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Abreviaturas

e AD - Auricula derecha

e ADN — Acido Desoxiribonucleico

e Al — Auricula izquierda

e ATP — Adenosin Trifosfato

e CacCl - Cloruro de calcio

e CO2 - Dibxido de carbono

e CT- Crista terminalis

e Cx— Conexina

e DM — Diabetes mellitus

e DPA - Duracién del potencial de accién

e ECG - Electrocardiograma

e ECV - Enfermedades cardiovasculares

e EEM - Error estandar de la media

e TGF-Beta - Factor de crecimiento transformante beta
e GAD - Descarboxilasa de acido glutamico

e GLUT 2 — Transportador de glucosa 2

¢ HLA - Antigenos leucocitarios humanos

e If— Corriente Marcapaso

e lcaL — Corriente de calcio tipo L

e lcaT— Corriente de calcio tipo T

e Ik— Corriente de potasio

¢ Ikr- Corriente rectificadora tardia

e Ikslow—Corriente de potasio lenta

« Ina-ca- Corriente del intercambiador Sodio-Calcio
¢ |, fast— Corriente transitoria de salida de potasio rapida
¢ o, slow - Corriente transitoria de salida de potasio lenta
e ICV —Vena cava inferior

e KCI - Cloruro de potasio

e MgCI — Cloruro de magnesio

e NaCl - Cloruro de sodio

e NAD* " Nicotinamida adenina dinucleotido

e NaHCOz3 — Bicarbonato de sodio

e NazHPO4 — Fosfato acido disodico

e NAV — Nodo Auriculoventricular

e NF-kB - Factor de transcripcion nuclear kappa B
e NSA - Nodo Senoauricular

e 0O2- Oxigeno



PA - Potencial de accién
Ri— Resistencia interna
Rm — Resistencia de la membrane
Riotal — Resistencia total
SC — Seno coronario

SCV - Vena cava superior
STZ - Estreptozotocina
VCI - Vena cava inferior
VCS - Vena cava superior
VD - Ventriculo derecho
VI — Ventriculo izquierdo
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1. Resumen

La diabetes mellitus es una enfermedad que provoca arritmias cardiacas como
resultado de una remodelacion cardiaca tanto estructural como eléctrica. Esta
remodelacion puede ser debida a cambios en las propiedades pasivas de la
membrana celular, por ejemplo al cambiar la resistencia de entrada se altera la
velocidad de conduccién del potencial de accion. En el laboratorio de fisiopatologia
cardiovascular se ha desarrollado un modelo de ratén diabético tipol inducido con
estreptozotocina (STZ) en el cual se ha reportado una disminucion en la
frecuencia cardiaca, mientras que al registrar el NSA aislado se reportd un
aumento en la frecuencia de disparo en animales diabéticos. Estos resultados
parecieran contradictorios ya que al disminuir la frecuencia cardiaca se esperaria
que la frecuencia de disparo del marcapasos principal del corazén, el nodo seno
auricular también estuviera disminuida. Sin embargo, con este trabajo esta
contradiccion pudo ser explicada midiendo la velocidad de conduccion del NSA al
NAV y la excitabilidad de las células cardiacas. Al medir la excitabilidad de las
células del NSA se encontré que en los animales diabéticos la velocidad de
conduccion disminuy6 por la diabetes mellitus tipo 1 (178 cm/s en los diabéticos vs
500 cm/s en controles). Para la evaluar la excitabilidad de la célula se construy6
una curva corriente umbral vs resistencia de entrada donde se pudo observar que
la excitabilidad de las células cardiacas del NSA de los animales diabéticos
necesitan menos corriente para generar un potencial de accion en comparacion
con los animales control. Asi, al aumentar la frecuencia de disparo del NSA y
disminuir la velocidad a la que se propagan los potenciales de accién, no se

aumenta la frecuencia cardiaca.



2. Introduccién
2.1. Sistema cardiovascular

El sistema cardiovascular transporta y distribuye sustancias esenciales a los
tejidos, ademas de participar en la eliminacion de productos de desecho
metabdlico usando el flujo sanguineo. Participa en la regulacion de la temperatura
corporal, mantenimiento del equilibrio de liquidos y en el aporte de oxigeno y
nutrientes (Koeppen y Stanton, 2008). El sistema cardiovascular esta constituido

por los vasos sanguineos y una bomba que es el corazén (Hall y Guyton, 2011).

El corazén envia la sangre que contiene nutrientes y oxigeno (al 98%) a todos los
organos por la aorta. La sangre no oxigenada (con CO2) regresa al corazon por
medio de la vena cava superior e inferior, esta circulacion persiste en un ciclo. El
bombeo es eficiente cuando las células musculares cardiacas se contraen de
manera sincrénica (Mohrman y Heller, 2006). La sincronia comienza con la
contraccion de las auriculas llenas de sangre, inmediatamente la sangre llena los

ventriculos que se contraen del apex a la base (Sengupta y Khandheria, 2006).

La contraccién de las células cardiacas inicia con un estimulo eléctrico que se
propaga a través de la membrana celular, y permite la entrada de iones de calcio
por los canales tipo L al interior de la célula. El calcio que entra a la célula, activa a
los receptores de rianodina, que se localizan en el reticulo sarcoplasmico,
generando la liberacion de calcio. Al aumentar la concentracion de calcio
intracelular se inicia el acople excitacion-contraccion (Koeppen y Stanton, 2008).
Por lo antes dicho, la generacion y propagacion del estimulo sincroniza la
contraccion del corazén. En el corazon, el estimulo eléctrico o potencial de accidn,
Se genera y propaga en un sistema especializado llamado sistema de conduccion

cardiaco.
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Figura 1. Funciéon de bomba y sistema de conduccién en el corazén. A) Muestra
el llenado y vaciamiento de sangre en las cavidades del corazén (AD-auricula
derecha, Al-auricula izquierda, VD-ventriculo derecho y VI-ventriculo izquierdo). B) El
sistema de conduccién cardiaco genera y propaga el potencial de accién que es
necesario para el acople Excitacidn-contraccién y que el corazén actué como una
bomba.

2.2. Sistema de conduccion cardiaco

El potencial de accién se origina en el nodo senoauricular (NSA) también conocido
como el marcapasos principal del corazén, este tejido tiene la propiedad de
generar su propio estimulo (automatismo) y su frecuencia de disparo es casi
constante. En el humano, el NSA mide aproximadamente 8 mm de didmetro y 2
mm de grosor (Koeppen y Stanton, 2008).

En el NSA, el potencial de accidon se propaga de la zona central a la zona
periférica y pared auricular, de manera uniforme. La conduccion del potencial de
accion del NSA al nodo auriculoventricular (NAV) se da a través de los haces
interauriculares. El haz anterior (haz de Backman) que rodea la parte superior de
la auricula derecha e izquierda, el haz medio (haz de Wenckebach) se difunde por
la parte de atras de la vena cava superior y el haz posterior (haz de Thorel) que se

dirige hacia la crista terminalis. EI NAV presenta un retraso en la propagacion del



potencial de accion, continuandose hacia el haz de His que se expande por el
septum interventricular dividiéndose en ramas izquierda y derecha (lturralde,
1997). Las ramas (derecha e izquierda) del Haz de His, por ultimo se dividen en
una red de fibras llamadas fibras de Purkinje (Berne y Levy, 1977), que se
extenderan a todo el endocardio, mediomiocardio y epicardio (Yan y Antzelevitch,
1998).

2.3. Electrocardiograma

La actividad eléctrica del corazdn puede ser evaluada mediante un registro de
electrocardiograma (ECG) que es un registro de los cambios de voltaje con
respecto al tiempo, que se miden en la superficie del cuerpo, producto de la
propagacion del potencial de accion a través del corazon durante un ciclo cardiaco
(Mohrman y Heller, 2006).

El registro de ECG esta formado por ondas, intervalos y segmentos (ver Figura 2).
La onda P representa la despolarizacion auricular, el complejo QRS se asocia a la
despolarizacion ventricular y la onda T con la repolarizacién ventricular (Koeppen 'y
Stanton, 2008).

El intervalo PR se mide desde el inicio de la onda P hasta el inicio de la onda Q
indicando la activacion auricular y del NAV. El intervalo QRS representa la
duracion de la despolarizacion de la primera a la ultima porcion ventricular, que se
mide desde el inicio de la onda Q hasta el fin de la onda S. El intervalo QT inicia
en la onda Q hasta el fin de la onda T e indica la despolarizacion y repolarizacion

ventricular (Koeppen y Stanton, 2008).

El segmento PR se ubica en el término de la onda P y el inicio de la onda Q, que
indica la conduccion hacia el NAV (Luthra, 2012). Por ultimo, el segmento ST se
encuentra entre el final de la onda S y el inicio de la onda T, representando la
despolarizacion del miocardio ventricular (Kusumoto y Bernath, 2012).
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El cambio en la duracion o morfologia de las ondas, segmentos e intervalos del
ECG, se puede interpretar como cambios en la morfologia, conduccion y
propagacion del potencial de accion.
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Figura 2. ECG de humano. Muestra las diferentes ondas (P, T y complejo QRS),
segmentos (PR y ST) e intervalos (PR y QT) que componen un ECG (modificado de
Koeppen y Stanton, 2008).

2.4. Velocidad de conduccién

La distancia que recorre un potencial de accion entre el tiempo que tarda en
recorrerla se le llama velocidad de conduccién o de propagaciéon (Mohrman y
Heller, 2006).

La velocidad de conduccion depende directamente del tipo de tejido o células, de
la méxima velocidad de despolarizacion (cambio de voltaje en el tiempo) y de las
propiedades pasivas de la membrana. En el NSA se observa que la velocidad de
conduccion es menor comparandola con fibra de Purkinje, debido a la diferencia

de didmetro de sus células (Blaustein y cols., 2012; Mohrman y Heller, 2006).

En el corazén de humano la mayor velocidad de propagacién se presenta

en el sistema His-Purkinje con un valor de 150 a 400 cm/s, seguida del NSA que
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su velocidad de conduccién es de 100 cm/s y por ultimo el NAV con una velocidad
de 5 cm/s (lturralde, 1997).

2.5. Propiedades eléctricas pasivas de la membrana

Se conocen como propiedades eléctricas pasivas de la membrana aquellas que no
cambian cuando las células se mantienen cerca del potencial de membrana en
reposo (Blaustein y cols., 2004) y estas son: la resistencia de entrada de la
membrana (Rm) que determina el cambio de voltaje de la membrana cuando se
aplica un pulso de corriente (Sanes y cols., 2012), resistencia interna (Ri) o del
citoplasma y la capacitancia de la membrana (Cm) (Blaustein y cols., 2004).
Cuando se aplica una corriente subumbral a las células, el cambio de voltaje y su
propagacion en la membrana esta determinada por las propiedades pasivas, es
decir, la forma como se propaga el voltaje en la célula lo establecen la resistencia
de entrada, Cm y la Ri. A la propagacion de este voltaje se le llama potencial
electrotonico o electrotono y estd determinado por: la constante de tiempo de la
membrana que se obtiene con la Férmula 1, es el tiempo necesario para alcanzar
el 63% de voltaje después de aplicar un pulso de corriente en la célula (Blaustein y
cols., 2004) e indica la rapidez con que producird el cambio de voltaje (Sanes y
cols., 2012) y la constante de espacio que puede ser calculada con la Férmula 2 e
indica la distancia que alcanza el cambio de voltaje a lo largo de la membrana
(Blaustein y cols., 2012).

(r=R,C,)

Formula 1. Donde T es la constante de tiempo, R,; es la resistencia de la membrana
y Cy es la capacitancia de la membrana

1= | REm
N|RL'+R0

Foérmula 2. Donde 4 es la constante de tiempo, R es la resistencia de entrada de la
membrana, Ri es la resistencia interna 'y Ro es la resistencia externa.
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El sistema de conduccion cardiaco se puede considerar como un cable
eléctrico, este cable es representado por las células conectadas entre si por
uniones comunicantes (gap juntions) de baja resistencia por donde viaja el

potencial de accion, ademas de iones y proteinas (Kelley, 1992).

El corazdn se caracteriza por tener propiedades eléctricas pasivas que regulan la
propagacion del estimulo como son la resistencia de entrada de la membrana, Riy

resistencia que se genera entre las uniones comunicantes (Bayés y cols., 2003).

La resistencia de entrada de la membrana dependera del funcionamiento de las
conexinas (Cx), de la estructura anatomica de la célula y la unibn que muestren
entre miocitos y fibroblastos ademas de los componentes de la matriz extracelular
como elastina y colageno (Latorre y cols., 1996; Gaudesius y cols., 2003). De la
definicion de constante de tiempo se puede observar que este parametro cambia
si la resistencia de entrada se altera. Durante la generacién y duracion del
potencial de accion, la constante de tiempo va a cambiar.

2.6. Propiedades eléctricas activas de la membrana

Las propiedades activas de la membrana son las que cambian antes o durante la
generacion de un potencial de accién y afectan la velocidad de conduccién
(Cardinali, 2007). ElI pardmetro que determina cambios en la velocidad de
conduccion es la velocidad maxima de despolarizacion, que se asocia con la
maxima corriente que contribuye en la fase 0 (Ayache y cols., 2009). En el NSA la
velocidad maxima de despolarizacibn es menor que en fibras de Purkinje
(Mohrman y Heller, 2006) ya que la corriente que participa en la fase 0 del
potencial de accion (corriente de sodio) es menor su densidad en NSA que en

fibras de Purkinje (Bartos y cols., 2015).
2.7. Remodelacion cardiaca

Los cambios generados en las propiedades eléctricas pasivas y activas de la

membrana celular producen una remodelacion cardiaca ocasionada por cambios
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estructurales y eléctricos, es dividida en remodelacion primaria y secundaria
(Cutler y cols., 2011).

La remodelacion cardiaca primaria es aquella que es ocasionada por cambios en
las propiedades electrofisioldégicas del corazdén en respuesta a un cambio en la
secuencia de activacion eléctrica, mientras que la remodelacion secundaria es
aguella que es ocasionada por una alteracion estructural en el corazon (Cutler y
cols., 2011).

En la diabetes mellitus puede desarrollarse remodelacién eléctrica primaria y
secundaria, ocasionada por la sobre expresiéon del factor de crecimiento
transformante beta (TGF-beta) que es una proteina que controla el crecimiento
celular, asi incrementando los niveles de colageno y matriz celular. En un estudio
realizado en auricula izquierda de rata diabética se determiné que las
remodelaciones estructurales que se presentan son: fibrosis auricular, conduccién
anormal ademas de cambios en la expresion y distribucion de Cx 43 (Zhang y
cols., 2014).

Asi, los diversos factores que afectan la velocidad de conduccion cardiaca en la
diabetes mellitus, originan arritmias que son provocadas por desérdenes en la

actividad eléctrica del corazén (Mohrman y Heller, 2006).

3. Diabetes mellitus
3.1. Definicién y clasificacion

La diabetes mellitus es un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizadas por
hiperglucemia a causa de la deficiencia en la secrecion de insulina, accion de la
insulina o ambas (American Diabetes Association, 2014). La hiperglucemia cronica
en la diabetes mellitus deteriora varios érganos como los ojos, riflones, corazon,
vasos sanguineos y nervios. Las alteraciones en el metabolismo de carbohidratos,
grasas y proteinas en la diabetes mellitus son provocadas por una ineficaz accién

de la insulina en los érganos diana, mientras que los altos niveles de glucosa en
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sangre ocasionan poliuria, polidipsia, polifagia, pérdida de peso y vision borrosa

(American Diabetes Association, 2014).
La diabetes mellitus se puede clasificar en cuatro tipos:

» Diabetes mellitus tipo 1, dada por la destruccion de las células beta del
pancreas, donde hay ausencia de insulina.

» Diabetes mellitus tipo 2, donde se presenta una disminucion progresiva de
secrecion de insulina o una resistencia a esta.

» Diabetes mellitus gestacional, este tipo de diabetes se presenta en la etapa
de embarazo.

» Diabetes mellitus con causas diferentes como, alteraciones genéticas en las
células beta, en la accion de la insulina, enfermedades del pancreas y
provocada por agentes externos como farmacos u otras sustancias

(American Diabetes Association, 2014).

3.2. Diabetes mellitus tipo 1

Este tipo de diabetes mellitus es causada por una deficiencia absoluta de insulina,
causada por la destruccion de las células beta pancreéticas por autoanticuerpos a
las células de los islotes de Langerhans, a la insulina, a la descarboxilasa de acido
glutdmico (GAD) y la tirosina fosfatasa. Esta enfermedad se relaciona con
alteraciones en los antigenos leucocitarios humanos (HLA) que definen lo propio

de lo ajeno (American Diabetes Association, 2014).

La diabetes tipo 1 abarca del 5 al 10% del total de poblacion con diabetes mellitus,
la tasa de destruccion de células beta pancreaticas es lenta en adultos mientras

gue en nifilos y adolescentes es rapida (American Diabetes Association, 2014).

Los sintomas clinicos que caracterizan a la diabetes mellitus tipo 1 se presentan
cuando las células beta han sido destruidas del 80 al 90%, lo que significa una

disminucién en la secrecion de insulina menor al 10% (Manell, 2013).
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En algunos casos de diabetes mellitus tipo 1, su origen no es conocido, y los
pacientes presentan insulinopenia, cetoacidosis pero no hay autoinmunidad hacia
las células beta pancreéticas ni estd relacionado con alteraciones en HLA. Este
tipo de diabetes es heredada y se presenta en individuos con descendencia

africana y asiatica (American Diabetes Association, 2014).

3.3. Diabetes mellitus y enfermedades cardiovasculares

La diabetes mellitus es uno de los principales factores de riesgo para desarrollar
enfermedades cardiovasculares (ECV). En el estudio Framingham, realizado por el
Instituto Nacional de Salud en Estados Unidos, desde 1950 se reporté que la
incidencia de muertes por ECV en pacientes masculinos fue 2 veces mayor en
pacientes con diabetes mellitus que pacientes no diabéticos que ya habian sido
hospitalizados por problemas cardiovasculares. En mujeres, la incidencia fue de

casi 3 veces mas en pacientes con diabetes mellitus (Kannel y McGee, 1979).

4. Nodo senoauricular de ratén

El NSA de ratdn se ubica en el endocardio, entre la vena cava superior e
inferior junto a la auricula derecha. Existen células especializadas en este tejido
que se nombran células nodales o marcapasos primario y que son capaces de
generar su propio estimulo eléctrico. Las corrientes idnicas que participan en la
generacion del potencial de accibn marcapasos son: corriente de calcio (Icat €
IcaL), corriente de potasio (Iki1 e lkcn), corriente del intercambiador Sodio-Calcio
(Ina-ca) Y la corriente marcapasos (l). EI NAV al igual que el NSA puede generar
también su propio estimulo en caso de que el NSA fallara, la diferencia entre los 2
nodos es que la densidad de la It es menor en un 52% que en el NSA, mientras
que en la corriente rectificadora tardia (Ikr) es mayor en un 53% con respecto al

NSA (Marger y cols., 2011). En el ratdn las células marcapasos miden 300X150
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um y una altura de 50 um, obteniendo un volumen de 2.2X10% um? (Verheijck y
cols., 2001).

La propagacion del potencial de accion en el NSA se da en forma craneal
desde la zona del marcapasos primario hacia la zona transicional, dirigiéndose a la
crista terminalis y septum interauricular (Lei y cols., 2005), luego el potencial de
accion se conduce hacia el NAV por los tres haces nodales (lturralde, 1997).
Verheijck y cols., determinaron la velocidad de conduccion del potencial de accién
dentro del NSA, reportaron que la velocidad de propagacion depende de la zona
de registro, es decir que conforme se aleja del sitio marcapasos primario, la
velocidad de conduccion aumenta.

Potencial de accion
Nodo SA

Potencial marcapasos

20

mV
lenta

-20

Ca.L

-40

Potencial umbral

-60

I Na rapida

-80 - / Potencial de membrana en reposo 100 ms

Potencial de accion
Auricular

Figura 2. Potencial de accion marcapasos vs potencial de accion auricular. En el
potencial de accibn de una célula marcapasos del nodo SA de raton la
despolarizacion diastélica lenta (potencial marcapasos) es generada por un balance
entre la activacion de las corrientes de entrada (lt, IcaT, lcal, lst) y la inactivacion de las
corrientes de salida (Ikr € lksiow) [Ch0,2003; imagen modificada de Monfredi, 2010].
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En el sitio marcapasos del NSA de raton se encontré una velocidad de
conduccion cerca de 5-6.5 cm/s y en la zona periférica, la velocidad de conduccién
incrementa a 8-9 cm/s en raton (Verheijck y cols., 2001).

Otro factor que afecta la conduccion son cambios en las Cxs, en el raton se
reportd que la Cx 40 y 45 se expresa en NSA y NAV de ratdn, en su extension
posterior. Especificamente para ratones se determiné que la Cx 30.2 es restringida
solo para sistema de conduccion cardiaco, que se expresa en NSA, NAV y en el
inicio de la auricula, ademas hubo un solapamiento en la expresién de Cx 30.2 y
40 en el NAV, haz de His y sus ramas (Kreuzberg y cols., 2006). En otro estudio,
la expresion de Cx 45 se presentd en el area marcapasos del NSA, también en
filamentos de las células cardiacas ademas de Cx 40 y 43 (Verheijck y cols.,
2001).

A) B)

. A
‘;9396‘
Qoa g

Sitio marcapasos
del NSA

» 1mm
‘

Figura 3. Ubicacién y diseccion del nodo senoauricular. A) Localizacién del NSA
en el corazén, se encuentra entre la vena cava superior (SCV) y vena cava inferior
(ICV) (modificado de Dobrzynski, 2007) B) Diseccion del nodo senoauricular (SAN) de
raton basandose en su localizacion propuesta por Verheijck en el 2001.
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Figura 4. Distribucion de los diferentes tipos de Cx en el NSA. Como se observa,
la Cx 45 se encuentra en mayor proporcion en el NSA, mientras que la Cx 40 y 43 se
encuentran en mayor proporcion en la crista terminalis (CT) y el septum (sept)
(Verheijck y cols. 2001).

Con respecto a la velocidad maxima de despolarizacion, en el NSA de raton
se reportd un valor de 6.2 V/s, este valor es lento comparado con NSA de conejo
qgue tiene una velocidad maxima de despolarizaciéon de 10 V/s y en fibras de
Purkinje de perro un valor de 500 V/s (Aronson y Cranefield, 1973; Boyett y cols.,
2000; Verheijck y cols., 2001). Estos valores nos dan una idea de como es la
propagacion del potencial de accién en estos tejidos, a mayor velocidad maxima

de despolarizacion mayor es la velocidad de conduccién.

5. Diabetes experimental

Para estudiar los efectos de la diabetes mellitus sobre el sistema cardiovascular,
especificamente en corazon, se han disefiado modelos animales, como el modelo

de diabetes mellitus en raton inducido por STZ.

La STZ producida por Streptomyces achromogenes y utilizado como una agente
anticancerigeno a nivel de los islotes pancreaticos y otros tumores malignos, se
descubrié que actuaba como un agente diabetogénico reportado por Rakieten y
cols., en 1963, asi fue como se empezd a utilizar para la induccion de diabetes

mellitus en varias especies animales (Eleazu, 2013).
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Este farmaco es transportado por el GLUT 2 que se encuentra principalmente en
pancreas, siendo su blanco principal, ademés de estar en higado y rifion. La STZ es
citotéxico para células beta del pancreas donde tiene su accion de 2 a 70 horas

después de su administracion (Eleazu, 2013).

La destruccion de las células beta del pancreas por STZ se da por diferentes
vias. La metilacion del ADN se da en la posicion Oxigeno-6 de la guanina, al transferir
un grupo metilo, por parte de la molécula de metilnitrosourea, dafiando al ADN. Para
reparar la metilacion del ADN se utiliza un proceso donde participa la enzima Poli-ADP-
ribosa polimerasa, que utiliza NAD* como sustrato, que al disminuirse, también va
reducirse la cantidad de ATP, lo cual va a ocasionar que se agote la energia celular,
provocando una necrosis (muerte de las células beta por colapso energético, Eleazu,
2013).

La muerte de las células beta también se debe a que la STZ actia como donante
de oxido nitrico, inhibiendo la aconitasa y provocando metilacién al ADN y muerte de la
célula. Otro de los mecanismos por el cual hay destruccién de células beta es la
formacion de especies reactivas como hidroxilo y superoxido, que surgen a partir de la
disminucién de enzimas que actian sobre el perdxido de hidrogeno que son la catalasa
y glutation peroxidasa, que impiden la formacion de estos radicales libres (Eleazu,
2013).

Otro mecanismo que provoca la muerte celular es mediante la alteracion de
factor de transcripcion nuclear kappa B (NF-kB; controla la transcripcion de ADN y que
responde a estimulos como infeccion bacteriana o viral, radicales libres, entre otros). En
higado también provoca muerte celular, por un aumento en la actividad de la caspasa-3

(mediador en procesos de apoptosis, Eleazu, 2013).

En un modelo de ratén diabético tipo 1 inducido experimentalmente con STZ al
registrar los potenciales de accion ventriculares se reporté un aumento en la duracién
del potencial de accién (DPA) al 30%, 50% y 90% de ratones tratados con respecto a
controles. En las corrientes repolarizantes de potasio lio, fast, o, slow € Ikslow disminuyo la

densidad de corriente (Torres-Jacome, 2013).
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En NSA de raton diabético, (DPA) en la zona transicional al 10% y al 30%
aumento mientras que al 90% disminuyé. En la zona marcapasos primario, la DPA
al 10%, 60% y 90% disminuyo en animales diabéticos con respecto a controles
(Arroyo-Carmona, 2013). Asi mismo, se han registrado alteraciones en el ECG,
observando una disminucion en la frecuencia cardiaca (390 L/min en control vs
330 L/min en diabéticos) en un 15% en animales diabéticos (ver Figura 4),
especificamente en el intervalo PQ de ratones control la duracién fue de 35 ms
mientras que en animales diabéticos fue de 42 ms (Arroyo-Carmona, 2013), lo que
nos indicaria un posible aumento en el tiempo de propagacion del potencial de

accion entre el NSA y NAV.

A) N o I bk Ecacontrol

L —
| | ]

1s

B 8 A AN AN AN AN A
F) ,_AH\XW.,_.HAAJ//\\\”\g\,\Jf/\xM,,‘_,J\MAF/\uW\,

A P
R e L
R e e e o

DY Y
K) QWJWWVWJVWWWNW
L e e A e e
M) 1s

R S A S

2s

Figura 5. A) ECG de ratones en condiciones de control y diabético donde se observa
gue la frecuencia cardiaca esta disminuida en animales diabéticos. B) Arritmias
presentes en el modelo raton diabético tipo 1. E, G y H) elevacién del segmento ST.
J, K) presentan inversion del complejo QRS. L) onda P invertida. M) blogueo de
segundo grado. G) Onda P mellada. Se muestra 1 segundo del ECG, excepto en M
donde se presenta una marcada bradicardia (Modificado de Arroyo-Carmona, 2015)
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Voltaje (mV)

Al existir una disminucion de la frecuencia cardiaca en el registro del ECG
(medida como el inverso del intervalo R-R), se esperaba que la actividad eléctrica
intrinseca registrada en el NSA aislado estuviera afectada de la misma manera.
Sin embargo se encontr6 que la frecuencia del disparo del NSA en animales
controles es de 210 eventos/minuto, mientras que en animales diabéticos es de
265 eventos/minuto, lo que nos indica que hay una aumento en la frecuencia de
disparo (en un 26%) del NSA en registro multicelular por la diabetes mellitus tipo 1

(ver Figura 6, Arroyo-Carmona, 2013).

—— DM (n=9) — Control (n=100)
A) —— Control (n=18) B) — DM (n=39)
PA Primario PA secundario
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Figura 6. Registro de la actividad eléctrica del NSA aislado de ratén en
condiciones de control y diabético. A) Se observa que en un intervalo de tiempo, la
frecuencia de disparo del potencial de accién (PA) en la zona marcapasos primario
del NSA de ratén diabético (rosa) es mayor que en controles (negro).B) En la zona
marcapasos secundario del NSA la frecuencia de disparo esta aumentada en
animales diabéticos (verde) en comparacién con controles (negro. Tomado de Arroyo-
Carmona, 2013).
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6. Justificacion

La diabetes mellitus provoca alteraciones en la actividad eléctrica ventricular del
corazén en ratdén diabético inducido con STZ después de 10 semanas (Torres-
Jacome, 2013). Ademas se ha observado que la frecuencia cardiaca registrada en
el ECG disminuye en animales diabéticos al mismo tiempo de tratamiento. Sin
embargo al registrar la actividad eléctrica del NSA en el tejido aislado se encontro
un aumento en la frecuencia de disparo en los animales diabéticos (Arroyo-
Carmona, 2013). Lo anterior resulta contradictorio ya que no se puede justificar un
aumento en la frecuencia de disparo del marcapasos primario (NSA) y una
disminucién en la frecuencia cardiaca medida en el ECG. Una posible explicaciéon
de esta contradiccién es que la velocidad de propagacion del potencial de accién
del NSA al NAV se vea disminuida por la diabetes mellitus tipo 1. Ya que al
disminuir la velocidad de conduccién no se podrian propagar las altas frecuencias
de disparo generadas en el NSA al NAV y el tejido de conduccion quedaria en
periodo refractario. Lo anterior generaria una disminucion en la frecuencia
cardiaca, en este trabajo se propone que la velocidad de conduccién del potencial
de accion del NSA hacia el NAV se ve disminuida por la diabetes mellitus tipo 1.
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7. Hipotesis

» La velocidad de propagacion del potencial de accion entre nodo
senoauricular y nodo auriculoventricular disminuye por la diabetes mellitus

tipo 1.
8. Objetivo general

» Medir y conocer los cambios en la velocidad de propagacion ocasionados
por la diabetes mellitus tipo 1.

8.1. Objetivos particulares

» Cuantificar los cambios provocados por la diabetes mellitus tipo 1 en la
velocidad de conduccion.

» Evaluar los cambios generados en la resistencia de entrada de las células

del NSA por la diabetes mellitus tipo 1.

» Evaluar si hay cambios en la excitabilidad de las células cardiacas

cardiacos por la diabetes mellitus tipo 1.

24



9. Esquema de trabajo

Modelo animal

Ratones macho CD1, 2 mesesde
edad

l Diabético ' Control |

!

120 mg/kg de STZ ' Solucion Sl via IP |
via IP.

—

Medicion peso 1ra semana Medicién de

10 semanas Medicion glucosuria peso 10
semanas

10 semanas después del
tratamiento

Medicién de glucosa en sangre

Extraccion y perfusion en
Langendorff del corazon

.

Diseccidény registro

electrofisiologico
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9.1. Analisis de datos

Calculo de
velocidad de
conduccion

Determinar la distancia a la cual se
encontraban los microelectrodos.
Medir el intervalo de tiempo entre el
inicio de un potencial de accion del
NSAvy del NAV.

Medir la corriente inyectada y el

Resistenciade
entrada

Registro
electrofisiologico

donde m=Ryy,

Rtotal - Ru electrodo :Rm

N

' 5

Obtener el voltaje umbral y calcular

Excitabilidad de la
célula

voltaje registrado.
Graficar | vs V.
Ajustar a una linea recta y obtener
ecuacion y=mx+b.
Comparar y=mx+b con V=R,

la corriente umbral.
Graficar corriente umbralvs R,,,.
Ajustar a y=1/bx obteniendo el

Vumbral de las células.

N #

Constante de
tiempo (1)

Se mide el total de voltaje del
electrotono
Calcular el 63% de voltaje.
se determinala .
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Figura 7. Equipo de trabajo para el registro multicelular del NSA y NAV. A) Jaula
de Faraday, B) Microscopio, C) Micromanipuladores, D) Osciloscopio, E)
Amplificador, F) Estimulador, G) Computadora.
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10. Material y métodos
10.1. Modelo animal

Se utilizaron ratébn macho de la cepa CD1 de 2 meses de edad, se dividieron en 2

grupos:

e Grupo control: se les administr6 SSI via intraperitoneal, ademas de dar
agua simple durante el tratamiento.

e Grupo tratado: se les administr6 STZ en una dosis Unica de 120 mg/kg de
peso del animal por via intraperitoneal, a quienes una semana antes y una
después de administrar se les dio a beber electrolitos con 10% de azlcar.
Pasado ese tiempo se cambid esta solucion por solo electrolitos cuya
composicién es glucosa (71.6%), cloruro de potasio (5.4%), cloruro de sodio
(12.6%) y citrato trisddico dihidratado (10.4%).

A ambos grupos se les dio libre acceso a alimento LabDiet® 5001, ademas los

animales se mantuvieron en un ciclo luz-obscuridad de 12:12 horas.

A los animales se les realiz6 un analisis de orina con tiras reactivas Combi
Screen® 11SYS PLUS en la primera semana después del tratamiento, para
verificar que en el grupo diabético se presentd un aumento en la concentraciéon de

glucosa. El peso de los animales se registr6 semanalmente.

10 semanas después del tratamiento, se anestesié al animal con pentobarbital
sédico (Sedalphorte ®) a una dosis de 0.0001 ml/g y heparina a una dosis de
0.0004 ml/g de peso del animal, se obtuvo una muestra de sangre y se midio la
concentracion de glucosa, se extrajo el corazén y se canul6 a través de la aorta
para perfundirlo en un sistema Langendorff (perfusion retrograda) utilizando
solucion Tyrode [0.125 M de NacCl, 0.0054 M de KCI, 0.00105 M de MgCl, 0.024 M
de NaHCOs, 0.00042 M de NazHPO4, 0.011 M de glucosa, 0.0018 M de CacClz]
gaseado con carbogeno (mezcla de 95 % Oz y 5% de CO2). La perfusion durd 5

minutos para verificar que el corazén seguia funcionando.
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10.2. Preparacién de ambos nodos

Para la diseccion de ambos nodos se inici0 cortando el 4pex para exponer las
cavidades del ventriculo derecho e izquierdo. En el ventriculo derecho, se cort6 la
pared libre hasta llegar a la valvula tricispide, después se introdujo la tijera dentro
de la cavidad de la auricula derecha, cortandola por la parte media, para abrir y
exponer ambos nodos. La vena cava superior e inferior se abri0 desde su
desembocadura. A continuacion se abrié también el seno coronario, se quit6 el
ventriculo, la auricula izquierda, la aorta y restos de la auricula derecha, toda esta
maniobra se realiz6 en solucion Tyrode gaseado con carbdgeno. La preparacion

gued6 como se observa en la Figura 8.

El tejido nodal se mont6 en una cadmara de acrilico para el registro de potenciales
de accion en preparacion multicelular con fondo de elastdmero de silicona
(Sylgard®), los nodos se expusieron del lado del endocardio para su registro,
estirandolo con delgados pines sin dafar las estructuras, la preparacion se colocé
sobre una mesa antivibraciones. Se dej6 reposar el tejido 1 hora, tiempo necesario
para que el NSA y NAV recuperaran su ritmo, la preparacion tuvo perfusion de

Tyrode continua a una temperatura de 36 °C gaseado con carbdgeno.

Figura 8. Diseccion del nodo senoauricular (NSA) y nodo auriculoventricular
(NAV) de ratén. Se observa el NSA entre la vena cava superior (VCS) y vena cava
inferior (VCI), dentro del ovalo se sefiala la zona central del NSA, el NAV se
encuentra entre el seno coronario (SC) y la auricula derecha (AD), la linea roja
permite visualizar el limite entre ambos nodos.
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10.3. Registro electrofisiolégico

Para el registro de potenciales de accion se utilizaron micropipetas que se
elaboraron con tubos capilares de borosilicato (wpi®) y un estirador de pipetas
vertical modelo 700c David Kofp Instruments. Las micropipetas se llenaron de
solucion KCI 3 M, a las cuales se les introdujo un electrodo de plata conectado a
un amplificador (Duo 773 electrometer, WPI), al mismo tiempo el amplificador
estuvo conectado a un osciloscopio (Tektronix modelo 2201) para la visualizacion
de los registros de potenciales de accion en tiempo real. Para el almacenamiento
de los registros se utilizé una computadora Intel inside® Pentium 4 (Windows xp),
utilizando el programa ADQsing. La frecuencia de captura de los registros fue de
10 kHz.

10.4. Registro de velocidad de conduccion

Para el registro se utilizaron 2 microelectrodos de borosilicato con una resistencia
de 20 a 40 MQ. En el NSA existen dos tipos de potenciales de accién los llamados
primarios o marcapasos verdaderos los cuales presentan pendiente en la fase 4 y
los potenciales de accion sin pendiente de la fase 4 llamados secundarios o de
transicion, para este trabajo se utilizaron Unicamente los potenciales de accion
marcapasos. El primer microelectrodo se coloc6 en la zona marcapasos primaria
del NSA como se observa en la Figura 7 (ovalo rojo), obteniendo potenciales de
accion que presentaron pendiente de despolarizacion que es caracteristico de
células marcapasos, cuando el registro fue estable se coloc6 el segundo
microelectrodo en la zona central del NAV (ovalo azul) y se registraron los
potenciales de accién. El registro fue de ambos potenciales de acciébn de manera
simultanea (ver Figura 9B).
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Figura 9. Preparacion de NSA y NAV y registro de su actividad eléctrica. A) Se
sefiala en la imagen con un ovalo la zona donde se hicieron los registros de
potenciales de accion tanto del NSA y del NAV. B) Registro de potenciales de accion
obtenidos de la zona marcapasos del NSA y la zona central del NAV, donde se
observa el NSA comanda al NAV, las lineas negras indican el tiempo en el retraso en
la propagacién del potencial de accién de un nodo hacia el otro.

10.4.1. Andlisis de datos de velocidad de conduccioén

Después de grabar los potenciales de accién, se marco en una fotografia la zona
en la cual se obtuvieron los registros, asi; con la ayuda del programa ImageJ® y
una escala de 1 mm, fue posible medir la distancia entre ambos puntos de
registro, los datos se convirtieron a cm. Para la medicion del intervalo de tiempo
entre la aparicion del potencial de accion del NSA y el NAV se utilizo el registro
simultaneo de los potenciales de accién de ambos nodos, y se midi6 el retardo de
la activacion del potencial de accion del NAV con respecto a la activacion del
potencial de accion del NSA con el programa Clampfit 10.2 (ver Figura 9B). Con
estos datos fue posible calcular la velocidad conduccién, aplicando la férmula de

v =d/t, en cm/s. Se realiz6 un prueba t de student con el programa Origin® 8

entre ambos grupos de datos.

Para el andlisis de la velocidad de conduccion se utilizaron registros de
potenciales de accion de células que estuvieran acopladas, esto quiere decir,
registros en donde el NSA comandaba al NAV, ya que se obtuvieron registros en
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los que el NAV no llegé a sincronizarse con el NSA, teniendo asi ambas

estructuras diferente ritmo.

10.5 Registro de resistencia de entrada

Previo al registro de la resistencia de entrada, se grabd la resistencia del
microelectrodo, esto se hizo introduciendo el microelectrodo en la solucién Tyrode,
después se aplico una corriente con el amplificador, obteniendo un registro en
forma de pulso cuadrado, posteriormente se grabd y midié la corriente inyectada y
el voltaje registrado. Luego se introdujo el microelectrodo en la zona marcapasos
primario del NSA, obteniendo potenciales de accion estables y con pendiente, este
registro se grabd por un minuto. Después se aplicaron 6 pulsos de corriente de
diferentes magnitudes (0.18, 0.24, 0.3, -0.3, -0.24, -0.18 nA) con un estimulador
(GRASS®S11) acoplado al amplificador para que la corriente se inyecte a las
células por el microelectrodo de registro de potenciales de acciéon. Los pulsos
utilizados para medir la resistencia de entrada debieron de estar en la zona del
potencial diastolico maximo, cada pulso duré 9 ms. Terminado el protocolo se
retird el microelectrodo del tejido, dejandolo en la solucion Tyrode, para grabar su

resistencia. Se marcoé la zona de registro en una fotografia de ambos nodos.

10.5.1 Andlisis de datos de resistencia de entrada

Para el andlisis de los datos se utilizé el programa Clampfit 10.2. Después de
medir la corriente y voltaje en el registro, se hizo una grafica entre estos valores en

forma de linea recta de 6 puntos como se observa en la Figura 10.

Esta grafica se ajustd a una linea recta y se obtuvo la ecuacion del grafico del tipo

y =mx + b que comparando los términos de esta ecuacion con la de la ley de

Ohm, donde ¥ = Voltaje, x = Corriente,m = Resistencia total.

32



Después de obtener la resistencia total, se calculé la resistencia de entrada
haciendo una diferencia entre la resistencia total menos la resistencia del
microelectrodo antes de introducirlo al tejido. Posteriormente, se hizo una prueba t

de student entre ambos grupos de datos.

10.6. Excitabilidad de la célula

Para determinar la excitabilidad de las células primero se obtuvo el voltaje umbral
de los registros de potenciales de accion donde se calcul6 la resistencia de la
membrana, esto se hizo derivando la sefal del potencial de accién y colocandola
de manera simultanea con el potencial de accion, como se observa en la Figura
11. De la sefal derivada, se determiné el tiempo en el cual se gener6 un cambio
en la derivada desde cero hasta que fuera mayor o igual a 3 unidades,
encontrando de manera simultdnea el cambio de voltaje en el potencial de accién,

obteniendo el voltaje umbral.
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Figura 10. Ajuste a una linea recta de un grupo de datos de corriente y voltaje
de diferentes magnitudes. Con el ajuste es posible obtener la ecuacion del grafico,
donde la pendiente de la recta representa la resistencia total (resistencia del
microelectrodo + resistencia de entrada). La tabla muestra los valores de los términos
de la ecuacion.
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Figura 11. Gréafica de potencial de accion y derivada del potencial de accion. A)
Potencial de accion donde se determino el voltaje umbral. B) Derivada del potencial
de accién utilizada para obtener el punto donde cambio el voltaje en 3 unidades o
mas, ademas de utilizar un cursor para determinar el voltaje umbral del potencial de
accion.

Utilizando la ecuacién de la ley de Ohm fue posible calcular la corriente umbral,
usando los valores de resistencia de entrada y voltaje umbral ya determinados.
Los valores de corriente umbral se graficaron con sus respectivos valores de
resistencia de entrada (Mendez C. y Hernandez ,2001). Se obtuvo una grafica
similar a la mostrada en la Figura 12 donde fue posible saber el valor del voltaje
umbral del grupo de datos utilizando la Férmula 3. Posteriormente se compararon

las graficas de los animales controles y diabéticos.

Formula 3. Comparando los términos con los de la ley de Ohm, donde y=corriente
umbral, 1/x= resistencia de entrada y 1/b= voltaje umbral.
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Figura 12. Grafica de resistencia de entrada vs corriente umbral.
Determinando el voltaje umbral se evalué la excitabilidad de las células.

10.7. Constante de tiempo

Para la medicion de la constante de tiempo se utilizaron los registros de cambio de
voltaje por un pulso de corriente con el potencial de accion, seleccionando
electrotono que estuviera en el potencial diastélico maximo, después se busco el
voltaje maximo y el voltaje minimo obteniendo el voltaje total y se calcul6 el 63%
de voltaje para determinar la constante de tiempo (Figura 13). Los datos se
muestran como la media + la desviacion estandar y se aplicé una prueba t de

student con un nivel de significancia de 0.05.
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Figura 13. A) Registro de potencial de accidn con estimulo de corriente. A1) Registro
del potencial de accién con cambios de voltaje por inyeccion de corriente, la flecha indica el
electrotono utilizado para medir la t. A2) Se observa el estimulo inyectado a la célula para
generar un electrotono. B) registro del electrotono producido por la aplicacion del estimulo
de corriente, para la determinacion del voltaje total, que se obtuvo midiendo la diferencia
entre el voltaje maximo (2) y minimo (1), de ese voltaje total se calcula el 63% (punto rojo) y
se encuentra el tiempo en el cual se genero este cambio ().
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11. Resultados
11.1. Modelo de diabetes mellitus

Después de la primera semana de induccion de la diabetes mellitus, se midio la
concentracion de glucosa en orina en los animales diabéticos que fue de 700
mg/dL + 183.7 (n=5) comparado con los animales control que fue negativo (n=13).
Mientras que la concentracion de glucosa en sangre en animales diabéticos a las
10 semanas después de la induccién fue de 454 mg/dL = 58.5 (n=5) y en los

controles fue de 161.6 + 46.8 EEM (error estandar de la media; n=13).

Tabla 1. Concentracion de glucosa en orina y sangre en animales control y diabético.

Control DM (n=5 ratones)
(n=13 ratones) p = EEM
Concentracion de Negativo 700 mg/dL +
glucosa en orina 183.7%
Concentracion de 161.6 + 46.8 454 mg/dL + 58.5%
glucosa en sangre

* Diferencia significativa entre ambos grupos (p<0.05)

En la Figura 14 se muestra la variacion del peso en ambos grupos durante
las 10 semanas después del tratamiento a partir de la semana 3 la diferencia en el

peso de ambos grupos fue significativa (p<0.05).

Ademas, a partir de la semana 5 en el grupo diabético, la disminucion del
peso fue significativa entre el mismo grupo con respecto al peso en la semana
cero, tomando en cuenta que el peso del grupo control sigui6 aumentando. Es
importante mencionar que los animales utilizados para la variacion del peso, no
fueron los mismos que se utilizaron para registro de la velocidad de conduccion,
resistencia de entrada y excitabilidad de las células, si no para la validacion del

modelo de ratén diabético inducido con STZ.
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Figura 14. Medicién del peso de ratones controles y diabéticos por 10 semanas.
En el grupo diabético se present6 una disminucién del peso desde la tercera semana,
mientras que en el grupo control continlo aumentando. * indica diferencia significativa
entre el peso de animales diabéticos y controles, mientras que # indica diferencia

significativa entre el peso en la semana cero y el peso

en la semana 5. El valor

graficado corresponde a la media + EEM (tomado de Arroyo-Carmona, 2015).

11.2. Velocidad de conduccién

La zona donde se realiz6 el registro de la velocidad de conduccion del NSA al

NAV fue en la zona central 0 marcapasos, el sitio de registro se muestra en la

Figura 13A. La velocidad de conduccion del potencial de acciéon fue en
condiciones de control de 500.4 cm/s £+ 70.9 EEM (n=5 células acopladas),
mientras que en animales diabéticos la velocidad de conduccién fue de 178 cm/s +

31.7 EEM (n=12 células acopladas). Entre ambos grupos existe diferencia

significativa (t de Student una p<0.05).
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Voltaje (mV)

Tabla 2. Valores de velocidad de conduccién del NSA al NAV en condiciones de

control y diabético.

Control (n=5 células
acopladas)
u + EEM

DM (n=12 células
acopladas)
g + EEM

500.4 cm/s = 70.9

178 cm/s + 31.7 *
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Figura 15. Registro de los potenciales de accién en el NSA y NAV de animales
controles y diabéticos. A) Las zonas marcadas en circulos vacios representan el
lugar de registro de potenciales de accion del grupo control, mientras que en color
rojo los del grupo con diabetes mellitus B) Registros de potenciales de accion de
animales control y C) animales diabéticos donde se puede observar que el tiempo
que tarda en propagarse el potencial de accién de una estructura a otra es mayor en
animales diabéticos. Los registros utilizados para el calculo de la velocidad de

conduccion son de células acopladas.
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El tiempo que tarda en propagarse el potencial de accion del NSA al NAV en
los animales controles fue de 0.005 s + 5.9X10* (n=5 células acopladas), mientras
que en los diabéticos fue de 0.02 s £ 0.006 EEM (n=12 células acopladas). Para
este estudio se utilizaron unicamente células que estaban acopladas, esto quiere

decir que el NSA comandaba al NAV.

En la Figura 15B y C se observan dos registros de los potenciales de accion
utilizados para medir el retardo en la activacion del NAV para generar un potencial
de accién, previo a la generacion del potencial de accion en el NSA en

condiciones de control y diabético.

11.3. Resistencia de entrada

La zona donde se realiz6 el registro de la resistencia de entrada fue en la zona

central o marcapasos, el sitio de registro se muestra en la Figura 15.

Tabla 3. Valores de resistencia de entrada de NSA en condiciones de control y

diabético.
Control (n=19 células) DM (n=9 células)
u + EEM M + EEM
15.9X10°MQ + 3.2E6 13.05X10°MQ + 4.3E6

La resistencia de entrada obtenida en los animales control fue de 15.9X10% MQ +
3.2X10° EEM (n=19 células), mientras que en animales diabéticos la media fue de
13.05X108 MQ + 4.38X10% EEM (n=9 células). Se determin6 con una prueba t de
Student (p<0.05) que no hubo diferencia significativa con respecto a los valores de

resistencia de entrada en el NSA de animales control y diabéticos.

El valor del voltaje umbral en los animales control fue de -67.1 mV (n=17),
mientras que en los animales diabéticos la media fue de -59.7mV (n=8), no hubo

diferencia significativa entre ambos grupos.
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Figura 17. Preparacion del NSA y NAV de raton para el registro de resistencia de
entrada. La zona marcada con circulos vacios representa el sitio donde se hizo el

registro en los animales control y en rojo para los diabéticos en el analisis de
resistencia de entrada.

--- NSACT
--- NSA DM

-30 4

Voltaje (mV)

T T T
0.

03 0.6
Tiempo (seg)

Figura 18. Morfologia de potenciales de accion del NSA de la zona central en
condiciones control y diabético. Unicamente los potenciales de accion marcapasos se
utilizaron para el registro de la resistencia de entrada.
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11.4. Excitabilidad de las células cardiacas

Para medir la excitabilidad de las células se construyd una grafica de resistencia
de entrada vs corriente umbral de las células registradas en el NSA de ratén en
condiciones control y diabético (Figura 19). Utilizando la Férmula 3 para ambos

. , . 1 - .
grupos de datos el voltaje umbral (término > ) para las células cardiacas de los

animales control fue de -74.3 mV y para animales diabéticos fue de -50.4 mV. Se

observa que hubo un aumento en el voltaje umbral en los animales tratados.

Los ajustes de la grafica corriente umbral contra resistencia de entrada de
células cardiacas de NSA de los animales control y diabéticos se graficaron de
manera conjunta y al comparar las dos graficas de corriente umbral contra
resistencia de entrada se separan de modo que a una misma resistencia de
entrada para las células cardiacas de ratones diabéticos la corriente que se
necesita para generar un potencial de accion debe ser menor que en las células
cardiacas de ratones controles, determinando asi que las células cardiacas de

ratones diabéticos son mas excitables (Figura 20).
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Figura 20. Grafica de excitabilidad de las células cardiacas del NSA de animales
control y diabético. Se observa en el ajuste de datos de resistencia de entrada de
las células de animales diabéticos (ajuste en color rosa) que a una misma resistencia
de entrada, se requiere menos corriente para poder generar un potencial de accién
(linea roja), que en células de los animales controles (ajuste en color negro), ya que
necesitan mas corriente (linea azul).

11.4. Constante de tiempo

En la tabla 4 se observan los valores de las constantes de tiempo para los
estimulos aplicados en el potencial diastdlico maximo de los potenciales de accién
del NSA de ratones controles y diabéticos, los valores de constante de tiempo no
varian entre cada grupo, lo que significa que sin importar la magnitud del pulso de
corriente ni la polaridad, la resistencia de entrada fue siempre la misma sin

importar la zona de registro.
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Tabla 4. Valores de constante de tiempo (1) a diferentes pulsos de corriente para

NSA de animales controles y diabéticos.

Pulso de corriente Control (ms) Diabético (ms)
(nA) (n=18 células) (n=9 células)

0.18 2.9 +0.6 3.2 +0.7

0.24 3.1 £ 0.8 3.1 £0.5

0.3 3.0 0.4 3.0 £ 0.6

-0.3 3.0 £0.5 3.3 +£0.7

-0.24 3.0 + 0.7 i =2 07/

-0.18 2.9 +0.9 3.0+1.0
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12. Discusion de resultados

La localizacion, estructura y actividad eléctrica del NSA y NAV se ha descrito
ampliamente en el conejo, ya que por su anatomia, morfologia y tamafio esta
especie ha sido ampliamente utilizada. Por otro lado la familia de roedores se ha
usado para obtener modelos de diabetes mellitus ya que tiene una gran cantidad
de ventajas sobre los conejos, desde el facil mantenimiento hasta el registro de

corrientes que solo hay en los humanos y en algunas especies de roedores.

Al utilizar en este trabajo a los ratones para el modelo de DM, primero se complico
la diseccion de ambos nodos ya que las dimensiones de la estructura son 10
veces menores que en el conejo, por lo cual se tuvo el primer desafid, identificar
las estructuras que delimitan ambos nodos y obtener la diseccion correcta. Como
se sabe, la literatura describe la actividad eléctrica de cada uno de los nodos por
separado, ya que tener una preparacion donde ambos nodos estén
fisiologicamente funcionales y se registren, nos hace remontar a la época de Don
Carlos Méndez y Gordon Moe. Es por ello que ese fue nuestro segundo desafio

mantener a ambos nodos funcionales y registrarlos al mismo tiempo.

Considerando los dos retos referidos, quisiera mencionar que el numero de
animales controles utilizados en este estudio es mayor que los diabéticos por las
razones antes descritas. Cabe sefalar que el registro del NAV en condiciones
control tiene una dificultad mayor en el registro intracelular, ya que el NAV es una
estructura tridimensional que tiene ademas de tejido especializado musculo
cardiaco lo que le permite, tener una fuerza de contraccion mayor que el NSA, por
lo cual al hacer el registro intracelular es capaz de romper el microelectrodo de
vidrio. Agrego también que tuvimos impedimento espacial con los electrodos de
registro por las dimensiones propias de la diseccion, ya que como se dijo se

registro en la parte central de cada nodo, pero este reto también fue superado.

Finalmente los registros que se utilizaron en cada una de las condiciones
(control y diabetes mellitus) para la medicion de los cambios de la velocidad de

conduccion tenian las caracteristicas optimas para su medicion.
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Como se ha reportado, la velocidad de conduccién puede ser calculada

| Rm
como AT, =| |=
‘NRE‘PRI‘J

)fﬁmcm , (Hudgking y Huxley, 1954). Por lo que nos dimos a

la tarea de determinar si cambiaba alguna de estas variables tau y Rm por la
diabetes mellitus tipo 1, asi como investigar los cambios en la velocidad de
propagacion del potencial de accién del NSA al NAV en condiciones control y

diabetes mellitus tipo 1.

Se encontré6 que la resistencia de entrada de las células del NSA no
cambiaba significativamente, por lo que determinamos si la excitabilidad de las
células medida con la gréafica corriente umbral vs resistencia de entrada era la
misma en estos registros y encontramos que hay una mayor excitabilidad en las
células del NSA de ratén diabético. Este resultado explicaria el aumento en la
frecuencia de disparo en el nodo aislado en preparacién multicelular, ya que

requerimos menos corriente para producir un potencial de accion.

En este trabajo se ha encontrado que la velocidad de conduccién entre el
NSA y el NAV en ratones con diabetes mellitus tipo 1 disminuye en comparacion
con animales control, lo que puede explicar la disminucion de la frecuencia
cardiaca en el ECG de animales diabéticos, ya que al disminuir la velocidad de
conduccion, soOlo se propagara una tercera parte de los potenciales de accién
generados en el NSA hacia el NAV, esto porque la velocidad de propagacion

disminuyé casi a la tercera parte de su valor con respecto a los controles.

Una posible explicacion de la disminucion de la velocidad de conduccion es
que la diabetes mellitus provoca remodelacion cardiaca, especificamente en
auricula izquierda de rata diabética, Zhang y cols. reportaron alteraciones en la
expresion y distribucién Cx 43, fibrosis, y conduccion anormal, por lo que una
disminucién o sobreexpresiéon de las Cxs también alteraria la velocidad de
conduccion o el tiempo de conduccion (Zhang y cols., 2014; Howarth y cols.,
2007).
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Ademas la disminucion en la velocidad de conduccion podria tener relacion
con un aumento en la resistencia de las uniones comunicantes entre las células
cardiacas debido a una remodelacion estructural o también debido a una ausencia

de estas, dificultado la propagacion del potencial de accion del NSA al NAV.
13. Conclusion

La velocidad de conduccion del potencial de accion entre el NSA y NAV disminuye
por la diabetes mellitus, esto podria explicar la disminucion de la frecuencia
cardiaca en estos animales. Por otro lado, la excitabilidad de las células cardiacas
aumenta con la diabetes mellitus, esto podria explicar el aumento de la frecuencia
de disparo del NSA en estos animales. Con esto demostramos que la veracidad

de nuestra hipotesis es verdadera.
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