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Estudio de las repercusiones arteriales de la
deprivacion y aporte de hormonas femeninas.
Estudio experimental

C. Vaquero-Puerta, M.A. Rodriguez-Zambrano,
E.M. San Norberto-Garcia, J.A. Gonzdlez-Fajardo,
V.M. Gutiérrez-Alonso, J. Agudo-Bernal, M.V. Diago-Santamaria

A STUDY OF THE REPERCUSSIONS OF THE DEPRIVATION AND SUPPLY
OF FEMALE HORMONES ON ARTERIES. AN EXPERIMENTAL STUDY

Summary. Introduction. It has been generally accepted that female hormones protect against
the development of cardiovascular diseases and more especially with regard to the
development of degenerative disorders affecting the arteries. Aims. This study attempts to show
the relationships between the hormonal component and the artery wall, and evaluates them
from a histological and morphometric point of view. Materials and methods. We conducted an
experimental study in rats using different groups of animals in order to provide an animal
model in which to demonstrate the arterial repercussions of the different hormonal situations.
The experimental design was structured in a number of study groups based on hormonal
deprivation, followed by replacement that was implemented either pharmacologically or by
means of ovarian transplant in the wall of the artery. Results and conclusions. The repercussions
of hormone deprivation were not seen very clearly, but detection was possible using
morphometric methods. Results show that hormone replacement neutralises the possible
degenerative effects stemming from hormone deprivation. We discuss the interaction of
estrogenic hormones and their involvement in the development of arterial pathologies, and the
evidence that exists in the literature on this issue. [ANGIOLOGIA 2004; 56: 529-38]

Key words. Artery. Hormones. Morphometry. Ovary. Rat. Transplant.

Introduccion posibles alteraciones del sistema car-

diovascular se ha resefiado por gran

La menopausia es un estado bioldgico
especial en la mujer donde suceden
cambios desde el punto de vista metabo-
lico y hormonal que conllevan profun-
das alteraciones, en algunos casos bene-
ficiosos para la mujer y en otras desarro-
llando profundas alteraciones organicas
y funcionales [1,2].

Las relaciones entre menopausia y

numero de autores [3]; las implicacio-
nes son muy variadas, y van desde la
consideracién de las repercusiones de
la menopausia en la enfermedad cardi-
aca [4], a las posibles implicaciones de
los estrogenos con la enfermedad ate-
rosclerosa [5-7] o al riesgo cardiovas-
cular genérico sin precisar, referencia-
do por otros autores [8-10].
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Estudios epidemioldgicos reflejados
en algunos articulos han considerado la
implicacién del factor hormonal sobre
el desarrollo de patologia cardiovascular
[11-13], a la vez que existen estudios
experimentales que relacionan determi-
nados factores hormonales con concre-
tas repercusiones en el aparato circula-
torio [14].

Datos complementarios sobre la inte-
rrelacion de los estrogenos con la patolo-
gia cardiovascular se han aportado en la
bibliografia, como los de Lin y Shain, en
1985 [15], sobre la distribucién de los
estrogenos en el sistema cardiovascular.
Existen trabajos donde se propone la
administracion de estrégenos para pre-
venir el riesgo cardiovascular [16]; es un
hecho previamente contrastado y gene-
ralmente admitido que el tratamiento
estrogénico en mujeres menopadusicas y
experimentalmente en ratas castradas
previene la enfermedad cardiaca y vas-
cular periférica, y la apariciéon de cam-
bios en la pared arterial que evolucionan
hasta la arteriosclerosis [17-20].

En el presente estudio, completando
las repercusiones detectadas a otros
niveles [21,22], nos proponemos evi-
denciar estos hechos en un estudio
soportado, por un lado, en la suplencia
hormonal en animales con deprivacién
mediante técnicas quirdrgicas a través
de la aportacion directa parenteral, o,
indirectamente, mediante la realizacion
de un trasplante ovdrico.

Con los datos existentes en la biblio-
grafia, cuyos indicios apuntan una inter-
accion de las hormonas sexuales feme-
ninas con el desarrollo de patologia vas-
cular, la hipdtesis de trabajo se centra en

la prevencién del desarrollo de la posi-
ble patologia desarrollada por la depri-
vacién hormonal con la posterior su-
plencia de la misma [23-25].

Los objetivos se dirigen a valorar
como la deprivacion hormonal puede
desarrollar alteraciones parietales arte-
riales, que es posible frenar el desarrollo
de lesiones con la sustitucion hormonal,
que el tratamiento con hormonas es
equiparable a la aportacioén de éstas me-
diante trasplante y que los niveles apor-
tados en ambos casos son suficientes
para prevenir el desarrollo de lesiones
ateromatosas. Por ultimo, se constata
que la evaluaciéon de los posibles cam-
bios es posible de forma mds objetiva
mediante morfometria, es decir, con la
medicién de las estructuras.

Materiales y métodos

Animal de experimentacion

Se ha elegido para la realizacién del es-
tudio la rata albina de la raza Wistar
Lewis (Rattus norvegicus albinus).

Las ratas sanas utilizadas se obtuvie-
ron del Estabulario General de la Uni-
versidad; se seleccionaron ratas hem-
bras, con un peso que oscilaba entre 200
y 250 g. Las ratas recibian alimentacion
ad libitum de pienso y agua de composi-
cién conocida y en cantidad controlada.
Se alojaron los animales en jaulas iner-
tes, tres en cada una, en unas condicio-
nes estandar de habitabilidad, con ciclos
luz-oscuridad de 12 horas, temperatura
controlada de 22 °C y humedad relativa
del 65%. El perfil de las ratas utilizadas,
con homogeneidad segtn los datos de
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los controles de calidad del Animalario,
podrian catalogarse de singénicas.

Todo el estudio se ha realizado segtin
las directrices y recomendaciones de la
legislacion espafiola del afio 1988 y la
directiva europea de 1986 para la utiliza-
cién de animales de experimentacién pa-
ra fines cientificos, y el protocolo de in-
vestigacion lo ha aprobado el comité éti-
co de experimentacién animal del centro.

Diseiio experimental

Los animales se asignaron a cuatro gru-
pos:

— El primer grupo testigo normofun-
cionante (grupo I) lo constituyeron
15 ratas a las que se les practic6 una
operacién simulada con apertura de
la pared abdominal y diseccién de
anexos. Los animales se sacrificaron
a los tres meses de comenzado el
experimento para obtener las mues-
tras de estudio.

— Al segundo grupo se le realizé una
castracion total y sirvié como con-
trol (grupo II). A los tres meses se les
sacrifico para obtencion de las mues-
tras para su evaluacién. Lo constituia
también 15 animales.

— El grupo III lo constituyé un grupo
castrado al que se le aportd trata-
miento hormonal sustitutivo. En el de
tratamiento hormonal sustitutivo, se
procedid inmediatamente a la castra-
cién de los animales. El tratamiento
hormonal sustitutivo se realizé con
valeriato de estradiol diluido en acei-
te vegetal en una dosis de 10 mg/kg
de peso por via intramuscular, sema-
nalmente, durante tres meses; se rea-
liz6 con la administracion de 0,05 mL
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de una disolucién oleosa que contiene
0,05 mg de valeriato de estradiol para
un individuo de 300 g. Al finalizar el
periodo experimental los animales se
sacrificaron para obtener las mues-
tras. Lo integraron 15 animales.

— El grupo 1V, de 15 animales, de tras-
plante ovdrico, lo constituyeron ani-
males a los que se les practicd un
injerto en la misma intervencion en
que se los castraba. El injerto se co-
locé en la capsula suprarrenal del
rifién derecho, y los animales se eva-
luaron a los tres meses de la misma.

Todos los animales, una vez concluido el
tiempo experimental, se sacrificaron para
obtener la arteria aorta abdominal para
estudio, en la bifurcacion de las iliacas
primitivas; posteriormente se procesd y
evalué como se detallard mas adelante.

Técnica de la castracion
y trasplante ovdrico

Bajo anestesia general con clorhidrato
de ketamina en dosis de 60 mg/kg de
peso por via intraperitoneal, se rasuraba
la cara ventral del animal y se le coloca-
ba en decubito supino; se le practicd una
laparotomia media infraumbilical con
apertura de planos de la pared; se locali-
zaban los anexos del aparato genital y se
liberaban los ovarios con cauterizacién
de los vasos nutricios, se extirpaba el
tejido ovdrico, concluyendo la técnica
de castracion. Al grupo que se le practi-
c0 trasplante ovdrico se le injertd tejido
ovdrico fresco homdlogo bajo la capsula
suprarrenal abierta previamente con un
corte transperitoneal; se alojo en una
celda grasa, que se cerraba con un punto
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de polipropileno 6/0. El injerto ovérico
se obtenia de las ooforectomias de otros
animales integrantes del estudio.

El cierre de la laparotomia se reali-
zaba por planos, segtn la técnica habi-
tual, despertdndose posteriormente el
animal.

Técnica para la obtencion
de las muestras

Previa anestesia del animal en idénticas
condiciones que en la intervencién an-
terior, se practicaba una laparotomia me-
dia amplia xifopibica con apertura de
planos parietales, diseccidn retroperito-
neo del eje vascular, oclusién mediante
clanes proximalmente de la aorta y distal
de las arterias iliacas y exéresis de la aor-
ta abdominal y bifurcacioén iliaca. Se
sacrificaba posteriormente el animal ba-
jo anestesia por dislocacién cervical.

El procesado de la aorta para el estu-
dio histolégico se realizaba con fijacién
con formaldehido tamponado al 10%,
deshidratacién de las piezas, inclusion
en paraplast, corte con microtomo a 6 mi-
cras, rehidratacidn, tincion con hema-
toxilina-eosina y montaje segtin el pro-
cedimiento estdndar de procesado his-
tolégico.

La valoracion histolégica de las
muestras se realizé mediante la visuali-
zacion de los cortes histologicos en un
microscopio Optico (Nikon Labophat),
con el empleo de una magnificacién de
1.000 aumentos en objetivo de inmer-
sion en aceite para la observacion celu-
lar, y de 40 aumentos para el resto de las
valoraciones.

Para el estudio morfométrico, las
imagenes se transfirieron mediante una

videocdmara Nikon-Ikegausi asociada
al microscopio a una pantalla de ordena-
dor personal compatible (Capan XT
Turbo) portador de tableta digitalizado-
ra, y posteriormente se valoraron en un
sistema de andlisis de imdgenes semiau-
tomatico de alta resolucion (Analytical
Measuring Systems). Previo a la valora-
cion, se analizo el error de medida debi-
do al sistema de andlisis de imdgenes y
al observador. Se realizaron medidas
repetitivas sobre un patrén de circulos
concéntricos en dreas conocidas deriva-
das matemdticamente y la calibracion
del programa y el soporte informdtico
mostraron un error menor de 1%. Asi-
mismo, el error debido al observador
fue menor del 20% en mediciones repe-
titivas previas al andlisis.

En la aorta cortada transversalmente
se excluia el valor de la serosa por
imprecision de sus limites. Se realizaron
mediciones en tres cortes de cada arte-
ria, valorando linealmente el grosor me-
dido en las zonas de estrechamiento del
mismo y el perimetro externo e interno
de la capa muscular con la utilizacién
del programa estadistico VIDS III para
obtener el resto de los pardmetros.

En la valoracidn estadistica, antes de
proceder a la valoracién e interpretacion
de los datos se realizaron tests de homo-
geneidad para descartar las diferencias
individuales y entre camadas como
fuente de variabilidad.

Los datos se recogieron en una base
de datos (Access 97) y se procesaron
en el programa informadtico estadistico
SPSS+. La prueba estadistica aplicada
ha sido un andlisis de la varianza com-
parando los valores de cada grupo en-
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Figura. Fotomicrografia de la pared arterial de la aorta, en un grupo sin tratar, don-
de se pueden apreciar sus tres capas estructurales (hematoxilina-eosina, 400x).

tre si. También se utiliz6 una prueba de
correlacién entre pardmetros de di-
ferentes grupos.

Resultados

Valoracion histologica

En el estudio anatomopatoldgico de las
preparaciones arteriales no se detecta-
ron diferencias muy evidentes desde el
punto de vista estructural tras la evalua-
cion entre las preparaciones de los dife-
rentes grupos.

Las arterias de los animales del gru-
po control mostraron imdgenes donde se
distinguian claramente diferenciadas las
tres capas estructurales constitutivas con
una capa intimal bien diferenciada, la
capa media muscular con apreciacion de
las fibras circulares y longitudinales, y
una adventicia a veces de limites mal
definidos por la propia constitucién es-
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tructural. Los citoplasmas aparecieron
tefiidos de color naranja, los nucleos
bien diferenciados de azul oscuro y el
tejido conjuntivo de color amarillo pali-
do. Las preparaciones de las arterias del
grupo castrado mostraron cierta corru-
gacién de las tres capas, manteniendo su
estructuracién sin grandes alteraciones
al conservarse claramente delimitadas
las capas. En algunos lugares se aprecid
cierto perfil de engrosamiento de la capa
media. En los grupos tratados tanto des-
de el punto de vista hormonal o con tras-
plante ovdrico, las capas también apare-
cieron bien delimitadas sin grandes
cambios evaluables desde el punto de
vista subjetivo es su estructura. Se con-
servaba aceptablemente bien la capa in-
timal con mantenimiento de la capa en-
dotelial y apreciacién de las capas li-
mitantes. En algunos lugares, cierto gra-
do de perfil exfoliativo de las capas de
las fibras musculares, y aparecieron en
algunos casos largos espacios fusiformes
alargados. No existieron alteraciones de-
tectables de la adventicia (Figura).

Estudio morfométrico

de la pared arterial

Indice arterial

(drea total — drea de la luz) / drea total

Previo al uso del test paramétrico, se
empleo el test de Kolmogorov-Smirnov
para comprobar el ajuste a una distribu-
cién normal en cada uno de los grupos
estudiados, y la distribuciéon de cada
grupo fue normal. Son grupos homogé-
neos para la variable (Tabla I).

El grupo 4 presenta una diferencia
significativa para p < 0,05 con los gru-
pos 3, 2 y 1. El grupo 3 presenta una

ANGIOLOGIA 2004; 56 (6): 529-538
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diferencia significativa para p < 0,05
con el grupo 4 y ninguna diferencia sig-
nificativa con los grupos 2 y 1. El grupo
2 presenta diferencias estadisticamente
significativas con el grupo 4. El resto de
los grupos no presentan diferencias sig-
nificativas entre si (Tabla II).

Grosor de la capa muscular

Previo al uso del test paramétrico se
emple¢ el test de Kolmogorov-Smirnov
para comprobar el ajuste a una distribu-
cién normal en cada uno de los grupos
estudiados, y la distribuciéon de cada
grupo fue normal. Son grupos homogé-
neos para la variable (Tabla III).

El grupo 3 presenta una diferencia
significativa para p < 0,01 con el grupo
4, y no presenta ninguna diferencia sig-
nificativa con los grupos 1y 2. El grupo
2 presenta una diferencia significativa
con el grupo 4 de p < 0,001, y con el
grupo 1 de p < 0,050. Los demds grupos
no presentan diferencias significativas
entre si (Tabla IV).

Discusion

Existen evidencias, aunque indirectas,
en modelos experimentales de depriva-
cién estrogénica desarrollados también
en ratas, sobre las repercusiones que
esta situacion tiene en la pared arterial;
se constata un aumento en esta parte
estructural de la produccion de coldgeno
y elastina en la capa media, favorecien-
do de forma indirecta el desarrollo de la
arteriosclerosis, y cémo el tratamiento
con estrégenos evita estos cambios mor-
folégicos [19,20].
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Tabla I. Cuadro correspondiente al indice arterial con los valores medios y

desviaciones.

Frecuencia Media Desviacion Desviacion Percentil 95
media estandar conf. int.

de la media

Grupo 1 78 0,6305 0,1265 0,0143  0,6020-0,6591
Grupo 2 84 0,5567 0,1083 0,0118 0,5332-0,5802
Grupo 3 53 0,5478 0,1755 0,0241 0,4994-0,5962
Grupo 4 48 0,4803 0,0925 0,0134 0,4535-0,5072
Total 263 0,5515 0,1442 0,0083 0,5352-0,5677

Tabla Il. Grupos de pares significativamente diferentes para p < 0,050.

Grupo 4 Grupo 3 Grupo 2 Grupo 1
Grupo 4 p < 0,05 p < 0,050 p < 0,050
Grupo 3 p < 0,050 NS p < 0,050
Grupo 2 p < 0,050 NS p < 0,050
Grupo 1 p < 0,05 p < 0,05 p < 0,05
NS: no significativo.

Se ha admitido, por otra parte, y de
forma mds o menos generalizada, el
efecto protector de los estrogenos sobre
la patologia cardiovascular en las muje-
res [17]. En una revisién bibliogréfica
amplia de los principales efectos de los
estrogenos en el sistema cardiovascular
en mujeres menopausicas sometidas al
tratamiento hormonal sustitutivo, se
detecté una reduccién del riesgo de
padecer infartos de miocardio y angina
en un 50%, asi como una reduccion en
la presion arterial sistémica [18]. Los
efectos del tratamiento estrogénico
dependen de diferentes factores como
son su via de administracién, y de si son




Tabla lll. Cuadro correspondiente al andlisis de las medidas realizadas en el
grosor de la capa media arteria con valores medios y desviaciones.

Frecuencia Media Desviacion Desviaciéon Percentil 95
media estandar conf. int.

de la media
Grupo 1 156 3,5097 0,6486 0,0519  3,4071-3,6123
Grupo 2 168 3,6911 0,6870 0,0535 3,5864-3,7957
Grupo 3 108 3,6632 0,7666 0,0738 3,5169-3,8094
Grupo 4 96 3,3777 0,4384 0,0447 3,2888-3,4665
Total 528 3,56554 0,6952 0,0281 3,5002-3,6106

Tabla IV. Grupos de pares significativamente diferentes para p < 0,001,
p<0,010yp<0,050.

Grupo 4 Grupo 3 Grupo 2 Grupo 1
Grupo 4 NS p < 0,010 p < 0,001
Grupo 1 NS NS p < 0,050
Grupo 3 p < 0,010 NS NS
Grupo 2 p < 0,001 p < 0,050 NS
NS: no significativo.

naturales o sintéticos, o si derivan de las
moléculas originales. Los derivados ad-
ministrados via oral se ha demostrado
que presentan una mejora del perfil lipi-
dico, pero con un aumento de la triglicé-
ridos. Aumentan también los derivados
de la angiotensina, pero no producen
claramente un aumento de la tensién
arterial. También aumentan los factores
de coagulacion de forma leve. Los estro-
genos puros y los conjugados adminis-
trados via oral apenas manifiestan estos
efectos indeseables. L.a administracion
parenteral apenas modifica el perfil li-
pidico y afecta menos a la hipertension

DEPRIVACION HORMONAL

y la coagulacién, aunque es probable
que evite en parte los cambios que se
producen en la menopausia con el cese
de la actividad hormonal ovdrica ciclica
y con la disminucién del nivel de estré-
genos en sangre. Si lo que se administra
son estrégenos puros via parenteral,
parece que si mejora el perfil lipidico
sin afectar negativamente a los demas
pardmetros.

Existen receptores en las células de
la musculatura lisa arterial en mayor
cuantia en mujeres que no padecen arte-
riosclerosis que entre mujeres que la
sufren. En los estudios realizados por
Wolinski y Fischer [19,20,26] realiza-
dos en ratas se demuestra que tras la
ooforectomia existe un depdsito acele-
rado de coldgeno y de elastina en la
pared vascular. El tratamiento con estré-
geno evitd la produccién de estos cam-
bios, asi como la disminucién de la pro-
liferacién de musculo liso inducido por
las lipoproteinas o por factores mecani-
cos. En nuestros resultados no encontra-
mos diferencias anatomopatoldgicas
significativas entre los grupos. Al utili-
zar derivados estrogénicos via parente-
ral se esperaria que no se produjeran
alteraciones en el perfil lipidico ni en la
coagulacidn, ni en la tensién en los gru-
pos de ratas con tratamiento hormonal,
aspectos que no fueron motivo de evolu-
cién en nuestro trabajo. El estudio mor-
fométrico nos mostré una capa muscu-
lar mds engrosada en los grupos de ratas
control castradas y en el de ratas someti-
das a tratamiento estrogénico tras estar
tres meses castradas. Estas diferencias
fueron estadisticamente significativas
en comparacion con el resto de los gru-
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pos, y no llegaron a ser significativas,
por el contrario, entre las ratas injerta-
das y las ratas tratadas con estrégenos
tras tres meses de castracion.

Estos datos nos orientarfan al des-
arrollo de cambios en la pared arterial
tras la castracion, pudiendo prevenirse
segun nuestros resultados, si administra-
mos estrégenos y también si instaura-
mos un injerto que supla la deficiencia
hormonal. Los cambios producidos no
parecen revertir con el tratamiento
estrogénico. Sin embargo, estos hallaz-
gos no podemos considerarlos conclu-
yentes en nuestro estudio, ya que no se
correlacionan con el andlisis del indice
arterial medido que valora el drea de la
capa muscular en relacién con el drea
total de la arteria mds su luz. Posibles
explicaciones para esto serian que, por
una parte, se podria requerir un periodo
de tiempo mds prolongado para que se
produzcan cambios mas ostensibles. Por
otro lado, es posible que se necesite
algdn factor concomitante para que se
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ESTUDO DAS REPERCUSSOES
ARTERIAIS DA PRIVACAO E

APORTE DE HORMONAS FEMININAS.
ESTUDO EXPERIMENTAL

Resumo. Introducg@o. Tem-se considerado de
uma forma generalizada que as hormonas
femininas protegem o desenvolvimento de
doengas cardiovasculares e muito especial-
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el desarrollo de las alteraciones degenerati-
vas de las arterias. Objetivo. El estudio trata
de evidenciar las relaciones que el compo-
nente hormonal tiene sobre la pared arterial,
valoradas desde el punto de vista histologico
y morfométrico. Materiales y métodos. Se
realiza un trabajo experimental en la rata
con la utilizacion de diferentes grupos de
animales, soportado el estudio en un modelo
animal para evidenciar las repercusiones
arterialmente de las diferentes situaciones
hormonales. El diseiio experimental se es-
tructura en diferentes grupos de estudio
sobre la base de una deprivacion hormonal,
posterior suplencia, ya sea farmacologica o
a través del trasplante ovdrico sobre la pa-
red arterial. Resultados y conclusiones. Las
repercusiones de la deprivacion hormonal
no han sido muy evidentes, pero si detecta-
bles mediante métodos morfométricos. Los
resultados demuestran que la suplencia hor-
monal neutraliza los posibles efectos degene-
rativos derivados de la deprivacion hormo-
nal. Se discute la interaccion de las hormo-
nas estrogénicas y su implicacion en el des-
arrollo de patologia arterial y las evidencias
existentes al respecto, bibliogrdficamente.
[ANGIOLOGIA 2004; 56: 529-38]
Palabras clave. Arteria. Hormonas. Morfo-
metria. Ovario. Rata. Trasplante.

mente o desenvolvimento das alteracdes de-
generativas das artérias. Objectivo. O estu-
do trata de evidenciar as relacdes que a
componente hormonal tem sobre a parede
arterial, avaliadas sob o ponto de vista his-
tologico e morfométrico. Materiais e méto-
dos. Foi realizado um trabalho experimental
no rato com a utilizagdo de diferentes gru-
pos de animais, baseando o estudo num
modelo animal para evidenciar as repercus-
soes arteriais das diferentes situacdes hor-
monais. O desenho experimental é estrutu-
rado em diferentes grupos de estudo sobre a
base de uma privacdo hormonal, posterior
suplemento, quer seja farmacolégico ou
através do transplante ovdrico sobre a pare-
de arterial. Resultados e conclusdes. As re-
percussées da privacdo hormonal foram
muito evidentes, mas igualmente detectdveis
mediante métodos morfométricos. Os resul-
tados demonstram que o suplemento hormo-
nal neutraliza os possiveis efeitos degenera-
tivos derivados da privacdo hormonal. E
discutida a interac¢do das hormonas estro-
génicas e a sua implicacdo no desenvolvi-
mento da patologia arterial e as evidéncias
existentes no que diz respeito a bibliografia.
[ANGIOLOGIA 2004; 56: 529-38]
Palavras chave. Artéria. Hormonas. Morfo-
metria. Ovdrio. Rato. Transplante.
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