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Confiabilidad de la presion arterial sistémica
determinada por un método no invasivo
en ratas normotensas

RESUMEN

Dentro del proceso de validacion es muy importante
la repeticién con métodos considerados como es-
tdndar de oro. Previamente presentamos un méto-
do no invasivo para determinar la presién arterial
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sistémica (PAS) en ratas que, a diferen-
cia de otros, es novedoso, factible y de
bajo costo. En este trabajo valoramos el
grado de acuerdo entre la PAS determi-
nada de manera invasiva y el método no
invasivo.

Material y métodos: Mediante un dise-
Ao de concordancia, estudiamos 10 ratas
Wistar normotensas, de tres meses de
edad y de 250 a 300 g de peso. Bajo se-
dacién se determiné simultdneamente la
PAS por los dos métodos.

Analisis estadistico: Los datos se expre-
saron con media + DE. La magnitud de
la concordancia se obtuvo mediante el co-
eficiente de correlacion intraclase y el pro-
cedimiento de Bland y Altman para la di-

ferencia media con ambos métodos. Una p < 0.05
se considerd estadisticamente significativa.

Resultados: Las presiones arteriales sistélicas con el
método invasivo vs. no invasivo fueron similares
111.43 + 14.94 vs. 112.73 = 15.19, p < 0.467, las
diastolicas 84.94 + 14.44vs. 88.35 + 15.67, p < 0.272,
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ABSTRACT

During the validation process, repeatability by
gold standard methods is very important. Previ-
ously, we have tested a non-invasive method to
determine the systemic arterial pressure in rats;
unlike others, this method is new, feasible and of low
cost. In this work we evaluated the degree of agree-
ment between the arterial pressure determined by
the invasive way and with our non-invasive
method.

Methods: A concordant design was undertaken to
study 10 three month old normotensive, 250 to
300 g bodyweight Wistar rats. Under sedation, the
arterial pressure was determined simultaneously by
both methods.

Results: The systolic arterial pressures obtained
with invasive vs. non-invasive methods respectively
were similar: 111.43 + 14.94 vs. 112.73 = 15.19,
p < 0.467, and diastolic 84.94 + 14.44 vs. 88.35
+ 15.67, p < 0.272. Intraclass correlation coefficient
for the systolic arterial pressure was 0.966 (0.86,
0.99) and diastolic 0.898 (0.585, 0.974). Mean dif-
ferences + standard deviation and its respective
limits of agreement for systolic arterial pressure were
-1.3 = 5.4 (+9.5, -12.1) and diastolic -3.41 = 9.20
(+14.99, -21.81).

Conclusion: This non-invasive method reproduces
the systemic arterial pressure in a reliable way in
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respectivamente. El coeficiente de correlacién intraclase
para la presion arterial sistélica fue 0.966 (0.86, 0.99)
y la diastdlica 0.898 (0.585, 0.974). La diferencia me-
dia + DE y sus respectivos limites de acuerdo de la
presion arterial sistdlica -1.3 + 5.4 (+9.5, -12.1) y
la diastdlica -3.41 + 9.20 (+14.99, -21.81).
Conclusion: El método no invasivo reproduce de ma-
nera confiable la PAS en ratas normotensas. Se estu-
dian las posibilidades de modificar el disefio con el
fin de estimar la presién de arteria pulmonar.

INTRODUCCION

La forma maés confiable de obtener parametros
fisiolégicos en animales de experimentacién es in-
troducirles catéteres o electrodos para obtener
registros diversos, como el de la presion arte-
rial sistémica (PAS), electrocardiograma (ECQ),
frecuencia respiratoria (FR), pulso e incluso
concentraciones de gases o enzimas del torrente
sanguineo.’* Estos métodos tienen sus desven-
tajas, costos elevados y la necesidad de intro-
ducir cuerpos extrafios al organismo, que los ha-
cen menos idéneos por tener que emplearlos en
animales fragiles como las especies menores,? es-
pecificamente en estudios crénicos que requieren de
diversas intervenciones en el tiempo que ameritan
la sobrevivencia del animal de experimentacion.>

Los métodos no invasivos (MNI) comerciales
actuales, aunque ofrecen margenes de error mi-
nimo, permiten obtener registros tan confiables
como los obtenidos por métodos invasivos (M),
pero son costosos.® En nuestro medio, previamen-
te presentamos un novedoso MNI para medir la
presion arterial (PA) en ratas que es factible, sim-
ple y de bajo costo.”

El proceso de validacion de la PA con un MNI
en estudio requiere que sean probados al mismo
tiempo contra un procedimiento "estandar de oro"
como lo es la determinacion invasiva de la PA, o
el compararlos contra un sistema comercial pro-
bado y previamente validado.®

Para continuar nuestra linea de estudio y con
el proceso de validacion del MNI, realizamos el
presente trabajo para conocer la concordancia
entre dos métodos (MI vs. MNI) en ratas con PAS
normal. EIl MNI serd modificado para utilizarlo en
un futuro préximo en la determinacion de la pre-
sién arterial pulmonar (PAP).

normotensive rats. We study the possibilities to
modify our design and apply it to the pulmonary
circuit.

MATERIAL Y METODOS

Para conocer el grado de acuerdo en la determi-
nacién de la PAS entre un Ml 'y un MNI en ratas
con PAS normal se diseid un estudio de concor-
dancia.’ El estudio se realiz6 en el Departamento
de Instrumentacion Electromecanica del Institu-
to Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez, Ciu-
dad de México. Este protocolo fue aprobado por
el Comité de Investigacién y Etica Animal de la
institucién.

Sujetos experimentales

Se utilizaron 10 ratas sanas de la cepa Wistar de
tres meses de edad, ambos sexos y de 250 a 300
g de peso.

A cada rata se le realiz6 simultaneamente la
determinacion de la PAS con ambos métodos.
Para la captura de datos se usé el equipo para
deteccion de parametros fisiol6gicos de forma no
invasiva en ratas,” al que se le adicioné un moé-
dulo para registro invasivo de la PA.

Preparacion del sujeto experimental

Previo a la colocacién de catéteres, las ratas fueron
anestesiadas con pentobarbital sédico intraperito-
neal con dosis Unica de 0.55 mg/kg de peso cor-
poral.” Una vez anestesiada se le inmoviliz6 en la
mesa de cirugia en decubito dorsal, sujetando las
cuatro extremidades (Figura 1). Pasados 15 minu-
tos de la aplicacion del anestésico, se aislé una
de las arterias femorales y se le colocé un caté-
ter de 0.5 mm de didmetro. Para evitar trombo-
sis del catéter se utilizé heparina diluida al 20% que
se inyecto a través del mismo, previo a su intro-
duccién a la arteria.” Una vez colocado el caté-
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Computadora
Dispositivo personal
invasivo Transductor
de presion
Manguillo
Fotodetector / Tarjeta de
adecuacién
Dispositivos

no invasivos

Dispositivos para la cola de la rata

Figura 1. Diagrama en bloques del médulo para el
registro simultdneo de sefales de presién arterial in-
vasiva y no invasiva.

Manguito oclusor para Pinza para fotopulso
registrar presion arterial

ter, por medio de una valvula de tres vias, se hizo
pasar flujo hacia un transductor de presion para
tener el registro de la sefial de presién.

Se obtuvo registro de ECG mediante la colo-
cacion de clips metalicos con gel para ECG en
cada extremidad de la rata, por ser menos trau-
maticos, y sobre los clips se conectaron las pin-
zas al cable del electrocardi6égrafo.”

La sefial hemodinamica, el ECG y los datos del
MNI se obtuvieron en tiempo real con el progra-
ma de captura de sefiales hemodindmicas expe-
rimentales SIEVART, ™ programa que ya ha sido
validado en caninos."""

1. Método invasivo: El transductor de presién se

calibré a presion atmosférica (0 mmHg) y
se acotd un registro basal que se utilizé6 como
referencia. Se cambid la via hacia el catéter fe-
moral y se obtuvo la sefal de la PA.
Para determinar el valor de la presién, se
colocé el cursor del programa en el lugar
de interés para obtener su valor en milime-
tros de mercurio (mmHg). Esta sefal es posible
ubicarla en el canal 2 del programa, la morfolo-
gfa de ésta es una linea ondulante donde la pre-
sion sistdlica invasiva (PSI) representa la cima de
la onda y la presion diastélica invasiva (PDI) la
porciéon mas baja de la onda (valle), (Figura 2).

2. Método no invasivo:” El equipo cuenta con dos
dispositivos para medir la PAS de forma indi-

recta, y clips metélicos que se colocan en cada

extremidad para adquirir la sefal del ECG:

a. Uno de los dispositivos es un manguito neu-
matico que se coloca en la cola de la rata,
que al inflarse con aire ocluye la circulacién
sanguinea y al desinflarlo paulatinamente
deja pasar otra vez la sangre.

b. El segundo dispositivo es un detector de
fotopulso pletismogréfico (FPP) adaptado a
manera de pinza semicircular que se fija en
la cola, enseguida del manguito (Figura 1).

Procedimiento para la determinacién de la
PA

Ya obtenida la sefal de la PAS de manera inva-
siva, se procedié a capturar simultaneamente el
registro no invasivo de ella, utilizando el man-
guito neumatico que se fijé a la base de la cola
de la rata, que al inflarse entre 280 a 300
mmHg, interrumpe momentadneamente la circu-
lacion sanguinea en la zona, misma que se re-
establecio al desinflarse paulatinamente con una
valvula colocada en el circuito neumatico. EI FPP
se obtuvo de la pinza especial con detectores
de pulso que se coloco en la cola junto al man-
guito (Figura 1).

El programa SIEVART permitié ver las sefales
en tiempo real y simultdneo de ambos métodos
que se capturaron en un archivo de respaldo para
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su analisis posterior, haciendo primero un regis-
tro basal de prueba.

Se puso pausa al programa para aumentar la
presién del manguito, lo que hizo desaparecer el
pulso. Se quitd la pausa y se observo en la pan-
talla cémo la presion bajé gradualmente por ac-
cién de una valvula de desinflado, hasta llegar a
0 mmHg (Figura 2).

Para determinar la PAS con el MNI se requirié
de tres sefales, la sefial del FPP (canal 1), la se-
fal de presion de sistema (canal 3), y una de las
dos sefales siguientes: ECG o la sefial del fotopul-
so oscilométrico (FPO) (canal O y 4, respectiva-
mente) (Figura 3). Después de descomprimir pau-
latinamente la presién en el manguito que oprimié
la cola de la rata, el FPP reapareci6 haciendo os-
cilar la sefial del canal 1, el cursor se colocé en
donde las oscilaciones iniciaron y, sin desplazar el
cursor, se cambi6 al canal 3 de presion, lo que in-
dicé la PAS en mmHg, correspondiente a la pre-
sion arterial sistélica no invasiva (PSNI) en ese pun-
to, (Figura 2). Para la PA diastdlica se utilizé el

Fotopulso

280 mmHg

PSNI 112 mmHg

Presion de
sistema

0 mmHg

OO T Y SRR (TP T T

0 mmHg

canal 1y el canal 0 (ECQ) o el canal 4 (FPO). Al
comprimir la cola de la rata, la onda pulsatil del FP
sufrié un desfasamiento con respecto a los com-
plejos del ECG o el FPO, el cual volvié a su esta-
do inicial (previo a la compresién) al empalmarse
nuevamente las sefiales; en este punto de empal-
me se colocé el cursor y se trasladé al canal de
presion 3 para determinar el valor de la presién
diastélica no invasiva (PDNI), (Figura 2).

Terminadas las mediciones, las ratas fueron
sacrificadas con sobredosis de anestésico a razén
de 100 mg/kg de peso segln las normas y legis-
lacién actual para el sacrificio de animales de la-
boratorio."

Descripcion del equipo?

Una mesa de cirugia para mantener a las ratas con
temperatura controlada a 37.5°C (temperatura
normal) y contrarrestar el efecto hipotérmico de
la anestesia.™ Con la finalidad de obtener la se-
fAal invasiva de forma simultanea, se adicion6 un

Electrocardiograma _

Registro
no invasivo
PDNI 88 mmHg
PS 111 mmHg
Registro
invasivo

PDI 86 mmHg

Figura 2. Registro simultaneo de la PAS con los dos métodos. Se presentan los tra-
zos simultaneos obtenidos por los dos métodos, los tres primeros trazos superiores
corresponden al electrocardiograma, fotopulso caudal y presién de sistema, respec-
tivamente; el Ultimo trazo corresponde al registro del catéter al transductor de pre-
sién, y sus valores son determinados tnicamente del trazo. En el método no invasi-
vo se necesitan al menos tres sefales para obtener sus valores. Como se observa, los
valores de las presiones arteriales, sistélica y diastdlica son determinados de diferente

manera en cada método.
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modulo electrénico con un transductor de pre-
sibn marca "Biosensor International", modelo
4812AD al equipo utilizado para medir parame-
tros fisiologicos, lo que permitié medir la PAS a
partir de un catéter.' Los circuitos se conectaron
a una tarjeta de adecuacién y a un convertidor de
analégico a digital que cuenta con ocho canales
de 10 bits a 30 us de tiempo de conversion por
canal. Para el registro del ECG se utilizé un arre-
glo resistivo de Wilson que pasa la sefial a un
amplificador de instrumentacién con rechazo a
modo comun de 86 dB a 60 Hz y una ganancia
de 25. La sefal pasa a un filtro para banda con
frecuencia de corte de 0.05 a 150 Hz, y una am-
plificacién de 40 para un total de 1000 en la se-
fial del ECG. Los dispositivos para la deteccion
del FPP utilizaron un led (del inglés light emitted
diode) emisor de luz roja (665 nm) y un led in-
frarrojo (940 nm). La luz reflejada por ambos leds
es recogida por un fotodetector. Estos se alojan
en la pinza de disefio curvo construida en nyla-
mid que se fij6 a la cola de la rata.

ECG

Presién arterial sistémica por medios no invasivos

El manguito neumatico para registro de la PAS
en ratas es un segmento metélico tubular de 12
mm de didmetro x 20 mm de largo, al que se le
agregaron una cdmara elastica y dos tapas latera-
les como seguro; a su vez, cuenta con un conec-
tor para manguera de 1/4 de pulgada para comu-
nicarla al circuito neumatico que registra la
presion en el sistema a través de un transductor
marca Motorola modelo MPX 2050. Se obtienen
los FPO por medio de filtros electrénicos de 1.5
a 30 Hz.

Andlisis estadistico: Los datos se expresan
con media *+ DE. La correlacién entre los dos
métodos se realizé con el método de los mo-
mentos-productos de Pearson y el coeficiente de
determinacién (R?). Se graficé la correlacién me-
diante gréfico disperso y linea de tendencia; para
la magnitud de la concordancia se calculé el co-
eficiente de correlacién intraclase (CCl) con su
respectivo intervalo de confianza al 95% en pa-
réntesis; para la diferencia entre las determinacio-
nes de las presiones entre los dos métodos se

Y NOY VOV NI Y A% IOV NV 1S5V W Y YU %

Fotopulso caudal
——— e

Reinicio del fotopulso caudal

PSNI
Cu,s(ﬂ PDNI
Presién de | —
sistema
1° punto 2° punto

Mq—-— Pulso normal ——'—""m
M *— Pulso oscilométrico ——"*

Desfasamiento

Empalme
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Figura 3. Determinacién de la PAS con el método no invasivo. Trazos desglosados
de los registros no invasivos para la determinacion de la PSNI'y de la PDNI. Al com-
primir la cola de la rata, el FPP desaparece; cuando reaparece (1° punto) el cursor
se ubica en este lugar, y para cuantificar la PSNI en mmHg se cambia al canal de
presion de sistema. En este mismo punto, el FPP también presenta un desfasamiento
con respecto al pulso oscilométrico (PO) o el electrocardiograma. Al desinflar el
manguito, las sefiales de FPP y FPO vuelven a empalmarse (2° punto); en este lu-
gar de empalme se coloca el cursor para cuantificar en el canal de presién de siste-
ma la PDNI en mmHg.
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utilizé la prueba t de Student para muestras pa-
readas. Finalmente, para analizar la dispersién de
la media entre los dos métodos se usé el andli-
sis de Bland y Altman.® Se consider¢ estadistica-
mente significativa una p de < 0.05.

RESULTADOS

Los datos se obtuvieron del monitor de la compu-
tadora personal. Fueron revisados y analizados
en el archivo de respaldo previamente generado en
cada estudio.

Las presiones arteriales sistélicas y diastdlicas con
ambos métodos fueron similares. La PSI 111.43 +
14.94 vs. PSNI 112.73 = 15.19, p< 0.467; la PDI
84.94 + 14.44 vs. PDNI 88.35 + 15.67, p< 0.272;
la frecuencia cardiaca (FC) 362.40 + 49.50 latidos/

140
r = 0.936, p<0.0001
120 A

100
8O b v e e e s e

60
40 /

20

(a)

Presion arterial sistdlica invasiva, mmHg

0 20 40 60 80 100 120 140

minuto, (lat/min); y la FR 96.60 + 19.98 respira-
ciones/minuto, (resp/min). Los valores normales’
reportados de la FC'y de la FR son 300-500 lat/min, 85
resp/min, respectivamente.

El coeficiente de Pearson obtenido para la
PAS sistélica con ambos métodos fue de 0.936,
p < 0.0001, Figura 4A, y coeficiente de deter-
minacion (R?): 0.88; para la PA diastélica 0.816,
p < 0.004, Figura 4B, y la R*: 0.67 (Figura 1). El
CCl entre los dos métodos para la PAS sistélica
fue 0.966 (0.86, 0.99) y para la PA diastélica 0.898
(0.585, 0.974).

La diferencia media + DE y sus respectivos limi-
tes de acuerdo obtenidos del andlisis de Bland y
Altman fueron: PSI-PSNI -1.3 + 5.4 (+9.5, -12.1),
Figura 5A, PDI-PDNI -3.41 = 9.20 (+14.99, -
21.81), Figura 5B.

120
r = 0.816, p<0.004

/
- (b)

20 40 60 80 100 120

100

(o]
o

NS
o o

o
o

Presion arterial diastolica invasiva, mmHg
(2]
S

Presion arterial sistolica no invasiva, mmHg

Presion arterial diastélica no invasiva, mmHg

Figura 4. Gréfica dispersa de la correlacion entre la PAS invasiva y no invasiva, sistélica (a) y diastdlica (b).
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Figura 5. Procedimiento de Bland y Altman para las presiones arteriales con los métodos invasivo y no in-

vasivo, sistolica (a), y diastélica (b).
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DISCUSION

La medicién indirecta de la PA es otro método
usado frecuentemente para el monitoreo de ani-
males de laboratorio, pero puede no ser exacto
ni fidedigno cuando los animales se mueven por
cualesquier razén."®

El efecto anestésico puede alterar los parame-
tros fisiol6gicos de la rata, especificamente de la
PAS, donde los valores pueden ser menores a los
reportados en la literatura.” No ocurre lo mismo
con la FC, la cual incrementa ligeramente con el
pentobarbital sédico,' efecto no observado en
nuestro estudio.

Los MNI ofrecen ventajas con respecto a los
MI ya que son menos traumaticos y no se utili-
zan anestésicos ni tranquilizantes, lo que mejo-
ra los resultados de los protocolos de farmacoci-
nética pues no se alteran las lecturas que son de
gran valor para la investigacion.” En este estudio,
la PSNI y la PDNI mantuvieron una buena con-
cordancia con el MI, como se espera en un buen
MNI. La FC y la FR se mantuvieron muy simila-
res a lo reportado en la literatura.” La temperatura
es otro pardmetro que puede ser afectada con el
uso de anestésicos."” Para este trabajo la tempe-
ratura no se registré con fines descriptivos, pero
se mantuvo en condiciones normales, (37.5 °C).

La manipulacién de la rata con otros MNI puede
causar alteraciones en la respuesta cardiovascular,
como el aumento en la PAS, FCy FR, provoca-
dos por sustos, ruidos, tensién; el efecto es la
reduccion o cese de las pulsaciones de la arte-
ria caudal, por lo que algunos autores consideran
que el método de medicién en la cola frecuen-
temente subestima la PA en ratas normotensas
y sobrestima la presién arterial en ratas hiper-
tensas."” "

Este estudio justifica probar el método a dife-
rentes valores de PAS, esto es, en condiciones
de hipotensién e hipertension arterial. Una vez
conocidos los datos, es posible modificar el disefio
con el fin de estimar la PAP.

CONCLUSION
El MNI reproduce de manera confiable la PA en

ratas normotensas, y representa un paso para mo-
dificar el disefio y aplicarlo a fin de estimar la PAP.

Presién arterial sistémica por medios no invasivos
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