante todo el ciclo cardiaco (como sucede, por ejemplo, en las arterias
cardtidas internas y renales humanas). En arterias de resistencia
hemodinamica elevada, las velocidades diastdlicas en protodiastole son nulas o

negativas. El indice de resistencia sera, por tanto, mayor a uno (como sucede,
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por ejemplo, en una arteria femoral humana que irriga musculatura en reposo
donde las necesidades metabdlicas son bajas). Como el indice de resistencia
es proporcional a la resistencia hemodinamica verdadera, este indice permite
evaluar de forma semicuantitativa el estado de las resistencias hemodinamicas
en las regiones a irrigar (Bonnin y Fressonnet 2005).

Otro indice que se ha descrito es la relacion:

PSV
MDV

que se ha usado en numerosos estudios obstétricos. El problema de este
indice es que cuando MDV es cero, la relacion es infinita (Stuart et al. 1980).
Los indices referidos son utiles para describir cambios patologicos, sobre
todo en estudios longitudinales, pero son valores relativamente poco
elaborados, ya que, por ejemplo, pueden mantenerse constantes si las
velocidades a partir de las que se obtienen aumentan o disminuyen al mismo

tiempo.

A.4.3 CUANTIFICACION DE LA ACELERACION Y DEL TIEMPO DE
ACELERACION

La aceleracion sistodlica (a) y el tiempo de aceleracion (t) -tiempo hasta
alcanzar la velocidad sistdlica maxima- pueden calcularse a partir de la
representacion espectral del flujo sanguineo respecto al tiempo, obtenido
mediante Doppler pulsado (Fig. 3) (Hartley et al. 2000). Una ventaja del calculo
del tiempo de aceleracion es que se trata de un parametro independiente del
angulo de insonacion.

En medicina humana se considera que la aceleracion de la aorta
ascendente refleja la contractilidad cardiaca, siendo un valor independiente de
la precarga ventricular. Asi por ejemplo, en fetos que padecen anemia se
evalua la aceleracion sistélica de la aorta como indicador de contractilidad
cardiaca (Lingman et al. 1991).

En perros, la aceleracion de la sangre en la aorta se ha investigado
como un indice del estado inotropico del corazén. Se ha descrito que el
descenso de la aceleracion maxima del flujo en la aorta es un indicador muy

sensible de lesion isquémica de miocardio (Noble et al. 1966).
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Estos parametros también han sido usados en ratones para monitorizar
la funcionalidad cardiaca (Hartley et al. 2000; Mai et al. 2004).

A.4.4 CUANTIFICACION DEL FLUJO

El flujo sanguineo (F) es el producto de la velocidad media por el area de
la luz transversa del vaso.

Esta medida comporta numerosos errores cuyos origenes se deben a
diferentes factores, como la forma del vaso, la medicion del area del vaso y su
variacion a lo largo del ciclo cardiaco (sistole-diastole) y la medicion de la
velocidad media.

Por lo tanto, la estimacion de parametros semicuantitativos como los
indices de pulsatilidad y resistencia, resulta mas util para definir cambios
fisioldgicos y patolégicos (Taylor y Holland 1990). Ademas, la determinacién de
la impedancia permite una deteccidon mas sensible de cambios patoldgicos, ya
que el aumento de la resistencia al flujo produce un aumento de la
contractilidad cardiaca, por lo que el flujo puede mantenerse inalterado hasta el

final de un proceso patolégico (Taylor y Holland 1990).

A.5 ANATOMIA DEL SISTEMA CIRCULATORIO DEL RATON

(Mus musculus)

En este apartado se describe la anatomia macroscopica y microscopica

del corazdn y de las arterias del raton.

A.5.1 ANATOMIA MACROSCOPICA DEL CORAZON

En el ratdn, el eje longitudinal del corazon se orienta oblicuo en el térax,
con el apex cardiaco dirigido hacia el cuadrante toracico ventral izquierdo
(Casteleyn et al. 2010) y la base del corazon, junto a la aorta ascendente,
dirigidas hacia el cuadrante toracico dorsal derecho. El eje ventricular del ratén
describe un angulo de 39° respecto a la columna vertebral (Fig. 4).

Al igual que en otros mamiferos, el corazén del raton se encuentra
dentro de la cavidad pericardica y consta de cuatro camaras de pared
muscular: los atrios derecho e izquierdo y los ventriculos derecho e izquierdo.
En el raton adulto no hay comunicacion directa entre el lado derecho e

izquierdo del corazon (Green 1968).
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Fig.4. Topografia del corazén. (A) Seccion sagital de la mitad craneal del ratén. (B) Visién lateral
izquierda de la cavidad toracica fijada y abierta. (C) Vision lateral derecha de la cavidad toréacica fijada y
abierta. 1: ventriculo izquierdo; 2: ventriculo derecho; 3: atrio izquierdo; 4: atrio derecho; 5: I6bulo
izquierdo del timo; 6: l6bulo derecho del timo; 7: diafragma; 8: n. frénico; 9: pulmén izquierdo; 10: l6bulo
craneal (pulmén derecho); 11: I6bulo medio (pulmoén derecho); 12: 16bulo caudal (pulmén derecho); 13:
I6bulo accesorio (pulmén derecho); 14: esternén; 15: cavidad nasal; 16: encéfalo; 17: médula espinal;
18: lengua; 19: m. esternohioideo; 20: m. largo de la cabeza; 21: tejido adiposo interescapular; 22: m.
longisimo del térax; 23: mm. espinal y semiespinal del térax; 24: higado (I6bulo izquierdo); 25: higado
(proceso papilar del I6bulo caudado); 26: fondo del estémago; 27: parte pilorica (estdbmago); 28: rifion
izquierdo; 29: colon tansverso.

En el orificio atrioventricular derecho se encuentra la valvula tricuspide,
compuesta de tres valvas que se mantienen en su sitio gracias a las cuerdas
tendinosas que las unen a los musculos papilares. La valvula bicuspide o
mitral, compuesta de dos valvas, se encuentra en el orificio atrioventricular
izquierdo. Las aberturas del ventriculo derecho e izquierdo hacia el tronco
pulmonar y hacia la aorta, respectivamente, estan formadas por tres valvulas

semilunares cada una (Green 1968).
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A.5.2 ANATOMIA MICROSCOPICA DEL CORAZON

En la pared del corazdén pueden identificarse tres capas principales:
endocardio, miocardio y epicardio (Green 1968).

El endocardio es una capa fina que recubre el interior de las cavidades
cardiacas y la superficie de las valvulas. Esta compuesto de células
endoteliales y tejido conjuntivo laxo que une el endocardio al miocardio. Las
valvulas son pliegues de endocardio en los que el tejido conjuntivo es fibroso.

El miocardio es una capa muscular, mas fina en los atrios que en los
ventriculos, formado por capas de musculo cardiaco con disposicion espiral, y
por tejido conjuntivo que sirve de soporte a vasos sanguineos y nervios.

El epicardio es la capa mas externa del corazén. Esta formado por una
capa fina de tejido conjuntivo y una capa mesotelial (o pericardio) que se
continla con la capa de la cavidad pericardica que rodea al corazéon (Green
1968) (Fig. 5).

A.5.3 ANATOMIA MACROSCOPICA DE LAS ARTERIAS

La aorta consta de las siguientes porciones:
= Aorta ascendente (Aorta ascendens).
= Arco aortico (Arcus aortae).
» Aorta descendente (Aorta descendens), que consta de dos porciones:
- Aorta descendente toracica (Aorta thoracica).
- Aorta descendente abdominal (Aorta abdominalis).

Si se mira el térax de un ratén desde un punto de vista craneal, puede
observarse que la aorta ascendente, arco adrtico y la porcidn craneal de la
aorta descendente realizan una curva sigmoidea. Desde un punto de vista
ventral puede verse que el arco adrtico cruza el térax, transversalmente, de
derecha a izquierda (Casteleyn et al. 2010) (Figs. 6y 7).

La aorta ascendente se orienta cranealmente y se situa ventral a la aorta
descendente, a la derecha del plano medio. Ambas porciones de la aorta
forman un angulo de unos 31° entre si.

El arco adrtico murino tiene morfologia semicircular. Desde un punto de
vista craneal, presenta una curva de 45° hacia la izquierda desde el plano

medio en direccion dorsocaudal (Casteleyn et al. 2010).

18



INTRODUCCION

Fig. 5. Estructura del miocardio. Seccion transversal. A. Tincion de
Hematoxilina/Eosina. B. Tincion Tricromico de Masson. C.
Inmunodeteccion de laminina (verde). Nucleos tefiidos con ToPro 3
(azul). D, E y F. Micrografias electronicas de transmision

1: cardiomiocito; 2: nucleo del cardiomiocito; 3: membrana basal del cardiomiocito; 4: capilar; 5:
mitocondria; 6: miofibrillas; 7: granulo de lipido; 8: granulos de glucdgeno.
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Fig. 6. Arterias y venas del térax. Inyeccion con Araldit ®. A y B. Visidon ventral y dorsal. 1: v. cava
craneal izquierda; 2: v. cava craneal derecha; 3: v. azigos izquierda; 4: arco aodrtico; 5: aorta
descendente toracica; 6: tronco braquiocefalico; 7: a. carétida comun derecha; 8: a. subclavia derecha;
9: a. cardtida comun izquierda; 10: a. subclavia izquierda; 11: vv. pulmonares derechas; 12: a.
pulmonar izquierda; 13: a. pulmonar derecha; 14: rama del I6bulo craneal; 15: rama del I6bulo medio;
16: rama del I6bulo caudal; 17: rama del |6bulo accesorio; 18: aa. segmentarias; 19: a. toracica
interna; 20: a. vertebral; 21: atrio derecho; 22: ventriculo derecho; 23: ventriculo izquierdo; 24: a.
coronaria izquierda; 25: a. coronaria derecha.

Las principales ramas del arco aértico del raton son, al igual que sucede
en el hombre, el tronco braquiocefalico, la arteria carétida comun izquierda y la
arteria subclavia izquierda (De Garis et al. 1933; Layton et al. 2006; Natsis et al.
2009).

El tronco braquiocefalico da lugar a la arteria subclavia derecha y a la
arteria carétida comun derecha. La longitud del tronco braquiocefalico varia de
0,39 a 2,08 mm (media = SD: 1,20 £ 0,17 mm). En la mayor parte de ratones, la
arteria toracica interna derecha sale de la arteria subclavia derecha, pero en
algunos casos, cuando el tronco braquiocefalico es mas largo, esta arteria sale
directamente de él (Figs. 6y 7) (Casteleyn et al. 2010).

La aorta descendente se localiza dorsal y a la izquierda de la linea
media y sigue un trayecto hacia caudal hasta alcanzar la linea media a la altura
de la décima vértebra toracica (Casteleyn et al. 2010). En el térax, la aorta

descendente da lugar a trece pares de arterias intercostales.
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Fig. 7. Venas del térax. Inyeccion con Araldit ® y maceracion de los tejidos con pancreatina. Vision
lateral izquierda después de retirar el pulmén izquierdo. 1: ventriculo izquierdo; 2: atrio (auricula)
izquierdo; 3: v. cava craneal izquierda; 4: v. azigos izquierda; 5: aorta toracica; 6: a. subclavia izquierda;
7: a. toracica interna; 8: a. vertebral; 9: tronco costocervical; 10: a. cervical superficial; 11: a. axilar; 12:
a. cardtida comun izquierda; 13: v. toracica interna izquierda; 14: a. y v. toracica interna derechas; 15:
vv. intercostales dorsales y aa. intercostales dorsales; 16: a. pulmonar izquierda (cortada); 17: v.
pulmonar izquierda (cortada); 18: rama del I6bulo caudal (a. pulmonar derecha); 19: vv. pulmonares
derechas; 20: I6bulo craneal (pulmdn derecho); 21: I6bulo caudal (pulmén derecho); 22: Iébulo
accesorio (pulmon derecho); 23: T2.

Tanto la topografia de la aorta en el térax como el patrén de ramificacién
del arco adrtico del raton, presentan mas analogias con los humanos que las
existentes entre el hombre y otras especies animales usadas en investigacion
como el perro (Warwick y Williams 1973; Evans 1993; Rivero et al. 2005;
Contreras et al. 2008; Contreras et al. 2010).

La aorta abdominal en el ratén da las mismas ramas viscerales (arteria
celiaca, mesentérica craneal, adrenales, renales, ovaricas, testiculares,
mesentéricas caudales) y parietales (arterias lumbares, frénicoabdominales,
circunflejas iliacas profundas) que en el hombre (Warwick y Williams 1973). La
aorta abdominal en su parte terminal da lugar a las arterias iliacas comunes y a
la arteria caudal media. De las arterias iliacas comunes salen las arterias iliacas

internas. Las arterias iliacas externas son la continuacion de las iliacas
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comunes, que acaban transformandose en arterias femorales. Algunas ramas
de las arterias iliacas externas son la arteria circunfleja femoral medial, el
tronco pudendoepigastrico y la arteria iliolumbar. La arteria femoral da ramas
como la arteria safena, y acaba convirtiéndose en arteria poplitea (Cook 1965;
Popesko et al. 1992).

Las arterias renales del ratdn son similares a las del perro, situandose la

arteria renal derecha mas craneal que la izquierda (Cook 1965; Evans 1993).

A.5.4 ANATOMIA MICROSCOPICA DE LAS ARTERIAS

El objetivo general del sistema cardiovascular es proveer sangre a los
lechos capilares para lograr la perfusion de todos los 6rganos. La demanda
funcional local es la que determina la naturaleza estructural de la pared
vascular (Kierszenbaum 2007). Para conseguir este objetivo, las arterias llevan
la sangre desde el corazén a los capilares, almacenando cierta cantidad de la
sangre bombeada en cada sistole cardiaca para asegurar un aporte sanguineo
continuo a los capilares durante la diastole (Eurell y Frappier 2006;
Kierszenbaum 2007).

Las paredes de las arterias estan compuestas por tres capas
concéntricas llamadas tunicas: tunica intima, media y adventicia (Eurell y
Frappier 2006; Ross y Pawlina 2006; Young et al. 2006; Kierszenbaum 2007).

La tunica intima es la capa mas interna que contacta con la luz vascular
y consta de los siguientes componentes:

» Endotelio. Se trata de un epitelio escamoso simple asociado a una
lamina basal. En las arterias, las células endoteliales son alargadas y se
distribuyen paralelas al eje longitudinal del vaso. Para formar la lamina
epitelial, las células estan unidas por uniones estrechas y uniones de
hendidura.

= Subendotelio. Estda compuesto de tejido conjuntivo laxo y contiene
células musculares lisas.

» Lamina elastica interna. Es una capa externa de fibras elasticas
fenestradas, que permiten que las sustancias difundan a través de la
lamina y alcancen porciones mas profundas del vaso.

La tdnica media es la capa intermedia, formada principalmente por

células musculares lisas y elastina. La elastina se organiza formando laminas
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fenestradas concéntricas (fibras elasticas, lamellae) entre las que se
encuentran fibras de colageno, capas delgadas de matriz extracelular rica en
proteoglicanos y células musculares lisas (zona interlamelar). Las fibras
elasticas estan conectadas entre si gracias a fibras elasticas delgadas,
formando una red tridimensional continua, Estas fibras delgadas también
conectan las fibras elasticas con las células musculares lisas (Wagenseil y
Mecham 2009). El area formada por una fibra elastica y el contenido de la zona
interlamelar adyacente recibe el nombre de unidad lamelar.

Hay que hacer distincidon entre elastina y fibras elasticas. La elastina es
una proteina distensible con fuerza de traccién baja, responsable de la
elasticidad de los vasos sanguineos. Funciona principalmente como una
reserva elastica y distribuye el estrés por toda la pared arterial uniformemente y
sobre las fibras de colageno. La elastina actia como polimeros que forman
parte de las fibras elasticas. Las fibras elasticas son estructuras complejas que
contienen elastina y microfibrillas. La elastina, que es el principal componente
de las fibras elasticas maduras, tiene un aspecto amorfo al observarla con
microscopio electrénico de transmisién y las microfibrillas son unos filamentos
que facilitan el ensamblaje de la elastina (Wagenseil y Mecham 2009).

La tunica media se extiende desde la lamina elastica interna hasta la
lamina elastica externa, que es una lamina de fibras elasticas que separa la
tunica media de la adventicia.

Todos los componentes extracelulares de la tunica media son
producidos por las células musculares lisas. Las fibras de colageno dan soporte
a las células musculares lisas y limitan la distension de la pared vascular (Eurell
y Frappier 2006; Kierszenbaum 2007).

La tunica adventicia es la capa mas externa de la pared. Esta compuesta
principalmente por tejido conjuntivo. Sus elementos fundamentales son fibras
de colageno en disposicion longitudinal y algunas fibras elasticas. Estos
elementos se mezclan progresivamente con el tejido conjuntivo laxo que rodea
los vasos. El espesor de la tunica adventicia es muy variable, siendo en la
mayor parte del sistema arterial relativamente delgada.

El contenido de colageno, relativamente alto, de la tunica adventicia
ayuda a prevenir rupturas vasculares cuando aumenta la presion arterial

(Wagenseil y Mecham 2009). La tunica adventicia de los grandes vasos
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contiene vasa vasorum -red de pequefios vasos sanguineos que aporta
nutrientes y oxigeno a las células de la pared vascular-, vasos linfaticos y una
red de nervios autdbnomos, nervi vasorum, que controla la contraccion del
musculo liso de la pared vascular (Eurell y Frappier 2006; Kierszenbaum 2007).

Histologicamente, las arterias se clasifican, segun el grosor de la pared y
segun la composicion de las tunicas, en tres grupos: arterias elasticas grandes,
arterias musculares de tamafo medio y arterias pequefas y arteriolas.

Se han realizado diversos estudios morfolégicos del arbol arterial del
raton, sobre todo en modelos de enfermedades cardiovasculares, que se
centran mayoritariamente en la aorta y en las ramas de la aorta en el térax. Sin
embargo, hasta el momento estos estudios se han enfocado mas en la
caracterizacion de lesiones vasculares (aterosclerosis, aneurismas, isquemia
de miembros inferiores) que en la morfologia normal de las arterias (Nakashima
et al. 1994; Chow et al. 1996; Seo et al. 1997; Maeda et al. 2000; Jones et al.
2005; Fernandez et al. 2008; Chalothorn y Faber 2010). A partir de estas
publicaciones puede concluirse que, en el ratdn, la aorta en el térax y las ramas
que salen del arco adrtico, presentan las caracteristicas propias de las arterias
elasticas grandes (Reddick et al. 1994; Rosenfeld et al. 2000). En cambio, la
informacion disponible sobre la morfologia normal de la aorta descendente
abdominal y de otras arterias como la femoral en el ratbn es muy escasa
(Wolinsky y Glagov 1969).

A.5.4.1 Arterias elasticas grandes

Son arterias conductoras, ya que llevan la sangre del corazéon a las
arterias de tamano medio que distribuyen la sangre. Tienen dos caracteristicas
principales: reciben sangre del corazén a presion elevada y mantienen una
circulacion continua, mientras que el corazon bombea la sangre de forma
discontinua. Debido a que se distienden durante la sistole cardiaca y vuelven a
la normalidad durante la diastole, pueden mantener un flujo sanguineo continuo
a pesar de la actividad intermitente del corazén. Este fendmeno, conocido
como efecto Windkessel, ayuda a disminuir la carga cardiaca, disminuye la
presion sistdlica y maximiza el flujo diastdlico a las arteriolas (Kierszenbaum
2007).
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Durante la sistole ventricular la sangre sale de los ventriculos hacia las
arterias elasticas, distendiendo sus paredes. Esta distension se ve limitada por
las fibras de colageno de las tunicas media y adventicia. Durante la diastole
ventricular, el corazon no genera presion y la pared arterial distendida se
retrae, manteniendo la presién arterial y el flujo sanguineo dentro de los vasos.
El retroceso elastico inicial empuja la sangre en sentido anterogrado
(alejandola del corazén) y en sentido retrégrado (retorna al corazén). Este flujo
sanguineo retrogrado hace que se cierren las valvulas aodrtica y pulmonar, al
tiempo que se mantiene el flujo anterégrado que aleja la sangre del corazén
(Ross y Pawlina 2006).

Ejemplos de arterias elasticas en el hombre son la aorta y sus ramas
mas grandes (tronco braquiocefalico, arterias carotidas comunes, arterias
subclavias, arterias iliacas comunes) y las arterias pulmonares. En el ratén,
como se ha comentado anteriormente, la aorta y las ramas que salen del arco
aortico también son arterias elasticas.

La tdnica intima de las arterias elasticas es relativamente gruesa (en la
aorta humana representa el 25% de la pared arterial). La lamina elastica interna
no se distingue claramente porque es una de las muchas fibras elasticas de la
pared del vaso.

En la tdnica media de la aorta descendente toracica del raton se
observan unas 5 unidades lamelares (Wolinsky y Glagov 1967a). La
composicién de la tunica media de la aorta es importante ya que la relacién
existente entre todos sus componentes es la responsable de las propiedades
viscoelasticas de su pared (Wolinsky y Glagov 1967a; Ushiki 2002).

La presencia de vasa vasorum en la tunica media sélo se ha podido
demostrar en especies que presentan mas de 29 unidades lamelares, y solo se
observa en la porcion de la pared que queda por fuera de estas unidades. La
region mas interna, que no tiene vasos, por lo que se llama zona avascular, se
nutre por difusion a partir de los nutrientes de la luz. En el caso del ratén, se
considera que toda la pared de la aorta es avascular, ya que su tunica media
contiene menos de 29 unidades lamelares (Wolinsky y Glagov 1967b; Wolinsky
y Glagov 1969; Langheinrich et al. 2006; Langheinrich et al. 2007; Kampschulte
et al. 2010).
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Por lo que respecta a otros componentes de la matriz extracelular
vascular, en la aorta del raton se han identificado 17 tipos diferentes de
colageno, siendo los que se expresan con mayor frecuencia el colageno |, Ill,
IV, Vy VI (Wagenseil y Mecham 2009).

La tunica adventicia de las arterias elasticas suele tener menos de la

mitad del grosor de la tunica media (Kierszenbaum 2007).

A.5.4.2 Arterias musculares de tamaino medio

Son los vasos que distribuyen la sangre. Proveen sangre de forma
selectiva a los diferentes 6rganos en respuesta a sus necesidades funcionales.
La transicion de arterias elasticas grandes a arterias musculares es progresiva.
Generalmente, en las regiones de transicion la cantidad de material elastico
disminuye y las células musculares lisas se convierten en el componente
predominante de la tunica media. Ademas, se hace visible una membrana
elastica interna prominente, que sirve para distinguir arterias musculares de
elasticas (Ross y Pawlina 2006; Kierszenbaum 2007).

Las arterias musculares miden 0,03—1 cm de diametro en el hombre. Su
pared es relativamente gruesa (aproximadamente un 25% del diametro del
vaso). Algunos ejemplos de arterias musculares de tamafio medio en el hombre
son la arteria radial, femoral, tibial, poplitea, axilar, esplénica, mesentérica, las
arterias coronarias, las cerebrales y las intercostales (Young et al. 2006). No se
ha encontrado informacién de las arterias musculares en el raton.

La tunica intima es mas delgada que la de las arterias elasticas y
contiene una membrana elastica interna prominente. La tunica media es gruesa
y esta formada principalmente por células musculares lisas, que se distribuyen
en forma de espiral, fibras de colageno, y una cantidad relativamente pequefa
de material elastico. La membrana elastica externa separa la tunica media de la
adventicia, pero en arterias musculares pequefas esta lamina puede estar
ausente. La tunica adventicia es relativamente gruesa comparada con la de las
arterias elasticas. En el hombre, tiene mas o menos el mismo grosor que la

tunica media (Kierszenbaum 2007).
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A.5.4.3 Arterias pequenas

Las arterias pequefas tienen la misma estructura que las arterias mas
grandes, con algunas caracteristicas diferenciadoras. El endotelio puede
presentar uniones en hendidura entre las células endoteliales y las células
musculares lisas de la tunica media. Por otro lado, la tunica adventicia es una
capa conjuntiva laxa, delgada y mal definida, que se confunde con el tejido
conjuntivo adyacente al vaso. En el hombre, la tunica media de las arterias
pequenas puede presentar alrededor de ocho capas de células musculares

lisas (Kierszenbaum 2007).

A.5.4.4 Arteriolas

En el hombre tienen un diametro de entre 20 y 130 ym. Son similares a
las arterias pequenas pero, en este caso, la tunica intima puede tener o no
membrana elastica interna y la tunica media contiene de dos a cinco capas
concéntricas de células musculares lisas.

Las arteriolas son las ultimas ramas del sistema arterial. Se consideran
vasos de resistencia y son las principales responsables de la presion
sanguinea sistémica. Regulan la distribucion de la sangre a los diferentes
lechos capilares mediante vasoconstriccion y vasodilatacion localizada. Las
arteriolas estan adaptadas estructuralmente para poder contraerse y dilatarse
ya que sus paredes contienen células musculares lisas dispuestas de forma
circular. La contraccién del musculo liso de la pared de la arteriola aumenta la
resistencia vascular y reduce o bloquea la entrada de sangre a los capilares.
De esta forma se dirige la sangre hacia los lugares donde mas se necesita
(Ross y Pawlina 2006; Kierszenbaum 2007).

Que haya un flujo sanguineo constante depende de un mecanismo
miogénico: las células musculares lisas de las arteriolas se contraen en
respuesta a un aumento de la presion transmural y se relajan cuando esta

presion disminuye (Ross y Pawlina 2006; Kierszenbaum 2007).
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A.6 ECOGRAFIA DOPPLER VASCULAR ARTERIAL EN EL
RATON

En el ratén, hasta el momento no se han realizado estudios ecograficos
vasculares arteriales que describan el espectro Doppler y las caracteristicas
hemodinamicas de cada vaso. La informacién que se presenta a continuacion
se basa en datos puntuales presentados en distintas publicaciones y, en
funcion de la técnica empleada, muestran resultados dispares o similares entre

Si.

A.6.1 AORTA ASCENDENTE

En ratones jovenes, el diametro de la base de la aorta, medido mediante
ecocardiografia transtoracica, es de aproximadamente 1,34 £ 0,10 mm (media
+ SD). No se observan diferencias significativas en estos valores segun si las
medidas se realizan con un abordaje paraesternal derecho o izquierdo (Zhou et
al. 2004).

En la aorta ascendente del ratén se ha descrito una velocidad sistélica
maxima de 77,4-95,2 cm/s, velocidad media de 15,1-22,7 cm/s, aceleracion de
entre 4987 y 8413 cm/s® y un tiempo de aceleracién entre 11,5 y 16,7 ms
(Hartley et al. 2000; Strauch et al. 2003; Reddy et al. 2005; Stoyanova et al.
2007; Huo et al. 2008). Estos datos se han conseguido mediante ecografia
convencional, ecografia de alta frecuencia y/o modelos matematicos basados
en la informacion obtenida a partir de ecografia Doppler en animales

conscientes y moldes de corrosion (Huo et al. 2008).

A.6.2 ARCO AORTICO

El diametro del arco aodrtico en ratones C57BL/6, medido en moldes de

corrosion vascular, es de 1,02 £ 0,1 mm (Maeda et al. 2007).

A.6.2.1 Tronco braquiocefalico

Medidas realizadas mediante moldes de corrosiéon, modelos
matematicos y/o microCT post moértem, describen que la longitud media del
tronco braquiocefalico en ratones C57BL/6, desde el arco adrtico hasta la

bifurcacion en arteria carétida comun derecha y arteria subclavia derecha, es
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de 1,3 £ 0,1 mm, y el diametro medio es de unos 0,63-0,85 mm (Maeda et al.
2007; Suo et al. 2007; Huo et al. 2008). La velocidad media en el tronco
braquiocefalico es de 5,5 cm/s y el flujo medio de 1,87 mi/min (Feintuch et al.
2007; Huo et al. 2008).

A.6.2.2 Arteria carétida comun izquierda

El diametro interno de las arterias carodtidas en sistole cardiaca, medido
mediante ecografia de alta frecuencia en plano longitudinal es de 0,50 + 0,05
mm (Zhou et al. 2002; Suo et al. 2007).

La velocidad media de esta arteria es 7 cm/s y el flujo sanguineo medio
de 1,35 ml/min aproximadamente (Feintuch et al. 2007; Huo et al. 2008). Se ha
descrito una velocidad sistélica maxima de 66 + 9 cm/s (Ni et al. 2008) y un
indice de pulsatilidad, medido cerca de su bifurcacion, de 0,832 = 0,007
(Stoyanova et al. 2007).

A.6.2.3 Arteria subclavia izquierda

Mediante el uso de microCT, moldes de corrosiébn y modelos
matematicos, se ha descrito que la arteria subclavia izquierda tiene un diametro
medio de 0,56-0,64 mm, una velocidad media de 5,5 cm/s y un flujo sanguineo
de 1,06 ml/min (Feintuch et al. 2007; Suo et al. 2007; Huo et al. 2008).

A.6.3 AORTA DESCENDENTE

La aorta descendente consta de dos porciones: toracica y abdominal.

La aorta descendente toracica tiene un diametro de aproximadamente
1,09-1,29 mm (Suo et al. 2007). La velocidad sistolica maxima de esta arteria,
medida mediante ecografia transtoracica, es de 60,1 + 7,8 cm/s (media £ SD)
(Strauch et al. 2003) En ratones conscientes se ha calculado, mediante
modelos matematicos obtenidos a partir de ecografia Doppler y moldes de
corrosion, que la velocidad media de esta arteria es de 9,9 cm/s y el flujo medio
de 7,73 ml/min (Huo et al. 2008).

En la orta descendente abdominal se distinguen tres porciones: aorta
prerrenal, postrenal y preiliaca.

- Prerrenal. Mediante MRI vascular se ha observado que presenta un

flujo de resistencia intermedia, sin componente reverso (Amirbekian et al.
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2009). A partir de modelos matematicos se ha descrito que el diametro de este
segmento adrtico es de unos 0,85 mm, tiene una velocidad media de 16,6 cm/s
y un flujo medio de 5,66 ml/min (Huo et al. 2008). Estudios realizados con
resonancia magnética (4,7T) han descrito un diametro de 1,29 mm (rango:
1,21-1,36 mm), una velocidad sistélica maxima de 56,3 cm/s (rango; 51,3-61,3
cm/s), una velocidad media de 17,2 cm/s (rango:14,8-19,5 cm/s), un flujo medio
de 15,3 ml/min (rango: 13,0-17,6 ml/min) y un flujo maximo de 49,3 ml/min
(rango: 44,6-54,1 ml/min) (Amirbekian et al. 2009).

- Postrenal. Con MRI vascular se ha observado un perfil de velocidad de
flujo y resistencia intermedios en esta porcién de la aorta (Amirbekian et al.
2009). El area total de la aorta postrenal, medida con resonancia magnética de
alto campo (9,4T), es de 0,228 mm?, el area de la luz de 0,115 mm?y el area
de la pared de 0,113 mm? (Choudhury et al. 2002). Otros estudios realizados
mediante MRI (4,7T) han descrito un diametro de 0,84-0,93 mm, una velocidad
sistélica maxima de 43,8-56,0 cm/s, una velocidad media de 15,3-22,5 cm/s,
un flujo medio de 5,8-9,2 ml/min y un flujo maximo de entre 17,8 y 25,3 ml/min
(Amirbekian et al. 2009).

- Preiliaca. Su diametro medio, medido en ratones conscientes a partir
de modelos matematicos, es de 0,72 mm, la velocidad media de 5,6 cm/s y el
flujo medio de 1,37 ml/min (Huo et al. 2008).

A.6.4 ARTERIA RENAL

Tiene un diametro de unos 0,58 mm (Huo et al. 2008). La velocidad
sistélica maxima de las arterias renales es de 53,3 + 12,2 cm/s y la velocidad
diastdlica final de 15,7 + 3,8 cm/s (Reddy et al. 2005; Bonnin et al. 2008). El
flujo arterial en ratones de 36 + 0,8 gramos, realizando mediciones invasivas
con transductores de flujo colocados alrededor de la arteria renal, es de 6,3-7,6
ml/min por gramo de peso renal (peso de un riidn: 0,33 + 0,01 g
aproximadamente) (Gross et al. 1998). En ratones conscientes se ha descrito,
mediante modelos matematicos, que el flujo medio de la arteria renal es de
1,11 ml/min (Huo et al. 2008).
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A.6.5 ARTERIA FEMORAL

No hay datos hemodinamicos cualitativos ni cuantitativos, obtenidos

mediante ecografia de alta frecuencia, disponibles de esta arteria en el raton.
A.7 BIOLOGIA DE LA FAMILIA DE LAS SIRTUINAS

La historia de las sirtuinas se inici6 con el descubrimiento del gen Sir2
(Silent Information regulador 2) hace ya mas de treinta afos en Saccharomyces
cerevisiae (Klar et al. 1979). A lo largo de estos afios, se ha establecido bien su
papel, tanto en la desacetilacion dependiente de NAD+ (Imai et al. 2000) como
en la regulacion de la silenciacion de la cromatina delimitando las regiones de
cromatina  transcripcionalmente  activas  (eucromatina) e inactivas
(heterocromatina) (Gasser 2001; Gasser y Cockell 2001; Cheng et al. 2003;
Denu 2003). Uno de los hallazgos de mayor impacto en relaciéon a Sir2,
consistié en demostrar como la sobreexpresion de este gen permitia prolongar
la vida de Saccaromyces cerevisiae cerca de un 30%, al silenciar ciertas
regiones de la cromatina telomérica (Sinclair et al. 1997; Kaeberlein et al. 1999)
mediante la desacetilacion de sus histonas (Grunstein 1998; Haigis y Sinclair
2010).

Distintos genes similares a Sir2, los Sir2-like genes, han sido
descubiertos en la mayoria de los organismos, incluyendo bacterias, plantas y
animales, constituyendo una amplia y antigua familia de genes denominados
sirtuinas. También en estos organismos, las sirtuinas han demostrado actuar
como promotores de la supervivencia (Sinclair et al. 2006; Michan y Sinclair
2007) permitiendo con su sobreexpresidon aumentar de forma importante la
esperanza de vida de hongos (Kaeberlein et al. 1999), gusanos (Tissenbaum y
Guarente 2001) y moscas (Rogina y Helfand 2004). Ademas, la restriccion
caldrica, procedimiento eficaz para aumentar la esperanza de vida en muchos
organismos (Weindruch y Walford 1982; Lakowski y Hekimi 1998; Mair et al.
2003; Michan y Sinclair 2007), requeriria para prolongar la vida en el caso de
los hongos y de las moscas de la activacion de Sir2 (Rogina y Helfand 2004).
No obstante, algunos estudios han sugerido que la restriccion caldrica podria
llegar a prolongar la vida de ciertos organismos a través de mecanismos
independientes de Sir2 (Kaeberlein et al. 2004; Fabrizio et al. 2005). En
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conjunto, todos estos resultados han llevado a la hipétesis que Sir2 es un gen
de longevidad, evolutivamente conservado y que mediaria los efectos de la
restriccion calorica.

En los mamiferos, Sir2 esta representado por 7 genes homologos (Sirt1-
7). Cada sirtuina estaria caracterizada por un dominio catalitico conservado de
275 aminoacidos (Michan y Sinclair 2007). De los siete Sirts, Sirt1 es
probablemente el ortélogo por excelencia de Sir2, ya que es el que presenta
una mayor similitud de secuencia (Frye 2000). Sirt1 controlaria distintos
procesos bioldgicos, tales como la diferenciacién celular (Fulco et al. 2008),
apoptosis (Luo et al. 2001), autofagia (Lee et al. 2008), senescencia (Herranz y
Serrano 2010; Li et al. 2011a), desarrollo (Cheng et al. 2003), cancer (Kim vy
Um 2008), metabolismo (Picard et al. 2004) y ritmos circadianos (Asher et al.
2008). Ademas, modularia estas distintas funciones mediante la desacetilacion
de diversos sustratos, incluyendo histonas, enzimas, factores de transcripcion,
asi como componentes de las cascadas de senales de transduccion (Michan y
Sinclair 2007).

A.7.1 FUNCIONES ESPECIFICAS DE SIRT1 SOBRE EL CORAZON

Sirt1 tiene un papel especifico durante el desarrollo embrionario (Cheng
et al. 2003). Los embriones de ratones mutantes homocigotos son mas
pequefos que los ratones silvestres en cualquier fase del desarrollo
embrionario, pueden presentar exencefalia y tienen un numero reducido de
espermatozoides (McBurney et al. 2003). Cheng et al. (2003) describieron la
presencia de lesiones cardiacas en los embriones mutantes homocigotos,
como defectos en el septo interventricular, defectos en el septo interatrial y
lesiones valvulares. Sin embargo, no observaron defectos cardiacos evidentes
en los ratones mutantes homocigotos que llegan a la edad adulta. Estos
resultados sugieren que Sirt1 juega un papel importante en la formacion de los
septos cardiacos y que parte de la elevada letalidad neonatal de los ratones
mutantes homocigotos podria explicarse por la presencia de defectos en el
corazon.

Sirt1 protege contra apoptosis y tiene un papel fundamental en la
mediacion de la supervivencia de cardiomiocitos y neuronas sometidos a estrés
in vitro (Pillai et al. 2005).
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En el corazén de ratones adultos no transgénicos, la expresiéon de Sirt1
aumenta en respuesta a sobrecarga de presion o a estrés oxidativo (Alcendor
et al. 2007). Para demostrar el efecto que tiene SIRT1 sobre el corazon adulto,
se han generado ratones transgénicos que sobreexpresan Sirt1 de forma
especifica en el corazén (Tg-Sirt1). En estos individuos, la expresion leve-
moderada de Sirt1 en el corazén atenua la induccion de hipertrofia cardiaca
secundaria a envejecimiento, la apoptosis y fibrosis cardiaca y la expresién de
marcadores de senescencia. Es decir, tiene un efecto atenuante en la aparicion
de disfuncion ventricular. Estos resultados sugieren que Sirt1 puede tener una
funcién reguladora del envejecimiento especifica en el corazén (Alcendor et al.
2007; Hsu et al. 2008).

Otros autores han demostrado mediante estudios in vitro que la
activacion de Sirt1 previene el desarrollo de hipertrofia cardiaca y protege a los
cardiomiocitos de alteraciones metabdlicas y procesos inflamatorios mediante
la activacion de PPARa (peroxisome proliferator activated receptor-a)
(Planavila et al. 2011).

Sirt1 aumenta la actividad de PGC-1a (peroxisome proliferator-activated
receptor y coactivator 1a) lo que da lugar al incremento del suministro de
mitocondrias nuevas en las células. Ademas, mediante regulaciéon por
autofagia, Sirt1 tiene un papel importante en la limpieza de mitocondrias viejas
o alteradas (Lee et al. 2008; Li et al. 2011b). Por tanto, Sirt1 tiene un efecto
importante en la regulacién del flujo de las mitocondrias en las células. La
actividad de Sirt1 en el mantenimiento y rejuvenecimiento de las mitocondrias
se relaciona con el control del proceso de envejecimiento. Las mitocondrias son
las encargadas de producir energia en la célula dando lugar a la formacién
secundaria de especies reactivas de oxigeno, que a su vez pueden lesionar a
la propia mitocondria, al DNA mitocondrial y a la célula (estrés oxidativo)
(Wallace 2005). Por tanto, el papel regulador de Sirt7 en la renovacion
mitocondrial es importante para combatir el estrés oxidativo y sus

consecuencias en la célula.
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Todos los experimentos realizados en este estudio se sometieron a la
evaluacion de la Comissié Etica en 'Experimentacié Animal i Humana (CEEAH)
de la Universitat Autbonoma de Barcelona y fueron aceptados bajo licencia
CEEAH 724/08 (DMAH 4666) siguiendo la normativa espafiola RD 1201/05 y la
Directiva de la Union Europea 86/609 sobre proteccion en el uso de animal de

experimentacion.
B.1 MATERIAL

Incluye los animales estudiados y el instrumental y los equipos

empleados.

Fig. 8. Raton adulto de cepa endogémica C57BL/6.

B.1.1 ANIMALES

Se utilizaron dos tipos de animales diferentes para cada uno de los estudios:
= 27 ratones sanos (Mus musculus, 10 machos y 17 hembras), adultos (8
semanas de edad), de la cepa endogamica C57BL/6, con un peso de
entre 17 y 25 gramos (Fig. 8), que fueron suministrados por el Servicio
de Estabulacién de Ratones del Centro de Biotecnologia Animal y
Terapia Génica (SER-CBATEG) de la Universitat Autbnoma de
Barcelona (UAB). En estas instalaciones el fotoperiodo es artificial, con
12 horas de luz (8:00-20:00) y 12 horas de oscuridad (20:00-8:00). Las
condiciones de temperatura y humedad se mantienen constantes
gracias a mecanismos informatizados (20-21°C, 50-60% de humedad

ambiental). Los animales se alimentan ad libitum con una dieta

37



MATERIAL Y METODOS

comercial estandar (Teklad 2018S Harlan Teklad, Blackthorn, UK) y
tienen acceso libre a la bebida.

= 30 ratones cedidos por el Dr. Francesc Villarroya, catedratico del
Departament de Bioquimica i Biologia Molecular de la Universitat de
Barcelona. Los ratones Sirt1 224 presentan una proteina SIRT1
mutada que afecta parte de su dominio catalitico (Cheng et al. 2003).
Como puede observarse en el Western Blot de la Figura 9, el mutante
Sirt1 2424 o presenta la banda caracteristica de la proteina SIRT1

funcional observada en los ratones silvestres.

Sirt1 +4+ Sirtd +~ Sirtt -~

— e— Sirt1

a-tubulin

Fig. 9. Analisis de la expresion de Sirt1 por Western Blot. Sirt1 +/+: raton silvestre; Sirt1 +/-: mutante
heterocigoto; Sirt1 -/-: mutante homocigoto.
Para este estudio se generd una colonia de la cual se utilizaron 8 grupos
de animales de 4 meses de edad y cuatro grupos de animales recién
nacidos (P0) (Tabla 1):
= Ratones silvestres o Sirt1 +/+ (n=8 adultos y 4 PO).
» Ratones mutantes heterocigotos o Sirt1 +/- (n=8 adultos y 4 PO0).

= Ratones mutantes homocigotos o Sirt1 2#2¢x /. (n=8 adultos y 4 PO0).

B.1.2 INSTRUMENTAL Y EQUIPOS

El material que se ha utilizado pertenece a la Unidad de Morfologia del
Centro de Biotecnologia Animal y Terapia Génica (CBATEG), a la Unidad de
Anatomia y Embriologia de la Facultad de Veterinaria, al Servicio de
Resonancia Magnética Nuclear y al Servicio de Microscopia, todos ellos

pertenecientes a la Universitat Autbnoma de Barcelona.
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n Edad PV (media, rango)
Sirt1 +/+ adulto 8 4m 27,9 g (22,8-33,6)
Sirt1 +/+ PO 4 1d 1,99 (1,8-2,0)
Sirt1 +/- adulto 8 4m 29,8 g (21,8-39,9)
Sirt1 +/- PO 4 1d 1,99 (1,8-2,0)
Sirt1 -/- adulto 8 4m 27,9 g (14,3-27,7)
Sirt1 -/- PO 4 1d 1,29 (1,0-1.4)

Tabla 1. Edad (m: meses, d: dias) y peso vivo (PV) de los ratones silvestres, heterocigotos y
homocigotos para Sirt1.

Se han utilizado los siguientes equipos e instrumentos:

B.1.2.1 Equipo de ultrasonografia

El estudio ultrasonografico se realizé con un ecografo de alta frecuencia
(Vevo® 770, VisualSonics, Toronto, Canadd) equipado con dos sondas
mecanicas RMV™ (Real-Time Micro Visualization): una de 30 MHz (RMV-707B)
y otra de 40 MHz (RMV-704) (Fig. 10).

Especificaciones de las sondas ecograficas:
= RMV-707B:

Frecuencia central: 30 MHz.

Distancia focal: 12,7 mm.

Ecografia bidimensional:
- Campo de visibn maximo: 16,5 mm X 16,5 mm.
- Resolucion espacial: 115 ym (lateral) x 55 ym (axial)

en la zona focal.

Ecografia Doppler pulsado:
- Frecuencia de repeticion de pulso maxima: 96 kHz.
e RMV-704:
- Frecuencia central: 40 MHz.
- Distancia focal: 6 mm.
- Ecografia bidimensional:
- Campo de vision maximo: 14,5 mm X 14,5 mm.
- Resolucion espacial: 80 um (lateral) x 40 ym (axial) en
la zona focal.
- Ecografia Doppler pulsado:

- Frecuencia de repeticion de pulso maxima: 40 kHz.
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Se uso el protocolo Vascular del paquete de mediciones VisualSonics
Cardiac Measurements, disponible en el software del equipo, tanto para la

localizacion anatdmica de los vasos como para la recogida de datos.

r
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Fig. 10. A. Ecdgrafo de alta frecuencia Vevo® 770. B. Sonda mecanica RMVTM (Real-Time Micro Visualization).

B.1.2.2 Resonancia magnética de alto campo/espectroscopia (MRI)

El estudio se llevd a cabo con un sistema Bruker Biospec de 7T,

equipado con una bobina de volumen de 7,2 cm de didmetro interno.

B.1.2.3 Material general para los estudios in vivo

= Anestesia: Isoflurano (Isoflo® Abbot Laboratories. Veterinaria Esteve,
Barcelona, Espana).

» Plataforma caliente: SA-11093 Mouse Platform (VisualSonics).

= Monitor de anestesia: Physiological Controller Unit, THM100
(VisualSonics).

= Termdmetro rectal: Indus Instruments (Huston, USA).

®

= Lagrima artificial: Viscotears (Novartis Farmacéutica, S.A.

Barcelona, Espana).
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= Crema depilatoria: Nair® Hair removal cream (Church & Dwight
Canada Corp. Mississauga, ON, Canada).

= Gel de ecografia: Transonic-Gel® (Telic. S.A. Barcelona, Espafia).

B.1.2.4 Material para la eutanasia y procesamiento post mértem

» Heparina sédica 5% (Laboratorios Farmacéuticos Rovi, S.A. Madrid,
Espafia).

= Isoflurano: Isoflo® (Abbot Laboratories. Veterinaria Esteve).

» Catéter de 25G (Valu-Setry. Becton Dickinson Infusion Therapy
Systems INC, Utah, USA).

= Tampodn fosfato salino (PBS, phosphate buffered saline): 7.79 g NaCl
+ 1.54 g Na;HPO,4 2H,0 + 0.27 g NaH,PO4 H,O + 1000 ml H,O
destilada, pH=7,4.

= Formol tamponado al 10% (NBF 10%, neutral buffered formalin): 100
ml formaldehido al 37% + 4 g NaH,PO4 H,O + 6.5 g Na;HPO4 + 900
ml H20 destilada, pH=7.

B.1.2.5 Microscopios y lupas
= Microscopios estereoscopicos (lupas):
- Nikon SMZ-800 (Nikon Corp., Tokio, Japon).
- Nikon SMZ-1000 (Nikon Corp.).

= Microscopio optico con sistema de epifluorescencia: Nikon Eclipse
E-800 (Nikon Corp.).

= Microscopio de laser confocal: Leica TCS-SP2 AOBS (Leica Micro
systems GmbH., Heidelberg, Alemania).
= Microscopio electréonico de Transmision (MET): Hitachi H-7000
(Hitachi, Tokio, Japon).
B.1.2.6 Camaras digitales
= Nikon digital camera DXM 1200 F (Nikon Corp., Tokio, Japdn).

= Soft Imaging System CC-12 (Olympus Soft Imaging Solutions GmbH.,

Munster, Alemania).
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B.1.2.7 Material general de laboratorio
» Centrifuga 5702R (Eppendorf, Hamburg, Alemania).

= Sistema agitador UNIMAX-1010, incubador INKUBATOR-1000 y vortex
REAX-top (Heidolph instruments, Schwabach, Alemania).

= Microtomo Shandon Retraction AS325 (Rankin Biomedical Corporation,
Holly, MI).

= Ultramicrotomo Leica EM UC6 (Leica Microsystems GmbH, Heidelberg,

Alemania).

= Centro de inclusion modular AP280: cryo consola AP280-1 y consola

dispensadora AP280-2 (Especialidades médicas Myr SL, Tarragona).

» PHmetro PHM210 Standard (Radiometer analytical SAS, Villeurbanne

Cedex, Francia).
B.2 METODOS

Se incluyen los estudios de imagen in vivo, mediante ecografia de alta

frecuencia y MR, y los estudios morfoldgicos y morfométricos post mértem.

B.2.1 ANESTESIA Y PREPARACION DE LOS ANIMALES

Los animales fueron anestesiados para su estudio in vivo mediante

ecografia o MRI.

B.2.1.1 Estudio ecografico

Los estudios ecograficos se realizaron entre las 9 y las 11 AM, en 27
ratones C57BL/6 adultos. Los animales no fueron sometidos a ayuno previo.
Protocolo anestésico

Los ratones fueron ecografiados bajo anestesia general durante un periodo
maximo de una hora.
* |nduccion anestésica:

Se realiz6 mediante cdmara de induccidon anestésica utilizando una

mezcla de isoflurano al 3% en oxigeno al100%.

=  Mantenimiento anestésico:
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Se realiz6 mediante mascarilla anestésica utilizando una mezcla de
isoflurano al 1-1,5% en oxigeno al 100%.

Monitorizacidén anestésica y preparacion del animal
Los ratones se colocaron en posicion supina sobre una plataforma

caliente para mantener su temperatura corporal (Fig.11).

Fig. 11. A. Sistema SA-11093 Mouse Platform (VisualSonics), que consta de una plataforma caliente
donde se coloca al ratén para mantener su temperatura corporal y monitorizar sus constantes vitales; de
una grua para manipular de forma semiautomatica el transductor, realizando movimientos micrométricos;
y, de forma opcional, de un sistema de microinyeccién. B. Esquema en el que se muestra el
posicionamiento de un ratén anestesiado con mascarilla sobre la plataforma caliente, con las cuatro
extremidades en contacto con los electrodos y una sonda rectal para monitorizar la temperatura
corporal. Modificado a partir de Zhou et al. (2004).

Las cuatro extremidades estaban en contacto con electrodos para
monitorizar la frecuencia respiratoria, cardiaca y el electrocardiograma. La
temperatura corporal se control6 a través de un termdémetro rectal
manteniéndola entre 36°-38°C gracias a la plataforma caliente (Fig.11). Se
aplicé lagrima artificial sobre las cérneas de los ratones para evitar su
desecacion.

Se depilo el pelo de la region toracica, abdominal y de la cara medial de
la extremidad posterior izquierda con crema depilatoria. Como medio de
contacto se aplicé gel de ecografia atemperado sobre la piel del raton.

El estudio ecografico se inicié una vez estabilizadas las constantes del
animal. Las mediciones vasculares se realizaban controlando que la frecuencia
cardiaca fuera superior a 400 latidos por minuto y que el gasto cardiaco tuviese
valores fisiologicamente normales (mayor a 20 ml/min. Datos no incluidos en

los resultados de esta memoria) (Fentzke et al. 1997; Doevendans et al. 1998;
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Yang et al. 1999; Janssen et al. 2002; Wong et al. 2002; Zhou et al. 2002;
Strauch et al. 2003; Janssen et al. 2004; Stypmann et al. 2006; Stoyanova et al.
2007; Baumann et al. 2008).

B.2.1.2 MRI

Los estudios de MRI se realizaron en 15 ratones adultos (Sirt1 +/+, n=5;
Sirt1 +/-, n=5; Sirt1 -/-, n=5) durante la mafana. Los animales no fueron
sometidos a ayuno previo. El protocolo anestésico empleado fue igual al del
estudio ecografico. La frecuencia respiratoria se monitorizé mediante una
almohadilla sensora colocada bajo la caja toracica. La temperatura corporal se
controld con un termdémetro rectal de fibra dptica, y se mantuvo a 37° gracias a

un sistema de bano caliente en circulacion.

B.2.2 ESTUDIO MORFOLOGICO Y FUNCIONAL MEDIANTE ECOGRAFIA
DE ALTA FRECUENCIA

La realizacion del estudio ecografico se llevd a cabo entre dos operarios
cuyas funciones fueron las siguientes:
= QOperario 1: manipulacién del ratdbn y de la sonda ecografica y
postproceso de los datos obtenidos durante el estudio.
= Operario 2: manejo del teclado del ecografo para la toma de muestras
del Doppler ajustando la localizacion y las ventanas, realizacion de las
medidas de diametro vascular en modo B y etiquetado de las imagenes
almacenadas, asi como de los videos.
En el térax se utilizdé la sonda ecografica RMV-707B, de 30 MHz de
frecuencia central; y en el abdomen la sonda ecografica RMV-704, de 40 MHz

de frecuencia central.

B.2.2.1 Vasos estudiados

Se realiz6 el estudio de la aorta, de las ramas del arco aortico, arteria

renal derecha y arteria femoral izquierda (Fig. 12):
» Aorta ascendente. Se realizaron medidas en los 27 animales del estudio
en un punto intermedio entre la valvula adrtica y el orificio del tronco

braquiocefalico.
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Arco adrtico. Se realizaron medidas en 14 de los 27 animales totales (5
hembras y 9 machos). Se estudiaron tres localizaciones en el arco:
- Cerca del orificio del tronco braquiocefalico.
- Cerca del orificio de la arteria carétida comun izquierda.
- Cerca del orificio de la arteria subclavia izquierda.
Aorta descendente toracica. Se realizaron las medidas en 23 de los 27
animales totales (14 hembras y 9 machos), en una localizacion
inmediatamente caudal al orificio de la arteria subclavia izquierda.
Aorta descendente abdominal. Se realizaron las medidas en tres puntos
diferentes de su recorrido en el abomen.
- Aorta prerrenal. Medidas realizadas en un punto craneal al polo
craneal del riidn derecho.
- Aorta postrenal. Medidas realizadas caudal a la salida de la arteria
renal izquierda.
- Aorta preiliaca. Medidas realizadas en un punto craneal a la
bifurcacidn de las arterias iliacas comunes.
Tronco braquiocefalico. Se realizaron las medidas en todos los animales
del estudio, cerca del punto de salida del arco adrtico.
Arteria carétida comun izquierda. Se realizaron las medidas en todos los
animales del estudio, cerca del punto de salida del arco aodrtico.
Arteria subclavia izquierda. Se realizaron las medidas en todos los
animales del estudio, cerca del punto de salida del arco aodrtico.
Arteria renal derecha. Medidas realizadas cerca de la unién con la aorta.

Arteria femoral izquierda. Medidas realizadas en la region inguinal.
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Fig. 12. Localizacién anatomica de los
vasos estudiados mediante ecografia
en el téorax y en el abdomen. A.

Angiografia de la aorta ascendente,

arco aodrtico, aorta descendente

toracica y de sus ramas. B. Diseccion
arco aértico murino. C. Angiografia de
la aorta descendente abdominal y sus

ramas. 1. aorta ascendente; 2: arco

aortico-orificio del tronco

braquiocefalico;.3: arco adrtico-orificio
de la arteria carétida comun izquierda;
4: arco aortico-orificio de la arteria
subclavia izquierda; 5: aorta

descendente toracica; 6: tronco

braquiocefalico; 7: arteria carétida

comun izquierda; 8: arteria subclavia
izquierda; 9: aorta descendente abdominal prerrenal; 10: aorta descendente abdominal postrenal; 11:

aorta descendente abdominal preiliaca; 12: arteria renal derecha; 13: arteria femoral izquierda.
B.2.2.2 Ecografia en modo bidimensional

Los vasos a estudiar se localizaron con ecografia bidimensional. En

cada uno de ellos se evalud la normalidad del vaso y de su entorno anatémico
y se calculo el diametro luminal (Fig. 13A).
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Fig. 13. A. Calculo del didmetro transverso (D) de la luz vascular en una imagen estatica de la aorta
abdominal. La medicién se efectua en el momento de maxima distension vascular. B. Imagen de ecografia
duplex vascular. En la parte superior se muestra una imagen en modo bidimensional, con el volumen de
muestra dentro de la luz vascular. En la parte inferior, el espectro Doppler pulsado correspondiente.

B.2.2.3 Ecografia Doppler pulsado
Una vez localizado el vaso de interés en modo B se rotaba la sonda

ecografica 90° con el objetivo de obtener un plano longitudinal del vaso. La
sonda ecogréfica y la plataforma donde se encontraba el raton se orientaban
hasta obtener un angulo Doppler menor a 60°. Mediante examen Doppler
duplex (ecografia bidimensional + Doppler pulsado) se colocaba el volumen de
muestra en la luz entera del vaso (método de insonacion uniforme) y se obtenia
el espectro Doppler correspondiente (Fig. 13B) (Szatmari et al. 2001).

Las imagenes obtenidas en modo B y mediante ecografia Doppler
pulsado (imagenes estaticas y dinamicas) fueron archivadas en el disco duro

del ecografo para el procesamiento posterior de los datos.

B.2.3 ESTUDIO MORFOLOGICO MEDIANTE MRI

Se realiz6 un estudio de la morfologia del corazon in vivo mediante MRI

de alto campo.

Se obtuvieron imagenes de referencia en plano transversal, sagital y
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dorsal, usando una secuencia de gradiente eco con gating respiratorio (FLASH:

Fast
(plan

Low Angle Shot) con el objetivo de escoger una seccion de dos camaras

o transverso) y otra de cuatro camaras (plano dorsal) del corazén.

Los parametros utilizados en estas secuencias fueron los siguientes:

Tiempo de repeticion (TR): 70ms.

Tiempo de eco (TE): 2,8 ms.

Flip angle (a): 10°.

Tamafo de la matriz: 128 x 128.

Campo de vision (FOV): 3 x 3 cm?.

Grosor del corte (ST): 1Tmm.

Numero de cortes: 9.

Tiempo de adquisicidon por imagen: 2 minutos 30 segundos.

Después de esto, se obtuvieron imagenes de dos y de cuatro camaras

del corazén, con una secuencia IntraGate FLASH con los siguientes
parametros:

= TR:6 ms.

= TE: 3,15 ms.

Flip angle (a): 10°.

Numero de repeticiones: 420.

Tamafo de la matriz: 128 x 128.

FOV: 2,56 x 2,56 cm?.

ST: 1Tmm.

Tiempo de adquisicion: 5 minutos 38 segundos.

La reconstruccién retrospectiva de las imagenes se llevd a cabo

utilizando una herramienta de reconstruccion IntraGate (ParaVision 4.0

Software) que determina los ciclos respiratorios y cardiacos y construye las

reconstrucciones a partir de 7 imagenes.

prest

En cada una de las secuencias se estudid la morfologia cardiaca,

ando especial atencién a las valvulas cardiacas.

B.2.4 EUTANASIA Y PROCESAMIENTO POST MORTEM

gene
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Una vez finalizados los estudios in vivo y con el animal bajo anestesia

ral, se inyecto por via intraperitoneal 0,1 ml de heparina sddica al 5%. Diez
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minutos mas tarde se procedié a la eutanasia del animal, por sobredosis de

anestésico inhalatorio (isoflurano).

B.2.4.1 Diseccion

Se realizd la diseccion del animal para acceder a la cavidad toracica y
abdominal utilizando microscopios estereoscopicos. Se canuld la aorta en
sentido craneal y caudal con un catéter de 25G. Posteriormente se inyecto 1 ml
de PBS en cada sentido para lavar el sistema circulatorio y después se inyecté
NBF al 10% para fijar el ratén.

Los ratones se conservaron en NBF al 10% hasta la toma de muestras.

En los ratones Sirt1 +/+ (n=4 adultos y 2 P0), Sirt1 +/- (n=4 adultos y 2
PO) y Sirt1 -/- (n=4 adultos y 2 P0) en los que se realiz6 el estudio del miocardio
mediante microscopia electronica de transmision, las muestras se obtuvieron
antes de la fijacion con NBF al 10%.

Los ratones neonatos se fijaron enteros.

B.2.5 ESTUDIO MORFOLOGICO

Dentro de los estudios morfolégicos se agrupan dos técnicas diferentes:
= Técnicas histolégicas e inmunohistoquimicas realizadas sobre muestras
incluidas en parafina.
» Analisis mediante microscopio electronico de transmisién de la pared del
ventriculo izquierdo.
Los dos estudios anteriores (ecografia vascular y MRI cardiaca) también
forman parte de los estudios morfolégicos, pero se han separado por tratarse
de técnicas in vivo. Ademas, en el caso de la ecografia vascular, el estudio era

funcional ademas de morfoldgico.

B.2.5.1 Técnicas histolégicas e inmunohistoquimicas

Se realizaron técnicas de histologia convencional, examinadas mediante
microscopia Optica, y técnicas de inmunohistoquimica, examinadas mediante

microscopia laser confocal, de las muestras siguientes incluidas en parafina:

= Arterias: se obtuvieron muestras de menos de 1 cm® de las arterias

siguientes’ en seis ratones C57BL/6:

- Aorta descendente abdominal prerrenal.
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Aorta descendente abdominal postrenal.
Aorta descendente abdominal preliaca.
Arteria femoral.

Se hicieron cortes transversales de entre 3 y 5 ym de estas muestras

realizar tinciones histolégicas (Hematoxilina/Eosina, Tricromico de

Masson, tincion de PAS, tincidén de Verhoeff) e inmunohistoquimicas (Anti-a-
SMA y Anti-Colageno V).
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Corazon. En el corazon de los ratones adultos Sirt1 +/+ (n=8), Sirt1 +/-
(n=8) y Sirt1 -/- (n=8) se realizaron cortes dorsales de un grosor de 3-4
Mm para realizar tinciones histolégicas (Hematoxilina/Eosina) e
inmunohistoquimicas (Anti-Laminina, Anti-MAC-2, Anti-ANP y Anti-BNP).

Pulmén. Se obtuvieron cortes transversales de un grosor de 3-4 uym de
los pulmones de los ratones Sirt1 +/+ (n=8), Sirt1 +/- (n=8) y Sirt1 -/-
(n=8) adultos, para realizar una técnica inmunohistoquimica (Anti-a-
SMA).

Torax de ratones PO (Sirt1 +/+, n=4; Sirt1 +/-, n=4; Sirt1 -/-, n=4). Se
realizaron cortes transversales de 3-4 uym pasando los dos ventriculos

cardiacos para realizar la tincion Hematoxilina/Eosina.
En todas estas muestras se siguio el proceso descrito a continuacion:

Fijacion: las muestras se fijaron en NBF al 10% durante al menos 24

horas a temperatura ambiente.

Lavados: se eliminé el fijador con 3-4 lavados en PBS durante 1-2 horas.
Los lavados se realizaron en un sistema que mantenia las muestras en
agitacion.

Deshidratacion y transparentacion: las muestras se pasaron por una
bateria de alcoholes de gradacion creciente, desde el alcohol 70° hasta
el alcohol absoluto (Panreac Quimica S.A. Castellar del Vallés, Espafia).
Se realizaron dos pasos en cada alcohol, y el tiempo de duracidon en
cada paso fue de 3-4 horas. Finalmente, las muestras se

transparentaron en xilol (Panreac) durante 1 hora aproximadamente.
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* |Inclusion en parafina: para conseguir una buena penetracion, las
muestras se embebieron en parafina (Vogel. Giessen, Alemania) a 57°C
durante 24 horas, realizando un cambio de la parafina durante este

tiempo. Seguidamente se confeccionaron los bloques de parafina.

= Cortes: las muestras se cortaron con el microtomo y se montaron en

portaobjetos previamente tratados con xilol (Sigma).

Para realizar las técnicas de  histologia convencional e
inmunohistoquimicas, los portaobjetos se desparafinaron pasando por dos

soluciones de xilol y una de alcohol absoluto, durante cinco minutos cada una.

Después se sometieron a un proceso de rehidratacion pasando por una
bateria de alcoholes de gradacion decreciente, desde alcohol absoluto hasta
alcohol 70°. Los pases por cada uno de los alcoholes tuvieron una duracion de
cinco minutos. Finalmente, las muestras se lavaron con agua destilada y se

sometieron a diferentes procesos.

B.2.5.1.1 Tinciones histolégicas

Se realizaron las tinciones siguientes:
» Tincién de Hematoxilina/Eosina (H/E).
= Tincidn Tricromico de Masson-Biebrich Escarlata (TM).
= Tincién de PAS (Acido periédico-reactivo de Schiff).
» Tincién de Elastina Verhoeff (VH).
Tincion de Hematoxilina-Eosina
Es la técnica mas usada en histologia animal y patologia convencional.
La hematoxilina, que es una sustancia basica, tifie las estructuras acidas de
color azul violaceo. Los nucleos, ribosomas y el reticulo endoplasmico tienen
gran afinidad por esta sustancia debido a su elevado contenido en DNA y RNA
respectivamente. Por el contrario, la eosina es una sustancia acida que tifie de
rojo o rosa las estructuras basicas. Muchas proteinas citoplasmaticas son
basicas, por lo que generalmente el citoplasma celular se tifie de rosa o rojo
rosaceo (Young et al. 2006). Se siguio el siguiente protocolo para la tincion:
» Hematoxilina de Harris (Sigma-Aldrich Chemie GmbH. Steinheim,
Alemania): 5-10minutos.

» Viraje en agua corriente: 5 minutos.
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Diferenciacién con acido clorhidrico 0,25% (Panreac): 15 segundos.
Agua corriente: 5 minutos.

Eosina A (Merck KGaA. Darmstadt, Alemania): 30 segundos-1minuto.
Deshidratacion rapida. Se realizan 2 pases de 15 segundos cada uno
por alcohol de 96° y otro pase de 15 segundos por alcohol de 100°.
Transparentacion. Se realizan 2 pases de 5 minutos cada uno por xilol.

Montaje con Entellan (Merck).

Tincién Tricromico de Masson-Biebrich Escarlata

Esta tincidon se utiliza para demostrar la presencia de tejido conjuntivo,

principalmente colageno. Como indica su nombre, da lugar a tres colores

diferentes: los nucleos y otras estructuras baséfilas se tifien de azul; el

colageno se tifie de azul o de verde segun la técnica que se emplee; y el

citoplasma, el musculo, los eritrocitos y la queratina se tifien de rojo brillante

(Young et al. 2006). Se siguié el siguiente protocolo para la tincién:
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Las muestras se deben bouinizar antes de realizar la tincion.
Los portaobjetos con los cortes histologicos desparafinados vy
rehidratados se colocan en Solucion de Bouin durante toda la noche a
temperatura ambiente. Después se limpian con agua destilada hasta que
el agua salga clara y se continua con el proceso.
La Solucion de Bouin (pH = 2,2) se prepara a partir de:

- Solucién acuosa saturada de acido picrico (Panreac): 750 ml.

- Formalina concentrada (Panreac) : 250 ml.

- Acido acético glacial (Panreac): 50 ml.
Tincidn con Hematoxilina Férrica de Weigert (10 minutos). La solucién
de trabajo se obtiene a partir de dos soluciones:

a. Solucion I. Contiene:

- Hematoxilina cristalizada (Merck): 1 g.

- Etanol 96% (Panreac): 100 ml.

b. Solucion Il. Contiene:

- Cloruro férrico anhidro-FeCls. (Merck): 1,5 g.

- Agua destilada: 100 ml.
Solucion de trabajo:
Se mezclan a partes iguales las soluciones | y Il. En ese momento la

solucion se vuelve negra-azulada, y rapidamente vira a negra.
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Se prepara en fresco y se le anade 1 ml de acido clorhidrico concentrado
(Panreac).
Viraje: lavado con agua corriente durante10 minutos.
Tincidén con Escarlata-Fucsina acida: 5 minutos. La Solucion Escarlata
Fucsina acida contiene:
- Biebrich Escarlata al 1% solucién acuosa (Panreac): 90 ml.
- Fucsina acida al 1% solucion acuosa (Merck): 9 ml.
- Acido acético glacial (Panreac): 1ml.
Lavado con agua destilada.
Tratamiento con acido fosfomolibdico-fosfotiungstico al 2,5% solucién
acuosa (Sigma): 15 minutos.
Lavado con agua destilada.
Tincién con Azul de Anilina durante15 minutos. La Soluciéon Azul de
Anilina contiene:
- Azul de Anilina (Panreac): 2,5 g.
- Acido acético glacial (Panreac): 2 ml.
- Agua destilada: 98 ml.
Lavado con agua destilada: 15 segundos.
Diferenciacién con acido acético al 1% soluciéon acuosa (Panreac): 3-5
minutos.

Deshidratacion rapida y montaje.

Tinciéon de PAS

La tincion de PAS tine de color rojo profundo (magenta) los

carbohidratos complejos que se encuentran en el interior de las células (Young

et al. 2006). Se siguid el siguiente protocolo para la tincién:

Acido periédico al 5% (Sigma): 10 minutos.

Lavado en agua corriente: 10 minutos.

Reactivo de Schiff (Merck): toda la noche a 4°C.

Lavado en agua corriente: 10 minutos.

Contratincion con Hematoxilina Harris (Sigma): 5-10 segundos.
Lavado en agua corriente: 5 minutos.

Deshidratacion y montaje.
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Tincion de Elastina Verhoeff

Es un método que utiliza como colorantes cloruro férrico, hematoxilina y

yodo. Las fibras elasticas se tifien de negro y los nucleos de color azul o negro

(Young et al. 2006). Se siguidé el siguiente protocolo para la tincién:

Tincion con solucién Verhoeff: 10-15 minutos.

Aclarar con agua destilada.

Diferenciacién en Cloruro Férrico 2%: pocos segundos.
Tiosulfato de sodio 5% (Panreac) en solucién acuosa: 1 minuto.
Lavado en agua corriente: 5-10 minutos.

Contraste con solucion de Van Gieson: 1 minuto.
Diferenciacidén con alcohol de 96% (Panreac): pocos segundos.

Deshidratacion rapida, transparentacion y montaje.

Soluciones utilizadas:

a.

b.

Solucion Verhoeff. Se obtiene a partir de:
Hematoxilina cristalizada (Merck): 1,5 g.
Alcohol absoluto (Panreac): 33 ml.
Al momento filtrar y afadir:
Cloruro Férrico 10% (Panreac) en agua: 12 ml.
Solucion yoduro Verhoeff: 12 ml. Esta solucién se prepara a partir de:
- Yoduro potasico (KI) (Sigma): 0,48 g.
- Agua destilada: 12 ml.
- Disolver y anadir Yodo (Sigma): 0,24 g.
Solucién de Van Gieson. Se obtiene a partir de:
Fucsina acida 1% (Merck) en agua: 5 ml.
Acido picrico (Panreac), solucién acuosa saturada: 43 ml.

Acido acético 1% (Panreac) en agua: 2 ml.

B.2.5.1.2 Técnicas inmunohistoquimicas (IHQ)

Las técnicas inmunohistoquimicas tienen como fundamento la utilizacion

de anticuerpos, que se unen especificamente a determinados epitopos,

permitiendo, de este modo, identificar diferentes tipos celulares o diferentes

constituyentes celulares que contengan el epitopo especifico. Para la

visualizacion de la unién antigeno-anticuerpo se utiliza como recurso un

anticuerpo secundario biotinilado especifico para el anticuerpo primario. A la
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biotina que presenta este anticuerpo secundario, se le unira la estreptavidina

conjugada a un cromogeno determinado. En todos los casos se incluyeron

controles negativos (en los que no se coloca anticuerpo primario) y controles

positivos (de muestras en los que se ha demostrado anteriormente la presencia

del anticuerpo) para validar la técnica.

En la Tabla 2 aparece el listado de los anticuerpos utilizados, junto con

la especificidad y con la casa comercial suministradora.

Anticuerpo

Anti-a-SMA

Anti-Colageno
tipo IV

Anti-Laminina

Anti-MAC-2

Anti-ANP

Anti-BNP

Especificidad Suministrador

Células musculares lisas de las paredes .
Abcam, Cambridge, (UK)
vasculares.

Membrana basal de los vasos sanguineos. Millipore, California, (USA).

Membrana basal de los cardiomiocitos y de . )
. Dako Cytomation (Dinamarca).
los vasos sanguineos.

Macrofagos. Cedarlane (USA).
Péptido natriurético atrial. Peninsula laboratories, LLC. (USA).

Phoenix Pharmaceuticals, Inc.

Péptido natriurético cerebral.
(USA).

Tabla 2. Anticuerpos primarios empleados en las técnicas inmunohistoquimicas.

Las muestras se sometieron al proceso siguiente:

= Desparafinacion, rehidratacion y lavado de las muestras.

Dos lavados en xilol (Panreac) de 5 minutos cada uno.

Dos lavados en alcohol de 100° y dos lavados en alcohol de 96°,
de cinco minutos cada uno (Panreac).

Un lavado en alcohol (Panreac) de 80° y otro en alcohol de 70°,
de cinco minutos cada uno.

Un lavado en agua destilada: 5 minutos.

Un lavado en tampdn de lavado Wash buffer (WB) de cinco
minutos. WB: 1000 ml PBS + 1 ml Igepal (Sigma) + 3 g BSA
(Albumina sérica bovina, Sigma).

Tres lavados de cinco minutos cada uno en PBI (phosphate
buffered Igpal, 500 ml PBS+ 500 pl Igpal).
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Pretratamiento de las muestras en olla a presion con una mezcla de las

soluciones siguientes:
- 0,283 g acido citrico (Panreac) en 13,5 ml de agua destilada.

- 1,808 g de citrato de sodio (Panreac) en 61,5 ml de agua

destilada.

Las muestras permanecieron en ebullicion en una mezcla de estas dos
soluciones durante 4 minutos. Después de esto se realizaron tres

lavados en PBI de cinco minutos cada uno.

Pretratamiento de las muestras con solucién de pronasa (Panreac) al
0,10% (dilucion de pronasa al 10% en PBS a concentracién 1: 100,

durante 10 minutos a 37°C). Solo en la IHQ Anti-Laminina.

Incubacion de los anticuerpos primarios a 4°C durante toda la noche.

Las concentraciones empleadas se muestran en la Tabla 3.

Anticuerpo Primario Concentracion Solucioén de incubacién
Anti-a-SMA 1:100 WB + 10% de suero de cabra
Anti-Colageno tipo IV 1:200 WB + 10% de suero de cabra
Anti-Laminina 1:200 WB + 10% de suero de caballo
Anti-MAC-2 1:50 WB + 10% de suero de cabra
Anti-ANP 1:200 WB + 10%de suero de cabra
Anti-BNP 1:200 WB + 10% de suero de cabra

Tabla 3. Anticuerpos primarios, concentracion y solucién de incubacion empleados.
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Posteriormente se realizaron tres lavados en PBI de cinco minutos cada

uno.

Incubacion de los anticuerpos secundarios a temperatura ambiente
durante tres horas. Las concentraciones empleadas se muestran en la
Tabla 4.

Después de esto se realizaron tres lavados en PBI de cinco minutos

cada uno.
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Anticuerpo secundario
Anti-goat biotina

Anti-rat biotina
Anti-rabbit Alexa 568

Anti-rabbit 488

Concentracion

Solucion de incubacion

1:100 WB
1:100 WB
1:100 WB
1:100 WB

Tabla 4. Anticuerpos secundarios utilizados, concentracion y solucion de incubacién. AC2 suministrado por

Vector Laboratories, Bermingame, USA.

* |ncubacion con el fluorocromo (Alexa Fluor® 488, Molecular Probes INC,

Eugene, USA) a concentracion 1:100 en PBS, toda la noche a

temperatura ambiente. Este paso se realizé en todas las IHQ excepto en

las muestras de pulmon, que se procesaron para el revelado mediante

diaminobencidina (DAB) para su analisis con microscopio optico. En este

caso, después de colocar el anticuerpo secundario se sigue el proceso

siguiente:

- Tres lavados con PBI de cinco minutos cada uno.

Incubacion con Avidina-biotina (Vector Laboratories, LTD.
Peterborough, UK), una hora a temperatura ambiente (dilucion 1:50).
Tres lavados con PBI de 5 minutos cada uno.
Un lavado en PO, de 5 minutos.
Revelado:
- 5 ml DAB (50 mg) + 95 ml PO, + 2ul H,0O,.
- Técnica de Adams: 5 ml DAB + 2,5 ml 1% CoCl, + 2 ml
1% Ni(NH4)2SO4 + 90,5 ml PO4 + 2ul H,0,.
Un lavado en PO, de 5 minutos.
Un lavado en agua destilada de 5 minutos.
Contratincion con eosina.

Deshidrataciéon y montaje con Entellan.

En el resto de IHQ, después de la incubacion con el fluorocromo, el

proceso sigue asi:

=  Se realizaron tres lavados con PBI de cinco minutos cada uno.
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= Contratincidn de los nlcleos con To-pro-3 (TO-PRO® iodide, Molecular
Probes, Eugene, USA) diluido a concentracion 1:100 en PBS, durante

cinco minutos a temperatura ambiente.

= Tres lavados con PBI (cinco minutos cada una). Después, se realizd un
jet washed, lavando el portaobjetos a presién con PBS estéril usando
una micropipeta. Se montaron las muestras en Gel/Mount™ (medio
acuoso para fluorescencia. Sigma). Finalmente, los portaobjetos se

sellaron con laca de unas.

B.2.5.1.3 Observacion de las muestras

Para la observacién de las muestras se utilizaron los siguientes
instrumentos:
= Microscopio 6ptico con sistema de epifluorescencia.
» Microscopio de laser confocal.

= Camaras digitales.

B.2.5.2 Analisis mediante microscopio electréonico de transmision (MET)

de la pared del ventriculo izquierdo

Se obtuvieron muestras de 1 mm? de la pared del ventriculo izquierdo de
ratones Sirt1 +/+ (n=4 adultos y 2 P0), Sirt1 +/- (n=4 adultos y 2 P0O) y Sirt1 -/-
(n=4 adultos y 2 P0) para ser procesadas. Estas muestras se sometieron al
proceso siguiente:

= Fijacion:

Las muestras se fijaron con una solucién compuesta por glutaraldehido
(Sigma) al 2,5% y paraformaldehido (Sigma) al 2% en Hy0 miliQ, durante 2
horas.

Se lavaron con PBI y se post-fijaron con tetradxido de osmio (Sigma) al
1% durante 2 horas.

Seguidamente se lavaron con agua destilada.

= Deshidratacion e infiltracion:

Las muestras se sumergieron en una serie de acetonas (Panreac) en
concentracion creciente y se afiadié gradualmente la resina (Sigma), siguiendo
los pasos siguientes:

- Acetona 70%, toda la noche.
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- Acetona 80%, 2 pases de 10 minutos cada uno.

- Acetona 90%, 2 pases de 10 minutos cada uno.

- Acetona 96%, 3 pases de 10 minutos cada uno.

- Acetona 100%, 3 pases de 10 minutos cada uno.

- Acetona: resina Spurr 3:1, durante 5 horas.

- Acetona: resina Spurr 2:2, durante toda la noche.

- Acetona: resina Spurr 1:3, durante 5 horas.

- Resina Spurr 100%, durante 2 dias.

» Polimerizacion:

Se realizaron los bloques de resina Spurr y se endurecieron a 60°C
durante un minimo de 48 horas. A partir de estos bloques se cortaron
secciones semifinas (1 um) y después ultrafinas (60-80 nm).

» Los cortes semifinos se tifieron con azul de toluidina al 0,5% (Panreac).
Estos cortes sirvieron para elegir la zona de corte ultrafino.

» Los cortes ultrafinos se contrastaron con citrato de plomo (1,33 g
Pb(NO3)*> + 1,76 g Nas(CgHs07).2H,0 + 30 ml H,O hervida. Mezclar
durante 30 minutos y afiadir 8 ml NaOH 1N. Enrasar a 50 ml con H,0O
hervida. Sigma) y 2% de acetato de uranilo acuoso (Sigma), y se

examinaron en el microscopio electronico de transmision.

B.2.6 ESTUDIO MORFOMETRICO

Se realizaron estudios morfométricos para caracterizar el area de los
cardiomiocitos en las preparaciones inmunohistoquimicas Anti-Laminina de los
ratones adultos Sirt1 +/+ (n=8), Sirt1 +/- (n=8) y Sirt1 -/- (n=8), utilizando el
software analySIS © (Image-Analiytical Software).

Se seleccionaron 9 localizaciones cardiacas diferentes para realizar las
medidas de las areas de los cardiomiocitos presentes por campo (Fig. 39):

= Pared del ventriculo izquierdo: cerca de la base, en un punto intermedio
y cerca del vértice cardiaco.

= Septo interventricular: cerca de la base, en un punto intermedio y cerca
del vértice cardiaco.

= Pared del ventriculo derecho: cerca de la base, en un punto intermedio y

cerca del vértice cardiaco.
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El area de los cardiomiocitos se delimitaba por el borde interno de los

mismos.

B.2.7 RECOGIDA DE DATOS Y ANALISIS ESTADISTICO

Se recogieron y analizaron estadisticamente los datos obtenidos

mediante ecografia, MRI y analisis morfométrico.

B.2.7.1 Recogida de datos ecograficos y analisis estadistico

Se describe la técnica utilizada para recoger los datos ecograficos en

modo-B y Doppler y el estudio estadistico aplicado.

B.2.7.1.1 Ecografia bidimensional

El calculo del diametro de la luz vascular (D, mm) se realizé sobre una
imagen estatica, obtenida a partir de un video, de la seccidon transversa del
vaso en el momento de sistole cardiaca, ya que es cuando se produce la
eyeccion cardiaca y se distiende la pared de las arterias (Fig. 13A).

A partir de los valores del diametro se calcul6 el area de la luz vascular

(A, mm?) aplicando la férmula siguiente (Riesen et al. 2002):

A (mm?) = T x D?
4

B.2.7.1.2 Ecografia Doppler pulsado

A partir de los registros de Doppler espectral de cada vaso se obtuvo la
informacion siguiente (Fig. 14):
= Descripcion de la onda Doppler pulsado de cada vaso (Szatmari et al.
2001):
- El perfil de velocidad de flujo se clasific6 como romo, intermedio o
parabadlico.
- El patrén de resistencia de flujo se clasifico como de resistencia
alta, intermedia o baja.
» Mediciones con Doppler pulsado:
A partir del espectro Doppler pulsado se realizaron las medidas en

cuatro ciclos cardiacos consecutivos excluyendo los que coincidian con la
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respiracion, con el fin de evitar artefactos. En cada uno de los ciclos se

recogieron y promediaron los datos siguientes:

et il B e 111

1004 20 Thrme {mx ]

Fig. 14. Ejemplo de espectro Doppler obtenido durante el estudio, a partir del cual se describio la onda
Doppler y sus caracteristicas hemodinamicas.
- Frecuencia cardiaca (HR, latidos por minuto-bpm).
- Velocidades:
a. Velocidad sistdlica maxima (PSV, mm/s).
b. Velocidad diastdlica minima (MDV, mm/s).
c. Velocidad media (TAMX, mm/s).
- Aceleracion (a, mm/s?).
- Tiempo de aceleracion (t, ms).
A partir de estos valores se obtuvieron los indices vasculares y el flujo
sanguineo medio (Bonnin y Fressonnet 2005):
- Indices vasculares:

a. Indice de pulsatilidad (PI):

Pl = PSV-MDV
TAMX

b. indice de resistencia (RI):
Rl = PSV-MDV
PSV

- Flujo sanguineo medio (F, mm?®s o pl/s):
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F=AxTAMX

B.2.7.1.3 Analisis estadistico de los datos ecograficos

Se realizaron analisis descriptivos e inferenciales de los datos obtenidos
ecograficamente.

Los resultados descriptivos de las variables cuantitativas se han
expresado como media + desviacion estandar. Los resultados descriptivos de
las variables cualitativas se han expresado como frecuencia absoluta y
porcentaje.

En los analisis inferenciales se han tenido en cuenta los dos tipos
generales de vaso a analizar: por un lado la aorta (aorta ascendente,
descendente toracica y descendente abdominal) y por el otro sus ramas (vasos
periféricos: tronco braquiocefalico, arteria cardtida comun izquierda, arteria
subclavia izquierda, arteria renal derecha, arteria femoral izquierda).

En la aorta se han empleado modelos denominados General Estimation
Equations (GEE) (Zeger y Liang 1986). Estos modelos pueden usarse en el
analisis longitudinal de datos que, por sus caracteristicas, es deseable
modelarlos de forma que se pueda considerar la variabilidad intraindividual en
el modelo. El analisis de los diversos segmentos de la aorta cumple esta
caracteristica, por lo que se ha modelado esta relacion considerandola como
un modelo autorregresivo de primer orden, AR (1), que indica que la valoracion
de un punto concreto puede estar relacionada con la obtenida en el punto
precedente.

Se han realizado dos modelos diferentes:

= Un modelo de efectos principales, considerando 2 factores (localizaciéon

y sexo) que valoran diferencias globales en el perfil definido por las

diversas secciones de la aorta estudiadas ecograficamente. Las 2

variables (localizacidén y sexo) se consideran independientes. Con este

modelo veremos el efecto de la localizaciéon en cada variable y el efecto

del sexo en cada variable, de forma independiente.
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= Otro modelo en el que se afade y se evalua la interaccion
sexo*localizacion. Este modelo permite valorar en qué localizaciones

concretas puede haber un efecto diferencial atribuible al sexo del animal.

Se han realizado también modelos analogos a los descritos, incluyendo
el peso del animal como covariable con el fin de ajustar estos resultados segun
el peso del animal.

Las ramas de la aorta (vasos periféricos) se han estudiado de forma
independiente, sin aplicar un modelo longitudinal. En ellas se ha empleado un
modelo de Analisis de la Covarianza (ANCOVA), que permite valorar
diferencias segun el género en cada vaso periférico estudiado, ajustado por el
peso del animal, que actua como covariable.

Los analisis se han efectuado con el programa estadistico SPSS version
18 para Windows. Se ha considerado un Error de Tipo | bilateral del 5%.
Debido al caracter exploratorio del estudio no se ha realizado ningun ajuste por
multiplicidad. Se ha considerado estadisticamente significativo un P-valor
<0,05.

B.2.7.2 Recogida de datos de MRI y analisis estadistico

De las imagenes obtenidas en seccion transversa del corazén (dos
camaras) se seleccionaron las correspondientes a la maxima dilatacién
ventricular (diastole cardiaca).

Mediante la utilizacién del software ParaVision 4.0, se dibujé una linea
que pasara por entre los musculos papilares mayores de los ventriculos, en el
punto de diametro ventricular maximo. A partir de esta linea, se calculd (Fig
37):

= Grosor de la pared del ventriculo izquierdo (PVI, mm).

= Grosor de la pared del ventriculo derecho (PVD, mm).

= Grosor del septo interventricular (S, mm).

= Diametro de la cavidad del ventriculo izquierdo (CVI, mm).
= Diametro de la cavidad del ventriculo derecho (CVD, mm).

Todas estas dimensiones se han expresado en funcién del peso vivo de
los animales para evitar las posibles diferencias debido al peso no uniforme

entre grupos.
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Ademas, a partir de estos datos, se calculd la relacion h/R, que se ha
usado para distinguir dilatacion de hipertrofia cardiaca concéntrica y eccéntrica
(Grossman et al. 1975; Douglas et al. 1987; Borgarelli et al. 2007) en la que:

* h es el grosor de la pared del ventriculo izquierdo en diastole (PVI, mm).

» R es el radio de la cavidad del ventriculo izquierdo en diastole, que se
calcula dividiendo por dos el diametro de la cavidad del ventriculo
izquierdo al final de la diastole (CV1/2).

Las medias y desviaciones estandar de los datos recogidos en cada uno
de los tres grupos (ratones Sirt1+/+, Sirt1+/- y Sirt1-/-) se analizaron
estadisticamente con Statistical Analysis System (SAS Institute, Cary, USA)
aplicando los procedimientos GLM and LS MEANS. Se realizé un analisis de la
varianza entre los tres grupos para cada medida y posteriormente una
comparaciéon multiple de Tukey entre los datos que presentaban diferencias
estadisticamente significativas.

Las diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas a

partir de valores P menores de 0,05.

B.2.7.3 Recogida de datos de morfometria y analisis estadistico

Las medias y desviaciones estandar de los datos recogidos en cada uno
de los tres grupos de animales (ratones Sirt1+/+, Sirt1+/- y Sirt1-/-) en cada una
de las localizaciones se analizaron estadisticamente con Statistical Analysis
System (SAS Institute, Cary, USA) aplicando los procedimientos GLM and LS
MEANS.

En los ratones silvestres se realiz6 un analisis de la varianza para
valorar las diferencias en las &reas segun la localizacion estudiada.
Posteriormente, se realizé una comparacion multiple de Tukey entre los datos
que presentaban diferencias estadisticamente significativas.

Después de esto, se realizd un analisis de la varianza para valorar las
diferencias entre los tres grupos de animales para cada localizacién concreta.
En este caso, también se hizo una comparacion multiple de Tukey entre los
datos que presentaban diferencias estadisticamente significativas.

Las diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas a

partir de valores P menores de 0,05.
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C.1 ESTUDIO ECOGRAFICO DE LA AORTA

Se realiz6 el estudio en un total de 27 ratones C57BL/6 (10 machos y 17
hembras) de dos meses de edad. En la Tabla 5 se describen sus

caracteristicas de peso.

Peso (g)

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Todos 21,19 417 19,38 17,90 25,63 27
Macho 26,12 2,33 26,14 25,61 27,74 10
Hembra 18,29 1,07 18,02 17,43 19,01 17

Tabla 5. Peso de los animales usados en el estudio segun su género.

Los estudios ecograficos se iniciaron una vez estabilizadas las
constantes cardiacas y respiratorias del raton. Cada examen duré entre 40 y 50
minutos, empezando por el estudio del torax, siguiendo con el estudio de la
cavidad abdominal y acabando con el estudio de la arteria femoral izquierda.

El protocolo anestésico fue adecuado, permitiendo mantener las constantes de
los ratones dentro de parametros fisioldgicos hasta el momento de la

eutanasia.
C.1.1 AORTA ASCENDENTE

C.1.1.1 Abordaje ecografico

En los ratones, la aorta ascendente se situa a la derecha de la linea
media. Para localizar ecograficamente este vaso se busca el tracto de salida
del flujo del ventriculo izquierdo (Fig. 15). Se realizan diferentes abordajes y se
escoge en cada animal el mas adecuado para obtener imagenes con la minima
cantidad de artefactos debidos a la presencia del esterndn y de las costillas.

En la aorta ascendente se utilizan los abordajes siguientes:

= Abordaje paraesternal derecho. Secciones longitudinales:
Se coloca el transductor en el tercio superior del térax, en un plano casi

paralelo al eje central del cuerpo del raton.
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Fig. 15. A. Imagen ecografica en modo bidimensional del tracto de salida del ventriculo izquierdo, en
la que se observa la aorta ascendente en plano longitudinal. B. Imagen ecografica en plano
transverso de la aorta ascendente de otro animal. C y D. Espectro Doppler pulsado obtenido en la
aorta ascendente de un ratén con frecuencia cardiaca superior a 400 latidos por minuto. El flujo, de
tipo romo con resistencia alta se dirige hacia el transductor.
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Este abordaje permite localizar en modo-B el vaso, evaluar su
normalidad y la de su entorno y calcular el diametro de su luz en seccion
longitudinal. Para calcular el diametro de la luz en seccion transversa solo es
necesario rotar el transductor 90° (Fig. 15).

Es el mejor abordaje para realizar medidas con ecografia Doppler
pulsado en la aorta ascendente ya que el angulo de incidencia del ultrasonido
es pequeno.

Otra opcién es colocar el transductor en el tercio inferior del toérax,
paralelo al eje central del cuerpo del raton. Este abordaje es correcto para
localizar el vaso en modo bidimensional, evaluar su normalidad y calcular el
diametro de su luz en seccion longitudinal y transversa (rotando el transductor).
Sin embargo, el angulo de incidencia del haz de ultrasonidos es peor que en el
abordaje anterior.

» Abordaje paraesternal izquierdo. Seccién longitudinal:

Se coloca el transductor en el tercio medio del térax, en un plano
paralelo al eje central del cuerpo del raton. Este abordaje es util para localizar
el vaso en modo bidimensional, evaluar su normalidad y calcular el diametro de
su luz en seccion longitudinal y transversa (rotando el transductor). Sin
embargo, el angulo de incidencia del haz de ultrasonidos es peor que en el

primer abordaje descrito.
C.1.1.2 Descripcion de los resultados obtenidos

C.1.1.2.1 Ecografia bidimensional

Se estudié la aorta ascendente en modo bidimensional en todos los
machos del estudio y en todas las hembras excepto una (16/17). En esta
hembra no fue posible obtener imagenes de calidad de las arterias en el torax.
No se observaron alteraciones vasculares ni perivasculares en ninguno de los
ratones estudiados.

Calculo del diametro de la luz vascular (D, mm)

El diametro de la luz de la aorta ascendente pudo medirse en todos los

animales siendo de 1,56 + 0,12 mm en su conjunto (media + SD). El area de la

aorta ascendente en el total de los animales, sin tener en cuenta el género, es
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de 1,91 + 0,29 mm?. En las Tablas 6, 7 y 8 se recogen los datos de diametro y

area para todos los animales en conjunto y separados segun su género.

Aorta ascendente

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 1,56 0,12 1,57 1,46 1,64 26
Area (mm?) 1,91 0,29 1,94 1,67 2,10 26

Tabla 6. Diametro y area en la aorta ascendente en el conjunto de los animales, sin tener en cuenta el
sexo.

Aorta ascendente. Macho

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 1,54 0,13 1,57 1,51 1,64 10
Area (mm?) 1,88 0,29 1,92 1,79 210 10

Tabla 7. Diametro y area de la aorta ascendente de los machos.

Aorta ascendente. Hembra

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 1,56 0,12 1,58 1,46 162 16
Area (mm?) 1,93 0,29 1,95 1,67 2,05 16

Tabla 8. Diametro y area de la aorta ascendente de las hembras.

C.1.1.2.2 Ecografia Doppler pulsado

Los registros Doppler se obtuvieron con angulos de incidencia menores
a 60° en la totalidad de los estudios.

Descripcion de la onda Doppler pulsado de la aorta ascendente

Se obtuvieron registros con Doppler pulsado en todos los machos y en
todas las hembras excepto en una (mencionada anteriormente).

Todos los animales presentaron un flujo sanguineo de tipo romo con
resistencia alta (flujo reverso al inicio de la diastole) en esta localizacion (Fig.
15). En la aorta ascendente, debido al posicionamiento del transductor y a la
direccion del flujo sanguineo, el espectro Doppler queda por encima de la linea
base ya que la sangre se dirige hacia el transductor.

Mediciones con Doppler pulsado

El registro Doppler en la aorta ascendente se realizdé teniendo los
animales una frecuencia cardiaca de 446,82 + 55,34 latidos por minuto (media
+ SD).
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La velocidad sistdlica maxima de la aorta ascendente en el ratén es

cercana a 1 m/s. La presencia de flujo reverso queda de manifiesto por una

velocidad diastélica minima negativa y por un indice de resistencia superior a

uno.

Los valores numéricos de cada uno de los datos se representan en las

Tablas 9, 10y 11.

Aorta ascendente

Media
HR (bpm) 446,82
PSV (mm/s) 1153,62
MDV (mm/s) -187,02
TAMX (mm/s) 635,47
a (mm/s?) 144495,52
t (ms) 9,84
PI 2,12
RI 1,16
F (mm®s) 1215,77

SD

55,34
196,61
53,36
115,30
50980,42
3,00

0,16
0,04
287,48

Mediana
451,50
1139,25
-192,85
625,45
155905,89
9,17

2,09

1,17
1261,92

Percentil 25
389,00
988,83
-226,86
538,01

97175,94
8,33

1,99

1,14
996,28

Percentil 75
497,00
1251,62
-150,53
719,26
193820,27
10,83

2,22

1,20
1393,76

N
26
26
26
26
26
26
26
26
26

Tabla 9. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler en la aorta ascendente de todos
los ratones, sin considerar el sexo del animal.

Aorta ascendente. Macho

Media
HR (bpm) 448,07
PSV (mm/s) 1262,30
MDV (mm/s) -193,69
TAMX (mm/s) 677,21
a (mm/s?) 160611,21
t (ms) 9,58
PI 2,16
RI 1,15
F (mm®s) 1286,01

SD

56,67
158,03
59,07
112,77
41442,09
1,89
0,19
0,04
311,66

Mediana
440,33
1241,32
-183,88
697,13
163661,11
9,58

2,09

1,15
1278,46

Percentil 25
395,67
1224,84
-254,57
600,05
147786,74
8,33

2,03

1,12

1003,97

Percentil 75
497,00
1296,70
-133,87
730,65
178125,57
10,83

2,23

1,20
1356,00

N
10
10
10
10
10
10
10
10
10

Tabla 10. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler en la aorta ascendente de los

ratones macho.

Aorta ascendente. Hembra

Media
HR (bpm) 446,04
PSV (mmis) 1085,69
MDV (mm/s) -182,85
TAMX (mm/s) 609,38
a (mm/s?) 134423,22
t (ms) 10,00
PI 2,10
RI 1,17
F (mm®s) 1171,87

SD

56,36
191,42
51,04
112,43
54953,12
3,57

0,14
0,04
272,25

Mediana
460,50
1077,62
-200,09
593,90
116761,16
9,17

2,10

1,18
1153,70

Percentil 25
389,00
976,33
-211,85
533,24

85485,93
7,92

1,98

1,14
971,36

Percentil 75
490,50
1139,25
-162,71
659,96
195132,54
11,67

2,21

1,20
1397,86

N
16
16
16
16
16
16
16
16
16

Tabla 11. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler en la aorta ascendente de los

ratones hembra.
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C.1.2 ARCO AORTICO

C.1.2.1 Abordaje ecografico

El arco adrtico puede valorarse completamente a partir de un abordaje
paraesternal derecho en seccion longitudinal, con el transductor en el tercio
medio del térax, paralelo al eje central del ratdn, levemente rotado hacia la
izquierda y hacia dorsal.

Este abordaje permite valorar en modo bidimensional el arco adértico en
los tres puntos descritos (orificio del tronco braquiocefalico, orificio de la arteria
carotida comun izquierda y orificio de la arteria subclavia izquierda), el origen
de estas tres ramas y la aorta descendente toracica (Fig. 16). También permite
calcular el diametro de la luz de cada una de estas localizaciones en seccion
longitudinal y transversa (rotando el transductor 90°).

El angulo de incidencia que se obtiene es adecuado para obtener el

registro Doppler pulsado del arco aértico y de la aorta descendente toracica.
C.1.2.2 Descripcion de los resultados obtenidos

C.1.2.2.1 Ecografia bidimensional

El estudio ecografico del arco adrtico se realizd en 14 de los 27 animales
del estudio (5 hembras y 9 machos).
En la Tabla 12 se muestran los pesos de los animales estudiados en

esta localizacion.

Peso (g)

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Todos 23,91 4,09 25,63 19,71 27,08 14
Macho 26,62 1,82 26,50 25,65 27,90
Hembra 19,03 1,15 19,38 18,70 15,98

Tabla 12. Peso de los animales en los que se estudio el arco aodrtico, segun el género.

No se observaron alteraciones vasculares ni perivasculares en ninguno

de los ratones estudiados.
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Fig. 16. A. Imagen ecogréfica bidimensional de la entrada del térax en seccién parasagital
derecha en la que se observa el arco adrtico y sus ramas. 1: arteria pulmonar derecha; 2: aorta
ascendente; 3: orificio del tronco braquiocefalico; 4: orificio de la arteria carétida comun izquierda;
5: orificio de la arteria subclavia izquierda; 6: aorta descendente toracica; TB: tronco
braquiocefalico; ACCI: arteria carétida comun izquierda; ASCI: arteria subclavia izquierda. B.
Imagen ecografica en plano transverso del diametro del arco adrtico en el orificio del tronco
braquiocefalico. C. Imagen ecografica en plano transverso del diametro del arco adrtico en el
orificio de la arteria carétida comun izquierda. D. Imagen ecografica en plano transverso del
diametro del arco adrtico en el orificio de la arteria subclavia izquierda.

Calculo del diametro de la luz vascular (D, mm)
Orificio del tronco braquiocefalico
El diametro del orificio del tronco braquiocefalico s6lo pudo medirse en 6

de los ratones estudiados (6/14), siendo la mitad de cada sexo (Fig. 16). Esto
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se debe a que la curvatura del arco adrtico en este punto dificulta la realizacién
de mediciones fiables tanto en modo B como con Doppler pulsado.

El diametro del arco adrtico en el orificio del tronco braquiocefalico es de
1,60 £ 0,17 mm y el area de 2,03 + 0,40 mm? (media + SD) (Tablas 13, 14 y

15).
Arco aértico. Orificio del tronco braquiocefalico

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 1,60 0,17 1,67 1,50 1,70 6
Area (mmz) 2,03 0,40 2,18 1,77 227 6

Tabla 13. Diametro y area del arco adrtico en el orificio del tronco braquiocefalico en el conjunto de los
animales, sin considerar diferencias de género.

Arco adrtico. Orificio del tronco braquiocefalico. Macho

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75
Diametro (mm) 1,59 0,24 1,70 1,31 1,76
Area (mm?) 2,02 0,59 2,27 1,35 2,43

Tabla 14. Diametro y area del arco aértico en el orificio del tronco braquiocefalico de los machos.

Arco aértico. Orificio del tronco braquiocefalico. Hembra

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75
Diametro (mm) 1,61 0,10 1,66 1,50 1,67
Area (mm?) 2,04 0,24 2,16 1,77 2,19

Tabla 15. Diametro y area del arco aértico en el orificio del tronco braquiocefalico de las hembras.

Orificio de la arteria carétida comun izquierda

El diametro del orificio de la arteria carétida comun izquierda pudo
medirse en 11 de los ratones estudiados (11/14, 3 hembras y 8 machos). En
los otros casos no fue posible realizar medidas debido a la curvatura del vaso
(Fig. 16).

En este punto, el arco adrtico tiene un diametro luminal de 1,30 + 0,15
mm y un area de 1,33 + 0,30 mm?. Los valores de diametro y area para esta

localizacion se muestran en las Tablas 16, 17 y 18.

Arco adrtico. Orificio de la arteria carétida comun izquierda

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 1,30 0,15 1,31 1,16 1,43 11
Area (mm?) 1,33 0,30 1,35 1,06 1,61 11

Tabla 16. Diametro y area del arco adrtico en el orificio de la arteria carétida comun izquierda en el conjunto
de los animales, sin tener en cuenta el sexo.
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Arco aértico. Orificio de la arteria carétida comun izquierda. Macho

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 1,30 0,15 1,29 1,17 1,42 8
Area (mm?) 1,34 0,31 1,30 1,07 159 8

Tabla 17. Diametro y area del arco aodrtico en el orificio de la arteria carétida comun izquierda de los
machos.

Arco aédrtico. Orificio de la arteria carétida comun izquierda. Hembra

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 1,28 0,17 1,32 1,09 1,43
Area (mm?) 1,30 0,34 1,37 0,93 1,61

Tabla 18. Diametro y area del arco adrtico en el orificio de la arteria carétida comun izquierda de las
hembras.

Orificio de la arteria subclavia izquierda

El diametro de la arteria subclavia izquierda pudo medirse en 13 casos
(13/14, 4 hembras y 9 machos) (Fig. 16).

En este punto, el arco adrtico tiene un diametro luminal de 1,11 + 0,13
mm y un area de 0,98 + 0,23 mm? (media + SD) (Tablas 19, 20 y 21).

Arco adrtico. Orificio de la arteria subclavia izquierda

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 1,11 0,13 1,10 1,03 1,19 13
Area (mm?) 0,98 0,23 0,95 0,83 1,10 13

Tabla 19. Diametro y area del arco aértico en el orificio de la arteria subclavia izquierda en el conjunto de
los animales, sin considerar diferencias de género.

Arco aédrtico. Orificio de la arteria subclavia izquierda. Macho

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75
Diametro (mm) 1,12 0,14 1,10 1,04 1,19 9
Area (mm?) 1,00 0,25 0,95 0,85 1,10

Tabla 20. Diametro y area del arco adrtico en el orificio de la arteria subclavia izquierda de los machos.

Arco aértico. Orificio de la arteria subclavia izquierda. Hembra

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 1,09 0,10 1,08 1,01 1,17
Area (mm?) 0,94 0,18 0,92 0,79 1,08

Tabla 21. Diametro y area del arco aértico en el orificio de la arteria subclavia izquierda de las hembras.
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C.1.2.2.2 Ecografia Doppler pulsado

Los registros Doppler se obtuvieron con angulos de incidencia menores
a 60° en la totalidad de los estudios. En el orificio del tronco braquiocefalico
so6lo fue posible obtener datos de Doppler pulsado en dos hembras debido a la
curvatura del vaso.
Descripcion de la onda Doppler pulsado del arco aértico

En el orificio del tronco braquiocefalico, el 50,00% de los animales
presenté un perfil de velocidad de flujo romo y el otro 50,00% present6 un perfil
de velocidad de tipo intermedio. En el orificio de la arteria carétida comun
izquierda, un 83,30% de los ratones presentd un perfil de velocidad de flujo
romo y un 16,70% de tipo intermedio. En el orificio de la arteria subclavia
izquierda todos los animales presentaron un perfil de velocidad de flujo
sanguineo de tipo romo. En estos tres puntos del arco aortico, los animales
presentaron ondas Doppler de resistencia alta (Fig. 17). En la Tabla 22 se

muestran estos datos y su distribucion segun el sexo del animal.

. . . Total Macho Hembra
Orificio del tronco braquiocefalico
N N% N N% N N%
Flujo Romo 1 50,00% 0 0,00% 1 50,00%
Intermedio 1 50,00% 0 0,00% 1 50,00%
Ondas Resistencia alta 2 100,00% 0 0,00% 2 100,00%
Total Macho Hembra
Orificio de la arteria carétida comun izquierda
N N% N N% N N%
Flujo Romo 10 83,30% 7 87,50% 3 75,00%
Intermedio 2 16,70% 1 12,50% 1 25,00%
Ondas Resistencia alta 12 100,00% 8 100,00% 4 100,00%
Total Macho Hembra
Orificio de la arteria subclavia izquierda
N N% N N% N N%
Flujo Romo 14 100,00% 9 100,00% 5 100,00%

Ondas Resistencia alta 14 100,00% 9 100,00% 5 100,00%

Tabla 22. Caracteristicas del espectro Doppler del arco adrtico murino en cada uno de los orificios
estudiados.

En el orificio del tronco braquiocefalico sélo fue posible obtener dos

registros de Doppler pulsado (Fig. 17).
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T

Fig. 17. A. Espectro Doppler pulsado del arco aértico-orificio del TB. El flujo, de tipo intermedio con
resistencia alta, se aleja del transductor, por lo que queda representado por debajo de la linea base. B.
Espectro Doppler pulsado del arco adrtico-orificio de la ACCI. El flujo, intermedio y con resistencia alta,
también se aleja del transductor. C. Espectro Doppler pulsado del arco adrtico-orificio de la ACCI. El flujo,
de tipo romo -ventana sistdlica clara- con resistencia alta se aleja del transductor. D. Espectro Doppler
pulsado del arco aortico-orificio de la ASCI. El perfil de velocidad de flujo es romo con resistencia alta.
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En este punto, debido a la curvatura del vaso, el flujo se acerca y se
aleja del transductor al mismo tiempo, por lo que el espectro puede quedar
tanto por encima como por debajo de la linea base.

En el orificio de la arteria carétida comun izquierda y en el de la arteria
subclavia izquierda, debido al posicionamiento del transductor y a la direccidon
del flujo sanguineo, el espectro Doppler queda por debajo de la linea base, ya

que la sangre se aleja del transductor (Fig. 17).

Mediciones con Doppler pulsado
Arco aértico. Orificio del tronco braquiocefalico

La velocidad sistolica maxima en el orificio del tronco braquiocefalico es
cercana a 1 m/s al igual que en la aorta ascendente, aunque inferior a ésta. La
presencia de flujo reverso queda de manifiesto por una velocidad diastélica
minima negativa y por un indice de resistencia mayor a uno.

Los valores numéricos de los datos obtenidos en las dos hembras

estudiadas se representan en la Tabla 23.

Arco aértico. Orificio del tronco braquiocefalico

Raton 1 2 N
HR (bpm) 502,00 500,00 2
PSV (mm/s) 1041,06 850,45 2
MDV (mm/s) 61,45 -69,87 2
TAMX (mm/s) 491,26 427,63 2
a (mm/s?) 86305,56 51002,43 2
t (ms) 13,75 10,83 2
PI 2,18 2,14 2
RI 1,06 1,04 2
F (mm®s) 1118,17 969,56 2

Tabla 23. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler pulsado en el arco adrtico-orificio
del tronco braquiocefalico en dos hembras (1 vy 2).

Arco aértico. Orificio arteria carétida comun izquierda

El registro Doppler en el orificio de la arteria car6tida comun izquierda se
realiz6 teniendo los animales una frecuencia cardiaca de 450,03 * 46,80 latidos
por minuto (media + SD).

Las velocidades del flujo sanguineo disminuyen al alejarse del corazén.
La presencia de flujo reverso se manifiesta por la existencia de una velocidad

diastdlica minima negativa y por un indice de resistencia mayor a uno.
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Los valores numéricos de cada uno de estos datos quedan representados en
las Tablas 24, 25y 26.

HR (bpm)
PSV (mm/s)
MDV (mm/s)
TAMX (mm/s)
a (mm/s?)

t (ms)

Pl

RI

F (mm®s)

Media
450,03
742,25
-76,48
399,49

63236,24
15,00
2,07

1,10
540,72

SD
46,79
183,01
47,61
100,44
32361,58
2,71

0,16
0,05
205,88

Arco aértico. Orificio de la arteria carétida comun izquierda

Mediana
442,00
736,65

-74,79
401,55
49838,46
15,42
2,06

1,11
496,79

Percentil 25
408,17
622,92
-99,06
313,06

45106,20
12,92
1,93

1,09
444,59

Percentil 75
490,17
792,38
-47,95
431,55

70200,09
15,83
2,18
1,14
538,96

N
12
12
12
12
12
12
12
12
11

Tabla 24. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler pulsado en el arco adrtico-orificio
de la arteria carétida comun izquierda de todos los ratones, sin diferenciar segun el sexo del animal.

HR (bpm)
PSV (mm/s)
MDV (mm/s)
TAMX (mm/s)
a (mm/s?)

t (ms)

Pl

RI

F (mm®s)

Media
442,71
746,00

-71,74
406,15

65807,28
15,83
2,04

1,09
540,30

SD
48,00
222,56
58,24
118,59
39167,90
2,78

0,18
0,06
231,08

Mediana
430,33
731,46

-62,91
401,60
49157,44
15,83
1,98

1,09
494,82

Arco aértico. Orificio de la arteria carétida comun izquierda. Macho

Percentil 25
405,83
595,33
-108,58
313,06

42960,73
15,00
1,90

1,05
446,32

Percentil 75
475,17
807,34
-26,74
456,21

87038,68
16,67
2,16

1,15
509,06

W W W 0 0 0 o o 0 Z

Tabla 25. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler en el arco

arteria carétida comun izquierda de los ratones macho.

aortico-orificio de la

HR (bpm)
PSV (mm/s)
MDV (mm/s)
TAMX (mm/s)
a (mm/s?)

t (ms)

Pl

RI

F (mm®s)

Media
464,67
734,77

-85,94
386,18

58094,14
13,33
2,15
1,12
541,81

SD
47,17
84,38
14,79
61,81

14404 54

1,80
0,11
0,01
158,21

Mediana
465,17
765,22
-86,56
400,03
57324,02
12,92
2,12
1,12
538,96

Arco aédrtico. Orificio de la arteria carétida comun izquierda. Hembra

Percentil 25
428,17
677,15
-98,30
342,66

45988,19
12,08
2,06

1,11
385,05

Percentil 75
501,17
792,38
-73,58
429,70

70200,09
14,58
2,23

1,12
701,44

[ N I N N N -

Tabla 26. Datos obtenidos mediante ecografia Doppler en el arco aértico .orificio de la arteria carétida
comun izquierda de los ratones hembra.
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Arco aértico. Orificio arteria subclavia izquierda

El espectro Doppler en el orificio de la arteria subclavia izquierda se
obtuvo con una frecuencia cardiaca de 466,71 £ 58,89 latidos por minuto. Los
valores numéricos de cada uno de los datos estudiados quedan representados
en las Tablas 27, 28 y 29.

Arco adrtico. Orificio de la arteria subclavia izquierda

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
HR (bpm) 466,71 58,89 477,33 412,67 493,67 14
PSV (mm/s) 807,55 140,18 766,30 703,14 867,42 14
MDV (mm/s) -125,56 47,08 -111,97 -151,24 -100,88 14
TAMX (mm/s) 446,30 77,04 410,43 383,44 498,55 14
a (mm/s?) 58209,89 19180,49 52145,28 46204,31 69737,16 14
t (ms) 13,69 3,01 14,58 12,50 15,83 14
PI 2,11 0,10 2,11 2,05 2,18 14
RI 1,16 0,05 1,15 1,12 1,17 14
F (mm®s) 463,26 204,25 401,89 327,79 433,71 13

Tabla 27. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler en el arco adrtico-orificio de la
arteria subclavia izquierda de todos los ratones, sin tener en cuanta el sexo del animal.

Arco aédrtico. Orificio de la arteria subclavia izquierda. Macho

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
HR (bpm) 465,81 61,04 465,00 412,67 493,67 9
PSV (mm/s) 816,20 155,60 770,18 703,14 867,42 9
MDV (mm/s) -139,97 53,66 -122,00 -156,34 -110,43 9
TAMX (mm/s) 447,71 81,14 402,86 383,44 498,55 9
a (mmlsz) 60839,46 23025,86 54978,14 46204,31 78019,73 9
t (ms) 12,87 3,46 13,33 10,83 15,00 9
PI 2,14 0,09 2,16 2,05 2,22 9
RI 1,17 0,05 1,16 1,15 1,18 9
F (mmals) 460,41 196,61 415,63 331,54 433,71 9

Tabla 28. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler en el arco adrtico-orificio de la
arteria subclavia izquierda de los ratones macho.

Arco aortico. Orificio de la arteria subclavia izquierda. Hembra

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil75 N
HR (bpm) 468,33 61,77 493,33 483,67 493,67 5
PSV (mm/s) 791,99 122,34 762,42 738,33 791,83 5
MDV (mm/s) -99,61 11,68 -101,73 -107,11 -90,60 5
TAMX (mm/s) 443,74 78,17 412,97 407,90 436,74 5
a (mm/sz) 53476,67 9576,24 51122,90 48149,13 53167,65 5
t (ms) 15,17 1,09 15,00 14,17 1583 5
PI 2,05 0,10 2,09 1,97 2,10 5
RI 1,13 0,03 1,12 1,11 1,14 5
F (mm3/s) 469,68 252,43 364,84 316,78 622,58 4

Tabla 29. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler en el arco adrtico-orificio de la
arteria subclavia izquierda de los ratones hembra.
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C.1.3 AORTA DESCENDENTE TORACICA

C.1.3.1 Abordaje ecografico

Al igual que en el caso del arco aortico, la aorta descendente toracica
puede valorarse completamente a partir de un abordaje paraesternal derecho
en seccién longitudinal, con el transductor en el tercio medio del térax, paralelo
al eje central del ratén, levemente rotado hacia la izquierda y hacia dorsal.

Este abordaje permite valorar en modo B la aorta descendente toracica,
calcular el diametro de su luz en seccion longitudinal y transversa (rotando el

transductor 90°) y realizar mediciones con Doppler pulsado (Fig. 18).
C.1.3.2 Descripcion de los resultados obtenidos

C.1.3.2.1 Ecografia bidimensional

La aorta descendente toracica se examind en 23 de los 27 animales del
estudio (9 machos y 14 hembras). No se observaron alteraciones vasculares ni
perivasculares en ninguno de los ratones estudiados.

En la Tabla 30 se muestran las caracteristicas de peso de estos

animales.
Peso (g)

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Todos 21,51 4,27 19,44 17,99 2568 23
Macho 26,62 1,82 26,50 25,65 28,13 9
Hembra 18,44 1,06 18,56 17,80 19,20 14

Tabla 30. Peso de los animales en los que se estudié la aorta descendente toracica.

Calculo del diametro de la luz vascular (D, mm)

El diametro de la aorta descendente toracica pudo medirse en todos los
animales estudiados en esta localizacion (n=23) (Fig. 18). Este vaso tiene un
didmetro de 1,14 + 0,17 mm y un area de 1,04 £ 0,31 mm?. En las Tablas 31,
32 y 33 se muestran los valores de diametro y area en el conjunto de los

animales y divididos segun el género.

81



RESULTADOS

Aorta descendente toracica

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 1,14 0,17 1,14 1,05 1,22 23
Area (mm?) 1,04 0,31 1,02 0,87 1,17 23

Tabla 31. Diametro y area de la aorta descendente toracica en el conjunto de los animales, sin tener en
cuenta el sexo.

Aorta descendente toracica. Macho

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 1,10 0,15 1,13 1,05 1,15 9
Area (mm?) 0,97 0,27 1,00 0,87 1,04 9

Tabla 32. Diametro y area de la aorta descendente toracica de los machos.

Aorta descendente toracica. Hembra

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 1,16 0,18 1,14 1,07 1,26 14
Area (mm?) 1,08 0,33 1,02 0,89 125 14

Tabla 33. Diametro y area de la aorta descendente toracica de las hembras.

C.1.3.2.2 Ecografia Doppler pulsado

Los registros Doppler se obtuvieron con angulos de incidencia menores
a 60° en la totalidad de los estudios (23 animales).

Descripcion de la onda Doppler pulsado de la aorta descendente toracica

Se obtuvieron registros Doppler pulsado en todos los animales
examinados.

Todos los machos presentaron un perfil de velocidad de flujo sanguineo
romo con resistencia alta en esta localizacion. La mayor parte de hembras
(13/14) presentd el mismo patron y en la restante se observéo un flujo
sanguineo de tipo intermedio, con ventana sistolica menos evidente y
resistencia alta (Fig. 18).

En la aorta descendente toracica el espectro Doppler queda por debajo
de la linea base ya que la sangre se aleja del transductor dirigiéndose hacia el

abdomen.
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Fig. 18. A. Imagen ecogréfica en modo bidimensional del arco adrtico (1) y la aorta descendente toracica (2)
en plano longitudinal. B. Imagen ecografica en plano transverso del diametro de la aorta descendente
toracica. C. Espectro Doppler de la aorta descendente toracica de un ratdén en el que se observa un flujo
sanguineo romo con resistencia alta. D. Espectro Doppler pulsado obtenido en la aorta descendente toracica

de otro individuo. El flujo, de tipo intermedio con resistencia alta, se aleja del transductor.
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Mediciones con Doppler pulsado

El espectro Doppler de la aorta descendente toracica se obtuvo con una
frecuencia cardiaca de 449,67 + 62,65 latidos por minuto.

Las velocidades y el flujo sanguineo fueron menores que en la aorta
ascendente. Los valores numéricos de cada uno de los datos quedan

representados en las Tablas 34, 35 y 36.

Aorta descendente toracica

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
HR (bpm) 449,67 62,65 456,00 386,67 503,67 23
PSV (mm/s) 791,23 108,67 793,01 720,19 841,60 23
MDV (mm/s) -112,17 47,92 -117,87 -126,10 -76,16 23
TAMX (mm/s) 432,47 63,17 439,20 382,12 462,81 23
a (mm/s?) 55699,09 21580,54 48234,95 41564,48 63280,02 23
t (ms) 15,40 4,81 15,83 13,33 18,33 23
Pl 2,09 0,12 2,05 2,02 215 23
RI 1,14 0,06 1,15 1,10 1,18 23
F (mm’/s) 453,40 158,70 438,45 341,92 492,87 23

Tabla 34. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler en la aorta descendente toracica
de todos los ratones, sin tener en cuenta el sexo del animal.

Aorta descendente toracica. Macho

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
HR (bpm) 458,70 50,97 456,00 421,33 493,67 9
PSV (mm/s) 760,48 100,27 741,08 720,19 809,03 9
MDV (mm/s) -111,72 63,01 -121,11 -126,10 -117,36 9
TAMX (mm/s) 407,80 53,52 405,04 378,33 439,20 9
a (mm/sz) 55691,37 19050,46 52231,29 41564,48 67099,24 9
t (ms) 14,26 4,30 14,17 13,33 16,67 9
PI 2,14 0,16 2,1 2,05 2,26 9
RI 1,14 0,07 1,16 1,15 1,17 9
F (mm3/s) 395,00 120,58 404,12 324,34 448,11 9

Tabla 35. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler pulsado en la aorta descendente
toracica de los ratones macho.

Aorta descendente toracica. Hembra

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
HR (bpm) 443,86 70,36 461,50 375,00 503,67 14
PSV (mm/s) 810,99 112,78 806,77 757,71 897,12 14
MDV (mm/s) -112,46 37,98 -113,80 -121,98 -76,16 14
TAMX (mm/s) 448,32 65,56 450,84 411,13 470,41 14
a (mmlsz) 55704,05 23765,64 48060,43 43608,13 53828,91 14
t (ms) 16,13 5,12 16,67 14,17 18,33 14
PI 2,06 0,07 2,04 2,01 2,12 14
RI 1,14 0,05 1,13 1,10 1,18 14
F (mmsls) 490,95 172,61 463,52 386,55 682,53 14

Tabla 36. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler pulsado en la aorta descendente
toracica de los ratones hembra.
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C.1.4 AORTA DESCENDENTE ABDOMINAL PRERRENAL

C.1.4.1 Abordaje ecografico

La aorta descendente toracica se convierte en aorta descendente
abdominal al penetrar en la porcion dorsocraneal del abdomen a través del
hiato aortico, en el plano sagital medio del espacio retroperitoneal. En esta
localizacion la aorta se situa a la izquierda de la vena cava caudal, que es
ventral.

Para estudiar la aorta descendente prerrenal, se coloca el transductor en
plano transverso sobre el abdomen craneal del animal. El parénquima hepatico
actua como ventana acustica permitiendo obtener una imagen bidimensional de
la aorta y de la vena cava caudal. Ambas estructuras pueden diferenciarse
gracias a la pulsatilidad de la aorta y al hecho de que la vena cava caudal tiene
un diametro ligeramente superior al de la arteria en el mismo punto y se situa
mas ventral y a la derecha de la linea media (Fig. 19).

Con este abordaje se evitan los artefactos debidos a la presencia de gas
en el fundus del estbmago, es posible examinar el vaso en modo bidimensional
y calcular el diametro de su luz.

Una vez obtenida la imagen en plano transverso, puede rotarse el
transductor 90° para examinar el vaso en seccion longitudinal, donde se
observa como una estructura con luz anecogénica y paredes hiperecogénicas.
Para realizar medidas con ecografia Doppler pulsado, el transductor y la
plataforma donde descansa el ratén deben rotarse y orientarse hasta obtener
un angulo de incidencia menor a 60°, evitando al mismo tiempo ejercer presion

excesiva sobre el animal.
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Fig. 19. A. Ecografia bidimensional del abdomen craneal de un ratén en el que se observa el
parénquima hepatico. La aorta aparece en plano transverso como una estructura redondeada con luz
anecogeénica. B. Imagen ecografica en plano transverso de la aorta prerrenal -centrada en la imagen- y
de la vena cava caudal (VCC), que tiene un diametro ligeramente superior al de la aorta y se sitia
ventral y a la derecha de ésta. C. Espectro Doppler pulsado de la aorta prerrenal de un ratéon que
presenta un flujo arterial de tipo romo con resistencia alta. D. Espectro Doppler de la aorta prerrenal de
otro ratdn en el que se observa flujo romo con resistencia intermedia. E. Espectro Doppler de otra aorta
prerrenal murina que presenta perfil de velocidad de flujo intermedio con resistencia alta. F. Espectro
Doppler de la aorta prerrenal de otro ratén. El flujo que se observa es intermedio con resistencia
intermedia.

C.1.4.2 Descripcion de los resultados obtenidos

C.1.4.2.1 Ecografia bidimensional

La aorta descendente abdominal prerrenal se examind en todos los
animales del estudio. No se observaron alteraciones vasculares ni
perivasculares en ninguno de ellos.

Calculo del diametro de la luz vascular (D, mm)
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El diametro de la aorta descendente abdominal prerrenal pudo medirse
en todos los machos (10/10) y en todas las hembras estudiados (17/17).

En esta localizacion la aorta tiene un diametro de 1,03 £ 0,15 mm y un
area de 0,85 + 0,24 mm? (media + SD). En las Tablas 37, 38 y 39 se muestran

los valores de didmetro y area segun el género del animal.

Aorta descendente abdominal prerrenal

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 1,03 0,15 1,04 0,92 1,15 27
Area (mm?) 0,85 0,24 0,85 0,67 1,04 27

Tabla 37. Diametro y area de la aorta prerrenal en el conjunto de los animales, sin tener en cuenta su
sexo.

Aorta descendente abdominal prerrenal. Macho

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 1,10 0,15 1,12 0,94 1,17 10
Area (mm?) 0,96 0,26 0,98 0,69 1,08 10

Tabla 38. Diametro y area de la aorta prerrenal de los machos.

Aorta descendente abdominal prerrenal. Hembra

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 0,99 0,14 1,02 0,88 1,09 17
Area (mm?) 0,78 0,22 0,82 0,61 0,93 17

Tabla 39. Didmetro y area de la aorta prerrenal de las hembras.

C.1.4.2.2 Ecografia Doppler pulsado

Se obtuvieron registros Doppler pulsado en todos los machos y en 15
hembras (15/17). El angulo de incidencia fue menor a 60° en un 70% (7/10) de
los machos y en un 80% (12/15) de las hembras.

Descripcion de la onda Doppler pulsado de la aorta descendente
abdominal prerrenal

El 32,00% de los animales presentd un perfil de velocidad de flujo de tipo
romo mientras que el 68,00% restante tenia un flujo de tipo intermedio. En este
vaso, el 76,00% de los ratones presenté ondas Doppler de resistencia
intermedia, sin flujo reverso al inicio de la diastole, y el 24,00% restante tenia
resistencia alta con flujo reverso. En la Tabla 40 se muestran estos datos y su

distribucion segun el sexo del animal.
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Total Macho Hembra
Aorta descendente abdominal prerrenal
N N% N N% N N%
Flujo Romo 8 32,00% 3 30,00% 5 33,30%
Intermedio 17 68,00% 7 70,00% 10 66,70%
Ondas Resistencia alta 6 24,00% 4 40,00% 2 13,30%
Resistencia intermedia 19 76,00% 6 60,00% 13 86,70%

Tabla 40. Caracteristicas del espectro Doppler pulsado de la aorta prerrenal.

Segun cdmo se posicionara el transductor y la plataforma del raton, el
espectro Doppler quedaba por encima o por debajo de la linea base,
dependiendo de si la sangre se acercaba o alejaba de la sonda (Fig. 19).
Mediciones con Doppler pulsado

El registro Doppler en la aorta descendente abdominal prerrenal se
realizé teniendo los animales una frecuencia cardiaca de 473,11 + 60,60 latidos
por minuto (media + SD).

Los datos que se muestran en las Tablas 41, 42 y 43 corresponden al
total de los animales, sin considerar si presentan flujos de resistencia alta o
intermedia. Por este motivo, la desviacion estandar de la velocidad diastdlica
minima es elevada, ya que contiene valores tanto positivos como negativos. Lo

mismo ocurre con la velocidad media.

Aorta descendente abdominal prerrenal

t (ms)
Pl
RI

HR (bpm)
PSV (mm/s)
MDV (mm/s)
TAMX (mm/s)

a (mm/s?)

F (mm?s)

Media
473,11
635,31

35,36
345,70
46831,74
12,53
1,75

0,95
291,98

SD Mediana
60,60 496,67
186,03 617,90
61,66 52,88
100,88 335,24
15200,32 45804,59
3,61 12,50

0,21 1,72
0,10 0,92
123,46 281,66

Percentil 25
433,67
510,99

2,64
274,51
37974,64
10,83
1,63

0,88
203,63

Percentil 75 N

522,00 25
724,63 25
83,82 25
388,30 25
55043,27 25
14,17 25
1,84 25

099 25
350,65 25

Tabla 41. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler pulsado en la aorta prerrenal de
todos los ratones, sin considerar el sexo del animal.
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Aorta descendente abdominal prerrenal. Macho

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
HR (bpm) 473,27 63,81 489,50 433,67 529,67 10
PSV (mm/s) 553,25 122,40 529,11 434,29 663,91 10
MDV (mm/s) 8,77 70,57 36,09 -63,35 60,75 10
TAMX (mm/s) 297,03 55,57 277,05 258,78 348,15 10
a (mmlsz) 40086,07 13002,00 40985,60 28550,57 47921,73 10
t (ms) 13,07 5,05 12,50 10,00 14,17 10
PI 1,84 0,26 1,81 1,72 2,13 10
RI 0,98 0,13 0,94 0,89 1,12 10
F (mmals) 290,02 104,24 275,02 210,87 350,65 10

Tabla 42. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler pulsado en la aorta prerrenal de
los ratones macho.

Aorta descendente abdominal prerrenal. Hembra

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
HR (bpm) 473,00 60,64 496,67 411,67 511,00 15
PSV (mm/s) 690,01 204,16 639,80 574,35 847,90 15
MDV (mm/s) 53,09 49,75 58,51 26,20 92,82 15
TAMX (mm/s) 378,14 112,43 357,41 319,79 462,20 15
a (mm/s?) 51328,85 15272,12 49526,08 4247477 58603,57 15
t (ms) 12,17 2,37 12,50 10,83 14,17 15
PI 1,70 0,16 1,69 1,58 1,82 15
RI 0,92 0,07 0,92 0,88 0,96 15
F (mm®s) 293,28 138,34 281,66 168,28 361,04 15

Tabla 43. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler pulsado en la aorta prerrenal de
los ratones hembra.

Si se dividen los datos segun si el espectro Doppler es de resistencia

alta o intermedia se obtienen los datos de las Tablas 44 y 45.

Aorta descendente abdominal prerrenal. Ondas de resistencia alta

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 1,01 0,11 1,00 0,93 1,10 6
Area (mm?) 0,81 0,18 0,79 0,67 095 6
HR (bpm) 513,83 42,63 522,00 500,00 533,00 6
PSV (mm/s) 654,42 208,74 638,99 444,75 757,07 6
MDV (mm/s) -57,59 25,51 -51,46 -84,52 -34,12 6
TAMX (mm/s) 352,29 107,80 338,58 254,55 397,83 6
a (mm/s?) 44699,48 31375,35 29476,31 27754,91 55940,00 6
t (ms) 14,86 5,73 14,17 12,29 15,00 6
PI 2,03 0,14 2,03 1,93 213 6
RI 1,09 0,04 1,10 1,06 1,14 6
F (mm¥/s) 288,66 123,66 254,97 213,80 354,88 6

Tabla 44. Resultados de los datos obtenidos mediante ecografia Doppler pulsado en los 6 ratones
que presentaron ondas con patrén de flujo de resistencia alta en la aorta prerrenal.
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Aorta descendente abdominal prerrenal. Ondas de resistencia intermedia

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 1,03 0,17 1,04 0,92 1,02 19
Area (mm?) 0,86 0,28 0,85 0,66 0,85 19
HR (bpm) 460,25 60,13 471,00 419,25 511,00 19
PSV (mm/s) 629,27 176,26 605,80 525,04 721,80 19
MDV (mm/s) 64,71 32,77 58,64 41,04 90,32 19
TAMX (mm/s) 343,39 97,99 333,32 276,53 381,87 19
a (mmlsz) 47505,09 13802,09 47894,95 38936,61 53984,75 19
t (ms) 11,79 2,77 12,50 10,00 14,38 19
PI 1,67 0,16 1,67 1,56 1,78 19
RI 0,90 0,05 0,90 0,86 0,94 19
F (mmals) 293,03 126,76 284,41 200,21 345,69 19

Tabla 45. Resultados de los datos obtenidos mediante ecografia Doppler pulsado en los 19 ratones
que presentaron ondas con patrén de flujo de resistencia intermedia en la aorta prerrenal.

C.1.5 AORTA DESCENDENTE ABDOMINAL POSTRENAL

C.1.5.1 Abordaje ecografico

Para estudiar la aorta descendente abdominal postrenal puede seguirse
el mismo abordaje que en la aorta prerrenal.

Una vez localizada la aorta en seccion transversa gracias a la ventana
acustica creada por el higado, se desplaza el transductor caudalmente. Se
siguen las ramas de la aorta de craneal a caudal hasta unos micrémetros por
detras del origen de la arteria renal izquierda. La vena renal izquierda discurre
paralela a la arteria pero es mas larga que ésta ya que debe cruzar la superficie
ventral de la aorta y pasa a la derecha de la linea media para desembocar en la
vena cava caudal (Fig. 20).

Una vez obtenida la imagen de la aorta en seccion transversa, puede
rotarse el transductor 90° para examinar el vaso en seccién longitudinal.

Para realizar medidas con ecografia Doppler pulsado, el transductor y la
plataforma donde descansa el ratdn deben ajustarse y orientarse hasta obtener
un angulo de incidencia menor a 60°, evitando al mismo tiempo ejercer presion

excesiva sobre el animal.
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Fig. 20. A. Imagen ecografica en modo bidimensional del abdomen de un ratéon en el que se
observa: (1) la aorta en plano transverso, el rifién izquierdo (RI) y la vena renal izquierda (2) que
pasa por la superficie ventral de la aorta dirigiéndose hacia la vena cava caudal. B. Imagen
ecografica en plano transverso del diametro de la aorta postrenal de otro ratén. C. Espectro Doppler
pulsado obtenido de la aorta postrenal de un ratén que presenta flujo romo de resistencia alta. D.
Espectro Doppler de la aorta postrenal en la que se observa un perfil de velocidad de flujo romo con
resistencia intermedia. E. Espectro Doppler pulsado de la aorta postrenal de otro raton con perfil de
velocidad de flujo intermedio y resistencia alta. F. Espectro Doppler pulsado obtenido de la aorta
postrenal de un ratén con flujo y resistencia intermedios.

Otro abordaje posible consiste en localizar la arteria renal izquierda en el
hilio renal y seguirla hasta su origen en la aorta. Una vez en este punto, se

desplaza el transductor hacia caudal y se procede como en el caso anterior.
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C.1.5.2 Descripcion de los resultados obtenidos

C.1.5.2.1 Ecografia bidimensional

No se observaron alteraciones vasculares ni perivasculares en ninguno
de los ratones estudiados.

Calculo del diametro de la luz vascular (D, mm)

El diametro de la aorta descendente abdominal postrenal pudo medirse
en todos los machos estudiados (10/10) y en todas las hembras excepto una
(16/17) (Fig. 20). El valor medio de este diametro es de 0,77 £ 0,11 mm y el del
area de 0,47 + 0,13 mm?. En las Tablas 46, 47 y 48 se muestran los valores de

diametro y area para este vaso para el conjunto de los animales y segun el

género.
Aorta descendente abdominal postrenal

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 0,77 0,11 0,77 0,71 0,88 26
Area (mm?) 0,47 0,13 0,47 0,40 0,61 26

Tabla 46. Diametro y area de la aorta postrenal en el conjunto de los animales, sin considerar su sexo.

Aorta descendente abdominal postrenal. Macho

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 0,77 0,15 0,85 0,66 0,88 10
Area (mmz) 0,48 0,17 0,57 0,34 0,61 10

Tabla 47. Diametro y area de la aorta postrenal de los machos.

Aorta descendente abdominal postrenal. Hembra

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 0,76 0,08 0,76 0,72 0,81 16
Area (mmz) 0,46 0,10 0,45 0,40 0,52 16

Tabla 48. Diametro y area de la aorta postrenal de las hembras.

C.1.5.2.2 Ecografia Doppler pulsado

Los registros Doppler pulsado se obtuvieron con angulos de incidencia
menores a 60° en el 72,00% de los casos (60,00% en machos y 80,00% en

hembras).

Descripcion de la onda Doppler pulsado de la aorta descendente
abdominal postrenal
Se obtuvieron registros Doppler pulsado en todos los machos y en 15/17

hembras.
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El 8,00% de los animales presenté un flujo de tipo romo mientras que el
92,00% restante tenia un flujo de tipo intermedio. En esta localizacién, el
72,00% de los ratones presentdé ondas Doppler de resistencia intermedia y un
28,00% tuvo resistencia alta con flujo reverso. En la Tabla 49 se muestran

estos datos y su distribucion segun el sexo del animal.

. Total Macho Hembra
Aorta descendente abdominal postrenal
N N% N N% N N%
Flujo Romo 2 8,00% 2 20,00% 0 0,00%
Intermedio 23 92,00% 8 80,00% 15 100,00%
Ondas Resistencia alta 7 28,00% 5 50,00% 2 13,30%
Resistencia intermedia 18 72,00% 5 50,00% 13 86,70%

Tabla 49. Caracteristicas del espectro Doppler pulsado de la aorta postrenal.

Segun cémo se posicionan el transductor y la plataforma donde se
encuentra el raton, el espectro Doppler queda por encima o por debajo de la
linea base dependiendo de si la sangre se dirige o no hacia el transductor
respectivamente (Fig. 20).

Mediciones con Doppler pulsado

El registro Doppler en la aorta descendente abdominal postrenal se
realiz6 teniendo los animales una frecuencia cardiaca de 460,85 + 59,28 latidos
por minuto.

Los datos que se muestran en las Tablas 50, 51 y 52 corresponden al
total de los animales, sin considerar si presentan flujos de resistencia alta o
intermedia. Por este motivo la desviacion estandar de la velocidad diastolica
minima es elevada, ya que contiene valores tanto positivos como negativos. Lo

mismo ocurre con la velocidad media.

Aorta descendente abdominal postrenal

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
HR (bpm) 460,85 59,28 459,00 426,00 518,33 25
PSV (mm/s) 574,06 227,55 488,98 410,83 762,93 25
MDV (mm/s) 36,85 62,02 29,58 -16,74 70,08 25
TAMX (mm/s) 303,47 127,14 278,55 189,36 404,09 25
a (mmlsz) 45179,81 16920,48 41951,82 35035,81 50262,24 25
t (ms) 12,03 2,31 12,50 10,83 13,33 25
PI 1,87 0,31 1,86 1,64 2,07 25
RI 0,96 0,10 0,97 0,91 1,04 25
F (mmals) 142,07 64,70 135,12 107,78 183,30 25

Tabla 50. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler pulsado en la aorta postrenal de
todos los ratones, sin considerar su sexo.
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Aorta descendente abdominal postrenal. Macho

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
HR (bpm) 474,60 63,74 493,17 428,67 518,33 10
PSV (mm/s) 595,48 256,35 478,15 410,83 884,89 10
MDV (mm/s) 20,46 72,03 -7,79 -33,75 57,52 10
TAMX (mm/s) 300,74 138,41 255,84 189,36 440,86 10
a (mmlsz) 45117,87 18848,07 39833,88 35035,81 54724,85 10
t (ms) 11,92 1,62 12,50 10,83 13,33 10
PI 2,02 0,29 2,05 1,83 2,22 10
RI 1,00 0,10 1,02 0,93 1,09 10
F (mmsls) 150,17 81,02 151,08 112,68 189,11 10

Tabla 51. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler pulsado en la aorta postrenal de
los ratones macho.

Aorta descendente abdominal postrenal. Hembra

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
HR (bpm) 451,69 56,46 459,00 402,33 504,00 15
PSV (mm/s) 589,77 214,41 533,61 341,07 762,93 15
MDV (mm/s) 47,78 54,21 35,55 7,28 84,87 15
TAMX (mm/s) 305,30 124,04 298,04 175,72 404,09 15
a (mm/s?) 45221,11 16199,54 43285,14 33709,19 50262,24 15
t (ms) 12,11 2,73 11,67 10,00 14,17 15
PI 1,76 0,29 1,82 1,50 1,89 15
RI 0,93 0,09 0,92 0,85 0,98 15
F (mm®s) 136,66 53,65 130,71 99,55 183,30 15

Tabla 52. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler pulsado en la aorta postrenal de
los ratones hembra.

Si dividimos estos datos segun si las ondas Doppler son de resistencia

alta o intermedia, obtenemos las Tablas 53 y 54 respectivamente.

Aorta descendente abdominal postrenal. Ondas de resistencia alta

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 0,73 0,16 0,74 0,65 0,85 7
Area (mm?) 0,43 0,17 0,43 0,33 057 7
HR (bpm) 479,90 58,22 505,50 434,25 522,00 7
PSV (mm/s) 360,14 87,06 392,47 257,24 436,88 7
MDV (mm/s) -28,46 10,36 -31,93 -34,98 -18,59 7
TAMX (mm/s) 180,97 54,55 182,05 123,24 213,77 7
a (mm/s?) 32497,93 10933,16 31787,03 26444,04 37790,53 7
t (ms) 11,43 2,62 12,50 10,00 12,50 7
PI 2,20 0,23 2,25 2,10 2,32 7
RI 1,09 0,04 1,08 1,05 1,11 7
F (mm®s) 84,18 53,33 64,31 49,24 11573 7

Tabla 53. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler pulsado en la aorta abdominal
postrenal de los ratones con ondas Doppler de resistencia alta.
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Aorta descendente abdominal postrenal. Ondas de resistencia intermedia

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 0,78 0,09 0,79 0,72 0,88 18
Area (mm?®) 0,49 0,11 0,49 0,41 0,61 18
HR (bpm) 453,44 57,98 450,67 413,42 504,92 18,
PSV (mm/s) 657,25 205,96 639,34 486,14 838,57 18
MDV (mm/s) 62,25 53,75 47,30 24,46 24,46 18
TAMX (mm/s) 349,67 114,07 345,55 262,03 447,63 18
a (mm/s®) 50111,66 17763,12 45834,12 37293,33 58347,16 18
t (ms) 12,27 2,96 12,50 10,00 15,00 18
Pl 1,78 0,33 1,78 1,52 1,95 18
RI 0,91 0,07 0,93 0,87 0,97 18
F (mm’/s) 164,58 54,68 151,08 125,37 188,02 18

Tabla 54. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler pulsado en la aorta abdominal
postrenal de los ratones con ondas Doppler de resistencia intermedia.

C.1.6 AORTA DESCENDENTE ABDOMINAL PREILIACA

C.1.6.1 Abordaje ecografico

Para estudiar la aorta descendente abdominal preiliaca puede seguirse
el mismo abordaje que en la aorta postrenal. Una vez localizada la aorta en
plano transverso en el abdomen medio se dirige caudalmente el transductor
hasta visualizar la bifurcacion de la aorta en arterias iliacas comunes. Se
realizan las mediciones unos micrometros craneal a esta bifurcacion (Fig. 21).
A medida que nos desplazamos caudalmente por la cavidad abdominal debe
disminuirse la presion del transductor sobre el abdomen del animal ya que los
vasos son mas superficiales.

Otro abordaje posible consiste en explorar en seccidén transversa la
cavidad pélvica utilizando la vejiga de la orina como ventana acustica. La aorta
se situa dorsal a la vejiga. Este abordaje puede verse afectado por artefactos
debidos a la presencia de gas o de heces en el colon descendente.

Una vez obtenida la imagen de la aorta en seccion transversa puede
rotarse el transductor 90° para examinarla en seccion longitudinal. Para realizar
medidas con ecografia Doppler pulsado, el transductor y la plataforma donde
descansa el ratdn deben ajustarse y orientarse hasta obtener un angulo de
incidencia menor a 60° evitando al mismo tiempo ejercer presion excesiva

sobre el animal.
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C.1.6.2. Descripcion de los resultados obtenidos

C.1.6.2.1 Ecografia bidimensional

No se observaron alteraciones vasculares ni perivasculares en ninguno

de los ratones estudiados.

Calculo del diametro de la luz vascular (D, mm)

El diametro de la aorta descendente abdominal preiliaca pudo medirse

en todos los machos estudiados (10/10) y en todas las hembras excepto una

(16/17) (Fig. 21).

En esta localizacion, la aorta tiene un diametro de 0,67 £ 0,12 mm y un
area de 0,36 + 0,12 mm? (media + SD). En las Tablas 55, 56 y 57 se muestran

los valores del diametro y el area de esta localizacion segun el género del

animal.

Aorta descendente abdominal preiliaca
Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 0,67 0,12 0,68 0,57 0,74 26
Area (mm?) 0,36 0,12 0,36 0,26 0,43 26
Tabla 55. Diametro y area de la aorta preiliaca en el conjunto de los animales, sin considerar su sexo.
Aorta descendente abdominal preiliaca. Macho
Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 0,69 0,15 0,74 0,53 0,79 10
Area (mm?) 0,39 0,15 0,42 0,22 0,49 10
Tabla 56. Diametro y area de la aorta preiliaca en los machos.
Aorta descendente abdominal preiliaca. Hembra
Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 0,66 0,09 0,66 0,59 0,70 16
Area (mm?) 0,34 0,10 0,32 0,27 0,38 16

Tabla 57. Diametro y area en la aorta preiliaca de las hembras.
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fL i mi
aap B

Fig. 21. Aorta preiliaca. A y B. Imagenes en modo bidimensional del abdomen caudal de un ratén en el que se
observa una seccion transversa de la aorta preiliaca (Ao), que aparece como una estructura redondeada y
anecogeénica, con paredes hiperecogénicas. C. Espectro Doppler pulsado de la aorta preiliaca de un ratén que
presenta flujo romo con resistencia intermedia. D. Espectro Doppler pulsado de la aorta preiliaca en otro ratéon
con perfil de velocidad de flujo romo y resistencia intermedia. E. Espectro Doppler pulsado observado de forma
mas frecuente en la aorta preiliaca del ratéon. Se caracteriza por presentar un perfil de velocidad de flujo

intermedio con resistencia intermedia.

97



RESULTADOS

C.1.6.2.2 Ecografia Doppler pulsado

Los registros Doppler pulsado se obtuvieron con angulos de incidencia
menores a 60° en el 65,40% de los casos (80,00% en machos y 56,30% en
hembras).

Descripcion de la onda Doppler pulsado de la aorta descendente
abdominal preiliaca

Se obtuvieron registros Doppler pulsado en todos los machos y en todas
las hembras excepto en una.

El 3,80% de los animales presentd un perfil de velocidad de flujo tipo
romo mientras que el 96,20% restante tenia un flujo de tipo intermedio. En esta
localizacion, el 96,20% de los ratones presenté ondas Doppler de resistencia
intermedia y un 3,80% tenia resistencia alta con flujo reverso. En la Tabla 58 se

muestran estos datos y su distribucion segun el sexo del animal.

Total Machos Hembras
Aorta descendente abdominal preiliaca
N N% N N% N N%
Flujo Romo 1 3,80% 1 10,00% 0 0,00%
Intermedio 25 96,20% 9 90,00% 16  100,00%
Ondas Resistencia alta 1 3,80% 0 00,00% 1 6,30%
Resistencia intermedia 25 96,20% 10 100,00% 15 93,80%

Tabla 58. Caracteristicas del espectro Doppler pulsado de la aorta preiliaca en los ratones estudiados.

Segun como se posicionan el transductor y la plataforma donde se
encuentra el raton, el espectro Doppler se obtiene por encima o por debajo de
la linea base (Fig. 21).

Mediciones con Doppler pulsado

El registro Doppler pulsado en la aorta descendente abdominal preiliaca
se obtuvo con una frecuencia cardiaca de 443,92 + 64,86 latidos por minuto
(media £ SD).

Los valores numéricos de cada uno de los datos quedan representados
en las Tablas 59, 60 y 61.
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Aorta descendente abdominal preiliaca

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
HR (bpm) 443,92 64,86 439,00 381,00 511,00 26
PSV (mm/s) 462,84 131,77 478,81 394,45 538,57 26
MDV (mm/s) 36,53 35,87 27,13 14,92 63,31 26
TAMX (mm/s) 245,91 70,78 251,84 204,23 294,54 26
a (mmlsz) 37434,84 12340,03 36527,36 29567,81 46050,60 26
t (ms) 11,86 2,15 11,67 10,83 13,33 26
PI 1,77 0,24 1,81 1,66 1,90 26
RI 0,93 0,11 0,93 0,88 0,98 26
F (mmsls) 87,38 38,37 85,09 66,53 102,89 26

Tabla 59. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler en la aorta preiliaca de todos los
ratones, sin considerar el sexo del animal.

Aorta descendente abdominal preiliaca. Macho

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
HR (bpm) 448,93 69,26 452,00 387,00 511,00 10
PSV (mm/s) 462,31 134,26 453,04 394,45 524,78 10
MDV (mm/s) 38,67 24,12 32,46 17,18 63,31 10
TAMX (mm/s) 235,55 65,28 222,73 204,23 255,77 10
a (mm/s?) 36970,22 13108,81 36699,81 29567,81 42885,19 10
t (ms) 12,00 1,72 12,50 10,83 12,50 10
PI 1,77 0,20 1,82 1,65 1,87 10
RI 0,91 0,06 0,92 0,88 0,94 10
F (mm®s) 93,19 44,32 98,80 66,53 106,79 10

Tabla 60. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler en la aorta preiliaca de los

ratones macho.

Aorta descendente abdominal preiliaca. Hembra

Media SD Mediana
HR (bpm) 440,79 64,09 432,83
PSV (mm/s) 463,18 134,63 491,80
MDV (mm/s) 35,19 42,31 24,34
TAMX (mm/s) 252,38 75,35 266,96
a (mmlsz) 37725,23 12266,03 36527,36
t (ms) 11,77 2,43 11,67
PI 1,77 0,27 1,77
RI 0,94 0,13 0,94
F (mm®s) 83,76 35,19 83,16

Percentil 25
379,00
399,65

11,11
209,76
28930,43
9,17

1,68

0,88
66,42

Percentil 75
499,17
540,92

65,76
295,66
48413,85
13,75
1,92

0,98
87,82

N
16
16
16
16
16
16
16
16
16

Tabla 61. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler en la aorta preiliaca de los ratones

hembra.

C.2 ESTADISTICA INFERENCIAL AORTA MURINA

La estadistica

inferencial se ha

aplicado para

describir

el

comportamiento y la evolucion de las diferentes variables estudiadas a lo largo
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de la aorta (aorta ascendente, descendente toracica y abdominal). Las
mediciones realizadas en el arco aortico no se incluyen en este analisis ya que
el numero de animales estudiados es menor y se considera insuficiente para
realizar un analisis inferencial. Las variables sometidas a estudio son el
didmetro y el area del vaso, frecuencia cardiaca, velocidades del flujo (maxima,
minima y media), aceleracién y tiempo de aceleracién, indices vasculares y
flujo sanguineo.

El objetivo de este analisis es estimar el comportamiento que tendrian
las variables estudiadas en una poblacién general que se sometiera a las
mismas condiciones del presente estudio, basandose en los resultados
obtenidos en esta muestra de 27 animales.

En la aorta, que es una estructura continua que cambia y evoluciona a lo
largo de su recorrido, es posible realizar un estudio longitudinal del
comportamiento de las diversas variables de interés desde su inicio, en la aorta
ascendente, hasta el punto final, antes de la bifurcacién de las arterias iliacas
comunes. Se ha considerado que el comportamiento de cada variable en un
punto concreto de la aorta esta relacionado con el comportamiento de la misma
variable en un punto anterior al de la medicién. Asi por ejemplo, el diametro de
la aorta descendente toracica estara relacionado con el diametro de la aorta
ascendente.

Para hacer este analisis se han usado dos modelos diferentes. Cada
modelo consta de dos partes:

1. Modelo 1.
= 1. a. Estudia el efecto independiente que tienen el vaso y el sexo en
cada variable dependiente. En este modelo no se incluye el efecto del
peso de los animales. Como resumen, el modelo se expresa de la
siguiente manera:
Modelo 1.a. Variable dependiente = u + Vaso + Sexo

Con este modelo podemos ver, por ejemplo, si el diametro de la aorta en

conjunto (sin especificar una localizacion concreta) es diferente entre

machos y hembras.
= 1. b. En una segunda parte se evalua la interaccion (vaso*sexo) y se
contrastan las diferencias de cada variable dependiente en cada

localizacion segun el género.
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Modelo 1.b. Variable dependiente = u + Vaso + Sexo + Vaso*Sexo
Las cinco localizaciones que se estudian son:
= Aorta ascendente.
= Aorta descendente toracica.
= Aorta descendente abdominal:
- Prerrenal.
- Postrenal.
- Preiliaca.
Con este modelo podemos ver, por ejemplo, si el diametro de la aorta
ascendente (se especifica una localizacién concreta) es diferente entre
machos y hembras.
Modelo 2.
2. a. También estudia el efecto independiente que tienen el vaso y el
sexo en cada variable dependiente. A diferencia del modelo 1, en este
caso se incluye el efecto del peso de los animales para valorar si las
diferencias que se observan entre animales de sexo diferente pueden
verse influidas por las diferencias de peso. Como resumen, el modelo se
expresa de la siguiente manera:
Modelo 2.a. Variable dependiente = u + Vaso + Sexo + Peso
Por ejemplo, si con el modelo 1.a se observan diferencias en el diametro
de la aorta en conjunto (sin especificar una localizacion concreta) entre
animales de distinto sexo y, en el modelo 2.a estas diferencias
desaparecen, podriamos pensar que las diferencias observadas en el
modelo 1.a no se explican en su totalidad por el género, sino por el
hecho de que los animales de diferente sexo tienen también un peso
diferente y esto contribuye a la explicacion de las posibles diferencias.
Es posible, por tanto, que si hubiésemos estudiado animales de distinto
sexo pero de peso similar entre si no se hubieran observado diferencias
en el modelo 1.a.
2. b. En la segunda parte, al igual que en el modelo 1.b, se evalua la
interaccion (vaso*sexo) y se contrastan las diferencias de cada variable
dependiente en cada localizacién segun el género, teniendo en cuenta el
efecto del peso de los animales.

Modelo 2.b. Variable dependiente = y + Vaso + Sexo + Peso + Vaso*Sexo
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Con este modelo podemos ver, por ejemplo, si el diametro de la aorta
ascendente (especificando una localizacion concreta) es diferente en
machos y hembras, teniendo en cuenta el peso de los animales.

Por ejemplo, si con el modelo 1.b se observan diferencias en el diametro
de la aorta ascendente (se especifica una localizacion concreta) entre
machos y hembras y, en el modelo 2.b estas diferencias desaparecen,
podriamos pensar que las diferencias observadas en el modelo 1.b no
se explican en su totalidad por el género, sino por el hecho de que los
animales de diferente sexo tendrian también un peso diferente que
podria ser la explicacion de estas diferencias. Si hubiésemos estudiado
animales de distinto sexo pero de peso similar, seguramente no se

hubiesen observado diferencias en el modelo 1.b.

C.2.1 DIAMETRO

El promedio del diametro luminal de la aorta disminuye progresivamente
desde su inicio hasta el final, mostrando diferencias estadisticamente
significativas entre si (ver indices en las Tablas 62 y 63). Las localizaciones con
indices iguales no presentan diferencias estadisticamente significativas entre

si. Las localizaciones con indices diferentes son estadisticamente diferentes

entre si.

Diametro (D, mm)

Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior

Aorta ascendente 1,56a 1,51 1,60

Aorta descendente toracica 1,15b 1,08 1,22

Aorta descendente abdominal prerrenal 1,03c 0,98 1,09

Aorta descendente abdominal postrenal 0,77d 0,72 0,81

Aorta descendente abdominal preiliaca 0,67e 0,63 0,72

Tabla 62. Modelo 1.a. Diametro = y + Vaso + Sexo. P-valor para sexo=0,690. Los indices indican grupos
diferenciados.

Diametro (D, mm)
Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Aorta ascendente 1,56a 1,51 1,62
Aorta descendente toracica 1,16b 1,08 1,23
Aorta descendente abdominal prerrenal 1,04c 0,98 1,09
Aorta descendente abdominal postrenal 0,77d 0,72 0,82
Aorta descendente abdominal preiliaca 0,68e 0,62 0,73

Tabla 63. Modelo 2.a. Diametro = y+ Vaso + Sexo + Peso. P-valor para sex0=0,511; P-valor para
peso=0,561. Los indices indican grupos diferenciados.
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En ambos modelos (1.a y 2.a), el efecto del género en el diametro de la
aorta no es estadisticamente significativo (P-valor para sexo >0,05), por lo que
se podria concluir que, en términos generales, el género no afecta al diametro
de la aorta, considerada en su conjunto (sin especificar localizaciones
concretas). A partir del modelo 2.a se observa que el efecto del peso tampoco
influye de forma estadisticamente significativa en el diametro de la aorta en
conjunto (P=0,561).

Al evaluar la interaccidn (vaso*sexo) y contrastar las diferencias del
didametro en cada localizacion de la aorta segun el género, se observan

diferencias entre ambos modelos (1.b y 2.b) (Tablas 64 y 65).

Diametro (D, mm)
Sexo Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Macho Aorta ascendente 1,54 1,47 1,62
Aorta descendente toracica 1,11 1,01 1,21
Aorta descendente abdominal prerrenal* 1,10 1,01 1,19
Aorta descendente abdominal postrenal 0,77 0,68 0,86
Aorta descendente abdominal preiliaca 0,69 0,61 0,78
Hembra Aorta ascendente 1,56 1,51 1,62
Aorta descendente toracica 1,17 1,09 1,26
Aorta descendente abdominal prerrenal* 0,99 0,92 1,05
Aorta descendente abdominal postrenal 0,76 0,73 0,80
Aorta descendente abdominal preiliaca 0,66 0,61 0,70

Tabla 64. Modelo 1.b. Diametro = y + Vaso + Sexo + Vaso*Sexo. Se evalua la interaccion y se contrastan
las diferencias segun el género para el diametro en una localizaciéon concreta. Se observan diferencias
estadisticamente significativas en el diametro de la aorta descendente prerrenal (*, P=0,044) segun el
género del animal.

En el modelo 1.b, el diametro de la aorta descendente prerrenal es
significativamente superior en machos que en hembras (P=0,044).

Con el modelo 2.b, que tiene en cuenta el efecto del peso en los datos,
no se observan diferencias entre machos y hembras en la aorta descendente

abdominal prerrenal.

Diametro (D, mm)
Sexo Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Macho Aorta ascendente 1,58 1,44 1,71
Aorta descendente toracica 1,14 0,97 1,32
Aorta descendente abdominal prerrenal 1,13 1,01 1,25
Aorta descendente abdominal postrenal 0,80 0,66 0,95
Aorta descendente abdominal preiliaca 0,72 0,57 0,88
Hembra Aorta ascendente 1,54 1,46 1,63
Aorta descendente toracica 1,15 1,04 1,27
Aorta descendente abdominal prerrenal 0,97 0,86 1,07
Aorta descendente abdominal postrenal 0,74 0,66 0,83
Aorta descendente abdominal preiliaca 0,64 0,56 0,71

Tabla 65. Modelo 2.b. Diametro = p + Vaso + Sexo + Peso + Vaso*Sexo. Se evalua la interaccion
teniendo en cuenta el vaso, sexo y el peso y se contrastan las diferencias entre sexos para diametro en
una localizacién concreta. No se observan diferencias estadisticamente significativas en el diametro de
los vasos segun el género del animal. 103
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C.2.2 AREA

En ambos modelos se observa que el area de la luz de la aorta
disminuye progresivamente a lo largo de su recorrido. Las diferencias entre las
distintas localizaciones son estadisticamente significativas (ver indices en las
Tablas 66 y 67).

Area (A, mm?)
Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Aorta ascendente 1,91a 1,80 2,02
Aorta descendente toracica 1,06b 0,93 1,18
Aorta descendente abdominal prerrenal 0,85¢c 0,76 0,94
Aorta descendente abdominal postrenal 0,47d 0,42 0,52
Aorta descendente abdominal preiliaca 0,36e 0,31 0,41

Tabla 66. Modelo 1.a. Area = p + Vaso + Sexo. P-valor para sexo=0,752. Los indices indican grupos
diferenciados.

En ambos modelos (1.ay 2.a), el efecto del género en el area de la aorta
en conjunto no es estadisticamente significativo (P-valor para sexo >0,05), por
lo que se podria concluir que, en general, el género no afecta al area de la
aorta.

Con el modelo 2.a se observa que el efecto del peso en el area de la
aorta en conjunto tampoco es estadisticamente significativo (P=0,466).

Al evaluar la interaccion (vaso*sexo) y contrastar las diferencias del area
en cada localizaciébn segun el género, se observan diferencias entre ambos
modelos. En el modelo 1.b, el area luminal de la aorta descendente prerrenal
es significativamente superior en machos que en hembras (P=0,048) (Tabla
68).

Area (A, mm?)
Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Aorta ascendente 1,93a 1,80 2,04
Aorta descendente toracica 1,07b 0,94 1,20
Aorta descendente abdominal prerrenal 0,86¢c 0,78 0,95
Aorta descendente abdominal postrenal 0,48d 0,42 0,54
Aorta descendente abdominal preiliaca 0,37e 0,31 0,44

Tabla 67. Modelo 2.a Area = p + Vaso + Sexo + Peso. P-valor para sexo=0,436; P-valor para peso=0,466.
Los indices indican grupos diferenciados.
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Area (A, mm?)
Sexo Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Macho Aorta ascendente 1,88 1,71 2,05
Aorta descendente toracica 0,98 0,82 1,15
Aorta descendente abdominal prerrenal* 0,96 0,81 1,11
Aorta descendente abdominal postrenal 0,48 0,38 0,58
Aorta descendente abdominal preiliaca 0,39 0,30 0,48
Hembra Aorta ascendente 1,93 1,79 2,07
Aorta descendente toracica 1,10 0,94 1,27
Aorta descendente abdominal prerrenal* 0,78 0,68 0,88
Aorta descendente abdominal postrenal 0,46 0,42 0,51
Aorta descendente abdominal preiliaca 0,34 0,29 0,39

Tabla 68. Modelo1. b. Area = u+ Vaso + Sexo + Vaso*Sexo. Se evalla la interaccién y se contrastan las
diferencias entre sexos para el area en una localizaciéon concreta. Se observan diferencias estadisticamente
significativas en el area de la aorta descendente prerrenal (*, P=0,048) segun el sexo del animal.

Mientras que en el modelo 2.b, al considerar el peso de los animales, no

se observan estas diferencias (Tabla 69).

Area (A, mm?)
Sexo Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Macho Aorta ascendente 1,95 1,70 2,19
Aorta descendente toracica 1,05 0,77 1,33
Aorta descendente abdominal prerrenal 1,03 0,84 1,21
Aorta descendente abdominal postrenal 0,55 0,35 0,74
Aorta descendente abdominal preiliaca 0,45 0,25 0,66
Hembra Aorta ascendente 1,89 1,72 2,05
Aorta descendente toracica 1,06 0,86 1,26
Aorta descendente abdominal prerrenal 0,74 0,59 0,89
Aorta descendente abdominal postrenal 0,42 0,30 0,54
Aorta descendente abdominal preiliaca 0,30 0,19 0,41

Tabla 69. Modelo 2.b. Area = u + Vaso + Sexo + Peso + Vaso*Sexo. Se evalla la interaccion y se contrastan
las diferencias entre sexos para el area en una localizaciéon concreta. No se observan diferencias
estadisticamente significativas en el area de los vasos segun el género.

C.2.3 FRECUENCIA CARDIACA

En los dos modelos, el intervalo de confianza de la frecuencia cardiaca
al realizar las mediciones incluye valores superiores a 400 latidos por minuto
(ver indices en las Tablas 70 y 71).

La frecuencia cardiaca en las diferentes localizaciones es similar,
excepto en la aorta prerrenal y preiliaca. En ambos modelos se observa que la
frecuencia cardiaca en la aorta descendente prerrenal es estadisticamente
superior a la que tienen los ratones al medir la aorta descendente preiliaca
(P=0,023).

En los dos modelos (1.a y 2.a) el efecto del género en la frecuencia

cardiaca, en general, no es estadisticamente significativo (P-valor para sexo
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>0,05). A partir del modelo 2.a se concluye que el efecto del peso en la
frecuencia cardiaca en la aorta en general tampoco es estadisticamente
significativo (P=0,737).

HR (bpm)
Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Inferior Superior
Aorta ascendente 447,78ab 425,75 469,80
Aorta descendente toracica 445,89ab 420,29 471,48
Aorta descendente abdominal prerrenal 473,35a 449,23 497,48
Aorta descendente abdominal postrenal 461,40ab 438,33 484,47
Aorta descendente abdominal preiliaca 44472b 419,48 469,96

Tabla 70. Modelo 1.a. Frecuencia cardiaca = p + Vaso + Sexo. P-valor para sexo=0,650. Los indices
indican grupos diferenciados.

HR (bpm)
Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Aorta ascendente 446,27ab 422,94 469,59
Aorta descendente toracica 444 19ab 417,34 471,04
Aorta descendente abdominal prerrenal 471,77a 446,61 496,92
Aorta descendente abdominal postrenal 459,83ab 436,26 483,41
Aorta descendente abdominal preiliaca 443,21b 416,52 469,90

Tabla 71. Modelo 2.a. Frecuencia cardiaca = y + Vaso + Sexo + Peso. P-valor para sexo0=0,883; P-valor
para peso=0,737. Los indices indican grupos diferenciados.

Al evaluar la interaccion (vaso*sexo) y contrastar las diferencias de la
frecuencia cardiaca en cada localizacién segun el género, no se observan

diferencias en ninguno de los dos modelos (Tablas 72y 73).

HR (bpm)
Sexo Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Macho Aorta ascendente 448,07 414,74 481,39
Aorta descendente toracica 453,60 422,84 484,36
Aorta descendente abdominal prerrenal 473,27 435,74 510,79
Aorta descendente abdominal postrenal 474,60 437,12 512,08
Aorta descendente abdominal preiliaca 448,93 408,21 489,66
Hembra Aorta ascendente 446,05 419,34 472,76
Aorta descendente toracica 439,33 404,24 474,42
Aorta descendente abdominal prerrenal 471,95 442,49 501,40
Aorta descendente abdominal postrenal 451,17 424,45 477,89
Aorta descendente abdominal preiliaca 440,50 410,12 470,89

Tabla 72. Modelo 1.b. Frecuencia cardiaca = p + Vaso + Sexo + Vaso*Sexo. Se evalla la interaccién y se
contrastan las diferencias entre sexo para HR en una localizaciéon concreta. No se observan diferencias
estadisticamente significativas en la frecuencia cardiaca registrada en cada vaso segun el género del
animal.
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HR (bpm)
Sexo Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Macho Aorta ascendente 438,76 374,85 502,66
Aorta descendente toracica 444,08 382,87 505,28
Aorta descendente abdominal prerrenal 463,96 401,30 526,61
Aorta descendente abdominal postrenal 465,29 407,19 523,39
Aorta descendente abdominal preiliaca 439,62 372,10 507,14
Hembra Aorta ascendente 452,32 406,42 498,22
Aorta descendente toracica 445 44 394,98 495,91
Aorta descendente abdominal prerrenal 478,09 430,34 525,85
Aorta descendente abdominal postrenal 457,35 413,03 501,67
Aorta descendente abdominal preiliaca 446,78 399,20 494,35

Tabla 73. Modelo 2.b. Frecuencia cardiaca = y + Vaso + Sexo + Peso + Vaso*Sexo. Se evalla la
interaccion y se contrastan las diferencias entre sexo para frecuencia cardiaca en una localizacion
concreta. No se observan diferencias estadisticamente significativas en la frecuencia cardiaca de los
ratones en cada vaso segun el género.

C.2.4 VELOCIDAD SISTOLICA MAXIMA

En los dos modelos se observa que la velocidad sistdlica maxima
disminuye progresivamente desde la aorta ascendente, donde supera los 1000
mm/s de promedio, hasta la aorta descendente abdominal preiliaca, donde
alcanza valores promedios de entre 400 y 500 mm/s. Las diferencias en la
velocidad sistdlica maxima de las cinco localizaciones evaluadas son
estadisticamente significativas entre si, excepto entre la aorta descendente
abdominal prerrenal y postrenal (ver indices en las Tablas 74 y 75).

En el modelo 1.a el efecto del género en la velocidad sistolica maxima
de la aorta en conjunto no es, en términos generales, estadisticamente
significativo (P-valor para sexo=0,759) por lo que se podria concluir que, en
general, el género no afecta la PSV de la aorta (Tabla 74).

Por el contrario, al utilizar el modelo 2.a se observa que, en términos
generales, si existen diferencias estadisticamente significativas en la velocidad
sistélica maxima segun si se estudia un macho o una hembra (P-valor para
sex0=0,007). De la misma forma se observa que el efecto del peso en la
velocidad sistolica maxima también es estadisticamente significativo (P=0,011)
(Tabla 75). Esto nos indica que en general, machos y hembras tienen una PSV

diferente y que el peso aporta informacién relevante al estudio.
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PSV (mm/s)
Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Aorta ascendente 1154,73a 1081,90 1227,56
Aorta descendente toracica 790,80b 748,19 833,42
Aorta descendente abdominal prerrenal 636,29c 565,37 707,21
Aorta descendente abdominal postrenal 575,01c 486,10 663,93
Aorta descendente abdominal preiliaca 463,96d 41412 513,79

Tabla 74. Modelo 1.a. PSV = p + Vaso + Sexo. P-valor para sexo0=0,759. Los indices indican grupos
diferenciados.

PSV (mm/s)
Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Aorta ascendente 1141,76a 1067,38 1216,13
Aorta descendente toracica 773,70b 729,69 817,70
Aorta descendente abdominal prerrenal 622,38c 553,54 691,22
Aorta descendente abdominal postrenal 561,17c 473,60 648,74
Aorta descendente abdominal preiliaca 451,11d 403,12 499,11

Tabla 75. Modelo 2.a. PSV =y + Vaso + Sexo + Peso. P-valor para sexo=0,007; P-valor para peso=0,011.
Los indices indican grupos diferenciados.

Al evaluar la interaccion (vaso*sexo) y contrastar las diferencias de la
velocidad sistélica maxima en cada localizacion segun el género, se observan
diferencias entre ambos modelos. Asi, en el modelo 1.b, la velocidad sistdlica
maxima en la aorta ascendente y en la aorta descendente prerrenal es
estadisticamente diferente entre machos y hembras (P=0,008 y P=0,029
respectivamente) (Tabla 76). En cambio, en el modelo 2.b, que tiene en cuenta
ademas del efecto de sexo el efecto del peso de los animales, no se observan
diferencias en la aorta ascendente entre machos y hembras pero si en la aorta
descendente toracica (P=0,012), en la aorta descendente prerrenal (P=0,001) y
en la aorta descendente abdominal preiliaca (P=0,006) (Tabla 77). Teniendo en
cuenta que en el modelo 2.a se ha visto que el peso es una covariable
importante (P=0,011), los resultados del modelo 2.b son los mas interesantes.
Si se repitiera el estudio con animales de pesos mas homogéneos, es posible
que en la aorta ascendente no se observaran diferencias entre machos vy
hembras (ya que es probable que estas diferencias no se expliquen en su
totalidad por el género, sino también por el hecho de tener pesos diferentes).
En cambio, es posible que las diferencias observadas en la aorta descendente

toracica, prerrenal y preiliaca se manifestaran nuevamente. En este caso seria
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necesario realizar nuevos estudios para discriminar si las diferencias se deben

a uno u otro factor o a ambos.

PSV (mm/s)
Sexo Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Macho Aorta ascendente* 1262,30 1169,38 1355,22
Aorta descendente toracica 759,51 697,35 821,66
Aorta descendente abdominal prerrenal** 553,25 481,28 625,22
Aorta descendente abdominal postrenal 595,48 44475 746,21
Aorta descendente abdominal preiliaca 462,31 383,36 541,25
Hembra Aorta ascendente* 1085,69 994,87 1176,51
Aorta descendente toracica 809,00 751,66 866,34
Aorta descendente abdominal prerrenal** 690,09 590,29 789,89
Aorta descendente abdominal postrenal 559,74 455,08 664,40
Aorta descendente abdominal preiliaca 463,18 399,31 527,05

Tabla 76. Modelo 1.b. PSV = p + Vaso + Sexo + Vaso*Sexo. Se evalua la interaccion y se contrastan las
diferencias segun el género en PSV en una localizacién concreta. Se observan diferencias estadisticamente
significativas en PSV en la aorta ascendente (*, P=0,008) y en la aorta descendente prerrenal (**, P=0,029)
segun el género del animal.

PSV (mm/s)
Sexo Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Macho Aorta ascendente 1183,33 1068,64 1298,03
Aorta descendente toracica* 673,54 571,94 775,14
Aorta descendente abdominal prerrenal** 474,28 389,72 558,85
Aorta descendente abdominal postrenal 516,52 381,42 651,61
Aorta descendente abdominal preiliaca*** 383,34 309,54 457 14
Hembra Aorta ascendente 1138,73 1037,42 1240,03
Aorta descendente toracica* 859,89 792,65 927,14
Aorta descendente abdominal prerrenal** 741,52 632,50 850,53
Aorta descendente abdominal postrenal 611,32 513,01 709,63
Aorta descendente abdominal preiliaca*** 516,43 455,27 577,59

Tabla 77. Modelo 2.b. PSV = p + Vaso + Sexo + Peso + Vaso*Sexo. Se evalua la interaccion y se contrastan
las diferencias entre sexo para PSV en una localizacion concreta. Se observan diferencias estadisticamente
significativas en PSV en la aorta descendente toracica (*P=0,012), en la aorta descendente abdominal
prerrenal (**, P=0,001) y en la aorta descendente abdominal preiliaca (***, P=0,006) segun el género del
animal.

C.2.5 VELOCIDAD DIASTOLICA MIiNIMA

En ambos modelos se observa que la velocidad diastdlica minima va
aumentando progresivamente a lo largo de la aorta, lo que se traduce en una
desaparicion paulatina del flujo reverso al inicio de la diastole. En ambos
modelos el flujo reverso se observa mayoritariamente en la aorta ascendente y
descendente toracica y, al avanzar por el abdomen en sentido caudal,
desaparece.

Las diferencias en la velocidad diastdlica minima entre la aorta

ascendente, la descendente toracica y todos los puntos estudiados en el
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abdomen son estadisticamente significativas. Entre la aorta descendente
prerrenal, postrenal y preiliaca no se observan diferencias (ver indices
diferentes en las Tablas 78 y 79).

En ambos modelos (1.a y 2.a), el efecto del género en la velocidad
diastdlica minima de la aorta en general no es estadisticamente significativo (P-
valor para sexo >0,05). En el modelo 2.a se observa ademas que el efecto del
peso tampoco es estadisticamente significativo en la MDV de la aorta en
general (P=0,959).

MDV (mm/s)
Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Aorta ascendente -188,70a -208,72 -168,69
Aorta descendente toracica -114,56b -134,45 -94,68
Aorta descendente abdominal prerrenal 33,80c 10,18 57,43
Aorta descendente abdominal postrenal 3521c 11,40 59,03
Aorta descendente abdominal preiliaca 34,84 c 20,80 48,89

Tabla 78. Modelo 1.a. MDV = p + Vaso + Sexo. P-valor para sexo0=0,156. Los indices indican grupos
diferenciados.

MDV (mm/s)
Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Aorta ascendente -188,64a -208,12 -169,16
Aorta descendente toracica -114,49b -134,41 -94,57
Aorta descendente abdominal prerrenal 33,87¢c 9,69 58,06
Aorta descendente abdominal postrenal 35,28¢c 10,27 60,29
Aorta descendente abdominal preiliaca 34,91c 20,04 49,77

Tabla 79. Modelo 2.a. MDV = p + Vaso + Sexo + Peso. P-valor para sexo=0,422; P-valor para peso=0,959.
Los indices indican grupos diferenciados.

Al evaluar la interaccion (vaso*sexo) y contrastar las diferencias de la
velocidad diastdlica minima en cada localizacién segun el género, no se
observan diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los modelos
(Tablas 80y 81).
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MDV (mm/s)
Sexo Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Macho Aorta ascendente -193,69 -228,42 -158,96
Aorta descendente toracica -112,55 -151,29 -73,81
Aorta descendente abdominal prerrenal 8,77 -32,73 50,26
Aorta descendente abdominal postrenal 20,46 -21,89 62,81
Aorta descendente abdominal preiliaca 38,67 24,48 52,85
Hembra Aorta ascendente -182,86 -207,07 -158,64
Aorta descendente toracica -113,23 -132,40 -94,05
Aorta descendente abdominal prerrenal 52,93 28,60 77,27
Aorta descendente abdominal postrenal 47,56 21,15 73,97
Aorta descendente abdominal preiliaca 35,18 15,11 55,26

Tabla 80. Modelo 1.b. MDV = p + Vaso + Sexo + Vaso*Sexo. Se evalla la interaccion y se contrastan las
diferencias entre sexo para MDV en una localizacién concreta. No se observan diferencias estadisticamente
significativas en MDV en las diferentes localizaciones segun el género del animal.

MDV (mm/s)
Sexo Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Macho Aorta ascendente -192,23 -227,14 -157,32
Aorta descendente toracica -111,00 -153,47 -68,54
Aorta descendente abdominal prerrenal 10,23 -35,19 55,65
Aorta descendente abdominal postrenal 21,92 -28,43 72,27
Aorta descendente abdominal preiliaca 40,13 20,94 59,31
Hembra Aorta ascendente -183,84 -212,16 -155,52
Aorta descendente toracica -114,18 -137,00 -91,39
Aorta descendente abdominal prerrenal 51,98 26,64 77,32
Aorta descendente abdominal postrenal 46,60 19,71 73,49
Aorta descendente abdominal preiliaca 34,20 15,05 53,34

Tabla 81. Modelo 2.b. MDV = p + Vaso + Sexo + Peso + Vaso*Sexo. Se evalla la interaccion y se contrastan
las diferencias entre sexo para MDV en una localizacién concreta. No se observan diferencias
estadisticamente significativas en MDV en cada vaso segun el género.

C.2.6 VELOCIDAD MEDIA

En ambos modelos se observa que el promedio de la velocidad media
disminuye progresivamente desde la aorta ascendente hasta la aorta
descendente abdominal preiliaca. Las diferencias en las cinco localizaciones
evaluadas son estadisticamente significativas entre si, excepto entre la aorta
descendente abdominal prerrenal y la postrenal (ver indices en las Tablas 82 y
83).

En el modelo 1.a, el efecto del género en la velocidad media de la aorta
en general (sin especificar localizaciones concretas) no es estadisticamente
significativo (P-valor para sexo = 0,476) por lo que se podria concluir que, en

general, el género no afecta la TAMX de la aorta (Tabla 82).

111



RESULTADOS

Por el contrario, al utilizar el modelo 2.a se observa que, en general, si
existen diferencias estadisticamente significativas en la velocidad media segun
si se estudia un macho o una hembra (P-valor para sexo = 0,021). En cambio,
el efecto del peso en la velocidad media en cada localizacibn no es
estadisticamente significativo (P=0,072) (Tabla 83). En este caso, como el peso
no se considera una covariable significativa, los resultados mas correctos
serian los del modelo 1.a. Sin embargo, si se repitiera el estudio en nuevos
animales y el P-valor del peso fuera menor a 0,05, los valores que
obtendriamos serian similares a los del modelo 2.a (que, en general, el sexo y

el peso si tienen efecto en la TAMX de la aorta).

TAMX (mm/s)
Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Aorta ascendente 633,99a 589,99 677,99
Aorta descendente toracica 430,62b 407,00 454,24
Aorta descendente abdominal prerrenal 344,43c 307,30 381,56
Aorta descendente abdominal postrenal 302,18c 252,59 351,76
Aorta descendente abdominal preiliaca 244.42d 218,07 270,77

Tabla 82. Modelo 1.a. TAMX = py + Vaso + Sexo. P-valor para sexo0=0,476. Los indices indican grupos
diferenciados.

TAMX (mm/s)
Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Aorta ascendente 628,39a 581,82 674,96
Aorta descendente toracica 423,14b 398,61 447,68
Aorta descendente abdominal prerrenal 338,42c 302,32 374,52
Aorta descendente abdominal postrenal 296,20c 245,78 346,62
Aorta descendente abdominal preiliaca 238,88d 211,92 265,83

Tabla 83. Modelo 2.a. TAMX = py+ Vaso + Sexo + Peso. P-valor para sexo0=0,021; P-valor para
peso=0,072. Los indices indican grupos diferenciados.

Al evaluar la interaccion (vaso*sexo) y contrastar las diferencias de la
velocidad media en cada localizacion segun el género, se observan diferencias
entre ambos modelos. En el modelo 1.b, la velocidad media en la aorta
descendente prerrenal es estadisticamente superior en hembras que en
machos (P=0,013) (Tabla 84). En el modelo 2.b también se observa que la
velocidad media es significativamente superior en las hembras en la aorta
descendente prerrenal (P<0,001). Pero ademas, en la aorta descendente
toracica y en la aorta descendente abdominal preiliaca se obtienen resultados

similares (P=0,020 y P=0,013, respectivamente) (Tabla 85). Como la covariable
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peso no es significativa (P=0,072), en este estudio los resultados mas correctos
serian los del modelo 1.b (s6lo habria diferencias estadisticamente
significativas en la aorta prerrenal). Sin embargo, si repitieramos el estudio y el
P-valor del peso fuese menor a 0,05, seguramente los resultados obtenidos

serian similares a los del modelo 2.b.

TAMX (mm/s)
Sexo Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Macho Aorta ascendente 677,21 610,90 743,52
Aorta descendente toracica 407,84 374,60 441,08
Aorta descendente abdominal prerrenal* 297,03 264,35 329,70
Aorta descendente abdominal postrenal 300,74 219,35 382,12
Aorta descendente abdominal preiliaca 235,55 197,17 273,94
Hembra Aorta ascendente 609,38 556,04 662,72
Aorta descendente toracica 447,60 414,37 480,82
Aorta descendente abdominal prerrenal* 378,20 323,24 433,17
Aorta descendente abdominal postrenal 305,27 244,70 365,85
Aorta descendente abdominal preiliaca 252,38 216,63 288,12

Tabla 84. Modelo 1.b. TAMX = u + Vaso + Sexo + Vaso*Sexo. Se evalla la interaccién y se contrastan las
diferencias entre sexo para TAMX en una localizacién concreta. Se observan diferencias estadisticamente
significativas en TAMX en la aorta descendente prerrenal (*, P=0,013) segun el género del animal.

TAMX (mm/s)
Sexo Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Macho Aorta ascendente 643,13 559,68 726,57
Aorta descendente toracica* 370,54 314,25 426,83
Aorta descendente abdominal prerrenal** 262,94 225,72 300,16
Aorta descendente abdominal postrenal 266,65 183,53 349,77
Aorta descendente abdominal preiliaca*** 201,47 157,37 245,57
Hembra Aorta ascendente 632,28 578,17 686,38
Aorta descendente toracica* 469,48 429,32 509,65
Aorta descendente abdominal prerrenal** 400,39 341,26 459,53
Aorta descendente abdominal postrenal 327,53 270,72 384,34
Aorta descendente abdominal preiliaca*** 275,36 241,33 309,39

Tabla 85. Modelo 2.b. TAMX = py + Vaso + Sexo + Peso + Vaso*Sexo. Se evalla la interaccion y se
contrastan las diferencias entre sexos para TAMX en una localizacién concreta. Se observan diferencias
estadisticamente significativas en TAMX en la aorta descendente toracica (*P=0,020), en la aorta
descendente abdominal prerrenal (**, P<0,001) y en la aorta descendente abdominal preiliaca (***, P=0,013)
segun el género.

C.2.7 ACELERACION

En ambos modelos la aceleracion del flujo disminuye a lo largo de la
aorta. Las diferencias en las localizaciones estudiadas son estadisticamente
significativas entre si, excepto entre la aorta descendente toracica y la prerrenal
y entre la aorta prerrenal y la postrenal (ver indices en las Tablas 86 y 87).

En ambos modelos (1.a y 2.a), el efecto del género en la aceleracion no

es estadisticamente significativo (P-valor para sexo > 0,05), por lo que se
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podria concluir que, en general, el género no afecta a la aceleracion a lo largo

de la aorta.

a (mm/s?)

Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior

Aorta ascendente 144961,25a 126078,40 163844,10

Aorta descendente toracica 55184,20b 46495,68 63872,73

Aorta descendente abdominal prerrenal 47157,94bc 40937,23 53378,65

Aorta descendente abdominal postrenal 45541,23¢c 38499,37 52583,21

Aorta descendente abdominal preiliaca 37898,70d 32973,94 42823,47

Tabla 86. Modelo 1.a. Aceleracion = p + Vaso + Sexo. P-valor para sexo=0,513. Los indices indican grupos
diferenciados.

En el modelo 2.a, el efecto del peso en la aceleraciéon tampoco es

estadisticamente significativo (P=0,347).

a (mm/s?)
Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Aorta ascendente 143927 ,55a 125111,33 162743,78
Aorta descendente toracica 53867,57b 44914,40 62820,73
Aorta descendente abdominal prerrenal 46052,72bc 39910,40 52195,03
Aorta descendente abdominal postrenal 44446,46¢ 37651,90 51241,02
Aorta descendente abdominal preiliaca 36875,59d 32119,04 41632,14

Tabla 87. Modelo 2.a. Aceleracién = y + Vaso + Sexo + Peso. P-valor para sex0=0,591; P-valor para
peso= 0,347. Los indices indican grupos diferenciados.

Al evaluar la interaccion (vaso*sexo) y contrastar las diferencias de la
aceleracion en cada localizacion segun el género, se observan diferencias
entre ambos modelos. En el modelo 1.b, la aceleracion de la aorta descendente

prerrenal es estadisticamente superior en las hembras (P=0,041) (Tabla 88).

a (mm/s?)
Sexo Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Macho Aorta ascendente 160611,21 136243,70 184978,71
Aorta descendente toracica 55634,47 44246,90 67022,05
Aorta descendente abdominal prerrenal* 40086,07 32441,04 47731,11
Aorta descendente abdominal postrenal 45117,87 34035,41 56200,33
Aorta descendente abdominal preiliaca 36970,22 29262,38 44678,05
Hembra Aorta ascendente 134422,86 108351,40 160494,33
Aorta descendente toracica 54219,06 42155,84 66282,28
Aorta descendente abdominal prerrenal* 51207,10 43767,34 58646,85
Aorta descendente abdominal postrenal 45129,75 37225,84 53033,65
Aorta descendente abdominal preiliaca 37722,15 31902,91 43541,38

Tabla 88. Modelo 1.b. Aceleracion = y + Vaso + Sexo + Vaso*Sexo. Se evalua la interaccion y se contrastan
las diferencias entre sexos para la aceleracion en una localizacién concreta. Se observan diferencias
estadisticamente significativas en la aceleracién en la aorta descendente prerrenal (*, P=0,041) segun el
género del animal.
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En el modelo 2.b, al considerar el efecto del peso de los animales, no se
observan diferencias estadisticamente significativas en ninguna localizacion por
lo que puede ser que las diferencias observadas en el modelo 1.b no se
expliquen completamente por el género, sino que la diferencia de peso puede

ser responsable en parte de los cambios (Tabla 89).

a (mm/s?)
Sexo Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Macho Aorta ascendente 154369,72 128095,92 180643,52
Aorta descendente toracica 48948,22 31393,09 66503,36
Aorta descendente abdominal prerrenal 33844,59 19051,90 48637,27
Aorta descendente abdominal postrenal 38876,38 25336,26 52416,50
Aorta descendente abdominal preiliaca 30728,73 17546,51 43910,95
Hembra Aorta ascendente 138614,92 110626,58 166603,26
Aorta descendente toracica 58237,96 43519,70 72956,21
Aorta descendente abdominal prerrenal 55280,64 43025,36 67535,92
Aorta descendente abdominal postrenal 49220,86 37493,78 60947,93
Aorta descendente abdominal preiliaca 41931,26 31386,92 52475,60

Tabla 89. Modelo 2.b. Aceleracién = p + Vaso + Sexo + Peso + Vaso*Sexo. Se evalla la interaccion y se
contrastan las diferencias entre sexo para la aceleraciéon en una localizacién concreta. No se observan
diferencias estadisticamente significativas en la aceleracion en cada vaso segun el género.

C.2.8 TIEMPO DE ACELERACION

En ambos modelos el tiempo de aceleracién mas bajo es el de la aorta
ascendente, seguido por la aorta descendente abdominal en los tres puntos
estudiados (que no difieren estadisticamente entre si), y el mas alto el de la
aorta descendente toracica (ver indices en las Tablas 90 y 91).

En ambos modelos (1.a y 2.a), el efecto del género en el tiempo de
aceleracion en la aorta no es estadisticamente significativo (P-valor para sexo
> 0,05), por lo que se podria concluir que, en general, el género no afecta al

tiempo de aceleracion del flujo en la aorta.

t (ms)
Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Aorta ascendente 9,81a 8,70 10,93
Aorta descendente toracica 15,38¢c 13,45 17,30
Aorta descendente abdominal prerrenal 12,50b 11,03 13,97
Aorta descendente abdominal postrenal 12,01b 11,13 12,88
Aorta descendente abdominal preiliaca 11,83b 11,01 12,65

Tabla 90. Modelo 1.a Tiempo de aceleracién = y + Vaso + Sexo. P-valor para sexo=0,742. Los indices
indican grupos diferenciados.
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En el modelo 2.a, el efecto del peso en el tiempo de aceleracion

tampoco es estadisticamente significativo (P=0,930).

t (ms)
Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Aorta ascendente 9,80 a 8,66 10,94
Aorta descendente toracica 15,36¢ 13,42 17,30
Aorta descendente abdominal prerrenal 12,49b 10,98 14,00
Aorta descendente abdominal postrenal 12,00b 11,15 12,84
Aorta descendente abdominal preiliaca 11,82b 10,95 12,69

Tabla 91. Modelo 2.a. Tiempo de aceleracién = p + Vaso + Sexo + Peso. P-valor para sex0=0,817; P-valor
para peso=0,930. Los indices indican grupos diferenciados.

Al evaluar la interaccion (vaso*sexo) y contrastar las diferencias del
tiempo de aceleracion en cada localizaciéon segun el género, no se observan

diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los dos modelos

(Tablas 92 y 93).

t (ms)

Sexo Vaso Media Intervalo de confianza 95%

Inferior Superior

Macho Aorta ascendente 9,58 8,47 10,70
Aorta descendente toracica 14,26 11,62 16,90
Aorta descendente abdominal prerrenal 13,07 10,10 16,04
Aorta descendente abdominal postrenal 11,92 10,97 12,87
Aorta descendente abdominal preiliaca 12,00 10,99 13,01

Hembra Aorta ascendente 10,00 8,30 11,70
Aorta descendente toracica 16,14 13,55 18,73
Aorta descendente abdominal prerrenal 12,17 11,01 13,33
Aorta descendente abdominal postrenal 12,11 10,78 13,44
Aorta descendente abdominal preiliaca 11,77 10,62 12,92

Tabla 92. Modelo 1.b. Tiempo de aceleracién = p + Vaso + Sexo + Vaso*Sexo. Se evalua la interaccion y se
contrastan las diferencias entre sexos para el tiempo de aceleracion en una localizacién concreta. No se
observan diferencias estadisticamente significativas en el tiempo de aceleracion en las diferentes
localizaciones segun el género del animal.

t (ms)
Sexo Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Macho Aorta ascendente 9,45 7,44 11,46
Aorta descendente toracica 14,11 10,98 17,24
Aorta descendente abdominal prerrenal 12,93 9,57 16,29
Aorta descendente abdominal postrenal 11,78 9,97 13,608
Aorta descendente abdominal preiliaca 11,87 10,20 13,53
Hembra Aorta ascendente 10,09 8,05 12,13
Aorta descendente toracica 16,23 13,40 19,05
Aorta descendente abdominal prerrenal 12,26 10,71 13,80
Aorta descendente abdominal postrenal 12,20 10,28 14,11
Aorta descendente abdominal preiliaca 11,86 10,39 13,33

Tabla 93. Modelo 2.b. Tiempo de aceleracion = p + Vaso + Sexo + Peso + Vaso*Sexo. Se evalua la
interaccion y se contrastan las diferencias entre sexo para el tiempo de aceleracion en una localizacion
concreta. No se observan diferencias estadisticamente significativas en el tiempo de aceleracién en cada
vaso segun el género.
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C.2.9 iNDICE DE PULSATILIDAD

En la aorta, los indices de pulsatilidad mas altos se observan en el térax
(aorta ascendente y descendente toracica) donde alcanzan valores promedio
superiores a 2. En la aorta descendente abdominal postrenal y preiliaca se
obtienen indices estadisticamente inferiores a los del térax pero similares entre
si. Por ultimo, en la aorta descendente prerrenal el indice de pulsatilidad es
menor al de la aorta en el térax y al de la aorta postrenal, pero similar al de la
aorta preiliaca (ver indices diferentes en las Tablas 94 y 95).

En ambos modelos (1.a y 2.a), el efecto del género en el Pl de la aorta
no es estadisticamente significativo (P-valor para sexo >0,05), por lo que se

podria concluir que, en general, el género no afecta al indice de pulsatilidad de

la aorta.

Pl

Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior

Aorta ascendente 2,13a 2,07 2,20

Aorta descendente toracica 2,10a 2,05 2,15

Aorta descendente abdominal prerrenal 1,76¢ 1,68 1,84

Aorta descendente abdominal postrenal 1,88b 1,76 1,99

Aorta descendente abdominal preiliaca 1,78bc 1,69 1,87

Tabla 94. Modelo 1.a. Pl = y + Vaso + Sexo. P-valor para sexo= 0,073. Los indices indican grupos
diferenciados.

En el modelo 2.a, el efecto del peso en el Pl en cada localizacion

tampoco es estadisticamente significativo (P=0,453).

Pl
Vaso Media Intervalo de confianza95%
Inferior Superior
Aorta ascendente 2,12a 2,05 2,20
Aorta descendente toracica 2,09a 2,04 2,14
Aorta descendente abdominal prerrenal 1,75¢ 1,67 1,84
Aorta descendente abdominal postrenal 1,87b 1,74 1,99
Aorta descendente abdominal preiliaca 1,77bc 1,66 1,88

Tabla 95. Modelo 2.a. Pl = y + Vaso + Sexo + Peso. P-valor para sexo=0,992; P-valor para peso=0,453.
Los indices indican grupos diferenciados.

Al evaluar la interaccion (vaso*sexo) y contrastar las diferencias del
indice de pulsatilidad en cada localizacion segun el género, se observan
diferencias entre ambos modelos. En el modelo 1.b, el indice de pulsatilidad de
la aorta postrenal es estadisticamente mayor en machos que en hembras
(P=0,022) (Tabla 96).
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Pl
Sexo Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Macho Aorta ascendente 2,16 2,04 2,27
Aorta descendente toracica 2,13 2,04 2,23
Aorta descendente abdominal prerrenal 1,84 1,68 1,99
Aorta descendente abdominal postrenal* 2,02 1,85 2,19
Aorta descendente abdominal preiliaca 1,77 1,65 1,89
Hembra Aorta ascendente 2,10 2,04 2,17
Aorta descendente toracica 2,06 2,02 2,10
Aorta descendente abdominal prerrenal 1,70 1,62 1,77
Aorta descendente abdominal postrenal* 1,76 1,62 1,90
Aorta descendente abdominal preiliaca 1,76 1,64 1,90

Tabla 96. Modelo 1.b. Pl = p + Vaso + Sexo + Vaso*Sexo. Se evalla la interaccion y se contrastan las
diferencias entre sexos para Pl en una localizaciéon concreta. Se observan diferencias estadisticamente
significativas en Pl en la aorta postrenal (*, P=0,022) segun el género del animal.

En el modelo 2.b, no se observan diferencias en ninguna localizacion debidas

al género (Tabla 97).

Pl
Sexo Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Macho Aorta ascendente 2,10 1,88 2,31
Aorta descendente toracica 2,07 1,91 2,24
Aorta descendente abdominal prerrenal 1,78 1,57 1,99
Aorta descendente abdominal postrenal 1,96 1,71 2,22
Aorta descendente abdominal preiliaca 1,72 1,48 1,95
Hembra Aorta ascendente 2,14 2,02 2,29
Aorta descendente toracica 2,10 2,00 2,20
Aorta descendente abdominal prerrenal 1,74 1,62 1,86
Aorta descendente abdominal postrenal 1,80 1,65 1,95
Aorta descendente abdominal preiliaca 1,80 1,67 1,94

Tabla 97. Modelo 2.b. Pl = y + Vaso + Sexo + Peso + Vaso*Sexo. Se evalua la interaccion y se contrastan
las diferencias entre sexos para Pl en una localizacion concreta. No se observan diferencias
estadisticamente sianificativas en Pl en cada vaso seaun el aénero.

C.2.10 iNDICE DE RESISTENCIA

En los dos modelos se observa que el indice de resistencia de la aorta
en el térax es significativamente mayor que en el abdomen (ver indices en las
Tablas 98 y 99) y que el efecto del género en el indice de resistencia de la
aorta no es estadisticamente significativo (P-valor para sexo >0,05), por lo que

se podria concluir que, en general, el género no afecta al Rl en la aorta.
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RI
Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Aorta ascendente 1,16a 1,15 1,18
Aorta descendente toracica 1,14a 1,12 1,17
Aorta descendente abdominal prerrenal 0,95b 0,91 0,99
Aorta descendente abdominal postrenal 0,96b 0,92 1,00
Aorta descendente abdominal preiliaca 0,93b 0,89 0,97

Tabla 98. Modelo 1.a. Rl = y+ Vaso + Sexo. P-valor para sexo0=0,635. Los indices indican grupos
diferenciados.

En el modelo 2.a, el efecto del peso en el indice de resistencia de la

aorta tampoco es estadisticamente significativo (P=0,884).

RI
Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Aorta ascendente 1,16a 1,15 1,18
Aorta descendente toracica 1,14a 1,12 1,17
Aorta descendente abdominal prerrenal 0,95b 0,91 0,99
Aorta descendente abdominal postrenal 0,96b 0,92 1,00
Aorta descendente abdominal preiliaca 0,93b 0,89 0,97

Tabla 99. Modelo 2.a. Rl = py + Vaso + Sexo + Peso. P-valor para sex0=0,625; P-valor para peso=0,884.
Los indices indican grupos diferenciados.

Al evaluar la interaccidn (vaso*sexo) y contrastar las diferencias del
indice de resistencia en cada localizaciéon segun el género, no se observan
diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los dos modelos
(Tablas 100 y 101).

RI
Sexo Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Macho Aorta ascendente 1,15 1,13 1,18
Aorta descendente toracica 1,14 1,10 1,19
Aorta descendente abdominal prerrenal 0,99 0,90 1,06
Aorta descendente abdominal postrenal 1,00 0,94 1,06
Aorta descendente abdominal preiliaca 0,91 0,87 0,95
Hembra Aorta ascendente 1,17 1,15 1,19
Aorta descendente toracica 1,14 1,18 1,17
Aorta descendente abdominal prerrenal 0,92 0,89 0,96
Aorta descendente abdominal postrenal 0,93 0,89 0,99
Aorta descendente abdominal preiliaca 0,94 0,88 1,00

Tabla 100. Modelo 1.a. Rl = p + Vaso + Sexo + Vaso*Sexo. Se evalla la interaccion y se contrastan las
diferencias entre sexos para Rl en una localizacion concreta. No se observan diferencias estadisticamente
significativas en Rl en ninguna localizacion segun el género del animal.
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RI

Sexo

Macho

Hembra

Vaso

Aorta ascendente

Aorta descendente toracica

Aorta descendente abdominal prerrenal
Aorta descendente abdominal postrenal
Aorta descendente abdominal preiliaca

Aorta ascendente

Aorta descendente toracica

Aorta descendente abdominal prerrenal
Aorta descendente abdominal postrenal
Aorta descendente abdominal preiliaca

Media

1,15
1,14
0,98
1,00
0,91
1,17
1,14
0,92
0,93
0,94

Intervalo de confianza 95%

Inferior
1,12
1,09
0,90
0,93
0,86
1,14
1,11
0,89
0,89
0,89

Superior
1,19
1,20
1,06
1,07
0,95
1,20
1,17
0,96
0,97
1,00

Tabla 101. Modelo 2.a. Rl = y + Vaso + Sexo + Peso + Vaso*Sexo. Se evalla la interacciéon y se
contrastan las diferencias entre sexo para Rl en una localizacién concreta. No se observan diferencias

estadisticamente significativas en Rl en cada vaso segun el género.

C.2.11 FLUJO

En ambos modelos se observa que el flujo sanguineo disminuye

progresivamente a lo largo de la aorta. Las diferencias del flujo en cada

localizacion evaluada son estadisticamente significativas entre si (ver indices

en las Tablas 102 y 103).

En ambos modelos (1.a y 2.a), el efecto del género en el flujo en la aorta

no es estadisticamente significativo (P-valor para sexo >0,05), por lo que se

podria concluir que, en general, el género no afecta al flujo en la aorta.

Flujo (mm°/s)

Vaso

Aorta ascendente

Aorta descendente toracica

Aorta descendente abdominal prerrenal
Aorta descendente abdominal postrenal
Aorta descendente abdominal preiliaca

Media

1217,35a
457,90b
293,46¢
143,49d
88,97e

Intervalo de confianza 95%

Inferior
1108,35
395,22
246,49
116,16
71,15

Superior
1326,36
520,59
340,44
170,82
106,79

Tabla 102. Modelo 1.a. Flujo = p + Vaso + Sexo. P-valor para sexo=0,671. Los indices indican grupos

diferenciados.

En el modelo 2.a el efecto del peso en el valor del flujo de cada

localizacion tampoco es estadisticamente significativo (P=0,969).

Flujo (mm°/s)

Vaso

Aorta ascendente

Aorta descendente toracica

Aorta descendente abdominal prerrenal
Aorta descendente abdominal postrenal
Aorta descendente abdominal preiliaca

Media

1217,66a
458,31b
293,79c
143,81d
89,27e

Intervalo de confianza 95%

Inferior
1105,19
391,13
246,50
109,44
62,96

Superior
1330,12
525,48
341,08
178,18
115,58

Tabla 103. Modelo 2.a. Flujo = p + Vaso + Sexo + Peso. P-valor para sexo0=0,863; P-valor para

peso=0,969. Los indices indican grupos diferenciados.

120




RESULTADOS

Al evaluar la interaccién (vaso*sexo) y contrastar las diferencias en el
flujo sanguineo en cada localizacion segun el género, no se observan

diferencias significativas en ninguno de los dos modelos (Tablas 104 y 105).

Flujo (mm’/s)
Sexo Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Macho Aorta ascendente 1286,01 1102,76 1469,26
Aorta descendente toracica 399,79 325,03 474,54
Aorta descendente abdominal prerrenal 290,02 228,73 351,31
Aorta descendente abdominal postrenal 150,17 102,53 197,81
Aorta descendente abdominal preiliaca 93,19 67,13 119,25
Hembra Aorta ascendente 1171,87 1042,71 1301,03
Aorta descendente toracica 493,97 407,82 580,11
Aorta descendente abdominal prerrenal 293,62 225,98 361,25
Aorta descendente abdominal postrenal 136,77 110,60 162,94
Aorta descendente abdominal preiliaca 83,77 67,07 100,46

Tabla 104. Modelo 1.b. Flujo = p + Vaso + Sexo + Vaso*Sexo. Se evalla la interaccion y se contrastan las
diferencias entre sexos para el flujo en una localizacion concreta. No se observan diferencias
estadisticamente significativas en el flujo en ninguna localizaciéon segun el género del animal.

Flujo (mm°/s)
Sexo Vaso Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Macho Aorta ascendente 1285,42 1053,68 1517,16
Aorta descendente toracica 399,16 268,18 530,14
Aorta descendente abdominal prerrenal 289,43 194,63 384,22
Aorta descendente abdominal postrenal 149,58 45,64 253,520
Aorta descendente abdominal preiliaca 92,60 0,00 188,91
Hembra Aorta ascendente 1172,27 1022,09 1322,45
Aorta descendente toracica 494,36 383,63 605,08
Aorta descendente abdominal prerrenal 294,01 199,64 388,37
Aorta descendente abdominal postrenal 137,16 74,54 199,77
Aorta descendente abdominal preiliaca 84,17 21,91 146,42

Tabla 105. Modelo 2.b. Flujo = p + Vaso + Sexo + Peso + Vaso*Sexo. Se evalla la interaccion y se
contrastan las diferencias entre sexos para el flujo en una localizacion concreta. No se observan
diferencias estadisticamente significativas en flujo en cada vaso segun el género.

C.3 ESTUDIO ECOGRAFICO VASOS PERIFERICOS

Se realizaron analisis descriptivos e inferenciales de los datos obtenidos
ecograficamente en el tronco braquiocefalico, arteria carétida comun izquierda,
arteria subclavia izquierda, arteria renal derecha y arteria femoral.

Los resultados descriptivos de las variables cuantitativas se han

expresado como media y desviacion estandar. Los resultados descriptivos de
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las variables cualitativas se han expresado como frecuencia absoluta y
porcentaje.

En el analisis inferencial, estas arterias se han estudiado de forma
independiente, sin aplicar un modelo longitudinal. En ellas se ha empleado un
modelo de Analisis de la Covarianza (ANCOVA), que permite valorar
diferencias segun el género en cada vaso periférico estudiado, ajustado por el
peso del animal, que actua como covariable.

Todos los resultados, tanto descriptivos como inferenciales, se exponen

a continuacion.
C.3.1 TRONCO BRAQUIOCEFALICO

C.3.1.1 Abordaje ecografico

Puede valorarse completamente a partir de un abordaje paraesternal
derecho en seccion longitudinal, con el transductor en el tercio medio del torax,
paralelo al eje central del raton, levemente dirigido hacia la izquierda y hacia
dorsal.

Este abordaje permite examinar el origen de las tres ramas del arco
aortico en modo B y calcular el diametro de la luz de cada una de estas
localizaciones en seccion longitudinal y transversa (rotando el transductor 90°)
(Fig. 22). También permite obtener el registro Doppler pulsado del tronco

braquiocefalico y realizar mediciones en él.
C.3.1.2 Descripcidén de los resultados obtenidos

C.3.1.2.1 Ecografia bidimensional

El tronco braquiocefalico pudo examinarse en 26 animales (10 machos y
16 hembras). En una de las hembras del estudio no fue posible obtener
imagenes vasculares de calidad en el térax.

No se observaron alteraciones vasculares ni perivasculares en ninguno
de los casos.
Calculo del diametro de la luz vascular (D, mm)

El diametro del tronco braquiocefalico pudo medirse en todos los
machos (10/10) y en todas las hembras estudiadas (16/16) (Fig. 22).
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Fig. 22. A. Imagen ecografica en la que se observa la aorta ascendente y la salida del tronco braquiocefalico
en seccion longitudinal. B. Imagen ecografica transversa de la entrada del térax en la que se observan las tres
ramas del arco adrtico (1: TB; 2: ACCI; 3: ASCI). C. Espectro Doppler pulsado del TB, que presenta flujo
intermedio con resistencia alta. D. Espectro Doppler del TB de otro ratén que presenta perfil de velocidad de
flujo y resistencia intermedios. E. Imagen ecografica bidimensional del arco aértico en la que se observan sus
tres ramas. F. Imagen ecografica bidimensional transversa de la ACCI. G. Espectro Doppler pulsado de la
ACCI de un ratén con perfil de velocidad de flujo intermedio y resistencia alta. H. Perfil de velocidad de flujo y
resistencia intermedios en la ACCI de otro raton.
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El didametro medio de este vaso es de 0,73 + 0,16 mm y el area 0,43 +
0,19 mm? (media + SD). En las Tablas 106, 107 y 108 se muestran los valores

del diametro y area del tronco braquiocefalico segun el género.

Tronco braquiocefalico

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 0,73 0,16 0,73 0,60 0,84 26
Area (mm?) 0,43 0,19 0,42 0,28 0,55 26

Tabla 106. Diametro y area del tronco braquiocefalico en el conjunto de los animales, sin tener en
cuenta su sexo.

Tronco braquiocefalico. Macho

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 0,75 0,17 0,73 0,63 0,80 10
Area (mm?) 0,46 0,21 0,42 0,31 0,50 10

Tabla 107. Diametro y area del tronco braquiocefalico de los machos.

Tronco braquiocefalico. Hembra

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 0,71 0,16 0,75 0,58 0,84 16
Area (mm?) 042 0,17 0,44 0,27 0,55 16

Tabla 108. Diametro y area en el tronco braquiocefalico de las hembras.

No se observaron diferencias significativas en el diametro ni en el area
del TB segun el sexo (diametro P=0,247, area P=0,167) ni segun el peso de los

animales (diametro P=0,158, area P=0,119).

C.3.1.2.2 Ecografia Doppler pulsado

Se obtuvieron registros Doppler pulsado en todos los machos y en 15
hembras (15/16). El angulo de incidencia fue menor a 60° en un 50,00% (5/10)
de los machos y en un 86,70% (13/15) de las hembras.

Descripcion de la onda Doppler pulsado del tronco braquiocefalico

En el 96,00% de los animales se observo un perfil de velocidad de flujo
arterial de tipo intermedio (10/10 machos y 14/15 hembras) y en el 4,00%
restante (1/15 hembras) un flujo de tipo romo. En este vaso, el 96,00% de los
ratones presenté ondas Doppler de resistencia alta y el 4,00% restante ondas
Doppler de resistencia intermedia sin flujo reverso. En la Tabla 109 se

muestran estos datos y su distribucion segun el sexo del animal.
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Tronco braquiocefalico

Romo
Flujo
Intermedio
Resistencia alta
Ondas

Resistencia intermedia

Total
N N%
1 4,00%
24 96,00%
24 96,00%
1 4,00%

Macho
N N%
0 0,00%
10  100,00%
9 90,00%
1 10,00%

Hembra
N N%
1 6,70%
14 93,30%
15 100,00%
0 0,00%

Tabla 109. Caracteristicas del espectro Doppler pulsado del tronco braquiocefalico murino.

En el tronco braquiocefalico, debido al posicionamiento del transductor y

a la direccion del flujo sanguineo, el espectro Doppler queda por encima de la

linea base ya que la sangre se dirige hacia el transductor (Fig. 22).

Mediciones con Doppler pulsado

El registro Doppler en el tronco braquiocefalico se obtuvo estando los

animales a una frecuencia cardiaca de 443,47 + 56,61 latidos por minuto

(media = SD).

Los datos que se muestran en las Tablas 110, 111 y 112 corresponden al total

de los animales, sin considerar si presentan flujos de resistencia alta o

intermedia.

Tronco braquiocefalico

Media
HR (bpm) 443,47
PSV (mm/s) 518,28
MDV (mm/s) -72,13
TAMX (mm/s) 268,36
a (mm/s?) 67884,99
t (ms) 9,63
PI 2,22
RI 1,14
F (mm?s) 109,14

SD Mediana

56,61 431,33
164,46 504,84
31,95 -76,14
85,26 249,66
39220,38 60388,46
3,65 9,17
0,18 2,22
0,06 1,15
43,29 103,59

Percentil 25
402,33
425,18
-87,05
216,73

42290,15
6,67

2,16

1,12
65,99

Percentil 75 N

500,33 25
549,01 25
-61,36 25
300,86 25
70772,80 25
12,50 25
2,31 25

1,18 25
143,48 25

Tabla 110. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler pulsado en el tronco
braquiocefalico de todos los ratones, sin tener en cuenta el sexo del animal.
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Tronco braquiocefalico. Macho

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
HR (bpm) 443,73 46,16 440,83 400,00 494,00 10
PSV (mm/s) 544,85 143,08 505,72 466,22 674,85 10
MDV (mm/s) -66,47 41,11 -85,90 -89,69 -50,07 10
TAMX (mm/s) 286,57 82,90 259,18 223,63 352,08 10
a (mmlsz) 53079,86 19100,53 58491,95 35165,88 67376,42 10
t (ms) 11,92 3,40 11,67 10,00 14,17 10
PI 2,18 0,24 2,21 2,03 2,31 10
RI 1,13 0,08 1,14 1,10 1,18 10
F (mmsls) 126,52 48,64 141,85 96,33 171,45 10

Tabla 111. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler pulsado en el tronco
braquiocefélico de los ratones macho.

Tronco braquiocefalico. Hembra

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
HR (bpm) 443,29 64,22 426,33 402,33 514,67 15
PSV (mm/s) 500,56 179,90 461,88 388,61 549,01 15
MDV (mm/s) -75,91 25,00 -70,56 -87,05 -61,36 15
TAMX (mm/s) 256,22 87,45 237,00 211,42 300,86 15
a (mm/s?) 77755,07 46276,38 60388,46 42290,15 113703,23 15
t (ms) 8,10 3,02 7,50 5,83 10,00 15
PI 2,25 0,12 2,23 2,16 2,32 15
RI 1,15 0,04 1,16 1,12 1,19 15
F (mm®s) 97,56 36,50 97,63 63,83 135,77 15

Tabla 112. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler en el tronco braquiocefalico de

los ratones hembra.

La frecuencia cardiaca y el flujo sanguineo del tronco braquiocefalico

son significativamente diferentes segun el peso del animal (P=0,031 y P=0,036
respectivamente). Sin embargo, no se ven afectados por el género (P=0,056 y
P=0,273 respectivamente). En una poblacion sometida a las mismas
circunstancias, se esperaria que la frecuencia cardiaca y el flujo sanguineo
aumentaran al aumentar el peso de los animales. Por cada gramo de peso la
frecuencia cardiaca aumentaria 13,21 latidos por minuto y el flujo aumentaria
9,24 mm?®/s.

Se observan diferencias estadisticamente significativas segun el género
del raton en el indice de pulsatilidad (P=0,021) y el tiempo de aceleracién
(P=0,002), en los que, por otro lado, no se observan diferencias significativas
debidas al efecto del peso del animal (P=0,053 y P=0,056 respectivamente)

(Tablas 113y 114).
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Pl
Sexo Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Macho 2,01 1,82 2,19
Hembra 2,37 2,22 2,51

Tabla 113. indice de pulsatilidad del TB, obtenido mediante analisis inferencial a partir de los datos del
estudio. En una poblacion sometida a las mismas circunstancias se esperaria que el Pl fuera mayor en
hembras que en machos.

t (ms)
Sexo Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Macho 15,14 11,61 18,67
Hembra 5,95 3,27 8,63

Tabla 114. Tiempo de aceleracion del TB, obtenido mediante analisis inferencial a partir de los datos del
estudio. En una poblacion sometida a las mismas circunstancias se esperaria que las hembras tuvieran un
tiempo de aceleracién menor que los machos.

C.3.2 ARTERIA CAROTIDA COMUN IZQUIERDA

C.3.2.1 Abordaje ecografico

Para visualizar el origen de la arteria carétida comun izquierda en modo
bidimensional y medir su diametro luminal se realiza el mismo abordaje que en
el caso del tronco braquiocefalico (Fig. 22).

Para obtener el registro Doppler pulsado de la arteria carétida comun
izquierda y realizar mediciones en él puede utilizarse un abordaje paraesternal
izquierdo en seccion longitudinal (transductor en el tercio superior del toérax,
paralelo al eje central del cuerpo del raton, dirigido hacia caudal y ligeramente a

la derecha).
C.3.2.2 Descripcion de los resultados obtenidos

C.3.2.2.1 Ecografia bidimensional

La arteria carétida comun izquierda pudo examinarse en 26 animales (10
machos y 16 hembras). No se observaron alteraciones vasculares ni
perivasculares en ninguno de ellos.

Calculo del diametro de la luz vascular (D, mm)
El diametro de la arteria cardtida comun izquierda pudo medirse en

todos los machos (10/10) y en 14 de las 16 hembras estudiadas (Fig. 22).
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La luz de este vaso mide 0,60 + 0,12 mm vy el area 0,30 + 0,10 mm?
(media £ SD). En las Tablas 115, 116 y 117 se muestran los valores del

diametro y del area segun el género del animal.

Arteria carétida comun izquierda

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 0,60 0,12 0,63 0,57 0,68 24
Area (mm?) 0,30 0,10 0,31 0,26 0,36 24

Tabla 115. Diametro y area de la arteria carétida comun izquierda en el conjunto de los animales, sin
tener en cuenta el sexo.

Arteria carétida comun izquierda. Macho

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 0,59 0,11 0,61 0,56 0,65 10
Area (mm?) 0,29 0,09 0,29 0,25 0,33 10

Tabla 116. Diametro y area de la arteria carétida comun izquierda de los machos.

Arteria carétida comun izquierda. Hembra

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 0,61 0,13 0,65 0,57 0,69 14
Area (mm?) 0,30 0,11 0,33 0,26 0,38 14

Tabla 117. Diametro y area de la arteria carétida comun izquierda de las hembras.

No se observaron diferencias significativas ni en el didmetro ni en el area
de la arteria carétida comun izquierda debidas al sexo (diametro P=0,850; area
P=0,637) o al peso del animal (diametro P=0,990; area P=0,857).

C.3.2.2.2 Ecografia Doppler pulsado

Se obtuvieron registros de Doppler pulsado en todos los machos y en 15
hembras (15/16). El angulo de incidencia fue menor a 60° en un 60,00% (6/10)
de los machos y en un 86,70% (13/15) de hembras.

Descripcion de la onda Doppler pulsado de la arteria carétida comun
izquierda

En todos los animales se observé un perfil de velocidad de flujo
intermedio en este vaso. El 92,00% de los ratones presenté ondas Doppler de

resistencia alta, con flujo reverso al inicio de la diastole, y el 8,00% restante
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mostré resistencia intermedia. En la Tabla 118 se reflejan estos datos y su

distribucion segun el sexo del animal.

. L. L. Total Macho Hembra
Arteria carétida comun izquierda
N N% N N% N N%
Flujo Intermedio 25 100,00% 10 100,00% 15 100,00%
ond Resistencia alta 23 92,00% 9 90,00% 14 93,30%
ndas
Resistencia intermedia 2 8,00% 1 10,00% 1 6,70%

Tabla 118. Caracteristicas del espectro Doppler pulsado de la arteria carétida comun izquierda murina.

Segun al posicionamiento del transductor, el espectro Doppler de la
arteria carétida comun izquierda queda por encima o por debajo de la linea
base, dependiendo de si la sangre se dirige o se aleja del transductor
respectivamente (Fig. 22).

Mediciones con Doppler pulsado

El registro Doppler en la arteria carétida comun izquierda se obtuvo
estando los animales a una frecuencia cardiaca de 428,44 + 67,96 latidos por
minuto (media £ SD).

Los datos que se muestran en las Tablas 119, 120 y 121 corresponden
al total de los animales, sin considerar si presentan flujos de resistencia alta o
intermedia.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en el indice de
pulsatilidad de la arteria cardétida comun izquierda segun el género del raton
(P=0,023), siendo superior en las hembras. En el resto de variables
hemodinamicas no hubo diferencias derivadas ni del sexo ni del peso (Tabla
122). En una poblaciéon sometida a las mismas circunstancias se esperaria que

el Pl en este vaso fuera superior en hembras que en machos.

Arteria carétida comun izquierda

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
HR (bpm) 428,44 67,96 416,33 397,83 487,00 24
PSV (mm/s) 366,50 106,54 370,45 282,89 426,32 25
MDV (mm/s) -48,95 35,71 -51,71 -65,63 -36,99 25
TAMX (mm/s) 191,70 58,34 192,36 150,14 229,96 25
a (mmlsz) 42283,86 26991,99 35366,43 25029,15 44706,21 25
t (ms) 10,32 2,26 10,00 8,33 11,67 25
PI 2,20 0,23 2,19 2,07 2,34 25
RI 1,14 0,09 1,14 1,11 1,17 25
F (mm3/s) 56,14 25,70 54,03 36,85 74,86 24

Tabla 119. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler pulsado en la arteria carétida
comun izquierda de todos los ratones, sin considerar su sexo.
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Arteria carétida comun izquierda. Macho

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
HR (bpm) 440,78 51,75 416,33 400,00 490,00 9
PSV (mm/s) 371,04 87,33 382,07 300,65 425,60 10
MDV (mm/s) -46,77 28,90 -51,92 -62,94 -33,79 10
TAMX (mm/s) 198,53 51,68 198,72 161,76 222,78 10
a (mmlsz) 36025,71 9774,78 34386,02 26747,18 43877,01 10
t (ms) 10,33 2,26 10,00 8,33 11,67 10
PI 2,16 0,20 2,11 2,04 2,29 10
RI 1,13 0,08 1,13 1,1 1,19 10
F (mm®s) 59,07 26,62 59,95 40,80 81,15 10

Tabla 120. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler pulsado en la arteria carétida
comun izquierda de los ratones macho.

Arteria carétida comun izquierda. Hembra

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
HR (bpm) 421,04 76,82 416,33 361,33 484,00 15
PSV (mm/s) 363,48 120,54 321,80 256,88 487,30 15
MDV (mm/s) -50,41 40,54 -51,71 -68,53 -36,99 15
TAMX (mm/s) 187,15 63,73 161,76 131,15 241,10 15
a (mm/s?) 46455,96 33777,60 41472,97 23502,44 59281,85 15
t (ms) 10,31 2,34 10,83 8,33 11,67 15
PI 2,23 0,26 2,23 2,13 2,39 15
RI 1,14 0,10 1,15 1,11 1,16 15
F (mm¥/s) 54,04 25,82 54,03 35,17 7474 14

Tabla 121. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler pulsado en la arteria carétida
comun izquierda de los ratones hembra.

Pl
Sexo Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Macho 1,97 1,80 2,15
Hembra 2,36 2,17 2,54

Tabla 122. indice de pulsatilidad de la ACCI, obtenido mediante estadistica inferencial a partir de los datos
del estudio. En una poblacién sometida a las mismas circunstancias se esperaria que el Pl en este vaso
fuera superior en hembras que en machos.

C.3.3 ARTERIA SUBCLAVIA IZQUIERDA

C.3.3.1 Abordaje ecografico

Para visualizar el origen de la arteria subclavia izquierda en modo
bidimensional y medir su diametro luminal se debe realizar el mismo abordaje

que en el caso del tronco braquiocefalico (Fig. 23).
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Fig. 23. A. Imagen ecografica bidimensional del arco aértico en la que se observa la salida de la arteria
subclavia izquierda (ASCI) en seccion longitudinal. B. Plano transverso de la arteria subclavia izquierda,
que aparece como una estructura redondeada y anecogénica, de 0,66 mm de diametro. C. Espectro
Doppler pulsado de la arteria subclavia izquierda, que presenta un perfil de velocidad de flujo intermedio
con resistencia alta. D. Espectro Doppler pulsado de la arteria subclavia izquierda de otro ratén en la
que se observa un flujo arterial intermedio con resistencia intermedia.

Para obtener el registro Doppler pulsado de la arteria subclavia izquierda
se realiza el mismo abordaje que en la arteria carétida comun izquierda, pero

en un plano paralelo a éste, desplazado ligeramente hacia la izquierda.
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C.3.3.2 Descripcion de los resultados obtenidos

C.3.3.2.1 Ecografia bidimensional

La arteria subclavia izquierda pudo examinarse en 26 animales (10
machos y 16 hembras). No se observaron alteraciones vasculares ni
perivasculares en ninguno de ellos.

Calculo del diametro de la luz vascular (D, mm)

El diametro de la arteria subclavia izquierda pudo medirse en todos los
machos (10/10) y en todas las hembras estudiados (16/16) (Fig. 23), siendo de
0,56 + 0,10 mm y el area de 0,26 + 0,09 mm? (media + SD). En las Tablas 123,
124 y 125 se muestran los valores del diametro y del area de este vaso segun

el género del animal.

Arteria subclavia izquierda

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 0,56 0,10 0,57 0,48 0,62 26
Area (mm?) 0,26 0,09 0,25 0,18 0,30 26

Tabla 123. Diametro y area de la arteria subclavia izquierda en el conjunto de los animales, sin tener en
cuenta el sexo.

Arteria subclavia izquierda. Macho

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 0,55 0,08 0,57 0,48 0,59 10
Area (mm?) 0,24 0,07 0,25 0,18 027 10

Tabla 124. Diametro y area de la arteria subclavia izquierda en los machos.

Arteria subclavia izquierda. Hembra

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 0,57 0,11 0,57 0,48 0,67 16
Area (mmz) 0,26 0,10 0,26 0,18 0,35 16

Tabla 125. Diametro y area de la arteria subclavia izquierda en las hembras.

No se observaron diferencias significativas ni en el didametro ni en el area
de la arteria subclavia izquierda debidas al sexo (diametro P=0,535; area
P=0,658) o al peso del animal (diametro P=0,445; area P=0,517).
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C.3.3.2.2 Ecografia Doppler pulsado

Se obtuvieron registros de Doppler pulsado en todos los machos y en 15
hembras (15/16). El angulo de incidencia fue menor a 60° en un 90,00% (9/10)
de los machos y en un 80,00% (12/15) de hembras.

Descripcion de la onda Doppler pulsado de la arteria subclavia izquierda
El 100,00% de los animales presentd un perfil de velocidad de flujo de
tipo intermedio. Un 68,00% de los ratones presentd ondas Doppler de
resistencia alta, con flujo reverso al inicio de la diastole, y el 32,00% restante
tenia resistencia intermedia sin flujo reverso. En la Tabla 126 se muestran

estos datos y su distribucion segun el sexo del animal.

. L Total Macho Hembra
Arteria subclavia izquierda
N N% N N% N N%
Flujo Intermedio 25 100,00% 10 100,00% 15 100,00%
ond Resistencia alta 17 68,00% 6 60,00% 11 73,30%
ndas
Resistencia intermedia 8 32,00% 4 40,00% 4 26,70%

Tabla 126. Caracteristicas del espectro Doppler pulsado de la arteria subclavia izquierda.

Debido al posicionamiento del transductor y a la direccion del flujo
sanguineo, el espectro Doppler queda por encima de la linea base ya que la
sangre se dirige hacia el transductor (Fig. 23).

Mediciones con Doppler pulsado

El registro Doppler en la arteria subclavia izquierda se obtuvo teniendo
los animales una frecuencia cardiaca de 434,01 £ 60,25 latidos por minuto.

Los datos que se muestran en las Tablas 127, 128 y 129 corresponden
al total de los animales, sin considerar si presentan flujos de resistencia alta o
intermedia.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en ninguna
de las variables hemodinamicas evaluadas, ni debidas al sexo ni al peso de los

animales.
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Arteria subclavia izquierda
Media
HR (bpm) 434,01
PSV (mm/s) 392,15
MDV (mm/s) -19,26
TAMX (mm/s) 210,42
a (mm/s?) 54213,67
t (ms) 8,14
PI 2,02
RI 1,06
F (mm®s) 53,70

SD Mediana
60,25 431,33
113,31 339,06
61,17 -41,53
62,09 188,40
28656,57 48187,52
3,88 7,50
0,37 2,08
0,16 1,11
21,58 55,47

Percentil 25
383,00
318,10
-62,88
177,30

38359,26
6,67

1,83

0,93
40,00

Percentil 75
493,33
472,22

31,90
249,68
62900,17
9,17
2,25

1,19
67,81

25
25
25
25
25
25
25
25
25

Tabla 127. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler en

izquierda de todos los ratones, sin tener en cuanta el sexo del animal.

la arteria subclavia

Arteria subclavia izquierda. Macho

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
HR (bpm) 441,50 47,68 424,00 410,33 497,00 10
PSV (mm/s) 341,37 70,97 325,00 312,99 339,06 10
MDV (mm/s) -7,68 58,32 -30,59 -41,53 40,56 10
TAMX (mm/s) 189,58 33,68 184,99 178,06 195,04 10
a (mm/s?) 44464,34 14249,37 38886,33 34283,46 50302,53 10
t (ms) 7,08 2,46 7,50 5,00 8,33 10
PI 1,87 0,33 1,86 1,59 2,13 10
RI 1,02 0,17 1,09 0,86 1,1 10
F (mm¥/s) 45,23 14,11 44,91 40,00 55,47 10

Tabla 128. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler pulsado en la arteria subclavia
izquierda de los ratones macho.

Arteria subclavia izquierda. Hembra

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
HR (bpm) 429,02 68,52 456,00 362,00 493,33 15
PSV (mm/s) 426,00 125,31 435,29 333,85 533,97 15
MDV (mm/s) -26,98 63,79 -56,65 -68,23 22,18 15
TAMX (mm/s) 224,31 73,23 218,22 160,61 292,72 15
a (mmlsz) 60713,22 34118,72 53159,22 46797,53 67172,89 15
t (ms) 8,85 4,54 8,33 6,67 9,83 15
PI 2,11 0,38 2,13 1,86 2,45 15
RI 1,09 0,15 1,13 0,94 1,20 15
F (mmals) 59,35 24,19 59,39 37,66 76,31 15

Tabla 129. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler pulsado en la arteria subclavia

izquierda de los ratones hembra.

Debido a que en la arteria subclavia izquierda un 32% de los ratones

presento flujo de resistencia intermedia y un 68% flujo de resistencia alta, los

resultados descriptivos se han dividido también segun la resistencia al flujo

(Tablas 130y 131).
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Arteria subclavia izquierda. Ondas de resistencia alta

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 0,60 0,09 0,58 0,55 0,67 17
Area (mm?) 0,29 0,09 0,26 0,24 035 17
HR (bpm) 424,90 60,36 429,00 367,75 471,00 17
PSV (mm/s) 388,38 112,09 342,52 312,42 481,03 17
MDV (mm/s) -57,06 18,99 -57,61 -69,55 -40,09 17
TAMX (mm/s) 205,14 62,56 187,15 163,34 258,53 17
a (mmlsz) 50011,96 19028,95 47174,85 35282,11 62366,66 17
t (ms) 8,48 4,70 7,50 6,25 10,00 17
PI 2,22 0,26 2,19 2,07 2,36 17
RI 1,16 0,07 1,14 1,1 1,11 17
F (mmals) 58,12 22,25 55,47 41,69 76,20 17

Tabla 130. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler pulsado en la arteria subclavia
izquierda de los 17 ratones con ondas de resistencia alta.

Arteria subclavia izquierda. Ondas de resistencia intermedia

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 0,50 0,08 0,52 0,45 0,57 8
Area (mm?) 0,20 0,06 0,21 0,16 026 8
HR (bpm) 453,38 54,86 453,00 408,75 502,33 8
PSV (mm/s) 400,16 114,80 394,32 317,15 474,95 8
MDV (mm/s) 61,08 32,96 53,23 34,18 90,44 8
TAMX (mm/s) 216,90 65,42 204,14 172,25 258,46 8
a (mm/s?) 63142,30 47828,14 46959,43 35625,80 64270,08 8
t (ms) 7,47 2,30 7,50 5,00 9,08 8
PI 1,58 0,19 1,56 1,45 1,74 8
RI 0,85 0,06 0,84 0,81 0,90 8
F (mm®s) 44,86 19,61 47,74 29,96 59,20 8

Tabla 131. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler pulsado en la arteria subclavia
izquierda de los 8 ratones con ondas de resistencia intermedia.

C.3.4 ARTERIA RENAL DERECHA

C.3.4.1 Abordaje ecografico

Para estudiar la arteria renal derecha se localiza primero la aorta en
seccion transversa en el abdomen craneal, usando como ventana acustica el
parénquima hepatico. Se desplaza el transductor caudalmente siguiendo las
ramas de la aorta hasta llegar a la arteria renal derecha, que aparece en
seccion longitudinal dirigiéndose hacia el hilio renal derecho. La arteria renal
derecha es mas larga que la vena renal derecha y que la arteria renal
izquierda, ya que cruza la vena cava caudal para alcanzar el riidn derecho
(Fig.24).
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Fig. 24. A. Imagen ecografica bidimensional del abdomen craneal de un ratén en la que se observa el
rifidn izquierdo (RI) y la arteria renal derecha (ARD) saliendo de la aorta (Ao). B. Imagen ecografica
transversa del abdomen craneal derecho de otro raton en la que se observa el rifidn derecho (RD) y el
hilio renal con la arteria renal derecha. C. Espectro Doppler pulsado de la arteria renal derecha que
presenta un perfil de velocidad de flujo parabdlico con resistencia baja. D. Espectro Doppler pulsado de
la arteria renal derecha de un raton con perfil de velocidad de flujo y resistencia intermedios.
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Una vez obtenida la imagen de la arteria renal derecha en seccion
longitudinal puede rotarse el transductor 90° para examinar el vaso en seccién
transversa.

Para realizar medidas con ecografia Doppler pulsado, el transductor y la
plataforma donde descansa el ratdn deben ajustarse y orientarse hasta obtener
un angulo de incidencia menor a 60°, evitando al mismo tiempo ejercer presion
excesiva sobre el animal. El volumen de muestra del Doppler pulsado se coloca
en el eje longitudinal de la arteria renal derecha lo mas cerca posible de la

salida de la aorta, evitando las interferencias con este vaso.
C.3.4.2 Descripcion de los resultados obtenidos

C.3.4.2.1 Ecografia bidimensional

La arteria renal derecha se examino en los 27 animales del estudio. No

se observaron alteraciones vasculares ni perivasculares en ninguno de ellos.

Calculo del diametro de la luz vascular (D, mm)

El diametro de la arteria renal derecha pudo medirse en todos los
machos estudiados (10/10) y en todas las hembras excepto una (16/17). El
valor medio del diametro es de 0,51 + 0,12 mm vy el del area de 0,22 + 0,12
mm? (media + SD). En las Tablas 132, 133 y 134 se muestran los valores del

didmetro y del area de este vaso segun el sexo del animal.

Arteria renal derecha

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 0,51 0,12 0,49 0,44 0,55 26
Area (mm?) 0,22 0,12 0,19 0,15 0,24 26

Tabla 132. Diametro y area de la arteria renal derecha en el conjunto de los animales, sin tener en
cuenta el sexo.

Arteria renal derecha. Macho

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 0,52 0,18 0,51 0,39 0,54 10
Area (mm?) 0,23 0,18 0,21 0,12 0,23 10

Tabla 133. Diametro y area de la arteria renal derecha en los ratones macho.
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Arteria renal derecha. Hembra

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 0,50 0,08 0,49 0,45 0,55 16
Area (mm?) 0,20 0,06 0,19 0,16 0,24 16

Tabla 134. Diametro y area de la arteria renal derecha en los ratones hembra.

No se observaron diferencias significativas ni en el diametro ni en el area
de la arteria renal derecha debidas al sexo (diametro P=0,112; area P=0,110) o

al peso del animal (diametro P=0,075; area P=0,082).

C.3.4.2.2 Ecografia Doppler pulsado

Los registros Doppler se obtuvieron con angulos de incidencia menores
a 60° en el 81,50% de los casos (100,00% en machos y 70,60% en hembras).
Descripcion de la onda Doppler pulsado de la arteria renal derecha

Se obtuvieron registros Doppler pulsado en todos los animales.

El 85,20% (23/27) de los animales presentd un perfil de velocidad de
flujo parabdlico y el 14,80% (4/27) restante de tipo intermedio. Lo mismo ocurre
con la resistencia vascular: un 85,20% de los animales present6é un flujo de
resistencia baja y el 14,80% restante un flujo de resistencia intermedia.

En la Tabla 135 se muestran estos datos y su distribucion en cada sexo.

Total Macho Hembra
Aorta renal derecha
N N% N N% N N%
Flui Parabdlico 23 85,20% 10 100,00% 13 76,50%
ujo
! Intermedio 4 14,80% 0 0,00% 4 23,50%
ond Resistencia baja 23 85,20% 10 100,00% 13 76,50%
ndas
Resistencia intermedia 4 14,80% 0 0,00% 4 23,50%

Tabla 135. Caracteristicas del espectro Doppler de la arteria renal derecha.

Segun cémo se posicionan el transductor y la plataforma donde se
encuentra el raton, el espectro Doppler queda por encima o por debajo de la
linea base dependiendo de si la sangre se dirige hacia el transductor o no

respectivamente (Fig. 24).
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Mediciones con Doppler pulsado

El reqgistro Doppler pulsado en la arteria renal derecha se obtuvo

teniendo los animales una frecuencia cardiaca de 428,22 + 49,45 latidos por

minuto.

Los datos que se muestran en las Tablas 136, 137 y 138 corresponden

al total de los animales, sin considerar si presentan flujos de resistencia baja o

intermedia.

Arteria renal derecha

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
HR (bpm) 428,22 49,45 433,67 391,00 468,00 27
PSV (mm/s) 552,38 255,64 492,01 333,71 711,71 27
MDV (mm/s) 115,49 79,36 97,32 60,66 120,52 27
TAMX (mm/s) 331,79 148,32 299,47 212,55 447,95 27
a (mmlsz) 4454173 38038,82 31496,20 23091,45 52131,32 27
t (ms) 11,48 3,30 10,83 9,17 14,17 27
PI 1,31 0,30 1,29 1,06 1,54 27
RI 0,78 0,11 0,79 0,70 0,86 27
F (mm3/s) 68,57 44,95 58,12 37,27 79,28 26

Tabla 136. Datos hemodindmicos obtenidos mediante ecografia Doppler pulsado en la arteria renal
derecha de todos los ratones, sin diferenciar su sexo.

Arteria renal derecha. Macho

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
HR (bpm) 415,47 53,03 426,83 354,67 447,33 10
PSV (mm/s) 606,14 274,20 538,49 445,25 675,59 10
MDV (mm/s) 164,65 79,66 119,17 103,51 222,00 10
TAMX (mm/s) 377,64 164,19 326,65 298,04 455,96 10
a (mmlsz) 54365,07 51899,67 33911,26 24116,29 52131,32 10
t (ms) 10,08 3,46 9,58 7,50 11,67 10
PI 1,16 0,21 1,22 1,06 1,29 10
RI 0,72 0,09 0,76 0,70 0,78 10
F (mmals) 82,94 58,57 76,41 52,31 82,45 10

Tabla 137. Datos hemodindmicos obtenidos mediante ecografia Doppler en la arteria renal derecha de

los ratones macho.
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Arteria renal derecha. Hembra

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
HR (bpm) 435,73 47,22 433,67 416,33 471,00 17
PSV (mm/s) 520,76 247,06 410,55 312,96 711,711 17
MDV (mm/s) 86,56 65,32 74,87 52,93 99,25 17
TAMX (mm/s) 304,82 136,01 235,07 198,55 403,80 17
a (mm/s?) 38763,30 27209,77 30768,83 15496,49 49961,98 17
t (ms) 12,30 3,00 12,50 10,00 15,00 17
Pl 1,39 0,32 1,44 1,15 1,56 17
RI 0,81 0,11 0,82 0,76 087 17
F (mm’/s) 59,59 32,95 49,60 35,00 76,47 16

Tabla 138. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler en la arteria renal derecha de
los ratones hembra.

La velocidad diastdlica minima fue significativamente menor en las
hembras que en los machos (P=0,031). Sin embargo, no se observa un efecto

directo del peso de los animales en esta variable (P=0,427) (Tabla 139).

MDV (mm/s)
Sexo Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Macho 193,96 108,99 278,93
Hembra 69,32 30,28 108,37

Tabla 139. Velocidad diastdlica minima de la ARD, obtenida mediante analisis inferencial a partir de los
datos del estudio. En una poblacion sometida a las mismas circunstancias se esperaria que las hembras
tuvieran una MDV menor que los machos.

Tanto el género del animal como el peso tienen influencia
estadisticamente significativa en el indice de pulsatilidad (sexo P=0,001; peso
P=0,018) y en el indice de resistencia (sexo P=0,000; peso P=0,005) de la
arteria renal. En una poblacion sometida a las mismas circunstancias, se
esperaria que las hembras tuvieran un Pl y un Rl mayor que los machos en la
arteria renal derecha (Tablas 140 y 141).

En el resto de parametros hemodinamicos no se observaron diferencias

segun el género o el peso del raton.

Pl
Sexo Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Macho 0,86 0,59 1,12
Hembra 1,57 1,36 1,78

Tabla 140. indice de pulsatilidad de la ARD, obtenida mediante analisis inferencial a partir de los datos del
estudio. En una poblaciéon sometida a las mismas circunstancias se esperaria que las hembras tuvieran un
PI mayor que los machos en la ARD.
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RI
Sexo Media Intervalo de confianza 95%
Inferior Superior
Macho 0,58 0,46 0,69
Hembra 0,90 0,82 0,97

Tabla 141. indice de resistencia de la ARD, obtenida mediante analisis inferencial a partir de los datos del
estudio. En una poblacion sometida a las mismas circunstancias se esperaria que las hembras tuvieran un
RI mayor que los machos en la ARD.

C.3.5 ARTERIA FEMORAL IZQUIERDA

C.3.5.1 Abordaje ecografico

La arteria femoral es un vaso de calibre pequefio que puede observarse
directamente por transparencia en la cara medial del muslo. Una vez rasurado
el pelo se evidencia claramente el recorrido de la arteria y de la vena femoral.
Por este motivo se coloca una cantidad abundante de gel de ecografia sobre la
superficie cutanea y se alinea el transductor con el vaso, evitando ejercer
presion para no colapsarlo.

Debido a la dimension de la arteria femoral, el estudio bidimensional se
efectua en seccion longitudinal, no transversa (Fig. 25).

Para realizar medidas con ecografia Doppler pulsado, el transductor y la
plataforma donde descansa el raton deben ajustarse y orientarse hasta obtener
un angulo de incidencia menor a 60°. Se coloca el volumen de muestra del

Doppler pulsado sobre la arteria, evitando la interferencia de la vena femoral.
C.3.5.2 Descripcion de los resultados obtenidos

C.3.5.2.1 Ecografia bidimensional

La arteria femoral izquierda se examinoé en los 27 animales del estudio.
No se observaron alteraciones vasculares ni perivasculares en ninguno de
ellos.

Calculo del diametro de la luz vascular (D, mm)

El diametro de la arteria femoral izquierda pudo medirse en 9 de los 10
machos estudiados y en todas las hembras excepto una (16/17) (Fig. 25). El
valor medio de su diametro es de 0,184 £+ 0,038 mm y el del area de 0,028 +
0,012 mm? (media + SD). En las Tablas 142, 143 y 144 se muestran los valores

del diametro y el area de este vaso segun el sexo del animal
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Fig. 25. A. Imagen ecogréfica bidimensional de la cara medial del muslo izquierdo en la que se
observa la presencia de la arteria femoral izquierda (AFI), en seccién longitudinal, en localizacion
subcutanea. B. Espectro Doppler pulsado obtenido en la arteria femoral izquierda de un ratén con
frecuencia cardiaca superior a 400 latidos por minuto. El flujo, de tipo parabdlico con resistencia
baja, se aleja del transductor.
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Arteria femoral izquierda

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 0,184 0,038 0,180 0,160 0,200 25
Area (mm?) 0,028 0,012 0,025 0,020 0,031 25

Tabla 142. Diametro y area de la arteria femoral izquierda en el conjunto de los animales, sin considerar
las diferencias de género.

Arteria femoral izquierda. Macho

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil75 N
Diametro (mm) 0,172 0,029 0,170 0,145 0,200 9
Area (mmz) 0,024 0,008 0,023 0,017 0,031 9

Tabla 143. Diametro y area de la arteria femoral izquierda en los machos.

Arteria femoral izquierda. Hembra

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
Diametro (mm) 0,192 0,041 0,180 0,163 0,225 16
Area (mm?) 0,030 0,014 0,025 0,021 0,040 16

Tabla 144. Diametro y area de la arteria femoral izquierda en las hembras.

No se observaron diferencias significativas en el didmetro y en el area de
la arteria femoral izquierda debidas al sexo o al peso del animal (diametro
P=0,183; area P=0,194).

C.3.5.2.2 Ecografia Doppler pulsado

Los registros Doppler se obtuvieron con angulos de incidencia menores
a 60° en el 100,00% de los casos.
Descripcion de la onda Doppler pulsado de la arteria femoral izquierda

Se obtuvieron registros Doppler pulsado en todos los animales.

En todos los casos se observo un flujo parabdlico de resistencia baja en
la arteria femoral.

Segun como se posicionan el transductor y la plataforma donde se
encuentra el ratén, el espectro Doppler queda por encima o por debajo de la
linea base dependiendo de si la sangre se dirige hacia el transductor o no

respectivamente (Fig. 25).
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Mediciones con Doppler pulsado

El registro Doppler pulsado de la arteria femoral izquierda se obtuvo
teniendo los animales una frecuencia cardiaca de 451,59 + 55,14 latidos por
minuto (media = SD).

En las Tablas 145, 146 y 147 se muestran los resultados obtenidos.

Arteria femoral izquierda

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
HR (bpm) 451,59 55,13 442,67 414,33 505,00 27
PSV (mm/s) 89,89 28,53 85,51 75,71 110,03 27
MDV (mm/s) 37,27 12,68 37,96 29,80 47,79 27
TAMX (mm/s) 63,99 20,27 59,99 51,66 8156 27
a (mm/s?) 2101,45 988,32 1951,52 1436,37 2581,15 27
t (ms) 26,95 7,40 29,17 20,83 31,67 27
Pl 0,82 0,14 0,80 0,72 087 27
RI 0,58 0,07 0,56 0,52 060 27
F (mm®s) 1,83 1,05 1,50 1,25 230 25

Tabla 145 Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler pulsado en la arteria femoral
izquierda de todos los ratones, sin tener en cuanta el sexo del animal.

Arteria femoral izquierda. Macho

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
HR (bpm) 453,10 46,66 435,67 420,00 497,67 10
PSV (mm/s) 94,24 35,62 95,33 74,35 120,55 10
MDV (mm/s) 38,76 14,42 36,80 30,31 47,79 10
TAMX (mm/s) 65,84 24,81 66,90 51,46 88,83 10
a (mm/s?) 2457,04 1154,07 2149,31 1943,72 3130,69 10
t (ms) 25,95 9,47 27,67 17,50 30,83 10
Pl 0,83 0,14 0,82 0,75 0,85 10
RI 0,58 0,07 0,57 0,55 0,59 10
F (mm’/s) 1,65 0,90 1,67 0,93 2,30 9

Tabla 146. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler pulsado en la arteria femoral
izquierda de los ratones macho.

Arteria femoral izquierda. Hembra

Media SD Mediana Percentil 25 Percentil 75 N
HR (bpm) 450,71 60,93 447,33 391,67 505,00 17
PSV (mm/s) 87,33 24,29 85,12 78,90 99,04 17
MDV (mm/s) 36,39 11,92 37,96 29,80 44,59 17
TAMX (mm/s) 62,89 17,82 59,97 56,18 72,18 17
a (mm/sz) 1892,28 844,13 1877,98 1366,04 2215,28 17
t (ms) 27,55 6,12 29,17 2417 31,67 17
PI 0,81 0,14 0,79 0,72 0,87 17
RI 0,58 0,08 0,56 0,52 0,61 17
F (mm?s) 1,93 1,14 1,42 1,26 260 16

Tabla 147. Datos hemodinamicos obtenidos mediante ecografia Doppler pulsado en la arteria femoral
izquierda de los ratones hembra.
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No se observaron diferencias estadisticamente significativas en ninguna
de las variables hemodinamicas de la arteria femoral izquierda debidas al sexo
o al peso de los animales.

Después de la eutanasia de cada raton se realizé de forma inmediata su
diseccién. El corazoén, la aorta y sus ramas, las arterias renales y la arteria
femoral izquierda se observaron y disecaron con microscopio estereoscopico.
No se observaron lesiones vasculares ni perivasculares en ninguno de los
animales estudiados ecograficamente.

Después de la fijacion y de la toma y procesado de las muestras, se

realizo el estudio morfologico de las arterias seleccionadas.

C.4 ANALISIS DE LA ESTRUCTURA DE LAS PAREDES
ARTERIALES

En este apartado se estudid la estructura de la pared de las arterias,
analizadas previamente con ecografia, mediante diferentes técnicas
histolégicas e inmunohistoquimicas. En el caso de la aorta descendente
abdominal prerrenal y postrenal se incluyeron muestras de ratones que
mostraron resistencia alta e intermedia, y se compararon entre si para evaluar

posibles diferencias morfologicas entre ambos grupos.

C.4.1 TAMANO RELATIVO DE LAS ARTERIAS

La Figura 26 muestra el tamafo relativo de las arterias aorta
descendente abdominal -a nivel prerrenal, postrenal y preiliaco- y de la arteria
femoral. Como puede observarse, el tamano de la aorta disminuye

caudalmente y es superior en conjunto al de la arteria femoral.
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Fig. 26. Tamafo relativo de las arterias analizadas. A. Aorta descendente abdominal prerrenal. B. Aorta
descendente abdominal postrenal. C. Aorta descendente abdominal preiliaca. D. A. femoral. Tincion de
Verhoeff para fibras elasticas, 100X.

C.4.2 ESTRUCTURA DE LA AORTA DESCENDENTE ABDOMINAL
PRERRENAL

Las células endoteliales de la tunica intima no hacen prominencia hacia

la luz del vaso (Fig. 27).
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Fig. 27. Estructura de la pared de la aorta descendente abdominal prerrenal. A. Hematoxilina/Eosina.
B. Tricromico de Masson. C. Tincion de PAS. 1: tunica intima; 2: tunica media; 3: tanica adventicia; 4:
fibras elasticas. 100X.
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La tunica media es la mayor de las tres tunicas y suele presentar cinco
unidades lamelares. La capa elastica mas interna no suele estar contraida. La
elastina que forma estas capas es de naturaleza eosindfila en la tincion de
Hematoxilina/Eosina; de color azul en el Tricromico de Masson, lo que
demuestra su caracter conjuntivo; y PAS negativa, indicando que no contiene
glucosaminoglicanos. La tincion especifica de Verhoeff tifie las fibras elasticas

de negro.

A

Fig. 28. Estructura de la pared de la aorta descendente abdominal prerrenal. A. Tincién de Verhoeff. B.
Localizacion de la a-SMA. C. Localizacién del colageno IV. 1: tdnica intima; 2: tdnica media; 3: tunica
adventicia; 4: fibras elasticas. A, 100X. Barras: 165 mm.
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Las células musculares lisas, marcadas con el anticuerpo Anti-a-SMA,
se localizan unicamente en la tanica media (Fig. 28). El colageno IV, que es
muy abundante, se observa en la membrana basal de las células endoteliales y
de las células musculares lisas. No esta presente en las fibras elasticas (Fig.
28).

No se observaron diferencias morfolégicas entre los ratones que

presentaron un flujo de resistencia alta respecto a los de flujo intermedio.

C.43 ESTRUCTURA DE LA AORTA DESCENDENTE ABDOMINAL
POSTRENAL

Las células endoteliales de la tunica intima hacen prominencia hacia la
luz del vaso (Fig. 29). La tunica media suele presentar cuatro unidades
lamelares.

La fibra elastica mas interna suele estar contraida. Las caracteristicas de
tincion de las fibras elasticas son las mismas que las observadas en la porcion
prerrenal. Las células musculares lisas, marcadas con el anticuerpo Anti-a-
SMA, sélo se situan en la tunica media (Fig. 30B). El colageno IV tiene la
misma localizacién que en la porcién prerrenal (Fig. 30C), siendo menor su
concentracion a nivel de las membranas basales. La tunica adventicia, de
marcado caracter conjuntivo, es de mayor tamano, mas del doble, que la
existente en la porcion prerrenal.

No se observaron diferencias morfologicas entre los ratones que

presentaron un flujo de resistencia alta respecto a los de flujo intermedio.
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Fig. 29. Estructura de la pared de la aorta descendente abdominal postrenal. A.
Hematoxilina/Eosina. B. Tricromico de Masson. C. Tincién de PAS. 1: tunica intima; 2: tunica
media; 3: tunica adventicia; 4: fibras elasticas; 5: v. cava caudal; 6: ganglio nervioso del plexo

aortico abdominal. 100X.

150



RESULTADOS

Fig. 30. Estructura de la pared de la aorta descendente abdominal postrenal. A. Tincion de Verhoeff.
B. Localizacion de la a-SMA. C. Localizacion del colageno IV. 1: tdnica intima; 2: tinica media; 3:
tunica adventicia; 4: fibras elasticas. 5: v. cava caudal. A: 100X. Barras: 126 mm.
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C.44 ESTRUCTURA DE LA AORTA DESCENDENTE ABDOMINAL
PREILIACA

La tunica media suele presentar tres unidades lamelares. La fibra

elastica mas interna suele estar contraida (Fig. 31).

Fig. 31. Estructura de la pared de la aorta descendente abdominal preiliaca. A.
Hematoxilina/Eosina. B. Tricromico de Masson. C. Tincién de PAS. 1: tunica intima; 2: tdnica
media; 3: tunica adventicia; 4: fibras elasticas; 5: v. cava caudal. 100X.
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Las caracteristicas de tincidén de las fibras elasticas son las mismas que
las observadas en las porciones prerrenal y postrenal. Las células musculares
lisas, marcadas con el anticuerpo Anti-a-SMA, sélo se situan en la tunica media
(Fig. 32B).

"ﬁ"UH

o

Fig. 32. Estructura de la pared de la aorta descendente abdominal preiliaca. A. Tincion de Verhoeff. B.
Localizacion de la a-SMA. C. Localizacion del colageno IV. 1: tdnica intima; 2: tanica media; 3: tunica
adventicia; 4: fibras elasticas; 5: v. cava caudal. A, 100X. Barras: 134 mm.
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El colageno IV tiene la misma localizacion que en la porcién postrenal,
siendo menor su concentracion (Fig. 32C). La tunica adventicia es de menor
tamarfo que en la porcion postrenal. Las células endoteliales de la tunica intima

también hacen prominencia hacia la luz del vaso.

C.4.5. ESTRUCTURA DE LA ARTERIA FEMORAL

La tunica media solo presenta dos capas de fibras elasticas: la lamina
elastica interna, que es la de mayor tamafio y que suele estar contraida; y la
lamina elastica externa, con muy poca cantidad de elastina (Fig.33).

Entre ambas se sitta una capa muscular gruesa, marcada con el
anticuerpo Anti-a-SMA (Fig. 34B). Las caracteristicas de tincion de las capas
elasticas son las mismas que las observadas en las fibras elasticas de la aorta.
El colageno |V tapiza la cara abluminal de las células endoteliales y rodea las

fibras musculares lisas (Fig. 34C).
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Fig. 33. Estructura de la pared de la arteria femoral. A. Hematoxilina/Eosina. B. Tricrémico de Masson.
C. Tincién de PAS. 1: tdnica intima; 2: tinica media; 3: tunica adventicia; 4: lamina elastica interna; 5:
lamina elastica externa; 6: v. femoral; 7: ramas nervio safeno; 8: m. recto femoral. 100X.
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Fig. 34. Estructura de la pared de la arteria femoral. A. Tincién de Verhoeff. B. Localizacién
de la a-SMA. C. Localizacion del colageno IV. 1: tunica interna; 2: tunica media; 3: tunica
adventicia; 4: lamina elastica interna; 5: lamina elastica externa; 6: v. femoral; 7: n. safeno; 8:
m. recto femoral. A, 100X; Barras: 96 mm.
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C.5 ANALISIS MORFOLOGICO DE LOS CORAZONES DE LOS
RATONES DEFICIENTES PARA Sirt1

C.5.1 MORFOLOGIA EXTERNA Y ESTRUCTURA INTERNA

Los ratones heterocigotos deficientes para Sirt1 tenian un peso similar a
sus hermanos de camada silvestres (Tabla 1) y un corazén de mayor tamafo
(Fig. 35).

St -~

Sirt1 +~ Sirt1 -/

VD

Fig. 35. Morfologia externa y estructura interna de los corazones de los ratones mutantes Sirt1. Nétese
la cardiomegalia y el adelgazamiento de la pared de los ventriculos y del septo de los ratones
homocigotos y heterocigotos adultos para Sirt1. A. Corazones adultos aislados. B. Secciones
histolégicas tefiidas con Hematoxilina/Eosina que pasan por las cuatro cavidades del corazén adulto.
AD: atrio derecho; Al: atrio izquierdo; CVD: cavidad del ventriculo derecho; CVI: cavidad del ventriculo
izquierdo; PVD: pared del ventriculo derecho: PVI: pared del ventriculo izquierdo; S: septo

interventricular; VD: ventriculo derecho; VI: ventriculo izquierdo.
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El corazén de los ratones homocigotos deficientes tenia un tamano
menor que el de los heterocigotos, aunque también ligeramente superior al de
sus hermanos silvestres (Fig. 35). Los ratones homocigotos deficientes son

siempre de menor tamafio que los silvestres y que los heterocigotos (Tabla 1).

Sirt] +/+

Fig. 36. Secciones transversales del térax de ratones recién nacidos (PO) que pasan por los
ventriculos cardiacos. Me: médula espinal; PuD: pulmén derecho; Pul: pulmén izquierdo; PVD: pared
ventriculo derecho; PVI: pared ventriculo izquierdo; S: septo.
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Estos datos indican un posible efecto de Sirt1 sobre el tamano del
corazon, que podria inducir cardiomegalia. No hubo cambios en el tamafio
relativo de los componentes cardiacos: el incremento fue similar en el atrio
derecho e izquierdo, asi como en los ventriculos derecho e izquierdo (Fig. 35).

Dado que Sirt1 ha sido asociado a un efecto protector sobre la hipertrofia
cardiaca (Planavila et al. 2011), se decidi6 estudiar la estructura de las paredes
de los ventriculos. El analisis histolégico de los corazones evidencié el
adelgazamiento de la pared de los ventriculos derecho e izquierdo, asi como
del septo interventricular en los ratones Sirt1 +/- 'y Sirt1 /- (Fig. 35). Por otra
parte, las cavidades ventriculares estaban mas dilatadas que en los ratones
silvestres (Fig. 35). Estos datos sugieren un efecto protector de Sirt7 sobre la
dilatacion cardiaca.

Cheng et al.(2003) describen que los ratones deficientes para Sirt1
presentaban anomalias en la formacion del corazén, concretamente
malformaciones del septo interatrial y atrioventricular, sugiriendo ademas que
estas malformaciones estarian relacionadas con la muerte temprana observada
en estos ratones mutantes. Para conocer si la dilatacién cardiaca observada en
los corazones adultos de ratones deficientes para Sirt1 se produce durante el
desarrollo embrionario del corazén o si bien es un proceso que se instaura
después del nacimiento, se analizaron los corazones de ratones recién nacidos
(PO) (Fig. 36). El estudio de las secciones transversales del térax, a nivel de los
ventriculos cardiacos, indicaba que, en el momento del nacimiento, no son
evidentes en los ratones mutantes para Sirt1, ni la cardiomegalia, ni la
dilatacion de las cavidades ventriculares con el adelgazamiento de las paredes

de los ventriculos (Fig. 36).

C.5.2 ANALISIS IN VIVO DE LA MORFOLOGIA CARDIACA

Para confirmar que la dilatacién cardiaca observada en los corazones
recuperados de los ratones mutantes para Sirt7 no era un artefacto post
mortem, se decidid realizar el estudio de la morfologia cardiaca in vivo
mediante MRI. Para comparar los tamafos relativos en los corazones, se midio
en diastole el grosor de la pared de los ventriculos izquierdo y derecho, asi
como el grosor del septo, y los diametros mayores de las cavidades de los

ventriculos izquierdo y derecho (Fig. 37). Debido a las diferencias de peso
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observadas en los mutantes, los datos obtenidos se expresaron en relacion al
peso vivo de los animales. Los resultados indican una tendencia a la
disminuciéon del grosor de las paredes de los ventriculos y del septo
interventricular en los ratones mutantes en comparacion con los ratones

silvestres, que no fue estadisticamente significativa (Fig. 37).

ol el Hol:

Fig. 37. Andlisis mediante MRI de la morfologia cardiaca. A. Seccién transversa pasando por la
zona media de los ventriculos cardiacos (dos camaras). B. Parametros medidos en diastole. C.
Comparacion de los parametros entre los ratones mutantes (+/-, -/-) y los silvestres (+/+). Las
imagenes de MRI fueron adquiridas con una secuencia IntraGate FLASH. CVD: cavidad ventriculo
derecho; CVI: cavidad ventriculo izquierdo; PV: peso vivo; S: septo interventricular; VD: ventriculo
derecho; VI: ventriculo izquierdo.
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Las cavidades de los ratones mutantes tenian también una tendencia a
ser de mayor tamafo, aunque, como el caso anterior, las diferencias no fueron
estadisticamente significativas (Fig. 37). Cuando comparamos el sumatorio de
los diametros mayores de las cavidades ventriculares, el incremento observado
en los ratones homocigotos deficientes fue casi estadisticamente significativo
(Sirt1 +/+ vs Sirt1 -/-, P=0,0519, n=5).

Al comparar los resultados del la relacion h/R, se observé una diferencia
estadisticamente significativa entre los ratones mutantes para Sirt1 y los
ratones silvestres (Tabla 148). Estos resultados confirman parcialmente lo

observado en los corazones analizados post mortem.

Sirt1 +/+ Sirt1 +/- Sirt1 -/-
h/R ratio (media t SD) 0,42 + 0,07 0,20 + 0,02* 0,21 +0.03*

Tabla 148. Resultados obtenidos al comparar la relacion h/R entre los tres grupos de animales. Los
ratones mutantes para Sirt1 tienen ratios menores que los ratones silvestres (*, P<0,05).

Para descartar, que la dilatacion de los ventriculos se debiera a una
estenosis de las valvulas aodrtica y/o pulmonar, se realizd una secuencia de
MRI en el plano dorsal, que pasaba por las cuatro cavidades cardiacas (Fig.
38). En las imagenes obtenidas no se observaron cambios compatibles con
estenosis aodrtica ni pulmonar. Por ultimo, para descartar que la dilatacién de
los ventriculos pudiera deberse a un proceso de hipertension pulmonar (Steiner
et al. 2009; Stenmark et al. 2009), se analizé el grosor de las arterias del
parénquima pulmonar mediante el marcador de las células musculares lisas
Anti-a-SMA. No se observdé un aumento del grosor de la tunica media de las
arterias pulmonares en los ratones mutantes para Sirt1 (Fig. 38), lo que

descartaba la presencia de hipertension pulmonar en estos animales.

C.5.3 ANALISIS MORFOMETRICO DE LOS CARDIOMIOCITOS

Los resultados obtenidos hasta el momento parecen indicar que la
deficiencia de SIRT1 produce dilatacién cardiaca, definida ésta como una
condicion patoldgica caracterizada por cardiomegalia y dilatacién ventricular
(O'Grady y O'Sullivan 2004; Recchia y Lionetti 2007), a diferencia de los

resultados previamente aportados por otros autores en los que se indica que el

161



RESULTADOS

déficit de SIRT1 produce hipertrofia cardiaca (Alcendor et al. 2007; Sundaresan
et al. 2011; Planavila et al. 2011).
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Fig. 38. A. Analisis mediante MRI de las valvulas adrtica y pulmonar. B. Grosor de la tunica media de
las arterias pulmonares, mediante visualizacion de la proteina a-SMA, 20X. Ar: arteria segmentaria;
Br: bronquio segmentario; PVD: pared ventriculo derecho; PVI: pared ventriculo izquierdo; S: septo
interventricular; Ve: vena segmentaria. 1: localizacion valvula aértica; 2: localizacion valvula pulmonar.

El tamafio de los cardiomiocitos es uno de los criterios que permite

diferenciar entre hipertrofia, en la que existe un incremento de su tamario, de
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dilatacion, donde puede producirse un estiramiento de los mismos (Campbell et
al. 1991; Nishikawa et al. 2011).
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Fig. 39. Analisis morfométrico de los cardiomiocitos en el raton silvestre. A. Las medidas se
realizaron sobre cortes de parafina marcados con el anticuerpo Anti-Laminina que delimita
perfectamente los limites de los cardiomiocitos (panel izquierdo). La correlacion con una imagen de
microscopia electronica de transmision de tamafo semejante (panel derecho) confirma la
elegibilidad de este método a la hora de analizar morfométricamente los cardiomiocitos. B. Valores
de las areas de los cardiomiocitos en seis localizaciones diferentes del corazdn situadas en las
paredes de los ventriculos y del septo. 1: zona cercana a la base; 2: zona intermedia; 3: zona
cercana al vértice. AD: atrio derecho; Al: atrio izquierdo; Ao: aorta; Ca: capilar; CM: cardiomiocito;
PVD: pared ventriculo derecho; PVI: pared ventriculo izquierdo; S: septo interventricular. Barras: 10
pm.

El método estandar para la cuantificacion del area de los cardiomiocitos
consiste en medir los diametros de estas células en cortes en parafina tefiidos

con Hematoxilina/Eosina (Matsumori y Kawai 1982). Este método no permite
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delimitar claramente el borde de los cardiomiocitos, por lo que se ha intentado
desarrollar un método que permita delimitarlos con mayor precision, empleando
un marcador de la membrana basal. Como se puede observar en la Figura 39,
el marcaje inmunohistoquimico con el anticuerpo Anti-Laminina delimita
perfectamente el contorno de los cardiomiocitos en cortes histolégicos en
parafina. Los vasos sanguineos que se situan entre las cardiomiocitos también
estan delimitados por laminina, pero la presencia de los nucleos de las células
endoteliales o eritrocitos en su luz, asi como su tamafo, permiten distinguirlos
claramente de los cardiomiocitos (Fig. 39). La correlacion con cortes similares
de microscopia electronica de transmision, donde es posible distinguir sin
equivocacion los cardiomiocitos por la presencia de los sarcomeros, confirma la
elegibilidad de este método para delimitar con exactitud los limites de los

cardiomiocitos.

Localizacién P-VAL Intervalo de confianza Conclusion
PVlivs S 0,4427 (-29,0396;-8,8102) No significativo
1 PVl vs PVD 0,0000 (78,3526; 107,4669) PVI>PVD
S vs PVD 0,0000 (86,9214; 115,2315) S>PVD
PVivs S 0,0000 (-49,8232; -17,5552) PVI<S
2 PVl vs PVD 0,0000 (20,2992; 47,6911) PVI>PVD
S vs PVD 0,0000 (53,3737; 81,951) S>PVD
PVlvs S 0’0009 (13,1768; 51,3377) PVI>S
3 PVl vs PVD 0,0000 (46,4401; 83,9748) PVI>PVD
S vs PVD 0,0000 (17,8161; 48,0942) S>PVD

Tabla 149. Comparacién del area de los cardiomiocitos en 6 localizaciones distintas del corazén de los
ratones silvestres. PVD: pared ventriculo derecho; PVI: pared ventriculo izquierdo; S: septo interventricular;
1: localizaciéon cercana a la base cardiaca; 2: localizacion intermedia; 3: localizacion cercana al vértice
cardiaco.

Previamente a realizar el analisis morfométrico del corazén de los
ratones mutantes, se decidi6 valorar el area de los cardiomiocitos en 6
localizaciones diferentes del corazén de los ratones silvestres (Fig. 39).
Sorprendentemente, los resultados obtenidos indicaban una gran variacion en
el area de los cardiomiocitos dependiendo de su localizacion (Tabla 149 y 150).

Por ejemplo, como se observa en la Tabla 149, los cardiomiocitos
cercanos a la base cardiaca tienen un area mayor si se encuentran en la pared
del ventriculo izquierdo que en la pared del ventriculo derecho (P<0,01). En la

Tabla 150 se muestra como, por ejemplo, en la pared del ventriculo derecho, el
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area de los cardiomiocitos es menor en la base que en el vértice del corazén
(P<0,01, n=8); mientras que en el septo, el area de los cardiomiocitos es mayor
en la base que en el vértice (P=0,016, n=8). Estos resultados indicaban que, al
comparar los datos obtenidos en diferentes animales se deberian realizar las

mediciones de los cardiomiocitos en las mismas localizaciones cardiacas.

Localizacion P-VAL Intervalo de confianza Conclusion
1vs2 0,0000 (21,7939; 58,3570) 1>2
PVI 1vs3 0,1029 (-40,3742; 3,7069) No significativo
2vs3 0,0000 (-77,3870;-39,4312) 2<3
1vs2 0,1248 (-4,0379; 33,1437) No significativo
S 1vs3 0,0161 (4,0933; 40,0773) 1>3
2vs3 0,3599 (-8,6053; 23,6702) No significativo
1vs2 0,0002 (-28, 8679; -8,8102) 1<2
PVD 1vs3 0,0000 (-57,4487; -34,6231) 1<3
2vs3 0,0000 (-40,5384; -13,8551) 2<3

Tabla 150. Comparacion del area de los cardiomiocitos en 6 localizaciones distintas del corazén de los
ratones silvestres. PVD: pared ventriculo derecho; PVI: pared ventriculo izquierdo; S: septo
interventricular; 1: localizacion cercana a la base cardiaca; 2: localizacion intermedia; 3: localizacion
cercana al vértice cardiaco.

La comparacion de las areas de los cardiomiocitos entre los ratones
mutantes para Sirt1 y los ratones silvestres indicaba que, en general, las areas
de los cardiomiocitos de los ratones silvestres son significativamente mayores
que las de los heterocigotos, y estas ultimas mayores que las los homocigotos,
lo que indicaria que existe un efecto dosis génica de Sirt7 sobre el area de los
cardiomiocitos (Fig. 40). En algunas regiones no se encontraron diferencias
significativas entre las areas de los cardiomiocitos heterocigotos vy
homocigotos, por ejemplo en las zonas intermedias de la pared del ventriculo
izquierdo y del septo (Fig. 40). En la unica localizacion en la que no se
encontraron diferencias significativas entre los ratones silvestres y los ratones
mutantes fue en la pared del ventriculo derecho cerca de la base del corazon
(Fig. 40).
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Fig. 40. Analisis comparativo del area de los cardiomiocitos entre los ratones silvestres y
heterocigotos y homocigotos para Sirt1. A. Pared ventricular izquierda. B. Septo interventricular. C.
Pared ventricular derecha. PVD: pared ventriculo derecho; PVI: pared ventriculo izquierdo; S: septo
interventricular; 1: zona cercana a la base; 2: zona intermedia; 3: zona cercana al vértice. (A)
*P<0,0001; **P<0,05. (B) *P<0,0001; **P=0,05. (C) *P<0,0001; **P=0,01; ***P=0,05.

C.5.4 ANALISIS ULTRAESTRUCTURAL DE LOS CARDIOMIOCITOS

La observacion mediante microscopia electrénica de transmision de las

muestras de la pared del ventriculo izquierdo procedentes de ratones adultos,

166



RESULTADOS
sefala una alteracién especifica de las mitocondrias de los cardiomiocitos en
los ratones mutantes (Fig. 41).

A
SirtT +/+

Fig. 41. Analisis ultraestructural de los cardiomiocitos de los ratones adultos. Las mitocondrias
(puntas de flecha) estan dilatadas, pierden sus crestas y aparecen con zonas electrolicidas (*) en
los ratones mutantes. Las mitocondrias de los ratones mutantes homocigotos estdn mucho mas
alteradas que las de los ratones heterocigotos. CM: cardiomiocito; Ca: capilar. Barras A: 3,3um; B:
0,4 pm.
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La lesion subcelular consiste en la dilatacion de las mitocondrias, con
pérdida de crestas y aparicion de espacios electrolucidos en su interior (swollen
mitochondria).

Fig. 42. Analisis ultraestructural de los cardiomiocitos de los ratones de un dia de edad (PO0). No se
observan alteraciones manifiestas en las mitocondrias de los ratones mutantes respecto a los
ratones silvestres. Barras A: 38 mm, B:1,28 mm.
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El grado de lesion observado en las mitocondrias estaba relacionado con
la dosis génica, estando menos alteradas las mitocondrias de los ratones
mutantes heterocigotos que las de los homocigotos (Fig. 41). No se observo
una disposicion anormal de las miofibrillas, ni de los sarcobmeros en los
cardiomiocitos de los ratones mutantes (Fig. 41).

En cambio, el analisis ultraestructural de los cardiomiocitos de los
ratones neonatos no mostrd alteraciones evidentes en las mitocondrias de los

ratones mutantes para Sirt1 (Fig. 42).

C.5.5 ANALISIS DE OTROS MARCADORES DE LESION CARDIACA

Aunque no se observo fibrosis en las secciones de los corazones de los
ratones mutantes tefiidas con el Tricrémico de Masson (datos no mostrados),
se planteo la utilizacion de un marcador de macréfagos (Mac-2) para identificar
y cuantificar el numero de estas células inflamatorias. Como se puede observar
en la Figura 43, los macrofagos Mac-2 positivos fueron muy escasos tanto en
los ratones silvestres como en los mutantes heterocigotos y homocigotos, lo
que indicaba la ausencia de un proceso inflamatorio en el miocardio de estos
animales.

Por ultimo se utilizarén los marcadores ANP y BNP, que son péptidos
natriuréticos, producidos por los cardiomiocitos de los atrios en condiciones
normales, y que cuando existe una cardiopatia su expresion se traslada a los
cardiomiocitos ventriculares (de Bold 1985; Clerico et al. 2011). La Figura 44
muestra como el ANP se sobreexpresa en los cardiomiocitos de los ventriculos
de los ratones mutantes. Como era de esperar, los cardiomiocitos de los atrios

de los ratones silvestres expresan ANP y BNP.
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AG
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Fig. 43. Analisis del marcador MAC-2. Los macréfagos marcados con MAC-2 (puntas de flecha), que se
observaban en el parénquima cardiaco, tanto de los ratones silvestres como de los ratones mutantes
heterocigotos y homocigotos, fueron muy escasos y no se observaron diferencias aparentes en la cantidad

encontrada entre los diferentes animales. Barras: 139 um.
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Fig. 44. Analisis de los marcadores ANP y BNP. A. ANP se sobreexpresa en los cardiomiocitos de los
ventriculos de los ratones mutantes para Sirt1. B. Por el contrario, BNP no esta sobreexpresado. C.

Como era de esperar, los cardiomiocitos de los atrios de los ratones silvestres expresaban ANP y
BNP. Barras: 300 mm.
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Como se ha podido observar en la introduccién de este trabajo, de las
especies animales usadas en investigacion cardiovascular, el sistema
circulatorio del ratén es el que guarda mas similitudes anatomicas con el de los
seres humanos (en comparacion, por ejemplo, con el perro). Las similitudes
anatomicas, son entre otras razones, como la posibilidad de estudiar modelos
modificados genéticamente, responsables de que el ratén se haya convertido
en los ultimos afos en el modelo animal mas utilizado en investigacion
cardiovascular, incluida la biologia vascular (Wright 1969; Katz et al. 2006;
Layton et al. 2006; Natsis et al. 2009; Vilahur et al. 2011).

La metodologia necesaria para producir modificaciones genéticas en las
células de los mamiferos no empezé a desarrollarse hasta la mitad de la
década de 1980 (Smithies et al. 1985; Thompson et al. 1989). Anteriormente,
los estudios de funcién vascular en ratones eran anecdoéticos (Webb et al.
1987). Incluso en afos mas recientes, los ratones sélo se han usado de forma
ocasional en estudios de funcionalidad vascular normal (Faraci y Sigmund
1999). En contraposicion a esto, desde el inicio de la creacion de ratones
knock-out y transgénicos, el numero de estudios con modelos de
enfermedades cardiovasculares ha ido en aumento. Sin embargo, aunque el
numero de estudios que investigan los efectos de las alteraciones genéticas en
el desarrollo de ciertas patologias como la aterosclerosis ha aumentado, hay
pocos estudios que investiguen los cambios en la funcién vascular de estos
modelos (Bonthu et al. 1997; Stoyanova et al. 2007; Ni et al. 2008; Amirbekian
et al. 2009).

Uno de los puntos mas criticos a la hora de disefar e interpretar estudios
con ratones modificados genéticamente se debe a la influencia de la dotacién
genética (genetic background) y a la seleccion de una cepa control correcta.
Para generar ratones modificados genéticamente, el abordaje mas comun es
utilizar células madre embrionarias de la cepa de raton 129, que se someten a
la manipulacién genética deseada e inyectarlas, posteriormente, en blastocistos
de la cepa C57BL/6. Después de esto, la transmision del genoma modificado
se consigue cruzando estos ratones con otros C57BL/6 no modificados. Para
eliminar la heterogeneidad en la dotacion genética suelen realizarse

retrocruzamientos durante varias generaciones. Después de 7 generaciones de
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cruces, la dotacién genética tiene una uniformidad de mas del 99% (Picciotto y
Wickman 1998).

Debido a que, muchas veces, los estudios con ratones modificados
genéticamente se realizan antes de conseguir uniformidad en la dotacién
genética, se recomienda usar como controles a los propios hermanos de tipo
silvestre de la camada. De esta forma, el grado de heterogeneidad en la
dotacion genética es similar, tanto en los animales modificados como en los
controles. Sin embargo, controlar la dotacién genética es fundamental ya que
se sabe que mutaciones genéticas iguales pueden presentar fenotipos

diferentes segun la cepa de origen que se haya utilizado.
D.1 RATON C57BL/6

La cepa de ratones C57BL/6 fue creada en 1921. Fue la primera a la que
se secuenci6 el genoma y, hoy en dia, es una de las cepas endogamicas mas
utilizadas tanto en investigacion general, como para ser usada como cepa de
origen para el desarrollo de lineas mutantes. Los ratones C57BL/6 se utilizan
en diferentes areas de investigacién (biologia cardiovascular, biologia del
desarrollo, diabetes, obesidad, inmunologia, neurobiologia) ya que presentan
muchas caracteristicas interesantes, como la de ser susceptibles a desarrollar
obesidad inducida por dieta, diabetes tipo 2 y aterosclerosis. El hecho de que
sea una cepa endogamica indica que es el resultado del cruce de al menos 20
generaciones consecutivas de uniones entre ratones hermanos. Esto permite
que la descendencia sea uniforme, tanto genética como fenotipicamente.
Ademas, como se ha mencionado antes, las hembras C57BL/6 se usan
frecuentemente como donantes de embriones y sus blastocistos son utilizados
como receptores de células madre embrionarias en la creacion de ratones
knockout (Picciotto y Wickman 1998).

Este estudio se llevo a cabo en esta cepa debido a todas estas
caracteristicas y a la importancia de conocer la fisiologia vascular de un raton
empleado comunmente en investigacion cardiovascular y que es, al mismo
tiempo, base de muchas de las cepas manipuladas genéticamente que sirven
como modelos de enfermedad cardiovascular (Breslow 1996; Faraci y Sigmund
1999; Daugherty 2002; Daugherty y Cassis 2004; Westrick et al. 2007).
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En el primer estudio, se incluyé un total de 27 animales (10 machos y 17
hembras) tras consultar al Servei d’ Estadistica de la Universitat Autbnoma de
Barcelona y teniendo en cuenta el numero de animales que se utiliza
habitualmente en este tipo de experimentos.

En una primera fase se realizé un estudio piloto con 7 hembras para
poner a punto la técnica y obtener valores hemodinamicos preliminares.
Después de esto, se realizo el estudio definitivo con 10 machos y 10 hembras.
Una vez finalizado el estudio definitivo, se compararon los datos obtenidos en
el estudio piloto preliminar y el definitivo. Al no haber diferencias entre ambos,
se incluyeron las 7 primeras hembras en la muestra final.

Todos los animales estudiados eran adultos de dos meses de edad. Se
selecciond un grupo uniforme de edades para evitar las diferencias debidas a
este factor.

En medicina humana Ila mayoria de constantes fisiolégicas
cardiovasculares se expresa en funcién de la edad del individuo y del género,
muchas veces incluso haciendo una aproximacion al peso del paciente o al
area de superficie corporal (BSA) (Pearce et al. 1993; Garcier et al. 2003;
Daimon et al. 2008; Mao et al. 2008; Wolak et al. 2008). Aunque en muchos de
los estudios en ratones publicados actualmente no se especifica el género del
animal o sélo se utilizan individuos de uno de los sexos, se creyo conveniente
incluir este factor de variacion, ya que el género determina, entre otros factores,
que el peso de los animales a la misma edad sea diferente, lo que puede
afectar a los resultados (Tanaka et al. 1996; Chaves et al. 2001; Collins et al.
2003; Stypmann et al. 2006; Gan et al. 2007; Stoyanova et al. 2007; Baumann
et al. 2008; Bonnin et al. 2008; Ni et al. 2008; Amirbekian et al. 2009).

D.2 ECOGRAFIA DE ALTA FRECUENCIA

El aumento del uso del raton en investigacion ha estimulado el desarrollo
de técnicas de imagen no invasivas, especialmente disefiadas para evaluar y
monitorizar su sistema cardiovascular. Los métodos no invasivos permiten
reducir el numero de animales utilizados en experimentacion, sobre todo al
plantear estudios longitudinales. Al utilizar cada animal como su propio control,

las hipotesis sobre el inicio de una enfermedad o sobre la efectividad de un
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tratamiento concreto pueden ponerse a prueba con menos animales de los que
serian necesarios en estudios terminales.

Aunque hasta el momento se han puesto a punto diferentes técnicas de
diagndstico por imagen aplicadas al raton, como resonancia magnética nuclear,
microCT o PET, la ecografia es la mas extendida en investigacion
cardiovascular (Coatney 2001; Hartley et al. 2002; McVeigh 2006).

En este estudio se ha utilizado un ecografo de alta frecuencia
especialmente disefiado y adaptado para animales de laboratorio de pequefio
tamafo, debido a que sus caracteristicas técnicas superan las prestaciones de
los ecografos convencionales y se adaptan a las limitaciones debidas a la
fisiologia de estos animales (pequefio tamafio y frecuencia cardiaca y
respiratoria elevadas) (Nieman et al. 2005; McVeigh 2006).

La utilizacién de transductores de alta frecuencia no es algo nuevo. En
medicina humana se ha aplicado en imagen dermatoldgica, oftalmolégica e
intravascular con buenos resultados (Jemec et al. 2000; Schoenhagen y Nissen
2002; Conway et al. 2005; Gyetvai y Kolozsvari 2005; Zhou et al. 2006;
Jasaitiene et al. 2010). En investigacidn cardiovascular con ratones también se
ha utilizado, pero hasta ahora ningun estudio ha descrito las caracteristicas
hemodinamicas normales de las arterias del raton C57BL/6 (Foster et al. 2002;
Zhou et al. 2002; Zhou et al. 2004; Feintuch et al. 2007).

Una de las principales ventajas del ecdgrafo utilizado en este estudio es
que la frecuencia de insonacion es alta y puede ajustarse dentro de un rango,
lo que permite la mayor resolucion posible en relacion a la penetracion
necesaria para ecografiar los vasos de un ratdén adulto. Otra de sus ventajas es
la integracion de Doppler pulsado a estas frecuencias. La implementacién de
un Doppler de frecuencia alta permite estudiar flujos con velocidades bajas,
como el de la arteria femoral. Las sondas utilizadas en este estudio tienen una
resolucion temporal de hasta 200 imagenes por segundo (frame rate). Una
resolucion temporal baja limita el estudio cardiovascular de un raton adulto, que
tiene frecuencias cardiacas de mas de 500 latidos por minuto. En cambio, una
resolucion temporal de 200 imagenes por segundo permite obtener 20
imagenes por ciclo cardiaco en un raton con frecuencia cardiaca de 600 Ipm
(Coatney 2001; Zhou et al. 2002; Phoon 2006). Otra de sus ventajas es que el

tamario de las imagenes (16,5 mm? en la sonda de 30MHz y 14,5 mm? en la
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sonda de 40MHZ) es suficiente para escanear los vasos evaluados en este

estudio.

D.2.1 PREPARACION DE LOS ANIMALES

Los ratones son animales nocturnos, por o que se recomienda que los
estudios a los que se someten se realicen por la mafiana y a la misma hora
para evitar variaciones debidas al ciclo circadiano del animal. Por este motivo,
la fase experimental de este estudio se llevd a cabo durante la manana.
Ademas, los animales no se sometieron a ayuno previo con el fin de minimizar
el estrés y las alteraciones fisiologicas que conlleva la alteracion de la rutina
diaria de los ratones (Suckow et al. 2001; Orr 2002; Fox et al. 2007).

D.2.1.1 Anestesia

Se empled anestesia general debido a la necesidad de inmovilizar y
sedar a los ratones, para disminuir el estrés de la manipulacién y para obtener
imagenes de calidad. Aunque todos los anestésicos generales tienen efectos
en la funciéon cardiovascular, diversos estudios han demostrado que el
isoflurano es el farmaco mas seguro en esta especie y con el que se mantienen
parametros mas parecidos a los fisioldgicos, produciendo menor depresion
cardiovascular (Tabla 151). Ademas, comparativamente, el isoflurano es el
farmaco que mantiene las constantes de forma mas estable y con el que las
mediciones son mas reproducibles. Es facil de administrar, tiene tiempos de
inicio de accidon y recuperacion rapidos y baja toxicidad en relacion a otros
anestésicos generales (Chaves et al. 2001; Roth et al. 2002; Janssen et al.
2004).

Parametros fisiolégicos del ratén

Parametro Valores medios

Peso de los adultos 20-40 g

Temperatura corporal 36,5-38,0°C

Frecuencia respiratoria 80-230 respiraciones por minuto
Frecuencia cardiaca 500-600 latidos por minuto

Tabla 151. Parametros fisiologicos normales en el raton (Orr 2002; Fox et al. 2007).

Algunos autores recomiendan realizar estos estudios en animales
conscientes para evitar los artefactos debidos a la anestesia (Yang et al. 1999;
Carlson y Wyss 2000; Janssen et al. 2002). Sin embargo, para conseguir este

objetivo es necesario someter a los ratones a sesiones de entrenamiento y
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habituacién a la técnica, algo que no se puede hacer en las instalaciones
donde se efectud este estudio. Ademas, algunos autores han descrito que las
frecuencias cardiacas que se observan en ratones despiertos, que estan siendo
manipulados son superiores a las medidas mediante telemetria en ratones
despiertos que no estan siendo manipulados. Esto sugiere que, a pesar del
entrenamiento, el tono simpatico puede estar activado durante las mediciones
debido a estrés (Uechi et al. 1998).

Existen otros factores importantes en el procedimiento anestésico de los
ratones, como por ejemplo, realizar una buena monitorizacion anestésica,
evitar ejercer presion excesiva sobre el cuerpo del raton y mantener la
temperatura corporal (Williams et al. 2002). La monitorizacion anestésica
incluye dos aspectos: asegurar un plano anestésico adecuado para realizar el
experimento y mantener las constantes dentro de parametros lo mas
fisiologicos posibles. En el estudio esta monitorizacion se efectué mediante
visualizacion directa y gracias a la utilizacidn de dispositivos adaptados para
medir la frecuencia cardiaca y respiratoria y la temperatura corporal. La
temperatura corporal se mantenia dentro de parametros normales al colocar al
ratdbn sobre una plataforma caliente y aplicar gel de ecografias atemperado
como medio de contacto. Para garantizar el mantenimiento de los parametros
fisiologicos, la ecografia no comenzaba hasta estabilizar las constantes
fisiologicas de los ratones. Ademas, durante todo el experimento se evitaba
ejercer presién sobre el térax y el abdomen del ratéon para no alterar su funcién

respiratoria.

D.2.2 ECOGRAFIA VASCULAR

Para cada uno de los vasos estudiados se ha descrito el mejor abordaje
posible, sus caracteristicas en modo bidimensional (diametro y area) y sus
propiedades hemodinamicas a partir del espectro Doppler de cada uno de ellos
(perfil de velocidad de flujo y resistencia de la onda Doppler pulsado,
velocidades, aceleracion, tiempo de aceleracion, flujo sanguineo e indices

vasculares).
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D.2.2.1 Descripcion de la onda Doppler pulsado

La evaluacion cualitativa del espectro Doppler pulsado de las arterias es
un meétodo util para detectar de forma no invasiva posibles alteraciones
vasculares que provoquen cambios en el flujo sanguineo (Taylor et al. 1985).
En medicina humana se han empleado durante décadas los términos trifasico,
bifasico y monofasico al caracterizar los espectros de ondas arteriales. Sin
embargo, las referencias publicadas para cada uno de estos términos son
ambiguas, conflictivas o incluso inexistentes, por lo que han dado lugar a
confusion. Los expertos en ecografia vascular suelen coincidir en que
categorizar los espectros Doppler no es un trabajo tan simple como puede
parecer, debido a que es una tarea bastante subjetiva que depende de la
experiencia de quien lo interprete (Scissons 2008a). Por ejemplo, mientras que
los flujos trifasicos y monofasicos aparecen ilustrados frecuentemente en
multiples publicaciones, los flujos bifasicos se definen y se representan de
forma poco habitual. Algunas publicaciones describen las ondas bifasicas como
aquellas que presentan flujo reverso. Otras en cambio describen lo contrario o
incluso las confunden con ondas monofasicas (Scissons 2008a; Scissons
2008b; Scissons 2009).

Con la finalidad de unificar criterios, en este estudio se ha usado la
clasificacion descrita por Szatmari et al. (2001), tanto en la descripcion del perfil
de velocidad de flujo como en el patrén de resistencia de la onda Doppler
pulsado. Ademas, en el calculo de los indices vasculares, se ha empleado la
velocidad diastdlica minima en vez de la final como describen Bonnin vy
Fressonnet (2005), debido a que, de esta forma, a partir de un valor numérico
se intuye facilmente si se trata de un flujo de resistencia alta (RI>1) o no, sin
necesidad de ver la representacion del espectro Doppler (Evans et al. 1980).
Antes de realizar comparaciones con otros estudios de Doppler vascular, debe
tenerse presente la definicidn de cada uno de los parametros utilizados y el por

qué se ha escogido.

D.2.2.2 Calculo del flujo sanguineo

Calcular el flujo sanguineo de forma no invasiva, a partir de datos
obtenidos mediante ecografia (diametro del vaso y velocidad media), es un

método muy atractivo en ratones ya que debido a su pequefo tamafo y

181



DISCUSION

volumen de sangre, los sistemas para calcular el flujo sanguineo de forma
invasiva (sondas de flujo, microesferas, termodilucién) son mas dificiles de
realizar y mas propensos a generar errores (Janssen et al. 2002).

Hasta el momento, se ha usado la ecografia convencional para calcular
el gasto cardiaco en ratones adultos en la aorta ascendente. En estos casos, la
precision de las medidas se ha visto limitada al utilizar volumenes de muestra
relativamente grandes, dificiles de ajustar a la luz vascular, y al no disponer de
una resolucion espacial alta (Yang et al. 1999; Strauch et al. 2003; Janssen et
al. 2004; Stypmann et al. 2006). Como se ha comentado antes, los ecografos
de alta frecuencia tienen una resolucion espacial elevada que permite medir de
forma mas precisa el diametro del vaso (Baumann et al. 2008). Esto es muy
importante para calcular el flujo sanguineo ya que el diametro aparece en la
férmula del flujo.

Medir el flujo sanguineo con este método tiene ventajas e
inconvenientes. Es mas seguro y menos invasivo que otros sistemas, pero es
necesario tener paciencia y entrenamiento para obtener imagenes y espectros
Doppler de calidad, sobre todo en los vasos mas profundos (aorta abdominal
prerrenal) o en los de diametro muy pequefio (arteria femoral). Estas medidas
son aun mas dificiles cuando se estudian ratones de mayor tamafio o que
tienen gas en el tracto digestivo (Sato et al. 1987).

Ademas, a pesar de las caracteristicas del ecégrafo, la medicion del flujo
sanguineo puede verse influida por diferentes factores como el tamafio y la
elasticidad del vaso, la contractilidad cardiaca y el gasto cardiaco, que pueden
variar de un raton a otro (Blackshear et al. 1980). Por otro lado, la precision en
las medidas del flujo sanguineo puede verse afectada por diversos factores
metodoldgicos (errores debidos a la forma del vaso, a la medicion del diametro
del vaso y a su variacion durante el ciclo cardiaco y errores en la estimacion de
la velocidad media) (Taylor y Holland 1990; Zwiebel et al. 1995).

En nuestro estudio, todas las medidas fueron hechas por la misma
persona, con el fin de reducir la variabilidad interindividual. Ademas, se
realizaron cuatro medidas de cada variable con el objetivo de reducir la
variabilidad intraindividual, ya que no era posible repetir las medidas en el
mismo animal en dias consecutivos debido a las caracteristicas de

estabulacién del laboratorio.
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D.2.2.3 Otros datos numéricos obtenidos a partir del espectro Doppler

En las ondas Doppler pulsado, ademas de hacer un analisis cualitativo
del espectro Doppler de cada localizacion, se estudié la frecuencia cardiaca,
las velocidades (maxima, minima y media), la aceleracion y el tiempo de
aceleracion en 4 ciclos cardiacos diferentes. Estas medidas cuantitativas
pueden ser utiles para confirmar el analisis subjetivo de la onda Doppler
pulsado y ademas ayudan a reducir la variabilidad intraobservador e
interobservador de la interpretacion de los datos (Shaalan et al. 2003).
Ademas, dos de estos parametros son independientes del angulo de
insonacién: la frecuencia cardiaca, que depende de la duracion del ciclo
cardiaco, y el tiempo de aceleracion. Sin embargo, el tiempo de aceleraciéon
puede verse afectado por otros factores, como la colocaciéon del volumen de
muestra dentro del vaso (Mai et al. 2004).

Aceleracion del flujo sanguineo

En el caso de la aceleracién, los resultados obtenidos en nuestro estudio
mediante estadistica descriptiva, muestran resultados variables en cada
localizacion (desviaciones estandar grandes). Esto se debe en parte a la
dificultad al realizar manualmente las mediciones sobre el espectro Doppler
pulsado. En el caso de la aceleracion y, a diferencia de lo que ocurre con el
resto de variables hemodinamicas, el posicionamiento de los caliperos es muy
sensible: minimas diferencias en su colocacién dan como resultado grandes

diferencias en su valor.

D.3 ECOGRAFIA DE LA AORTA ASCENDENTE, ARCO
AORTICO Y AORTA DESCENDENTE TORACICA EN EL RATON

D.3.1 NUMERO DE ANIMALES

Solo se estudio el arco aortico de 14 de los 27 ratones totales. Esto se
debe a que al inicio del trabajo se consideraba practicamente imposible obtener
imagenes de calidad de los tres orificios del arco adrtico. Al avanzar en el
estudio y adquirir mayor experiencia en la técnica, decidio incorporarse también
esta porcion de la aorta. No fue posible obtener datos en cada uno de los 3
orificios de estos 14 animales, pero los resultados descriptivos se han incluido

porque, excepto en el caso del orificio del TB, las medidas pudieron hacerse en
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mas de 10 animales. No obstante, al ser un nUmero menor al total, estos datos

no se han incluido en el analisis inferencial de la aorta.

D.3.2 ABORDAJE

El abordaje ecografico a la aorta ascendente, arco aodrtico y aorta
descendente toracica descrito en este estudio es similar al que se menciona en
otros trabajos de ecocardiografia transtoracica con transductores de alta
frecuencia en ratdén (Tanaka et al. 1996; Zhou et al. 2004).

En nuestro estudio, el abordaje paraesternal derecho con secciones
longitudinales fue el mas util, puesto que permite obtener una vision anatémica
de conjunto de la aorta en el térax, permite evaluar posibles lesiones
vasculares o perivasculares y realizar medidas en modo bidimensional del
diametro del vaso. Sin embargo, no es posible generalizar e indicar que éste
sea el mejor abordaje en cualquier circunstancia ya que, en ocasiones, fue
necesario estudiar diversos abordajes, obtener imagenes en cada uno de ellos
y seleccionar, con posteridad, el mejor.

Por lo que respecta a la ecografia con Doppler pulsado, al ser necesario
obtener imagenes en seccién longitudinal con angulos inferiores a 60° vy,
teniendo en cuenta que la aorta en el térax describe una curva de 180° es
imprescindible realizar multiples movimientos del transductor y de la plataforma
donde descansa el raton para obtener registros de calidad. En consecuencia,
en un mismo estudio es necesario realizar también abordajes paraesternales
izquierdos y transversos sobre la entrada del térax, usando como ventana
acustica el timo.

En resumen se puede concluir que estandarizar un protocolo de
abordaje ecografico a la aorta en el térax no es facil, ya que segun el objetivo
del estudio deberan realizarse mas o menos maniobras para conseguir las
imagenes deseadas.

Un detalle importante es que a pesar de que la superficie de contacto del
transductor es grande en comparacion con el tamafno del ratén, y por tanto no
es posible colocarla entre los espacios intercostales, los artefactos debidos a la
presencia de costillas son minimos. El esternén, en cambio, a pesar de ser
estrecho si produce artefactos considerables, por lo que se debe evitar al

maximo. Los pulmones tampoco originan muchos artefactos ya que los l6bulos

184



DISCUSION

pulmonares se localizan dorsocaudales respecto al corazén. La porcién mas
craneal del pulmén derecho no alcanza la posicion del arco aortico y la del
pulmon izquierdo se encuentra al mismo nivel que lel tronco pulmonar (Cook
1965; Popesko et al. 1992; Suckow et al. 2001; Zhou et al. 2004; Fox et al.
2007; Casteleyn et al. 2010).

D.3.3 ECOGRAFIA BIDIMENSIONAL DE LA AORTA ASCENDENTE

En nuestro estudio, el diametro luminal medio de la aorta ascendente al
final de la sistole cardiaca mide 1,56 + 0,12 mm (media + SD). Este valor
concuerda con los obtenidos por Zhou, et al. (2004), descritos en ratones de la
misma cepa y edad, que observaron, mediante ecocardiografia transtoracica de
alta frecuencia, un diametro luminal al final de la sistole de 1,36, + 0,04 mm.
Los mismos autores realizaron también las medidas al final de la diastole y
concluyeron que el diametro sistdlico final es mayor que el diastélico final en un
15% como media, cuando se utiliza un abordaje paraesternal izquierdo y en un
18% cuando se utiliza un abordaje paraesternal derecho (sin diferencias
estadisticamente significativas entre ambos abordajes). En nuestro caso
decidimos utilizar el diametro al final de la sistole cardiaca por ser mas facil de
medir y porque corresponde al momento en que el flujo sanguineo en el vaso
es mayor (Tabla 152).

En cambio, estos valores son mayores a los descritos por Casteleyn et
al. (2010), que mediante moldes de corrosion vascular, describe un diametro de
0,82 + 0,01 mm en hembras de 2 meses de edad de la cepa C3HeB/Fed (30
gramos de peso medio). Las diferencias pueden deberse a que se trata de dos
cepas diferentes y a que, a pesar de ser animales de peso superior por lo que
se esperaria un diametro mayor, las técnicas utilizadas son diferentes, los
animales estan muertos y por tanto no se tienen en consideracion las
variaciones debidas al ciclo cardiaco (Casteleyn et al. 2010).

En cuanto al area de la aorta ascendente, no se han publicado estudios
ecograficos que describan este dato en ratones, siendo nuestros resultados los
primeros. El calculo del area se efectué a partir del diametro, aplicando una
férmula matematica. Este método tiene limitaciones ya que, entre otras cosas,

se asume que se ha obtenido una seccion perfectamente transversa del vaso y
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que se trata de un area circular, lo que no es siempre cierto (Riesen et al.
2002).

En este trabajo no se realiz6 el estudio histologico de la aorta
ascendente ni de la descendente toracica murina, sino que se centré en las
caracteristicas histolégicas de la aorta descendente abdominal y de la arteria
femoral, ya que hay mas informacién morfolégica disponible de los primeros
segmentos de la aorta en el raton (Nakashima et al. 1994; Chow et al. 1996;
Seo et al. 1997; Maeda et al. 2000; Jones et al. 2005; Maeda et al. 2007;
Fernandez et al. 2008; Chalothorn y Faber 2010).

Diametro Cepa Edad Sexo Anestesia Técnica Referencia
(mm)
1,1410,04 C57BL/6 1-2m M/H Isoflurano Doppler, 30MHz Zhou et al. 2004
0,82+0,01 C3HeB/FeJ 2m H Post mortem Moldes corrosion/CT Casteleyn et al.
2010
1,1£0,11 NE 13m NE Ketamina- Doppler, 15MHz Strauch et al.
Xylacina 2003
1,49+0,02 C57BL/6 9,240,6m M Tribromoetanol Doppler, 30MHz Stoyanova et al.
2007
~1,3 C57BL/6 2,1-23m M Ketamina- Doppler 20MHz, moldes  Huo et al. 2008
Xylacina de corrosion
1,41+0,02 ICR(CD1) 1,5-2,0m H Isoflurano Doppler, 19MHz Wong et al. 2002
1,1£0,10 ICR(CD1) 2,5-62m M/H Halotano Doppler, 5,5-7,5MHz Fentzke et al.
1997
1,3410,10 ICR(CD1) 1,5m M/H Ketamina- Doppler, 12MHz Stypmann et al.
Xylacina 2006
1,5610,12(H) C57BL/6 2m M/H Isoflurano Doppler, 30MHZ Estudio actual
1,54+0,13(M)

Tabla 152. Diametro de la aorta ascendente del raton descrita en la bibliografia publicada hasta el momento.
NE: no especificado; M macho; H: hembra; m: meses.

D.3.4 ESPECTRO DOPPLER PULSADO DE LA AORTA ASCENDENTE

En este estudio, todos los animales presentaron un perfil de velocidad de
flujo romo con resistencia elevada en la aorta ascendente. Esta informacion no

ha sido descrita con anterioridad en el raton.
D.3.4.1 Caracteristicas hemodinamicas de la aorta ascendente

D.3.4.1.1 Velocidad sistolica maxima

La velocidad sistélica maxima en este estudio es similar a la descrita por
Reddy et al. (2005) y por Wong et al. (2002), que también utilizaron ratones
anestesiados con isoflurano y sondas de frecuencia relativamente alta, aunque
eran de cepa diferente a la de este estudio (Tabla 153). En cambio, es mayor a

la presentada en otros estudios en los que se emplearon ratones C57BL/6 de
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mayor edad (Hartley et al. 2000). En medicina humana se han observado
correlaciones entre PSV y la edad, el area de superficie corporal (BSA) y la
frecuencia cardiaca del individuo, aunque solo el BSA se relaciona mediante
regresion multiple con la PSV (Sohn y Kim 2001). En cambio, en otro estudio,
se observo una relacién inversa, estadisticamente significativa, entre la PSV y
la edad y el area de superficie corporal en diferentes vasos evaluados, aunque
en el caso de la aorta ascendente y descendente toracica, esta correlacion era
cercana a cero (Wilson et al. 1985). En otro estudio en el que se utilizaron
ratones CD1 de diferentes edades, no se observaron diferencias significativas
en la PSV entre el grupo de animales jévenes (8 semanas) y el de animales
viejos (52 semanas) (Stypmann et al. 2006), por lo que las diferencias respecto
al estudio de Hartley et al. (2000) podrian deberse a la utilizacién de
transductores diferentes o a una frecuencia cardiaca distinta (Tabla 153).

En nuestro estudio se ha visto que la PSV en la aorta ascendente murina
es similar a la de la aorta ascendente humana (760-1550 mm/s en adultos,
980-1430 mm/s en nifios) (Grenadier et al. 1984; Wilson et al. 1985; Poutanen
et al. 2003).

PSV(mm/s) Cepa Edad Sexo Anestesia Técnica Referencia
892158 C57BL/6 13 M Isoflurano Doppler, 10MHz Hartley et al. 2000
927425 NE NE NE Isoflurano Doppler, 20MHz Reddy et al. 2005
774489 NE 13m NE Ketarr_]ina- Doppler, 6-15MHz  Strauch et al. 2003
- Xylacina

ICR 2,5- M/H Halotano Doppler, 5,5- Fentzke et al. 1997
A2 (CD1) 6.2m 7,5MHz

ICR 2m M/H Ketamina- Doppler, 12MHz Stypmann et al.
731,6481,8 (CD1) Xylacina 2006
~1100 ICR 1,5-2m H Isoflurano Doppler, 19MHz Wong et al. 2002

(CD1)
1085,69+191,42(H) C57BL/6 2m M/H Isoflurano Doppler, 30MHZ Estudio actual
1262,30+158,03(M)

Tabla 153. PSV de la aorta ascendente del ratén descrita en la bibliografia publicada hasta el momento. NE:
no especificado; M macho; H: hembra; m: meses.

D.3.4.1.2 Velocidad diastolica minima

Pese a que se ha descrito la existencia de flujo reverso al inicio de la
diastole en la aorta ascendente, no se han publicado estudios en los que se
describa el valor de su velocidad diastélica minima (MDV) en ratones. Nuestro
estudio es por tanto, la primera descripcidon de esta variable en la aorta

ascendente de ratones (media £ SD: -187,02 £ 53,36 mm/s).
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D.3.4.1.3 Velocidad media

Los valores de velocidad media de la aorta ascendente en este trabajo
son superiores a los descritos en estudios anteriores en ratones (Tabla 154)
(Hartley et al. 2000; Wong et al. 2002; Reddy et al. 2005; Stypmann et al. 2006;
Huo et al. 2008) y similares a los de la aorta ascendente humana (600-940
mm/s) (Grenadier et al. 1984; Wilson et al. 1985; Poutanen et al. 2003). Las
diferencias pueden deberse al uso de cepas diferentes, de transductores de
frecuencia diferente y, en el caso del estudio de Hartley et al. (2000), a la
utilizacién de animales de mayor edad. En el estudio de Huo et al. (2008),
ademas de utilizar una técnica distinta mediante ecografia Doppler y medidas
realizadas en moldes de corrosion, la anestesia inyectable puede ser
responsable de gran parte de las diferencias observadas. La combinacién
ketamina-xylacina tiene efectos cardiodepresores graves en los ratones, como
disminucion de la frecuencia cardiaca, de la fraccion de acortamiento y del
gasto cardiaco (Yang et al. 1999b; Janssen et al. 2004).

TAMX(mm/s) Cepa Edad Sexo Anestesia Técnica Referencia
231480 NE NE NE Isoflurano Doppler, 20MHz Reddy et al. 2005
220+16 C57BL/6 13m M Isoflurano Doppler, 20MHz Hartley et al. 2000
151 C57BL/6 2,1- M Ketamina- Doppler, 20MHz, moldes Huo et al. 2008
2,3m Xylacina de corrosion
370 ICR(CD1) 1,52m H Isoflurano Doppler, 19MHz Wong et al. 2002
609+112(H) C57BL/6 2m M/H Isoflurano Doppler, 30MHZ Estudio actual
677+112(M)

Tabla 154. TAMX de la aorta ascendente del raton descrita en la bibliografia publicada hasta el
momento.NE: no especificado; M macho; H: hembra; m: meses.

D.3.4.1.4 Aceleracion y tiempo de aceleraciéon

En ratones, la aceleracién y el tiempo de aceleracion del flujo sanguineo
en la aorta ascendente no se han estudiado en profundidad. En un trabajo
realizado en ratones de cepa inespecifica, la aceleracion obtenida es menor a
la observada en el presente estudio (Reddy et al. 2005). En otros estudios,
realizados en ratones CD1 de edad similar a la de este trabajo, la aceleracion
es parecida a la descrita (Wong et al. 2002) (Tabla 155).

En cualquier caso, nuestro valor de aceleraciéon presenta una desviacion
estandar grande, ya que se trata de un parametro dificil de medir con precision
sobre el espectro Doppler debido a las caracteristicas del software empleado.

El tiempo de aceleracion de la aorta ascendente es similar al descrito por otros
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autores, y es menor al observado en medicina humana (50-150ms) (Wilson et
al. 1985; Reddy et al. 2005) (Tabla 155).

Variable | Valor Cepa Edad Sexo Anestesia Técnica Referencia
80940+3190 NE NE NE Isoflurano Doppler, 20MHz  Reddy et al.
2005
a (mmis?) ~170000 ICR(CD1) 1,5- H Isoflurano Doppler, 19MHz ~ Wong et al.
2m 2002
134423+54953(H) C57BL/6 2m M/H Isoflurano Doppler, Estudio actual
160611241442(M) 30MHZ
11,7+0,2 NE NE NE Isoflurano Doppler 20MHz Reddy et al.

t (ms) &005 .
10£3,57(H) C57BL/6 2m M/H Isoflurano Doppler, Estudio actual
9,58+1,89(M) 30MHZ
200,33 C57BL/6 2,1- M Ketamina- Doppler 20MHz,  Huo et al. 2008

2,3m Xylacina moldes de

F (mm®s) corrosion
1171£272(H) C57BL/6 2m M/H Isoflurano Doppler, Estudio actual
1286%311,66(M) 30MHZ

Tabla 155 Aceleracion, tiempo de aceleracion y flujo de la aorta ascendente del ratédn descritos en la
bibliografia publicada hasta el momento. NE: no especificado; M macho; H: hembra; m: meses.

D.3.4.1.5 Flujo sanguineo

En nuestro trabajo, el flujo sanguineo en la aorta ascendente es superior
al descrito por Huo et al. (2008). Parte de las diferencias puede deberse a que
esta variable se ha calculado como el producto del area transversal de la luz de
la aorta ascendente por la velocidad media de la sangre en este punto. El area
luminal de la aorta ascendente en el estudio de Huo et al. (2008) no se
especifica, pero se obtiene a partir del diametro, que se ha calculado con
moldes de corrosion vascular. Esto, sumado al hecho de que la velocidad
media del flujo difiere considerablemente entre ambos estudios puede ser

responsable de las diferencias.

D.3.5 ECOGRAFIA BIDIMENSIONAL DEL ARCO AORTICO

Hasta el momento no se han publicado estudios ecograficos descriptivos
de la anatomia y caracteristicas hemodinamicas del arco adrtico murino, pese a
ser una de las localizaciones en las que aparecen de forma mas frecuente las
lesiones causadas por aterosclerosis (Nakashima et al. 1994; liyama et al.
1999; Lee et al. 2005; Feintuch et al. 2007). Los datos publicados del diametro
del arco aodrtico murino se han obtenido a partir de moldes de corrosién
vascular en ratones C57BL/6. Sin embargo, no se especifican claramente los
puntos donde se realizan las medidas. Por lo tanto, nuestro estudio es el

primero en describir el diametro y area del arco aértico en cada uno de sus tres
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orificios mediante ecografia (Feintuch et al. 2007; Maeda et al. 2007; Casteleyn
et al. 2010).

En el hombre, no se han descrito diferencias significativas en las
dimensiones del arco aodrtico entre ambos sexos (medidas realizadas en aorta
ascendente, orificio del tronco braquiocefalico, orificio de la arteria carétida
comun izquierda, orificio de la arteria subclavia izquierda y en el inicio de la
aorta descendente toracica) (Wright 1969). En cambio, si existen diferencias
significativas en todas estas dimensiones segun la edad del individuo. Las
dimensiones del arco adrtico y de sus ramas principales son menores en
individuos jovenes, aunque estas diferencias son mayores en la aorta que en
sus ramas (Wright 1969).

D.3.6 ESPECTRO DOPPLER PULSADO Y CARACTERISTICAS
HEMODINAMICAS DEL ARCO AORTICO

Como se ha comentado en los resultados, el orificio del tronco
braquiocefalico fue el punto mas dificil de medir, tanto en modo bidimensional
como con ecografia Doppler pulsado, debido a su curvatura. Hasta el
momento, no se han publicado datos sobre las caracteristicas de espectro
Doppler del arco aortico del raton usando ecografia de alta frecuencia.

En un estudio previo (Feintuch et al. 2007) se describe como puede
variar el perfil de velocidad de flujo de un vaso segun doénde se coloca el
volumen de muestra. Al colocar un volumen de muestra pequefio cerca de la
curvatura mayor del arco aortico se obtiene un perfil de velocidad romo con
resistencia intermedia. En cambio, al posicionar el volumen de muestra cerca
de la curvatura menor del arco, el flujo es de tipo intermedio con resistencia
alta. En nuestro caso, para evitar estas diferencias, se escogié el método de
insonacion uniforme (Szatmari et al. 2001), colocando el volumen de muestra
dentro de la luz entera del vaso, de forma que en el arco adrtico se obtiene un
perfil de velocidad de flujo mayoritariamente romo o intermedio con resistencia

alta.
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D.3.7 ECOGRAFIA BIDIMENSIONAL DE LA AORTA DESCENDENTE
TORACICA

Tampoco se han publicado estudios ecograficos completos de la aorta
descendente toracica del raton. Los unicos datos disponibles sobre el diametro
de este vaso se basan en moldes de corrosién y microCT, y son similares a los
obtenidos en el presente trabajo (1,09-1,29 mm) (Suo et al. 2007; Huo et al.
2008).

D.3.8 ESPECTRO DOPPLER PULSADO Y CARACTERISTICAS
HEMODINAMICAS DE LA AORTA DESCENDENTE TORACICA

En esta localizacién, la mayor parte de los animales de nuestro estudio
presentd un perfil de velocidad de flujo romo de resistencia alta, igual que en
medicina humana.

Los parametros hemodinamicos de esta porcion de la aorta tampoco han
sido descritos completamente en ratones. La PSV observada en nuestro
trabajo es superior a la de Strauch et al. (2003) (60,1 + 7,8 cm/s, media + SD).
Esto puede deberse al hecho de estudiar individuos mas jovenes (2 meses
versus 13 meses), a los efectos cardiodepresores del protocolo anestésico
empleado en su estudio (ketamina-xylacina intraperitoneal) y a que en su caso
ha utilizado un transductor de frecuencia mas baja (6-15 MHz). La velocidad
sistolica maxima en la aorta descendente toracica de los ratones de nuestro
trabajo es muy parecida a la de los seres humanos (700-1600 mm/s en
individuos adultos, 1090-1420 mm/s en nifos y 791,23 + 108,67 mm/s en el
ratén). En cambio, la velocidad media (640-1080 mm/s en el hombre vs 423,47
* 63,17 mm/s en el ratén) y el tiempo de aceleracién son menores (50-190 ms
en individuos adultos vs 15,40 £ 4,81 ms en el ratdon) (Grenadier et al. 1984;
Wilson et al. 1985; Poutanen et al. 2003). Por lo que respecta al flujo
sanguineo, en nuestro estudio se han obtenido valores superiores a los
descritos en el estudio de Huo et al. (2008) (453 +1 58 mm®/s versus 128,83
mm?/s respectivamente). Las diferencias pueden justificarse de la misma

manera que en los vasos anteriormente descritos.
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D.4 ECOGRAFIA DE LA AORTA DESCENDENTE ABDOMINAL Y
DE LA ARTERIA FEMORAL

Actualmente tampoco hay disponible en la literatura una descripcidon
ecografica, anatomica y hemodinamica, de la aorta descendente abdominal y

de la arteria femoral del raton.

D.4.1 ABORDAJE

El abordaje ecografico a estos vasos en el ratdon es similar al que se
utiliza en perros y gatos, pero deben considerarse una serie de factores
importantes (Spaulding 1997; Nyland et al. 2002; d'Anjou 2008a; Spaulding
1997). La presencia de alimento o de gas en el tracto digestivo puede dar lugar
a artefactos que dificulten la evaluacién de los vasos en el abdomen. Ademas,
debe evitarse al maximo ejercer presion excesiva sobre el térax o el abdomen
del ratén, debido a su pequefio tamafio, sobre todo al avanzar caudalmente, ya
que la aorta es mas superficial y su diametro es significativamente menor al de
los puntos mas craneales. En el caso de la arteria femoral, al ser un vaso muy
pequeno y superficial, debe ejercerse poca presion para evitar colapsarla. Con
este fin en nuestro estudio aplicabamos una cantidad abundante de gel de
ecografia sobre la cara medial del muslo, donde apoyabamos el transductor. El
uso de almohadillas puede ser recomendable, siempre y cuando no afadan
peso 0 un exceso de presion a la extremidad.

Otro factor importante es que, al estudiar el flujo de la aorta y de la
arteria femoral mediante Doppler pulsado, es mas dificil obtener angulos de

insonaciéon menores a 60° debido a la disposicion anatémica de estos vasos

D.4.2 ECOGRAFIA BIDIMENSIONAL DE LA AORTA DESCENDENTE
ABDOMINAL Y DE LA ARTERIA FEMORAL

La informacién disponible hasta el momento del diametro de la aorta
descendente abdominal del ratén se ha obtenido mediante ecografia transrectal
en animales sanos o en modelos de enfermedades cardiovasculares (Chiou et
al. 2000; Knipp et al. 2003; Barisione et al. 2006). El resto de informacién

disponible de esta porcion de la aorta en ratones sanos se ha obtenido
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mediante estudios con MRI y moldes de corrosion (Choudhury et al. 2002; Huo
et al. 2008; Amirbekian et al. 2009; Goergen et al. 2010).

En nuestro caso, el diametro luminal medio de la aorta en sistole es
similar al descrito mediante MRI en ratones de la misma cepa por Amirbekian
et al. (2009), tanto en la aorta prerrenal (1,03 £ 0,15 mm vs 1,21-1,36 mm,
respectivamente) como en la postrenal (0,77 = 0,11 mm vs 0,84-0,93 mm,
respectivamente). El diametro de la aorta preiliaca obtenido en nuestro estudio
(0,67 £ 0,12 mm, media £ SD) sélo puede compararse con datos obtenidos a
partir de moldes de corrosion vascular en ratones macho de la misma cepa y
edad (0,719 mm) y con datos obtenidos mediante ecografia transrectal por
(0,4-0,7 mm).(Chiou et al. 2000; Huo et al. 2008).

De forma similar a lo hallado en el estudio ecografico vascular, en el
estudio histologico se observd que el calibre de la aorta descendente
abdominal disminuye caudalmente, y es mayor en conjunto al de la arteria
femoral (Wolinsky y Glagov 1969).

Hasta este momento, no se han publicado datos del area luminal de la
aorta descendente abdominal, medida mediante ecografia transabdominal, en
ratones sanos, por lo que nuestro estudio es la primera descripcion. Tampoco

hay datos disponibles del diametro ni del area de la arteria femoral del raton.

D.43 ESPECTRO DOPPLER PULSADO Y CARACTERISTICAS
HEMODINAMICAS DE LA AORTA DESCENDENTE ABDOMINAL Y DE LA
ARTERIA FEMORAL

En nuestro estudio, en las tres localizaciones descritas en la aorta
descendente abdominal (prerrenal, postrenal y preiliaca), el perfil de velocidad
de flujo de la aorta fue mayoritariamente de tipo intermedio en vez de romo,
siendo el cambio progresivo a lo largo del vaso. En la aorta prerrenal, el 68%
de animales presento flujo intermedio. Este porcentaje crece hasta un 92% en
la aorta postrenal y a un 96,20% en la aorta preiliaca. Esto difiere de lo
observado en humanos y perros, en los que el flujo a lo largo de la aorta
descendente abdominal es de tipo romo (Taylor et al. 1985; Taylor et al. 1999;
Lee et al. 2004; Koma et al. 2005; Osada et al. 2007; Chavhan et al. 2008;

Wood et al. 2010). Por lo que respecta a la resistencia del flujo, aunque a lo
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largo de la aorta abdominal la tendencia predominante es que haya un flujo de
resistencia intermedia, también se observaron animales con resistencia alta.

Segun lo descrito por otros autores, en la aorta prerrenal murina se
espera que no haya flujo reverso, igual que en medicina humana (Amirbekian
et al. 2009). Sin embargo, en el presente trabajo, en un 24% (6/25) de los
ratones se observo flujo reverso al inicio de la diastole (40% de los machos y
13,30% de las hembras).

En el caso de la aorta postrenal, en medicina humana se observa la
presencia de flujo reverso, que se explica por la baja resistencia que ofrece el
lecho renal y la alta impedancia a la que se enfrenta la aorta postrenal al irrigar
las extremidades inferiores (Holenstein y Ku 1988; Moore et al. 1994; Taylor et
al. 1999; Wood et al. 2010). En el estudio de Amirbekian et al. (2009), en la
aorta postrenal murina no se observa flujo reverso, al igual que en la aorta
prerrenal. En nuestro caso, en la aorta postrenal, un 28% de los animales
presento flujo reverso al inicio de la diastole (el 50% de los machos y el 13,30%
de las hembras).

En cuanto a la aorta preiliaca, solo se observo resistencia elevada al
flujo en una hembra (3,80% de los animales), siendo el resto de tipo intermedio,
al contrario de lo que ocurre en humanos y en perros (Taylor et al. 1985; Taylor
et al. 1999; Lee et al. 2004; Koma et al. 2005; Osada et al. 2007; Chavhan et al.
2008; Mifio et al. 2008; Wood et al. 2010).

Las diferencias descritas en este estudio respecto a los datos publicados
por Amirbekian et al. (2009) pueden deberse a distintos factores. Aunque en
ambos trabajos se utilizaron ratones de la misma cepa, en el de Amirbekian et
al. (2009), no se especifica ni la edad ni el sexo de los mismos. En nuestro
caso, tanto en la aorta prerrenal como en la postrenal, la aparicion de flujo
reverso parece mas frecuente en machos que en hembras (en la aorta
prerrenal el 40% de machos presentd flujo reverso en comparacion con un
13,30% de las hembras y, en la aorta postrenal, la mitad de los machos
presento flujo reverso mientras que sélo un 13,30% de las hembras lo tuvo). Si
en el estudio de Amirbekian et al. (2009) se hubieran utilizado ratones de
ambos sexos, es posible que también observara estas diferencias.

Aunque en ambos trabajos los animales fueron anestesiados con

isoflurano, en el de Amirbekian et al. (2009) no se especifica ni la duracion de
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la anestesia ni si los parametros fisioldgicos (gasto cardiaco, frecuencia
cardiaca, temperatura corporal) se mantuvieron dentro de valores normales. En
nuestro caso, las mediciones se realizaban en animales con gasto cardiaco
normal (mayor a 20 ml/min), frecuencia cardiaca superior a 400 latidos por
minuto y en los que se regulaba la temperatura corporal mediante sistemas de
calefaccion externos. En ratones, la variacion en estos parametros afecta de
forma directa sus caracteristicas hemodinamicas, por lo que deben tomarse en
consideracion (Chaves et al. 2001; Roth et al. 2002; Janssen et al. 2004).

Otra diferencia entre ambos estudios se debe a los puntos en los que se
han efectuado las mediciones. En nuestro caso, las medidas en la aorta
prerrenal se realizaron en un punto craneal al polo craneal del rifidn derecho (al
igual que en el suyo) y las medidas postrenales se hicieron caudales a la salida
de la arteria renal izquierda, lo que difiere del otro trabajo, ya que en su caso se
hicieron caudales al polo caudal del rindn izquierdo.

Otra diferencia radica en las técnicas empleadas en ambos casos. En el
estudio de Amirbekian et al. (2009) se utilizé MRI de 4,7T, con gating cardiaco
para adquirir 10 imagenes por ciclo cardiaco, a diferencia de nuestro estudio
ecografico, con una resolucion temporal de 200 imagenes por segundo, lo que
equivale a unas 27 imagenes por ciclo cardiaco en un ratén con frecuencia
cardiaca de 450 latidos por minuto.

En nuestro trabajo, aunque la velocidad sistolica maxima y la velocidad
media de la aorta prerrenal son superiores a las de Amirbekian et al. (2009)
(PSV: 635,31 + 186,03 mm/s vs 563 mm/s; TAMX: 345,70 + 100,88 mm/s vs
172 mm/s, respectivamente), el flujo medio es similar (291,98 + 123,46 mm®/s
vs 255 mm?s, respectivamente). Tampoco observamos diferencias en estos
parametros entre los animales que tenian flujos de resistencia alta o
intermedia.

En el caso de la aorta postrenal, la velocidad sistolica maxima y la
velocidad media también fueron superiores a las de Amirbekian et al. (2009)
(PSV: 574,06 = 277,55 mm/s vs 499 mm/s; TAMX: 303,47 + 127,14 mm/s vs
189 mm/s, respectivamente), y el flujo medio también fue similar en ambos
casos (142,07+ 64,70 mm®s vs 125 mm?s, respectivamente). En esta
localizacion se observaron diferencias en estos parametros entre los animales

que tenian flujos de resistencia elevada o intermedia respectivamente (PSV:
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360,14 + 87,06 mm/s vs 657,25 £ 205,96 mm/s; TAMX: 180,97 + 54,55mm/s vs
349,67 + 114,07 mm/s; F: 84,18 + 53,33 vs 164,58 + 54,68 mm3/s). En el caso
de los vasos con resistencia intermedia, las desviaciones estandar son
mayores porque se incluyen todos los animales que no presentaron flujo
reverso (pudiendo abarcar cualquier valor superior a cero).

En medicina humana, las caracteristicas hemodinamicas de la aorta
postrenal en individuos en reposo se caracterizan por presentar regiones de
recirculacion compleja. Sin embargo, cuando los individuos se someten a
ejercicio fisico moderado, estas regiones dejan de observarse y desaparece el
flujo reverso en la aorta postrenal (Bogren y Buonocore 1994; Moore y Ku
1994; Moore et al. 1994; Taylor et al. 1999). Asi pues, el ejercicio fisico,
ademas de causar cambios cardiovasculares sistémicos, produce efectos
locales en las arterias principales. Ademas, algunos autores han sefalado que
el efecto de la actividad fisica sobre las caracteristicas hemodinamicas
arteriales se perpetua en el tiempo mas alla del momento en el que se esta
realizando el ejercicio en si. La accion directa de estos factores hemodinamicos
positivos puede desencadenar fendmenos bioquimicos (como el aumento de
liberacion de éxido nitrico y prostaciclina por las células endoteliales, lo que da
lugar a vasodilatacion) que pueden actuar cuando el ejercicio ya ha cesado
(Niebauer y Cooke 1996). En nuestro caso, la actividad fisica de los ratones
antes de realizar las ecografias no se reguld. Es posible que en los animales en
los que se observé flujo de resistencia intermedia en la aorta postrenal
hubieran tenido mayor actividad fisica durante la noche, mientras que los
ratones en los que se observo flujo reverso en esta localizacion hayan tenido
menor actividad.

Otra posible causa de la existencia de flujo reverso en la aorta postrenal
de algunos animales puede deberse a las necesidades de los lechos
vasculares a los que irrigan. Las arterias que irrigan 6rganos internos, como las
arterias carétidas internas, no presentan flujo reverso en diastole. En medicina
humana se cree que el flujo retrégrado que se observa en la aorta y en las
arterias de las extremidades contribuye sustancialmente en la perfusion
diastdlica de las visceras como el corazon, el cerebro y los rifiones (Bogren y
Buonocore 1994). Asi, en el caso de la aorta postrenal, la presencia de flujo

reverso podria garantizar el aporte sanguineo a los rifilones y a las visceras
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irrigadas por las arterias celiaca y mesentérica craneal. Si se compara el flujo
sanguineo de la aorta postrenal entre los animales que presentaron flujo
reverso y los que no, puede verse que el flujo en los primeros (84,18 + 53,33
mm?/s) es menor que en los segundos (164,58 + 54,68 mm®/s). Teniendo en
cuenta que, en la aorta prerrenal el flujo fue similar en todos los animales
(288,66 + 123,66 vs 293,03 £ 126,76 mm?/s, en animales con resistencia alta
vs intermedia respectivamente) se explica que la diferencia de volumen
sanguineo se localice en estas visceras. Al tratarse de animales sanos v,
teniendo en cuenta que el flujo arterial hacia los rinones debe mantenerse
constante en la medida de lo posible, las diferencias observadas pueden estar
causadas por cambios en el flujo hacia el tracto digestivo (arteria celiaca y
mesentérica craneal) segun si el animal estaba realizando la digestién o no. En
nuestro estudio los ratones no fueron sometidos a ayuno para minimizar el
estrés. Los animales podian alimentarse ad libitum la noche anterior al estudio,
por lo que no es posible determinar si estos animales estaban haciendo la
digestion o no en estos momentos. En humanos se ha visto que el flujo de la
arteria mesentérica craneal durante el ayuno varia entre 378-692 ml/min.
Después de comer, el flujo aumenta entre un 78 y 250%. Por el contrario, los
cambios en la arteria celiaca son minimos (Jager et al. 1986; Moneta et al.
1988). Los cambios observados en el flujo se explican sobre todo por un
aumento significativo de la velocidad media en la arteria mesentérica craneal,
que se incrementa entre un 78-164% después de comer. Sin embargo, en
estos estudios el flujo en la aorta abdominal no se vio afectado por la digestion.
En perros sucede algo parecido: el flujo en la arteria celiaca y mesentérica
craneal aumenta postprandialmente (debido a la accidén de diversas sustancias
como gastrina, colecistoquinina, péptido intestinal vasoactivo, secretina,
glucagoén e histamina) y se caracteriza por una disminucién significativa de los
indices de pulsatilidad y de resistencia y un aumento significativo de la
velocidad media, velocidad diastdlica final y flujo sanguineo. Sin embargo
tampoco se han observado cambios en el flujo de la aorta prerrenal en periodo
postprandial (Riesen et al. 2002). Hasta el momento, no se han publicado
estudios sobre los efectos de la digestion en los flujos sanguineos de la aorta,

arteria celiaca y mesentérica craneal en ratones, por lo que no podemos saber
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si esta circunstancia produce cambios hemodinamicos en esta especie ni de
qué tipo serian.

En nuestro trabajo se ha visto que la velocidad sistolica maxima de la
aorta postrenal en ratones con resistencia alta es menor a la de los que
presentan resistencia intermedia. Esto es esperable ya que la amplitud del
pulso en cualquier punto del arbol arterial es el resultado de la suma del flujo
anterégrado y de las ondas reflejadas. Cuando aumenta la vasoconstriccion, se
refleja mayor cantidad de onda, lo que provoca una disminucién de la amplitud
del pulso (Delis et al. 2000). Por otro lado, la velocidad diastélica es mas
sensible que la velocidad sistdlica a los cambios que se producen en la
resistencia periférica, ya que es la porcién de la onda arterial de baja presion.
Un aumento de la velocidad diastdlica produce un aumento en la velocidad
media y una disminucién de los indices de resistencia vasculares. Ademas, el
aumento de la velocidad diastdlica llevara a calcular valores mayores de flujo
sanguineo (Riesen et al. 2002).

La cuantificacion del flujo arterial depende de la precision de las
mediciones (tanto del didmetro del vaso como de la velocidad media). Es
posible que las diferencias observadas en la aorta postrenal entre animales con
resistencia alta o intermedia se deban en parte a la dificultad de medir un vaso
de dimension menor que la aorta prerrenal y al hecho de que la velocidad
media en los casos en los que la resistencia era alta, es menor.

En resumen, la presencia o ausencia de flujo reverso en la aorta
postrenal de los ratones podria deberse a fendmenos fisiolégicos normales,
segun la actividad fisica previa al estudio ecografico y segun si estan haciendo
la digestién o no. Teniendo en cuenta que el estudio histopatolégico no revela
la presencia de lesiones ni diferencias entre ambos casos, puede asumirse que
ambos patrones pueden ser completamente normales en el raton.

Los resultados obtenidos en la aorta preiliaca y arteria femoral difieren
de los observados en medicina humana y canina (Taylor et al. 1985; Kohler et
al. 1987; Taylor et al. 1999; Lee et al. 2004; Koma et al. 2005; Hirsch et al.
2006; Osada et al. 2007; Chavhan et al. 2008; Mifo et al. 2008; Wood et al.
2010). Esto puede deberse a que de forma fisioldgica, en el raton, el perfil de
velocidad de flujo y la resistencia de la aorta preiliaca sean intermedias y que la

arteria femoral tenga un perfil de velocidad de flujo intermedio con resistencia
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baja, mientras que en el hombre y en el perro, el flujo en estos vasos es de tipo
romo con resistencia alta.

En medicina humana se ha visto que en condiciones normales, tanto el
didmetro del vaso como la velocidad del flujo disminuyen a medida que se
progresa por las piernas del paciente, y que existe gran variabilidad en el
aspecto del espectro Doppler a lo largo de estos segmentos. Ademas, la
magnitud del flujo diastdlico reverso también depende de la resistencia arterial
periférica y de la resistencia en las arteriolas (Polak 1993; de Smet et al. 1996).
El patrén del flujo sanguineo es facilmente modificable, incluso estudiando un
mismo punto en la arteria, debido a su elevada sensibilidad y respuesta a
factores externos. Por ejemplo, existe una relacion estrecha entre el patrén del
flujo sanguineo y la temperatura ambiental, que se debe a factores
vasomotores (resistencia arterial periférica y resistencia en las arteriolas) que
afectan la magnitud del flujo diastélico reverso (Nimura et al. 1974; Polak 1993;
de Smet et al. 1996). Por lo tanto, la variabilidad del patrén de flujo en las
arterias periféricas se considera una de sus caracteristicas principales, por lo
que no debe confundirse en todos los casos con patologia. En condiciones
normales, el espectro Doppler de la arteria femoral humana presenta flujo
reverso y va cambiando a medida que se examina el vaso distalmente: la
velocidad sistolica maxima y el flujo reverso disminuyen. Después de realizar
ejercicio, de administrar farmacos vasodilatadores o en caso de que exista una
lesion proximal que reduzca el flujo sanguineo, el espectro Doppler pierde el
flujo reverso, y la velocidad sistélica maxima puede aumentar (como sucede
con los vasodilatadores) o disminuir (cuando existen lesiones proximales que
disminuyen el flujo) (Polak 1993).

Es posible que lo mismo ocurra en los ratones. Que el flujo reverso que
se observa en la aorta vaya desapareciendo poco a poco a medida que
avanzamos hacia las extremidades, al mismo tiempo que disminuye el calibre
del vaso y la velocidad de la sangre, y que la presencia de flujo de resistencia
intermedia en la aorta preiliaca y baja en la arteria femoral, sea completamente
normal en el raton.

Otro factor que podria influir en la aparicion de este tipo de flujos en la
aorta preiliaca y en la arteria femoral, a diferencia del flujo de resistencia alta

observado en ambos vasos en humanos, es la anestesia. Lamentablemente,
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no hay datos disponibles en ratones conscientes para realizar comparaciones
(Reddy et al. 2009).

En caballos anestesiados con isoflurano, el espectro Doppler de la
arteria femoral presenta flujo anterogrado a lo largo de la diastole, sin flujo
reverso (al contrario de lo que sucede en caballos conscientes) (Raisis et al.
2000). Como el diametro del vaso se mantiene estable, se cree que este
cambio se debe a un aumento de la velocidad sanguinea media, lo que
produce un aumento en el flujo volumétrico hacia las extremidades. La
desaparicion del flujo reverso y la mayor cantidad de flujo anterégrado pueden
deberse a vasodilatacion periférica.

En humanos, el isoflurano produce un aumento del flujo hacia las
extremidades inferiores y disminuye la resistencia vascular femoral (Raisis et
al. 2000). También se ha observado que el isoflurano disminuye la resistencia
periférica total y puede producir relajacion muscular profunda (Eger 1984).

Si esto mismo ocurre en ratones, la disminucidon de la resistencia
periférica durante la anestesia puede ser la responsable de la aparicién de
flujos de resistencia intermedia o baja en estos vasos.

En estudios realizados en humanos a lo largo de las arterias periféricas
(por ejemplo siguiendo la arteria subclavia, braquial y radial), se ha visto que el
flujo reverso aparece mas frecuentemente en la parte media de la arteria que
en la distal (por ejemplo, es mas frecuente en la arteria braquial que en la
radial). Parece que esto se debe a una mayor elasticidad de la pared arterial en
los puntos mas proximales que en los distales (Nimura et al. 1974). La
transicion desde una arteria elastica, como la aorta, a una muscular, como la
femoral, es progresivo, igual que la desaparicion del flujo reverso que se ha
descrito a medida que se avanza por el arbol arterial (Young et al. 2006). Es
posible que, debido a las pequefias dimensiones de los ratones, este cambio
hemodinamico se observe antes que en humanos (en la aorta preiliaca y en las
arterias femorales), a pesar de que histolégicamente, la aorta preiliaca siga
siendo una arteria elastica, aunque contenga menos unidades lamelares que
los segmentos adrticos anteriores.

Otra posible explicacion puede deberse al cambio de posicion de los
animales, que pasan de una postura cuadrupeda o bipeda, cuando estan

despiertos, a estar en decubito dorsal durante el examen.En pacientes
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humanos sanos y en pacientes con enfermedad vascular periférica, el flujo en
las extremidades inferiores disminuye al pasar de estar recumbentes a estar de
pie, y viceversa. Esta respuesta recibe el nombre de reflejo venoarteriolar, un
reflejo simpatico que hace aumentar la resistencia precapilar en respuesta al
aumento de presidn venosa, disminuyendo el flujo capilar (Wilkins et al. 1950;
Gaskell y Burton 1953; Beaconsfield y Ginsburg 1955; Levick y Michel 1978).
Se ha demostrado que el flujo de la arteria poplitea se ve afectado de forma
marcada por la postura, siendo significativamente mayor cuando los pacientes
estan acostados que cuando estan sentados (Delis et al. 2000).

El reflejo venoarteriolar puede desencadenarse en respuesta a estasis
venosa, aplicacion externa de presidn negativa y al colocar las extremidades
por debajo del nivel del corazdn. Este reflejo minimiza el aumento de presion
microvascular al aumentar la presién venosa (al estar de pie), protegiendo el
lecho capilar de las consecuencias de tener un aumento de la carga
hidrostatica.

Finalmente, la ausencia de flujo reverso en la aorta preiliaca y en la
arteria femoral podria deberse a la presencia de falsas estenosis proximales al
punto de medicidn, debidas a compresion de los vasos durante el examen
ecografico. En la unién aortoiliaca humana y en las arterias femorales, la
presencia de estenosis proximales o en el punto donde se estan realizando las
mediciones, se manifiesta, entre otras caracteristicas, por la desaparicion de
flujo reverso en el espectro Doppler (de Smet et al. 1996). Cuando la estenosis
afecta a mas del 50% de la luz vascular aparecen flujos de resistencia
intermedia en vez de alta en la arteria femoral y cuando la oclusion aortoiliaca o
iliaca es completa, se observa un flujo femoral de resistencia baja (Shaalan et
al. 2003; Spronk et al. 2005). Las ondas andmalas que pueden verse distales a
un punto de estenosis grave reciben el nombre de tardus parvus. Estas ondas
se caracterizan por tener un tiempo de aceleracion mayor al normal, por
presentar picos sistdlicos menores y redondeados y obliteracion de la
depresion sistolica temprana debido a disminucion de flujo (Bude et al. 1994;
Wood et al. 2010). En nuestro estudio de la arteria femoral se ejercia minima
presion sobre la region inguinal de los animales, por lo que consideramos que

se trata del espectro Doppler normal de la arteria femoral de los ratones.
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Como se ha descrito en estudios anteriores, en este trabajo se ha
observado que el numero de unidades lamelares de la tunica media de la aorta
descendente abdominal disminuye progresivamente a medida que disminuye el
diametro del vaso (Wolinsky y Glagov 1969). Se ha descrito que el numero total
de unidades lamelares de la tunica media es casi proporcional al diametro de la
aorta y que la tensidén total que soporta la pared de la aorta aumenta
marcadamente al incrementarse el diametro del vaso. En cambio, la tension
media por unidad lamelar se mantiene mas o menos constante a lo largo de la
aorta, con valores comprendidos entre 1090 y 3010 dinas/cm segun la especie
(Wolinsky y Glagov 1967a; Wolinsky y Glagov 1967b). De esta forma, mientras
la tension total que soporta la pared aumenta al aumentar el radio del vaso, la
tension por unidad lamelar se mantiene practicamente constante. Parece que
esto es una adaptaciéon selectiva de los mamiferos, en los que a medida que
aumenta el radio del vaso y, por tanto, la tensién total que soporta su pared, se
han ido anadiendo unidades lamelares a la tunica media con el fin de mantener
una tension constante. Por ejemplo, la estructura de la tunica media de la
arteria pulmonar principal de los mamiferos es diferente en el periodo prenatal
y postnatal. Antes de nacer, presenta una estructura elastica similar a la de la
aorta. Después del nacimiento, al disminuir la presion intraluminal que debe
soportar, la estructura cambia y adquiere un aspecto musculofibrilar menos
organizado. Sin embargo, si se mantiene una presidn sistémica en la
circulacidon pulmonar después del nacimiento, la estructura inicial de la pared
no cambia (Wolinsky y Glagov 1967a). Esto podria explicar lo que sucede en la
aorta murina: a medida que avanza caudalmente, la presion intraluminal que
soporta la pared disminuye, por lo que el numero de fibras elasticas de la tunica
media disminuye también.

Estos cambios se ven reflejados en el espectro Doppler de la aorta, que
pasa de tener un perfil de velocidad de flujo romo con resistencia alta en el
térax, a tener otro de tipo intermedio con resistencia intermedia en el abdomen.
Del mismo modo, dos segmentos relativamente cercanos como son la aorta
descendente abdominal preiliaca y la arteria femoral presentan una estructura
histologica completamente distinta y unas caracteristicas hemodinamicas muy
diferentes entre si, que pueden reflejar las presiones relativas distintas a las

que estan sometidos ambos vasos.
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En este estudio se ha visto que la tunica adventicia de la aorta postrenal
es proporcionalmente mas grande que la de la aorta prerrenal y que la aorta
preiliaca, por lo que sera un segmento menos elastico que los otros dos. La
proporcion de colageno, fibras elasticasy células musculares lisas de la pared
de la aorta es Optima para soportar las fuerzas a las que se somete la arteria,
ya que debe ser una pared con resistencia relativamente alta a la traccion,
capacidad adecuada, aunque no excesiva de distension, que distribuya
correctamente la tension en la pared y que tenga respuestas viscoelasticas
apropiadas a la oscilaciéon pulsatil del flujo. La relacion entre el mayor contenido
de colageno de la tunica adventicia de la aorta postrenal y sus caracteristicas
hemodinamicas no es clara. Podria pensarse que en este segmento, al haber
un 28% de ratones con flujo reverso, la pared soporta una mayor tension por lo
que el colageno ayudaria a evitar una distension excesiva. Sin embargo, no se
observaron diferencias morfolégicas entre los ratones con resistencia alta o
intermedia en la aorta postrenal. Seria necesario realizar estudios comparativos
mas detallados de la estructura de la pared adrtica del ratdn para explicar las
diferencias observadas respecto al resto de la aorta descendente abdominal.
Algo similar ocurre en medicina humana: se ha descrito que, en el torax, la
aorta tiene mas elastina que colageno, mientras que en el abdomen sucede
justo al contrario. Sin embargo, se desconoce el significado funcional de estas

diferencias regionales (Wolinsky y Glagov 1967a).
D.5 ESTADISTICA INFERENCIAL AORTA

El estudio estadistico inferencial de la aorta permite deducir el
comportamiento que tendrian las variables hemodinamicas de una poblacién
de ratones con caracteristicas y circunstancias similares a las de la muestra de
nuestro estudio.

Si se realizara de nuevo este trabajo, seria posible mantener la
frecuencia cardiaca dentro de la normalidad ya que se ha visto que, durante la
hora que dura el estudio, se conserva por encima de 400 latidos por minuto sin
variaciones significativas entre un vaso y otro, lo que se considera normal en

ratones anestesiados con isoflurano (Doevendans et al. 1998; Yang et al. 1999;
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Janssen et al. 2004). Por lo tanto, el resto de variables hemodinamicas
estudiadas no se veria afectado por cambios en la frecuencia cardiaca.

Aunque en medicina humana, la American Society of Echocardiography
recomienda realizar las medidas del diametro de la raiz de la aorta incluyendo
tanto la pared anterior como la posterior, en este estudio no se ha hecho de
esta manera ya que, debido al tamano de la aorta murina puede ser dificil
distinguir los limites externos de la misma, que se confunden con el tejido
circundante. Ademas asi se evita sobreestimar las dimensiones de la luz o
considerarlas normales cuando hay un estrechamiento de la misma (Sahn et al.
1978).

El diametro y el area luminal, asi como el flujo sanguineo, disminuyen
progresivamente y de forma significativa, a lo largo de la aorta. Lo mismo
ocurre en medicina humana, donde ademas se ha visto que las variables
bioldégicas que influyen en el diametro de la aorta (y en consecuencia, en el
area de la luz) son la edad, el sexo, el indice de masa corporal, la presion
arterial sistolica y diastdlica y el volumen de eyeccién (Vasan et al. 1995;
Morrison et al. 2009).

Al haber estudiado ratones de la misma edad no puede descartarse que
ocurra lo mismo en esta especie. En futuros estudios, para poder hacer
comparaciones con animales con patologia vascular (por ejemplo modelos de
aneurismas), seria recomendable tener valores de referencia especificos para
cada grupo de edad (van Meurs-Van Woezik y Krediet 1982; Grimshaw vy
Thompson 1997; da Silva et al. 1999; Garcier et al. 2003; Daugherty y Cassis
2004; Mao et al. 2008).

Si se considera como unico factor de variabilidad la diferencia de sexo (y
todos los demas factores, como el peso, la superficie de area corporal u otros,
se mantienen iguales o constantes), el diametro de la aorta de las mujeres es
menor que el de los hombres. Es decir, entre individuos de ambos sexos pero
de edad, altura y peso similares, el diametro de la raiz de la aorta sera inferior
en mujeres (Vasan et al. 1995). Lo mismo se ha observado en otras
localizaciones de la aorta humana (Sonesson et al. 1994; Grimshaw y
Thompson 1997; da Silva et al. 1999; Garcier et al. 2003; Mao et al. 2008;
Wanhainen et al. 2008). Lamentablemente, no existe una explicacion clara para

estas diferencias. Por otro lado, al indexar el diametro de la aorta segun el area
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de superficie corporal, los resultados obtenidos en diversos estudios son
diferentes (Roman et al. 1989; Sonesson et al. 1993; Wanhainen et al. 2008).

En medicina humana se han estudiado las diferencias estructurales y
ecocardiograficas existentes entre hombres y mujeres, sobre todo en lo que
repecta a las dimensiones ventriculares (Lauer et al. 1995; Vasan et al. 1997;
Vasan et al. 2000; Salton et al. 2002; Baumann et al. 2008). En general, incluso
después de estandarizar las medidas segun el peso corporal de los pacientes,
los hombres tienen dimensiones ventriculares mayores que las mujeres v,
parece ser, que las mujeres tienen mayor preservacion de la funcion sistélica
del ventriculo izquierdo cuando hay disfuncién diastdlica que los hombres
(Hogg et al. 2004).

En ratones se han obtenido resultados similares. En algunos estudios no
se han observado diferencias entre machos y hembras (Stypmann et al. 2006),
en otros se ha observado una tendencia a que haya resultados diferentes
segun el género del animal, sin ser estadisticamente significativos (Rottman et
al. 2007). En otros casos si se han observado diferencias estadisticamente
significativas entre machos y hembras en diversas variables ecocardiograficas.
En algunos de estos estudios, no se ha considerado que las diferencias puedan
deberse al peso corporal ya que no se observd una correlacion clara entre éste
y las variables ecocardiograficas (a pesar de que el peso entre ambos sexos
fuera estadisticamente diferente). Aun asi, en los casos en que la correlacién
fue mayor, realizaron la comparacion entre variables ecocardiograficas
normalizando los valores por el peso corporal del animal y observaron, por
ejemplo que, las dimensiones del ventriculo izquierdo eran mayores en
hembras que en machos de la misma cepa y edad, aunque las diferencias no
fueran estadisticamente significativas (Baumann et al. 2008).

En nuestro trabajo se ha observado que en el ratén, de forma general y
sin tener en cuenta el peso de los animales ni valorar interacciones entre
variables, el diametro y el area de la aorta en conjunto, sin especificar un punto
concreto, no se ven influidos por el género. Al estudiar cada porcion de la aorta
por separado, inicialmente puede parecer que el diametro y el area de la aorta
prerrenal fueran mayores en machos. Sin embargo, al considerar la covariable
peso, estas diferencias desaparecen. Esto sugiere que las diferencias

encontradas no se expliquen en su totalidad por el género, sino por el hecho de
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que los animales de diferente sexo tienen también un peso diferente. Es
posible, por tanto, que si hubiésemos estudiado animales de distinto sexo pero
de peso similar entre si no se hubieran observado estas diferencias. En futuros
estudios podria ser necesario utilizar cuatro grupos de animales (machos vy
hembras de pesos iguales y diferentes) en los que se pudiera comparar el
efecto del género y el peso por separado. Sin embargo, es posible que se
afiadieran nuevos factores de variabilidad, como la edad, ya que para obtener
hembras de peso similar a los machos seria necesario usar animales mayores.

Estos resultados se repiten en otras variables estudiadas y nos indican
la importancia de tener en cuenta tanto la cepa como el peso y el sexo del
ratdn, para evitar concluir que existen diferencias entre animales cuando,
posiblemente si fueran mas homogéneos, no las habria. Esta observacion es
de vital importancia cuando se comparan animales sanos con animales
modificados genéticamente que sirven de modelos de enfermedades
cardiovasculares, ya que debe tenerse presente que diferencias de peso
pueden ser responsables de los cambios que se observen.

Al comparar variables hemodinamicas entre machos y hembras de la
misma cepa y edad, los datos deberian normalizarse por el peso del animal. Al
realizar comparaciones entre animales de la misma cepa, sexo y edad puede
no ser necesario realizar esta estandarizacion, ya que los pesos deberian ser
similares. En el caso de que, a pesar de comparar resultados estandarizados
por el peso del animal, se observaran diferencias segun el género, podria
tratarse de un reflejo de diferencias preexistentes que pueden predisponer a
uno de los dos sexos a desarrollar determinadas patologias (Baumann et al.
2008).

Las dos técnicas no invasivas mas precisas para medir el flujo
sanguineo de la aorta son la ecografia con Doppler pulsado y la resonancia
magnética (Gatehouse et al. 2005). En el caso de la ecografia deben
considerarse ciertos detalles técnicos, como tener un volumen de muestra
adecuado a la luz del vaso y su posicién dentro del mismo, los ajustes de
ganancia y el angulo de insonacion. En la aorta, debido a su localizacién
anatdmica, algunos de estos factores, como el angulo Doppler, pueden ser
dificiles de optimizar. Ademas, es un sistema muy dependiente de la precisidén

de la medida de la seccién transversa de la aorta, que se asume circular
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cuando puede no serlo. Por ejemplo, en humanos se sabe que el tracto de
salida del ventriculo izquierdo es excéntrico, no circular. Por estos motivos,
para muchos médicos, la técnica Optima para realizar estas medidas es la
ecografia 3D (Chirinos y Segers 2010).

En ratones, la medicién del flujo sanguineo a lo largo de la aorta tiene
las mismas limitaciones. Algunos autores consideran que la tomografia
computerizada es el método de eleccion para medir el diametro de la aorta,
sobre todo en patologias como aneurismas abdominales. Sin embargo, otros
autores consideran que la ecografia es mas fiable, ya que se puede obtener
una seccion transversa del vaso al evaluar a tiempo real el flujo sanguineo,
angulandose perpendicularmente al flujo (Jaakkola et al. 1996; Sprouse et al.
2004; Nagre et al. 2011). Por otro lado, medir la velocidad media de la aorta
murina mediante técnicas como MRI es mas complejo que con ecografia,
aunque, en los casos en los que se ha hecho, los resultados son similares con
ambas técnicas (Ruff et al. 2000; Wiesmann et al. 2003; Schneider et al. 2006;
Amirbekian et al. 2009).

Hasta el momento no hay disponible informacion precisa sobre la
distribucion del flujo sanguineo en el arbol arterial del ratéon. Algunos estudios
realizados mediante técnicas de dilucidon y microesferas han descrito que el
flujo sanguineo al cerebro representa solo un 3% del gasto cardiaco, similar a
lo que sucede en ratas, pero muy diferente de lo que pasa en humanos, en los
que representa aproximadamente un 14% del flujo sanguineo total (Ganong
2005). Al comparar con ratas y humanos se observa que el flujo sanguineo
renal y esplacnico es 1,5-2 veces menor en ratones. Esto puede ser un reflejo
de las diferencias entre los pesos relativos de los diferentes tejidos en las
diferentes especies (Taylor y Tukmachi 1985; Doevendans et al. 1998). Aunque
el objetivo de nuestro estudio no era definir la distribucién del flujo sanguineo
arterial, con los valores promedio de los resultados obtenidos se observa que
aproximadamente un 18% del flujo que hay en la aorta ascendente sale por las
3 ramas del arco aodrtico (9% por el tronco braquiocefalico, 4,61% por la arteria
carotida comun izquierda y 4,41% por la arteria subclavia izquierda). Estos
resultados son menores a los utilizados por otros autores, quienes asumen
que,si el flujo en la aorta ascendente representa el 100% del flujo arterial, el

que sale por las tres ramas del arco adrtico representa el 26% (Suo et al.
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2007). En nuestro trabajo, la mitad del flujo que sale por las ramas del arco
aortico lo hace por el tronco braquiocefalico y un cuarto por cada una de las
otras dos arterias aproximadamente. Estas proporciones concuerdan con datos
obtenidos por otros autores mediante el uso de MRI, microCT y moldes de
corrosion vascular (Feintuch et al. 2007). Lamentablemente, con estos datos no
es posible concluir qué proporcion del flujo se dirige a irrigar el cerebro a través
de las arterias carotidas internas.

Por otro lado, en humanos se calcula que el flujo sanguineo de las dos
arterias renales corresponde al 20% del gasto cardiaco aproximadamente. En
este trabajo, el flujo a las arterias renales, considerando que la arteria renal
izquierda tendra el mismo flujo que la derecha, representa aproximadamente
un 11,30% del flujo de la aorta ascendente. Lamentablemente, no hay datos
ecograficos publicados sobre estos valores en ratones, por lo que no es posible
realizar comparaciones, aunque los resultados obtenidos son menores a los
descritos por otros autores que han calculado, mediante una combinacién de
ecografia Doppler con moldes de corrosion vascular, que un 9,2% y un 8,3%
del flujo de la aorta ascendente se dirigen a la arteria renal derecha e izquierda
respectivamente (Osada et al. 2007; Huo et al. 2008).

Como ocurre en medicina humana, la velocidad sistélica maxima y la
velocidad media observadas en este trabajo, disminuyen progresivamente a lo
largo de la aorta (Chavhan et al. 2008; Wood et al. 2010). Ademas, en ambas
variables se observaron algunas diferencias segun el género y/o peso del
animal. Como se ha comentado anteriormente, en los vasos en los que se
observa flujo reverso, tanto la PSV como la TAMX suelen ser menores que en
los animales con flujos de resistencia intermedia. En nuestro estudio, 6
animales tenian ondas de resistencia alta en la aorta prerrenal (4 machos y dos
hembras). Es posible que las diferencias observadas en la aorta prerrenal se
expliquen por la presencia del flujo reverso, ya que hay mas machos con flujos
de resistencia alta. En la aorta descendente toracica y preiliaca, al encontrar
diferencias segun el género en la PSV y la TAMX sélo cuando se considera el
peso como covariable, es probable que, si se estudiaran animales de un unico
sexo pero de pesos diferentes, también se observaran estas diferencias.

En medicina humana se han estudiado diversos factores (operario,

paciente, ecégrafo) que pueden influir en la aparicion de errores al medir la
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velocidad sistélica maxima del flujo sanguineo en un vaso (Lui et al. 2005). De
entre los factores debidos al operario destacan la falta de experiencia o de
entrenamiento suficiente, la colocacion inadecuada del angulo de insonacién
respecto al vector de velocidad de flujo, la colocacion incorrecta del volumen de
muestra dentro de la luz vascular o la seleccion inadecuada de la ganancia
Doppler. De los factores debidos al paciente destacan la morfologia del vaso
(tamano, localizacion y tortuosidad), el movimiento del paciente y la presencia
de lesiones vasculares; y de los factores derivados del ecégrafo destacan la
forma del volumen de muestra y la capacidad de adaptarla a cada vaso, el
procesamiento de la sefal y la capacidad de convertir la frecuencia del
ultrasonido en velocidades, entre otras. Se ha visto que cuando el error en la
colocacién del angulo de insonacién es de 5°, el error de medicion de la PSV
puede llegar a ser de un 15% (Lui et al. 2005). Estudios realizados in vitro e in
vivo demuestran que al utilizar angulos Doppler mayores a los adecuados
aparecen errores sistematicos de sobreestimacion de la PSV. En nuestro caso,
la PSV mayor de la aorta preiliaca en hembras podria explicarse porque
verdaderamente existan diferencias en este punto segun el género, por errores
en la adecuacién del angulo de insonacién Doppler (un 34,60% de los animales
se estudié con angulos mayores a 60° - un 20% de los machos y un 43,80% de
las hembras) o por una colocacién incorrecta del volumen de muestra en la luz
de esta porcién del vaso, que tiene un diametro menor que otros puntos de la
aorta y es, por tanto mas dificil de adecuar (Lui et al. 2005). En el caso de la
aorta descendente toracica y abdominal prerrenal, las diferencias segun el
género podrian ser reales o deberse a la mayor dificultad de realizar las
medidas en una localizacién tan profunda, sobre todo en los machos, que
tienen peso y masa corporal mayor que las hembras.

Otro factor que no se ha considerado en este estudio es la ganancia del
Doppler. Se ha visto que al utilizar ganancias bajas, el valor de PSV obtenido
es aproximadamente un 10% menor al real. Con un nivel de ganancia saturado,
este error alcanza un 20%. En nuestro estudio, la ganancia se adecuaba al
valor 6ptimo segun la experiencia personal evitando espectros saturados, pero
no se cuantificd ni se estandarizé un valor concreto por lo que puede haber
variado en cada localizacién y en cada paciente y puede ser responsable, en

parte, de los resultados obtenidos (Lui et al. 2005). Los mismos errores
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observados en el caso de la PSV pueden hacerse extensibles a la medicion de
la TAMX.

A partir de los resultados de este trabajo se esperaria que, en una
poblacion de ratones con caracteristicas y circunstancias similares a las de
este trabajo, la aorta abdominal no presentara flujo reverso y que tuviera, por
tanto un flujo de resistencia intermedia, no alta como en el térax, lo que
concuerda con los resultados de Amirbekian et al. (2009). La velocidad
diastolica minima es responsable, en gran parte, de la evolucion que sufren los
indices vasculares (Pl y RI) a lo largo de la aorta. En la aorta, los indices
vasculares varian segun el sitio donde se realicen las medidas, lo que es
predecible porque estos indices, ademas de depender de la resistencia y de la
capacidad de distension del vaso, dependen también del area de la seccién
transversal del lecho vascular que hay por debajo del sitio de medicién (Bude y
Rubin 1999a; Bude y Rubin 1999b). Los indices vasculares dan informacién
hemodinamica con algunas ventajas respecto a la medicion de la resistencia
vascular periférica total: son variables mas faciles de obtener de forma menos
invasiva y son mas reproducibles.

Al analizar el comportamiento de los indices vasculares de la aorta se
puede estimar la impedancia del arbol arterial entero ya que la impedancia de
entrada de la aorta es la suma de la impedancia impuesta por el lecho vascular
que queda por debajo del punto donde se realizan las medidas (Chirinos vy
Segers 2010). Por lo tanto, la impedancia de entrada de la aorta no es en si
una medida de las propiedades de la aorta sino que mas bien refleja la
impedancia en la aorta proximal y todos los segmentos arteriales distales a ella,
incluidos los efectos de la reflexién de ondas. Al inicio de cada ciclo cardiaco, el
corazon genera una energia de pulso que tiene como resultado un aumento de
presion y un flujo anterégrado durante el inicio de la sistole. La onda de energia
generada por el ventriculo izquierdo se transmite por vasos conductores y se
refleja parcialmente en sitios donde hay cambios de impedancia, como ramas o
puntos donde cambia el diametro o las propiedades histolégicas de la pared
arterial. Multiples reflexiones pequefas, originadas en diversos puntos, se
dirigen hacia el corazon formando una onda refleja. En nuestro estudio, en el
calculo de ambos indices se ha usado la velocidad diastdlica minima en vez de

la final ya que de esta forma se puede evidenciar numéricamente la presencia
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de flujo reverso al inicio de la diastole sin necesidad de ver una representacion
del espectro Doppler pulsado. Ambos indices disminuyen progresivamente a
medida que avanza su recorrido, debido, basicamente, a un aumento de la
MDV y a una disminucion de la PSV. Lamentablemente, no se han publicado
otros estudios que describan los valores de estos indices en la aorta del ratén,
por lo que no es posible realizar comparaciones con otros trabajos, aunque si
se sabe que pueden ser utiles al realizar estudios longitudinales o
comparaciones con modelos de enfermedad vascular (Stoyanova et al. 2007).

Finalmente, en nuestro estudio se ha visto que la aceleracion del flujo
sanguineo, que es un reflejo de la capacidad de contractilidad cardiaca,
disminuye progresivamente a lo largo de la aorta (Noble et al. 1966). Esto
puede explicarse debido a que el area de la seccion transversal del lecho
arterial aumenta progresivamente a medida que los troncos arteriales
principales se ramifican (se contrarresta la disminuciéon del tamafio del vaso
con el aumento del numero de ramas). En el perro, por ejemplo, al pasar de
una arteria de 4 mm a arteriolas de 100 um, el area de la seccion transversal
del lecho arterial aumenta de 3 a 5 veces. En el caso de las arterias que se
dividen en dos, el area de las ramas es 1,26 veces mayor que el de la arteria
principal. Seguramente, estos mismos cambios se dan en el ratéon (Bude y
Rubin 1999a). Se ha visto que el aumento del area del lecho vascular que tiene
lugar a medida que el flujo progresa a través del arbol arterial, produce una
disminuciéon de la aceleracion sistdlica, independientemente de otros factores
como la resistencia y la capacidad de distension vascular (Bude y Rubin
1999a). Esto debe tenerse en cuenta porque la forma de la onda Doppler de
una arteria en concreto, en la que influye la aceleracion sistdlica, puede verse
modificada tanto debido a enfermedad como debido a cambios en el lugar
donde se realiza la medicién. Asi, los criterios que se aplican para detectar una
enfermedad, basandose en cambios en la aceleracion del flujo en un punto
determinado del arbol arterial, no necesariamente son aplicables en otro punto
(Halpern et al. 1995; Bude y Rubin 1999a).
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D.6 VASOS PERIFERICOS

D.6.1 TRONCO BRAQUIOCEFALICO, ARTERIA CAROTIDA COMUN
IZQUIERDA Y ARTERIA SUBCLAVIA IZQUIERDA

Como en el caso de la aorta ascendente y el arco adrtico, el abordaje
ecografico utilizado en las tres ramas del arco aodrtico fue similar al que se ha
ultilizado en ecocardiografia transtoracica en el ratén (Tanaka et al. 1996; Zhou
et al. 2004). Sin embargo, en estas arterias tampoco es posible estandarizar un
protocolo ecografico ya que por lo general, fue necesario estudiar diversos
abordajes, obtener imagenes en cada uno de ellos y seleccionar, con
posterioridad, el mejor.

El diametro luminal de las tres ramas del arco aodrtico es similar al
descrito por otros autores, obtenidos mediante ecografia de alta frecuencia u
otras técnicas como microCT o moldes de corrosion vasculares (Tabla 156)
(Zhou et al. 2002; Feintuch et al. 2007; Maeda et al. 2007; Suo et al. 2007; Huo
et al. 2008). Como sucede en la aorta, el area luminal de estos vasos no ha

sido descrita hasta el momento utilizando ecografia transtoracica en el raton.

TB Cepa Edad Sexo Anestesia Técnica Referencia

(D,mm)

0,63+0,03 C57BL/6 3m NE NE MicroCT; Doppler, 14MHz  Suo et al. 2007

085 C57BL/6 2m M Ketamina- Moldes corrosion; Huo et al. 2008
’ Xylacina Doppler, 20MHz

0,730,176 C57BL/6 2m M/H Isoflurano Doppler, 30MHZ Estudio actual

ACCI (D, mm)

0,49+0,05 C57BL/6 3m NE NE MicroCT; Doppler, 14MHz  Suo et al. 2007

064 C57BL/6 2m M Ketamina- Moldes corrosion; Huo et al. 2008
’ Xylacina Doppler, 20MHz

0,5+0,049 C57BL/6 2m M/H Isoflurano Doppler, 40MHz Zhou et al. 2002

0,6%0,12 C57BL/6 2m M/H Isoflurano Doppler, 30MHZ Estudio actual

ASCI (D, mm)

0,56+0,02 C57BL/6 3m NE NE MicroCT; Doppler, 14MHz  Suo et al. 2007

064 C57BL/6 2m M Ketamina- Moldes corrosion; Huo et al. 2008
’ Xylacina Doppler, 20MHz

0,56+0,1 C57BL/6 2m M/H Isoflurano Doppler, 30MHZ Estudio actual

Tabla 156. Diametro del tronco braquiocefalico, arteria carétida comun izquierda y arteria subclavia izquierda
del raton descritos en la bibliografia publicada hasta el momento. NE: no especificado; M macho; H: hembra;
m: meses.

Debido a la trayectoria de estas arterias, que se dirigen hacia el cuello y
la cabeza, el angulo obtenido entre el haz de ultrasonidos y el vaso en los

estudios Doppler es practicamente perpendicular. Por este motivo, el angulo de
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insonacion Doppler en cada una de estas ramas fue mayor a 60° en casi una
cuarta parte de los animales.

A diferencia de lo que se observa en medicina humana, el perfil de
velocidad de flujo en el TB en nuestro estudio fue mayoritariamente de tipo
intermedio, no romo (Rautenberg y Hennerici 1988; Chavhan et al. 2008). La
resistencia vascular observada es alta, al igual que en medicina humana ya
que en ambas especies el TB es una arteria que irriga dos lechos vasculares
distintos: uno de resistencia baja (el cerebral) y otro de resistencia alta
(musculos del cuello y de las extremidades anteriores).

En la arteria carétida comun izquierda, el perfil de velocidad de flujo
observado es intermedio, al igual que en el hombre, aunque en este caso
también puede ser romo. La resistencia de las arterias carétidas comunes
humanas es intermedia o baja. Sin embargo, ocasionalmente también es
posible observar flujos reversos en personas sanas (Taylor y Tukmachi 1985;
Rohren et al. 2003; Yazici et al. 2005). En nuestro estudio, un 92,00% de los
ratones presentd ondas Doppler de resistencia alta en la arteria carétida comun
izquierda y el 8,00% restante mostro resistencia intermedia. Este resultado no
es sorprendente ya que el flujo de la arteria carétida comun izquierda se
registré colocando el volumen de muestra cerca de la salida del arco aortico,
por lo que se espera que el vaso tenga un flujo pulsatil similar al de la aorta
ascendente. Es probable que si se midiera cerca de la bifurcacién en arterias
carétidas internas y externas fuese de tipo intermedio (Stoyanova et al. 2007).
En el ratén, el mayor aporte sanguineo al cerebro proviene de dos fuentes: las
arterias carotidas internas, que irrigan las regiones corticales y subcorticales, y
las arterias vertebrales, que aportan sangre a las arterias del tronco cerebral y
del cerebelo asi como a la arteria cerebral posterior. Las arterias vertebrales se
originan a partir de las arterias subclavias y las arterias carétidas internas a
partir de las carotidas comunes (Cook 1965; Dorr et al. 2007). La red arterial
cerebral humana difiere en numerosos aspectos de la del ratén. En ambas
especies las mismas arterias (carétidas internas y vertebrales) son el principal
suministro de sangre del circulo de Willis. Sin embargo, la mayor complejidad
del cerebro humano da lugar a un patron arterial diferente (Dorr et al. 2007).

En medicina humana se considera que las arterias carétidas comunes

tienen un perfil de velocidad de flujo y resistencia similar al de las carétidas
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internas ya que el 80% de su flujo se dirige a estas arterias (Taylor y Tukmachi
1985; Rohren et al. 2003; Yazici et al. 2005). En el perro se han observado
patrones de resistencia vascular similares a los del raton. Se ha visto que la
impedancia de entrada de las arterias carotidas internas es baja, como ocurre
en humanos, y la impedancia de las arterias carétidas comunes alta. Las
causas de estas diferencias pueden explicarse, en parte, por el peso relativo de
los tejidos irrigados por cada vaso. El perro tiene mayor masa de tejido blando
en la cabeza y en el cuello en relacion a la masa del cerebro. El cerebro del
perro representa solo un 14% del tejido perfundido por estas arterias, al
contrario de lo que ocurre en humanos. Ademas, del flujo cerebral total,
aproximadamente dos tercios provienen de la arteria vertebral y un tercio de las
arterias carotidas internas (Taylor y Tukmachi 1985). Sin embargo, aunque la
arteria carétida interna transporta menos sangre por minuto que la externa, el
flujo relativo por peso tisular es mayor en la arteria carétida interna que en la
externa. Cuando en un circuito en paralelo hay dos impedancias diferentes, la
impedancia quedara determinada principalmente por la menor, y sera inferior a
ella. Debido a las diferencias en la masa de tejido irrigado, la arteria carotida
interna del perro tienen una impedancia mayor, en términos absolutos, que la
externa, por lo que en consecuencia, la impedancia de entrada de la arteria
carétida comun quedara determinada por el patrén de impedancia de la arteria
carotida externa, que es también de resistencia alta (Taylor y Tukmachi 1985).
Esto explicaria por qué en las arterias cardtidas comunes el patron de
resistencia se pareceria mas al de las arterias carotidas externas.

En el presente trabajo, todos los ratones tuvieron un perfil de velocidad
de flujo intermedio en la arteria subclavia izquierda. En este vaso, un 68,00%
de los ratones presentd ondas Doppler de resistencia alta y un 32,00% ondas
de resistencia intermedia. En medicina humana, las arterias subclavias tienen
un perfil de velocidad de flujo romo con resistencia alta, ya que irrigan un lecho
vascular de resistencia alta (Tola et al. 2003; Kalaria et al. 2005; Chavhan et al.
2008; Duan et al. 2008). Aunque, a diferencia de lo que sucede en la arteria
femoral, la arteria subclavia izquierda esta muy cerca del corazén y por tanto se
esperaria un perfil de velocidad de flujo similar al de la aorta ascendente, la
presencia de animales con flujos de resistencia intermedia podrian explicarse

por los mismos motivos que los cambios observados en la arteria femoral
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(efecto de la anestesia, posicion del raton durante el estudio, compresion
vascular iatrogénica).

En cuanto a las variables hemodinamicas estudiadas mediante ecografia
en cada una de las tres ramas del arco aortico, no hay disponible informacion
detallada para poder realizar comparaciones con otros estudios. La velocidad
media y el flujo sanguineo del tronco braquiocefalico en nuestro trabajo son
superiores a los descritos por Huo et al. (2008) (velocidad media: 268,36 +
82,90 mm/s vs 55 mm/s respectivamente; flujo sanguineo: 119,14 + 43,29
mm?®s vs 31,16 mm®/s, respectivamente), pero se debe recordar que, como se
ha mencionado anteriormente, las técnicas utilizadas en ambos estudios son
diferentes. En el estudio inferencial se han visto diferencias debidas al género
en el indice de pulsatilidad en el tronco braquiocefalico. El hecho de que el PI
sea estadisticamente mayor en las hembras puede deberse a que uno de los
machos presento flujo de resistencia intermedia en vez de alta en el TB, por lo
que al realizar los calculos, la ausencia de flujo reverso en este caso puede
hacer disminuir el valor de PI.

La velocidad media de la sangre en la arteria car6tida comun izquierda
en nuestro trabajo también es superior a la descrita por Huo et al. (2008)
(191,70 £ 58,34 mm/s vs 70 mm/s, respectivamente). Lo mismo ocurre con el
flujo sanguineo (56,14 + 25,70 mm®/s vs 22,50 mm?®/s, respectivamente). Sin
embargo, los valores de la velocidad sistolica maxima son inferiores a los
descritos por Ni et al. (2008) (366,50 + 106,54 mm/s vs 660 + 90 mm/s,
respectivamente), que realizé los calculos mas cerca de la bifurcacion que de la
salida del arco aortico, donde no se observa flujo reverso. En nuestro caso,
como ya se ha comentado, el 92% de los ratones presentaba flujos de
resistencia alta, por lo que la velocidad sistdlica maxima sera inferior (Delis et
al. 2000). La misma explicacion se aplica a la obtencién de indices de
pulsatilidad mayores a los descritos por (Stoyanova et al. 2007) (2,20 £ 0,23 vs
0,832 £ 0,007, respectivamente). El hecho de que el Pl de las hembras sea
mayor al de los machos, puede deberse a que se estudiaron mas hembras que
machos y el porcentaje de animales con resistencia intermedia es mayor en
estos ultimos.

Finalmente, la velocidad media en la arteria subclavia izquierda en

nuestro trabajo es superior a la descrita por Huo et al. (2008) (210,42 £ 62,09
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mm/s vs 55 mm/s, respectivamente). Lo mismo ocurre, como en los dos casos
anteriores, con el flujo sanguineo (53,70t 21,58 mm?/s vs 17,66 mm?/s,

respectivamente).

D.6.2 ARTERIA RENAL DERECHA

Se estudid sélo una de las dos arterias renales en cada animal por
diversos motivos. La duracién total del estudio estaba limitada por la anestesia,
por lo que examinar ambas arterias hubiera supuesto aumentar el tiempo de
exploracion y por tanto las posibles variaciones debidas a la anestesia. En
otras especies no se han observado diferencias en las caracteristicas
hemodinamicas de ambas arterias renales, a no ser que exista una patologia
con afectacién unilateral (Keogan et al. 1996). Se escogid la arteria renal
derecha debido a que su abordaje es mas complejo que el de la izquierda. De
esta forma, al ser capaces de obtener toda la informacién requerida en el lado
derecho es de suponer que también sera posible obtenerlo en el izquierdo.

El abordaje a la arteria renal derecha del ratdn es similar al que se utiliza
para abordar el hilio renal o las glandulas adrenales en otras especies animales
(d'Anjou 2008b; Graham 2008).

El diametro medio de la arteria renal derecha obtenido en este estudio
es similar al descrito por Huo et al. (2008) en moldes de corrosion vascular
(0,51 £ 0,12 mm vs 0,58 mm, respectivamente). Actualmente no hay
informacion disponible del area luminal de esta arteria medido mediante
ecografia en ratones, por lo que no es posible realizar comparaciones.

En nuestro estudio la mayoria de los animales presenté un perfil de
velocidad de flujo parabdlico con resistencia baja. Un 14,80% de los ratones
tuvo perfiles de resistencia intermedia, siendo todos ellos hembras. Al mismo
tiempo, la velocidad diastélica minima registrada en nuestro trabajo resulto ser
significativamente menor en las hembras que en los machos, y los indices de
resistencia vascular fueron mayores en las hembras. Los indices vasculares de
la arteria renal del ratdn obtenidos en este trabajo son mas altos que los
descritos en medicina humana (PI: 1,01-1,61 vs 0,7-1,4 ; Rl: 0,67-0,89 vs 0,56-
0,70 respectivamente) (Keogan et al. 1996; Chavhan et al. 2008; Wood et al.
2010).
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Los ratones presentan dimorfismo sexual extragenital en cerebro,
rinones y musculo esquelético (Bardin y Catterall 1981; Deschepper et al.
2004). En ratones CD1 se ha demostrado la existencia de dimorfismo sexual
marcado en las glandulas adrenales, que afecta no sélo al peso y al tamafo de
las glandulas, sino también a la secrecidon de corticosterona y aldosterona,
hormonas esteroideas reguladas principalmente por la secrecion de ACTH y
por el eje renina-angiotensina y la concentracién de potasio respectivamente.
El dimorfismo en las concentraciones de corticosterona y de aldosterona
también se ha descrito en ratas y humanos (Atkinson y Waddell 1997;
Traustadottir et al. 2003) y se considera un factor importante al explicar las
diferencias sexuales en la prevalencia de ciertas enfermedades asociadas al
eje hipotalamo-pituitaria-adrenal, como las enfermedades cardiovasculares,
diabetes e hipertension (Bastida et al. 2007).

En ratones C57BL/6 no se han llevado a cabo estos estudios, pero es
posible que se observen las mismas diferencias debidas al género. Una
concentracion mayor de aldosterona podria justificar las diferencias observadas
en los indices vasculares de las arterias renales entre machos y hembras de
este estudio.

En ratones se han descrito distintos sistemas para medir la presion
arterial sistémica. La radiotelemetria de la presion sanguinea permite
monitorizar con precision la presion sistdlica y diastdlica, pero requiere
implantacion quirdrgica. Los métodos no invasivos para medir indirectamente la
presion sistélica en ratones (tail-cuff) tienen una fiabilidad que depende del
entrenamiento del raton y del manipulador y, aunque los resultados de las
medidas pueden ser similares a los obtenidos mediante telemetria, su
reproducibilidad es menor (Krege et al. 1995; Li et al. 1999; Butz y Davisson
2001; Whitesall et al. 2004). En nuestro estudio no fue posible medir la presion
arterial sistémica de los ratones al no disponer del material apropiado para
hacerlo. Ademas, debido a las condiciones de estabulacién, no es posible
entrenar a los animales ni realizar medidas repetidas en el mismo ratén en dias
consecutivos. En ratones C57BL/6 conscientes en los que se han realizado
estudios comparativos de la presion arterial sistélica sistémica, mediante un
sistema no invasivo ftail-cuff computerizado, se ha demostrado que existe

dimorfismo sexual en esta variable segun el género, siendo mayor la presion
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arterial sistélica en hembras que en machos (Krege et al. 1995; Deschepper et
al. 2004). Esta podria ser otra explicacién para las diferencias observadas en
nuestro estudio, sin embargo, también es posible que en ratones, al igual que
ocurre en otras especies animales, no haya correlacién entre el aumento de la
presion arterial sistémica y la renal (Pontremoli et al. 1999; Galesic et al. 2000;
Novellas et al. 2010).

Por lo que respecta a otras variables hemodinamicas objeto de estudio,
la velocidad sistélica maxima y minima son parecidas a las descritas por
Bonnin et al. (2008), quien estudié ratones machos de 8 meses de edad con un
transductor de 12MHz (PSV: 552,38 + 255,64 mm/s vs 533 £ 122 mm/s; MDV:
115,49 £ 79,36 mm/s vs 157,7 + 38 mm/s, respectivamente). El flujo sanguineo
en las arterias renales es mayor al descrito por Huo et al. (2008) (68,75 £ 44,95

mm?®/s vs 18,5 mm®/s respectivamente).

D.7 IMPLICACIONES DE SIRT1 SOBRE LA MORFOLOGIA
CARDIACA

SIRT1 es una proteina que se expresa en todas las células de los
mamiferos y que fue inicialmente identificada como proteina nuclear. Sin
embargo, en estudios recientes se ha demostrado que la localizacién
subcelular de SIRT1 difiere segun el tipo celular, pudiendo expresarse a nivel
nuclear, citoplasmatico o en ambos (Michishita et al. 2005; Rahman y Islam
2011). En el corazon, la localizacion de SIRT1 a nivel nuclear y citoplasmatico
se regula durante el desarrollo y cuando existe lesion cardiaca (Tanno et al.
2007; Tanno et al. 2010). Asi por ejemplo, en el corazén de los embriones de
raton de 10,5 dias se pueden encontrar niveles elevados de SIRT1 en el nucleo
de los cardiomiocitos atriales y ventriculares. En los corazones de ratones
adultos, SIRT1 se localiza sobre todo en el citoplasma, y se desplaza al nucleo
en situaciones de dano cardiaco (Tanno et al. 2010). El desplazamiento de
SIRT1 hacia el nucleo es fundamental para que ejerza su poder citoprotector
contra el estrés oxidativo (Tanno et al. 2010).

En estudios previos en los que se ha analizado el efecto de la
sobreexpresion de SIRT1 en los cardiomiocitos, se ha visto que esta proteina

protege contra la muerte celular, aunque al mismo tiempo produce un aumento
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generalizado del tamano de los cardiomiocitos (Alcendor et al. 2004). Estos
hallazgos se han visto reforzados por otros estudios en los que se han
encontrado niveles aumentados de SIRT1 en corazones hipertrofiados o con
fallo cardiaco (Vahtola et al. 2008; Li et al. 2009; Li et al. 2011a). Otros estudios
realizados con ratones transgénicos para Sirt1 indican que SIRT1 exhibe
hormesis, es decir, segun la magnitud de su expresion puede ser una proteina
beneficiosa o todo lo contrario. Asi, la expresion baja o moderada de Sirt1
actua de forma protectora contra la hipertrofia cardiaca, apoptosis y fallo
cardiaco ligado a la edad, mientras que una expresion elevada de Sirt1 induce
dilatacion, hipertrofia y fallo cardiaco (Alcendor et al. 2007; Kawashima et al.
2011).

Estos resultados indican que SIRT1 es una molécula importante en el
desarrollo y en la supervivencia de los cardiomiocitos y que su expresion debe
ser controlada de forma minuciosa para obtener los efectos deseables.

Hasta el momento no se han publicado estudios que describan el
fenotipo cardiaco de los ratones adultos mutantes homocigotos para Sirt1.
Sundaresan et al. (2011) menciona, basandose en datos aun no publicados,
que los ratones KO homocigotos para Sirt1 tienen el corazdn mas pequefio que
sus hermanos silvestres y que son resistentes al desarrollo de hipertrofia
cardiaca inducida por agonistas de la hipertrofia. Esto concuerda con otros
resultados en los que se describe el efecto protector de SIRT1 contra la
hipertrofia cardiaca (Planavila et al. 2011).

La cardiomiopatia hipertréfica se caracteriza por la presencia de
hipertrofia cardiaca patologica del ventriculo izquierdo y/o derecho, que suele
englobar el septo interventricular. Generalmente, el volumen del ventriculo
izquierdo es normal o estd disminuido. Los cambios morfolégicos que se
observan en esta patologia incluyen hipertrofia de los cardiomiocitos, presencia
de desorden en la distribucion de las miofibrillas de los cardiomiocitos
(myofibrillar disarray) y fibrosis cardiaca (Richardson et al. 1996).
Generalmente, la funcidén sistdlica se conserva o puede incluso verse
potenciada. Sin embargo, la relajacion ventricular se altera debido a que las
paredes ventriculares estan engrosadas y fibréticas (Richardson et al. 1996;
Thiene et al. 2005).
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La cardiomiopatia dilatada se caracteriza por dilatacion del ventriculo
izquierdo o de ambos ventriculos, acompanada de una contraccion cardiaca
ineficaz. Se trata de la cardiomiopatia mas frecuente en humanos, en los que
se han descrito diversas etiologias: idiopatica, familiar/genética, virica, inmune,
téxica o asociada a otras enfermedades cardiovasculares (problemas
isquémicos, de sobrecarga cardiaca u otros). Las caracteristicas histolégicas
de la cardiomiopatia dilatada son inespecificas (Richardson et al. 1996), por lo
que su diagndstico se establece por la presencia de los signos siguientes
(Cheitlin et al. 1997; Recchia y Lionetti 2007):

- Aumento de tamafo del ventriculo izquierdo. Este cambio se evalua
generalmente in vivo mediante ecocardiografia bidimensional y con
modo-M.

- Disfuncién sistélica, que consiste en una reduccidon de la fuerza de
contraccion del miocardio. La medida de disfuncion sistélica mas usada
en clinica es la fraccion de eyeccién del ventriculo izquierdo, que suele
obtenerse mediante ecocardiografia bidimensional o mediante otros
estudios no invasivos, como resonancia magnética o medicina nuclear.
Una fraccion de eyeccion menor al 50% se considera compatible con
disfuncion sistolica. Otro parametro clinico util para evaluar la funcion
sistdlica es la fraccion de acortamiento. Una fraccién de acortamiento
menor a 25-30% es compatible con disfuncién sistélica.

En nuestro estudio, hemos observado que los ratones adultos mutantes
para Sirt1 presentan cardiomegalia, dilatacion de las cavidades ventriculares y
adelgazamiento de las paredes de los ventriculos y del septo interventricular.
Esto, acompanado de los resultados del estudio morfométrico, en el que se vio
que los ratones mutantes adultos para Sirt7 no presentan hipertrofia en los
cardiomiocitos, descarta la presencia de hipertrofia cardiaca. Por el contrario,
los resultados obtenidos parecen indicar que los ratones mutantes adultos
presentan dilatacion cardiaca, que no es secundaria a otros procesos como
hipertension pulmonar o valvulopatia. Sin embargo, una de las limitaciones de
este estudio es la falta de pruebas de funcionalidad cardiaca que pudieran
demostrar la existencia de alteracidn sistdlica y el posible fallo cardiaco
asociado. Esto se debe a que, en la instalacion donde se realizaron los

estudios, no esta permitido introducir animales vivos de origen externo, por lo
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que no es posible hacer un estudio ecografico de los corazones de los ratones
mutantes para Sirt1. El uso de resonancia magnética de alto campo en la
evaluacion morfolégica y funcional del corazon del raton ha sido descrita con
anterioridad por otros autores (Berr et al. 2005; Schneider et al. 2006; Epstein
2007; Stuckey et al. 2008). En este caso, es necesario obtener las secuencias
con gating fisiologico, tanto respiratorio como cardiaco, para evitar la aparicion
de artefactos o de errores en el calculo de los parametros funcionales. En
nuestro caso, tampoco fue posible hacer un estudio cardiaco funcional
mediante MRI porque la sincronizacidén con el electrocardiograma no estaba
puesta a punto en el momento de hacer el estudio. Ademas, debido a la
esperanza de vida corta de los ratones mutantes para Sirt7, no fue posible
posponer los examenes con MRI.

Por este motivo, se ha evaluado otra variable, la relacion h/R, que se ha
usado en la diferenciacion entre cardiomiopatia hipertrofica y dilatada. En el
caso de la hipertrofia cardiaca, cuando ésta es secundaria a una sobrecarga de
presion, se observa engrosamiento de la pared ventricular e hipertrofia
conceéntrica, y la relacién h/R aumenta. Cuando la hipertrofia del corazéon es
debida a una sobrecarga de volumen, se observa un agrandamiento de las
cavidades ventriculares e hipertrofia excéntrica, y la relacién h/R se mantiene
normal, ya que se produce un agrandamiento similar de la cavidad y de la
pared (Grossman et al. 1975; Mihl et al. 2008). En cambio, cuando existe
cardiomiopatia dilatada, la relacion h/R disminuye ya que se produce un
agrandamiento de las cavidades ventriculares y un adelgazamiento de la pared
(Douglas et al. 1987).

En nuestro estudio, las diferencias observadas en los resultados
morfolégicos y en el valor de la relacion h/R entre ratones silvestres y ratones
mutantes para Sirt1 indican el efecto protector de SIRT1 sobre la dilatacién
cardiaca.

El estudio histologico descarta la existencia de fibrosis cardiaca, que
puede observarse en casos de apoptosis y de necrosis de miocardio. Por otro
lado, el estudio inmunohistoquimico con el marcador de estrés cardiaco ANP,
demuestra la expresion de esta proteina en el miocardio de los ventriculos de

los ratones mutantes para Sirt1.
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En el estudio ultraestructural de los cardiomiocitos se han observado
alteraciones en las mitocondrias de los ratones mutantes adultos. Esta
alteracion mitocondrial también ha sido descrita por Lee et al. (2008). Este
hallazago podria explicar la aparicion de la dilatacion cardiaca ya que estudios
recientes en ratones (Li et al. 2001) han demostrado que alteraciones
mitocondriales, y en concreto, mutaciones en el DNA mitocondrial (mtDNA),
pueden contribuir al desarrollo de cardiomiopatia dilatada.

El corazén es un érgano que, debido a su actividad contractil, necesita
oxigeno y nutrientes de forma continua para producir energia y, de esta forma,
mantener el ciclo cardiaco. El factor limitante para que el corazén funcione es el
oxigeno, ya que las reservas intracelulares de oxigeno solo pueden mantener
el corazén latiendo unos segundos y las reservas de carbohidratos y de lipidos
s6lo pueden mantener la contractilidad cardiaca durante una hora
aproximadamente. Por lo tanto, el metabolismo del corazén es de tipo aerébico,
y es muy dependiente de la disponibilidad de oxigeno, como lo confirma la
abundancia de mitocondrias en los cardiomiocitos (un 30% del volumen total).
Las elevadas necesidades energéticas del corazén son cubiertas casi en su
totalidad por fosforilacion oxidativa mitocondrial. Esto explica la elevada
sensibilidad de las células cardiacas a los déficits de oxigeno y la importancia
que tienen las mitocondrias en el dafio tisular del miocardio (Ferrari 2002).

En medicina humana se han descrito las cardiomiopatias mitocondriales
(Marian y Roberts 1994), en las que se observa cardiomiopatia dilatada y/o
hipertréfica debida a mutaciones en el DNA mitocondrial. Estas patologias, que
tienen transmision materna, suelen ir acompanadas de otros procesos
sistémicos y suelen producir la muerte de los invividuos afectados a edad
temprana. Por otro lado, también se ha observado que la respiracion
mitocondrial en el miocardio de individuos con fallo cardiaco esta alterada, por
lo que la produccién de energia, via fosforilacion oxidativa, esta disminuida en
estos pacientes (Sharov et al. 2000).

Li et al. (2001) estudiaron los mecanismos de reparacion del mtDNA, el
dafio en el mtDNA vy la estructura y funcién de las mitocondrias en un ratén con
fallo cardiaco secundario a sobreexpresion de factor de necrosis tumoral a
(TNF-a). Los resultados de su estudio demuestran que mutaciones en el

mtDNA vy alteraciones estructurales y funcionales de las mitocondrias se
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asocian a una reduccion en la reparacién del mtDNA, y que parte de los efectos
fisiopatolégicos de TNF-a en el corazon pueden estar mediados por cambios
en las mitocondrias. Los cambios ultraestructurales encontrados en su modelo
animal son parecidos a los observados en este estudio (mitocondrias con forma
irregular, disminucion del niumero de crestas y desorganizacion y rotura de las
mismas). Es posible que en el caso de los ratones mutantes para Sirt1, el dafio
mitocondrial sea también responsable del desarrollo de cardiomiopatia dilatada.
Sera necesario realizar mas estudios para conocer la relacién entre ambos

procesos.
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1. La ecografia de alta frecuencia es un método util para estudiar la
morfologia y las caracteristicas hemodinamicas de la aorta y de sus ramas
principales en el raton C57BL/6 adulto.

2. En el ratdn C57BL/6 el diametro, area luminal, velocidad sistdlica
maxima y media, aceleracion, indices vasculares y flujo sanguineo de la
aorta disminuyen en sentido caudal.

3. El perfil de velocidad de flujo de la aorta en el raton C57BL/6
adulto evoluciona de romo a intermedio en sentido caudal. La resistencia
vascular de la aorta en el térax es alta y en el abdomen es intermedia.

4. En el ratén C57BL/6 adulto el perfil de velocidad de flujo de las
tres ramas del arco aértico es mayoritariamente intermedio de resistencia
alta, mientras que en la arteria renal y en la arteria femoral, es
mayoritariamente parabolico de resistencia baja.

5. Los valores de referencia de los parametros hemodinamicos
arteriales del ratén deben establecerse en relacion al sexo y al peso de los
individuos.

6. La aorta descendente abdominal del raton C57BL/6 es de tipo
elastica y la arteria femoral es muscular. El numero de unidades lamelares
de la tunica media de la aorta disminuye caudalmente. La tunica adventicia
en la aorta descendente abdominal de localizacién postrenal es, en
proporcion, mas grande que en la aorta descendente abdominal de
localizacion prerrenal y preiliaca.

7. Los ratones adultos mutantes para Sirt71 presentan cardiomegalia,
dilatacion de las cavidades ventriculares y adelgazamiento de las paredes
ventriculares y del septo interventricular.

8. Los resultados del calculo de la relacion h/R, obtenidos in vivo
mediante MRI, confirman la dilatacién de las cavidades y el adelgazamiento
de las paredes ventriculares en los ratones adultos mutantes para Sirt1.

9. El area de los cardiomiocitos de los ratones adultos silvestres
varia segun la region miocardica examinada (pared del ventriculo derecho,
pared del ventriculo izquierdo o septo interventricular) y segun la zona

examinada dentro de cada regién (basal, intermedia o apical).
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10. El area de los cardiomiocitos ventriculares y del septo es menor
en los ratones mutantes para Sirt1, lo que demuestra que no estan
hipertrofiados.

11.  No se ha detectado fibrosis, ni infiltracion macrofagica en el
miocardio ventricular de los ratones adultos mutantes para Sirt1.

12. ANP se expresa en el miocardio ventricular de los ratones adultos
mutantes para Sirt1, indicando lesion miocardica.

13. Las mitocondrias de los cardiomiocitos de los ratones adultos
mutantes Sirt1 estan dilatadas y presentan destruccion parcial de sus
crestas.

14. No se ha observado dilatacion de las cavidades, ni
adelgazamiento de las paredes de los ratones recién nacidos (P0O) mutantes
Sirt1.

15.  No se ha detectado lesién mitocondrial en los cardiomiocitos de

los ratones PO mutantes para Sirt1.
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