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ay que tener la mente abierta...

Pero no tanto como para que se te caiga el cerebro al
suelo”

-Richard Feynman
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1. Resumen

La diabetes mellitus produce alteraciones en el sistema de conduccion
cardiaco, lo que a su vez conlleva a arritmias supraventriculares; sin embargo, se
desconoce el mecanismo por el cual las alteraciones en el sistema de conduccion
producen dichas arritmias en etapas cronicas de esta patologia, es decir, después
de 10 afios de evolucion de la enfermedad. Por esta razon, se requiere estudiar el
nodo senoauricular o marcapasos principal y la velocidad de propagacion en una
etapa crénica. Para este trabajo se utilizaron ratones machos de la cepa CD-1
administrados con una dosis de 120 mg/kg de estreptozotocina via intraperitoneal
para inducir diabetes mellitus y se dej6 evolucionar la patologia por 20 semanas sin
dar un tratamiento con insulina. El tiempo que evolucionoé la diabetes mellitus en el
ratbn es equiparable a que un humano haya padecido la enfermedad por
aproximadamente 15 afos, por lo que es un modelo adecuado para estudiar la
enfermedad en etapa crénica. Se realiz6 el registro de electrocardiograma, se
determind la excitabilidad de células de nodo senoauricular y se midié la velocidad
de conduccion desde el nodo senoauricular hasta el nodo auriculoventricular. En el
registro de electrocardiogramas de ratones diabéticos se encontré bloqueo
auriculoventricular tipo 1. En el nodo senoauricular de ratones controles y diabéticos
se encontraron tres poblaciones de potenciales de accidén sin cambios diferentes
estadisticamente en su morfologia, con excepcion de la velocidad maxima de
despolarizacién del potencial de accién tipo 1, la cual fue mayor en diabéticos. La
resistencia de entrada de las células de nodo senoauricular de ratones diabéticos
no fue diferente estadisticamente con respecto a los controles, pero si se observo
una tendencia a tener una mayor resistencia de entrada. Al realizar la gréfica de
excitabilidad se encontr6 un desplazamiento a la derecha de la poblacion de
potenciales de accidn tipo 1y 3, lo que implica que a un mismo valor de resistencia
de entrada se necesita mayor corriente para despolarizar a las células obtenidas de
ratones con diabetes mellitus tipo 1. La velocidad de conduccion medida desde el
nodo senoauricular hasta el nodo auriculoventricular disminuy6é un 33%, lo que
explicaria el aumento del intervalo PR encontrado en el electrocardiograma de

ratones diabéticos vy, lo que, a su vez, incrementa el riesgo de padecer fibrilacion

10



auricular. Este trabajo permitid encontrar un mecanismo por el cual las alteraciones
en el sistema de conduccidén que produce la diabetes mellitus en etapa crénica

pueden conllevar a arritmias supraventriculares.
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2. Introduccién

2.1 Elcorazén

El corazén es el 6rgano del sistema cardiovascular que se encarga de
bombear la sangre a través de los vasos sanguineos transportando nutrientes,
hormonas, productos del metabolismo, oxigeno, dioxido de carbono y provocando

gue la temperatura corporal sea homogénea (Boron & Boulpaep, 2012).

2.2 Funcién del corazén como bomba

La funcion del corazén es eyectar la sangre hacia el organismo.
Funcionalmente, el corazén se puede dividir en dos, un lado derecho y un lado
izquierdo, cada uno conformado por una auricula y un ventriculo. El lado
derecho del corazon se encarga de recibir la sangre desoxigenada, la cual
llega a la auricula derecha por las venas cavas superior e inferior, pasa a
través de la valvula tricispide hacia el ventriculo derecho en donde es
expulsada por la arteria pulmonar hacia los pulmones para su oxigenacion. El
lado izquierdo del corazdn recibe la sangre oxigenada a través de las venas
pulmonares, llega a la auricula izquierda, pasa a través de la valvula mitral
hacia el ventriculo izquierdo en donde es expulsada por la aorta hacia todo el
organismo. Durante un latido del corazon primero se contraen las auriculas y

después los ventriculos desde el apex hacia la base (Hurst et al., 2011).

2.3 Origen y propagacion del impulso eléctrico

El latido del corazdn es provocado por el inicio de actividad eléctrica y su
propagacion por todo el tejido. Las células forman un sincitio en el cual cada célula
se comunica fisicamente con sus vecinas por uniones intercelulares, lo que permite

la conduccién de la actividad eléctrica desde cualquier punto del sincitio hasta otro.

La actividad eléctrica del corazon puede monitorearse mediante el

electrocardiograma (ECG) (figura 1), el cual es un registro de la suma espacial y

12



temporal de toda la actividad eléctrica del corazon que se mide como cambios de
voltaje (Nerbonne & Kass, 2005; Yan & Antzelevitch, 1998). Dicha actividad tiene
su origen en el nodo senoauricular (NSA), también conocido como marcapasos
natural del corazén, se propaga a la pared auricular derechay a la auricula izquierda
a través de tres haces internodales, el anterior o haz de Backman que rodea la parte
superior de la auricula derecha e izquierda, el haz medio o haz de Wenckebach que
se difunde por la parte de atras de la vena cava superior y, el haz posterior o haz de
Thorel que se dirige hacia la crista terminalis y que conectan con el nodo
auriculoventricular (NAV). EI NAV tiene tres diferentes propiedades funcionales: 1)
causa un retraso en la conduccion eléctrica permitiendo la contraccion auricular
complete el llenado ventricular antes de que los ventriculos se contraigan, 2)
bloquea impulsos prematuros que van desde auriculas hasta ventriculos y 3)
funciona como marcapasos secundario en caso de que el NSA falle. Después se
propaga por el haz de His el cual se expande por el septum interventricular
dividiéndose en ramas izquierda y derechay, por ultimo, termina de propagarse en
la red de fibras de Purkinje (Hurst et al., 2011).

Para su estudio el registro del electrocardiograma se divide en ondas,
segmentos e intervalos. La onda P representa la despolarizacion auricular, el
complejo QRS la despolarizacion ventricular y la onda T la heterogeneidad de la
repolarizacion ventricular (Antzelevitch et al., 1998) (ver figura 1). El intervalo PR se
mide desde el inicio de la onda P hasta el inicio de la onda Q, es una medida del
tiempo transcurrido desde el comienzo de la despolarizacion auricular hasta el
comienzo de la despolarizacion ventricular. El intervalo QT se mide desde el inicio
de la onda Q hasta el final de la onda T e indica el tiempo que tarda la
despolarizacion y repolarizacion ventricular. El segmento PR se ubica en el término
de la onda P y el inicio de la onda Q, indica la conduccion desde el NSA hacia el
NAV. El segmento ST se encuentra al final de la onda Sy el inicio de laonda Ty
representa el final de la despolarizacion ventricular y el inicio de la repolarizacion

ventricular.
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Este patron de activacion eléctrica causa una secuencia coordinada de
contraccion y relajacion del corazon que permite la propulsion mecanica adecuada

de la sangre por todo el cuerpo (Kusumoto & Bernath, 2012).

Nodo r
senoauricular

Auricula

Nodo
auriculoventricular

Fibra de Purkinje |

Endocardio /|
Medio
miocardio
Septum \ ;
Apex
Ventriculo  Ventriculo Epicardio L
Derecho lzquierdo J—
R 0.2s
‘ |
P T
; | Ql
S
QT

Figura 1. Actividad eléctrica del corazon. A) Potenciales de accion caracteristicos de cada
zona del corazoén y registro de electrocardiograma (ECG) de humano. Cada region del corazén
tiene un potencial de accién distinto, por lo que la suma espacial y temporal de la actividad
eléctrica de todo el corazén produce el registro del ECG. Modificada de (Nerbonne & Kass,

2005).

2.3.1 Sitios marcapaso en el corazén

En el corazdén existen tres tipos de tejido que pueden iniciar su actividad
eléctrica sin la necesidad de un estimulo externo. Estos son, el nodo senoauricular,
el nodo auriculoventricular y las fibras de Purkinje. Lo que determina el sitio de

origen del impulso es el marcapaso cuya actividad sea la de mayor frecuencia.
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Normalmente el nodo senoauricular produce impulsos mas frecuentemente (60-150
ciclos por minuto en el ser humano) que el nodo auriculoventricular (40-60/min) o
las fibras de Purkinje (<40/minuto), por eso el nodo senoauricular es el que
comanda. Sin embargo, en caso de que alguno deje de funcionar, el siguiente con

mayor frecuencia tomara su lugar.

2.3.1.1 Nodo senoauricular

En el corazén de los mamiferos, el NSA es el marcapasos principal. Se
encuentra ubicado en la auricula derecha, en la desembocadura de la vena cava
superior e inferior y esta delimitado por la crista terminalis y el septum interauricular
(Hurst et al., 2011). En el nodo senoauricular se inicia el impulso eléctrico que se

propagara por todo el corazon.

2.3.1.2 Nodo auriculoventricular

En condiciones normales, el nodo auriculoventricular es la Unica via de
conduccién entre los ventriculos y las auriculas. EI NAV se encuentra en el triangulo
de Koch, que esta delimitado por el seno coronario, septum auriculoventricular y el
tendén de Todaro (Hurst, et al., 2011).

Se divide en 3 secciones, el nodo compacto que se encuentra sobre el septum,
una extension en la parte superior que se dirige hacia la auricula llamada region AN
(auricula-nodo) y otra extension en la parte inferior que se dirige hacia el haz de His
llamada regién NH (nodo-haz de his). Esta subdivision se realiz6 tomando en cuenta
la configuracion de los potenciales de accion intracelulares registrados en cada
region del NAV vy el curso temporal observado durante la propagacion auriculo-
ventricular normal. Sin embargo, esta subdivision no es estricta, puesto que el paso
de una regién a otra es gradual y existe una superposicién de las células de una

region a otra (Carvalho & Almeida, 1960).

15



2.4 Propiedades eléctricas de la membrana

Si se inserta un microelectrodo dentro de una célula, se encontrara una
diferencia de potencial con respecto al liquido extracelular determinada por la
distinta concentracion de iones en liquido intracelular y extracelular, asumiendo que
la membrana es semipermeable a los iones (potasio, sodio, calcio y cloro) (Stein,
1980). A esta diferencia de potencial se le conoce como potencial de membrana en
reposo y puede cambiar si se generan corrientes eléctricas a través de la célula.
Las corrientes eléctricas pueden producirse debido a que existen proteinas en la
membrana denominadas canales i6nicos que permiten el flujo selectivo de iones
dependiendo del gradiente quimico y eléctrico, es decir, el flujo de un ion depende
de la ley de Fick y la Ley de Ohm, como se muestra en la ecuacion 1 (Hodgkin &
Huxley, 1952; Stein, 1980).

d[s] ZF av

1) Is = _DSE_E s[ ]E

Donde Js es el flujo del ion s, [s] es la concentracion del ion s, Z es la valencia
del ion, F es la constante de Faraday, R es la constante universal de los gases, T
es la temperaura, Ds es la constante de difusion del ion y V es el voltaje.

Si un estimulo eléctrico cambia el potencial de membrana en reposo, pero no
produce corrientes idnicas, la respuesta estd determinada por las propiedades
pasivas de la membrana; sin embargo, si el estimulo eléctrico produce apertura de
canales y por ende corrientes idnicas producird un cambio de voltaje en el tiempo
con una amplitud constante denominado potencial de accion (Aidley, 1989). Las
propiedades eléctricas de la célula pueden ser representadas en un modelo de
circuito eléctrico que contiene resistores y capacitores en paralelo. Ademas, puede
ser dividida en unidades de membrana que consten de un solo resistor y un
capacitor. Entonces, la membrana puede representarse como la unién de estas
unidades, como se muestra en la figura 2 (Aidley, 1989; H. A. Fozzard, 1977; Harry
A. Fozzard, 1991; Hernandez-Garcia, 1981).
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Representacion del circuito equivalente
Membrana biolégica

. . Im _Intracelular
I 1 Iy L
TR .
Vm =Cm
T 1

‘ -

Extracelular

Figura 2. Modelo del circuito eléctrico de una célula. Circuito equivalente de la membrana que
describe el comportamiento eléctrico al inyectar una corriente. Corriente de membrana (Im),
Corriente i6nica (I), Voltaje de membrana (Vm), Resistencia de la membrana (Rm),
Capacitancia de la membrana (Cm), Potencial de reposo de la célula (Er). Modificada de
(Johnston & Wu, 1995).

2.4.1 Propiedades pasivas de la membrana

Cuando una corriente es introducida a una célula, el cambio de voltaje va a ser
proporcional a la corriente inyectada debido a sus propiedades pasivas de la
membrana, a menos que la corriente sea suficiente para que la célula llegue al
voltaje umbral y se genere un potencial de accion. La corriente que fluye a través
de cualquier unidad de membrana consiste en dos componentes, 1) la corriente
capacitiva (ic) que pasa a través del capacitor y 2) la corriente idnica (i;) que pasa a
través del resistor. Por lo tanto, la corriente total que pasa por la membrana puede

escribirse como:
sy . . d . )
De la definicion de corriente tenemos que l=d—(z. Por otro lado, ic esta

determinada por la capacitancia de la unidad de membrana. De la definicién de

capacitancia, C = %, despejamos carga (q) para encontrar la corriente y de las leyes

de la derivada se obtiene que:

oW ac
3)1—Cdt+th
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Como demostraron Cole y Curtis (Cole & Curtis, 1939), la capacitancia en una
; . ., dc
célula es constante cuando se genera un potencial de accién, por lo que VE se

vuelve 0 y entonces la corriente se expresa como:
. av
4) le = Cm(a

De acuerdo con la ley de ohm, la corriente idnica va a estar directamente
relacionada con el voltaje transmembranal, V;,,, e inversamente relacionada con la

resistencia de membrana rm, expresada en Qcm.

= Ym
5) i; =

Entonces, para calcular la corriente total que se inyecta a una célula, se

combina la ecuacion 4 y 5, obteniendo:
v\ V,
6)i,=cC (———)
Por otra parte, se puede utilizar la ecuacion del cable para estudiar la forma
en la que se propaga una corriente en una célula. Esta ecuacion provee una relacion

entre 1},,, x y t, variables que se pueden encontrar experimentalmente.

%, v,
2 m O¥m —
N2, (224, ) =0

Cuando una corriente es aplicada intracelularmente, el voltaje cambia de forma
exponencial y esta caracterizado por una constante, que es el tiempo en el que V,
llegue al 63% de su valor final, se le conoce como constante de tiempo y esta
determinada por:

8) Tm = "mCm

Al inyectar una corriente constante dentro de la célula, el voltaje V,, definido
como V, (donde V, es el voltaje en el punto de estimulacion) a cualquier punto x, la

relacion es aproximadamente:
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=7
9) Vx = Voe Am
Por tanto, el cambio de voltaje va a cambiar a través del tiempo y del espacio.

El curso espacial y temporal del voltaje de membrana esta representado por
la figura 3. Dicho cambio de voltaje sigue un curso de tiempo exponencial, llega a
un estado estable y desciende de forma exponencial. A este cambio de voltaje se le
llama electrotono. La corriente inyectada en las células se propagara a través de
estructuras que permiten la comunicacion intercelular y median el transporte de
iones entre las células cardiacas, estas estructuras son las uniones comunicantes,

gue ofrecen una resistencia al paso de corriente.

La resistencia longitudinal o interna esta determinada por las uniones
comunicantes y el citoplasma. Entonces, mientras la corriente inyectada no genere
un potencial de accién, la membrana se comportard como un circuito RC (figura 2),
por lo que, si graficamos el valor del voltaje en el estado estable en funcién del valor
de la corriente aplicada, la gréfica es una recta y la pendiente de la recta de la gréfica
voltaje-corriente es una medida de la resistencia de entrada de la célula (Blaustein
et al,, 2012; Mendez & Hernandez, 2001). De tal manera que, encontrar la
resistencia de entrada de las células aporta informacién acerca de la conexion entre

células cardiacas.

Si se conoce la resistencia de entrada y la corriente umbral de las células se
puede construir una grafica de excitabilidad que representaria lo mencionado
anteriormente. Se han relacionado valores altos de resistencia de entrada a una
menor conexion entre células, a valores bajos de resistencia de entrada la conexion

entre células es mayor (Martinez-Ladron de Guevara et al., 2016).

Las propiedades pasivas varian en funcién del sitio que se explore de algun
tejido. Se ha reportado que células de musculos papilares de rata se requieren
diferentes valores de corriente umbral en distintos sitios del musculo para

despolarizar a las células, lo que representaria una heterogeneidad en la
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distribucion espacial de las conexinas que participan en el potencial de accion. No
obstante, en condiciones patoldgicas como la diabetes mellitus, la heterogeneidad
en la conexion del corazon cambia con respecto al control, lo que puede incrementar
la probabilidad de desarrollar arritmias (Martinez-Ladron de Guevara et al., 2016).

A) B) v, i

- \ -04
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Distancia (x) Tiempo (t) Tiempo (t)

Figura 3. Gréfica del cambio de voltaje en funcion del sitio de inyeccién de la corriente y en
funcion del tiempo. El cambio de voltaje de acuerdo con la distancia y el tiempo es exponencial.
X estd expresada en unidades iguales a la constante de espacio y t esta expresada en
unidades iguales a la constante de tiempo. Modificada de (Hodgkin & Rushton, 1946).

Otra forma de interpretar la propagacién de corriente es que, la corriente que
viaja de un area de baja resistencia hacia un area de alta resistencia se conducira
facilmente debido a que la corriente fue suficiente para despolarizar a la siguiente
célula. Sin embargo, si el frente despolarizante viene de un area de alta resistencia
hacia un area de baja resistencia, se hace dificil la propagacion porque la corriente
no es suficiente para llegar al voltaje umbral y despolarizar a las siguientes células,
lo que facilitaria la generacion de arritmias. De tal forma que valores altos de
resistencia de entrada implicaria la existencia de tejido con menos densidad de
conexinas, pero la cantidad de corriente umbral que se necesita para despolarizar
a las células con valores altos de resistencia es menor, mientras que para las células
de menor resistencia de entrada conectadas con las mencionadas anteriormente

(mayor resistencia de entrada) la velocidad de propagacion del potencial de accion
sera menor.
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En las células marcapaso verdaderas se originan los potenciales de accion,
por lo que diferencia de voltaje resultante de las células despolarizadas y las que se
encuentran en reposo produce corrientes idnicas que pasan a través de las uniones
comunicantes y despolarizan el tejido en reposo provocando la despolarizacion de
las células adyacentes. Se ha reportado que la densidad de las uniones
comunicantes es distinta en todo el nodo senoauricular. Por ejemplo, en el nodo
senoauricular de raton las células con potenciales de accion verdaderos se
encuentran delimitadas en un area de 0.01-0.02 mm? y expresan Unicamente
conexina (Cx) 45, en la zona periférica del nodo SA se expresan las Cx 45y 43,
mientras que en la auricula se encuentra expresada la Cx 40 y 43 (Boyett et al.,
2003; Verheijck et al., 2001).

Ademas, el acoplamiento entre células es pobre en el nodo central, como
reporté Saffitz (1997) demostrando que una célula de nodo senoauricular de perro
esta conectada con un promedio de 4 a 5 células a su alrededor, a diferencia del
musculo ventricular que estdn conectadas a un promedio de 11 células, lo que
explicaria porque la velocidad de conduccion del potencial de accion es distinta
dependiendo de la zona del corazon, es bajo en la zona central de nodo

senoauricular pero alta los ventriculos (Boyett et al., 2003; Saffitz et al., 1997).

2.4.2 Propiedades activas de la membrana

Si la corriente que se inyecta a la célula produce un cambio de voltaje con la
suficiente intensidad para producir un flujo de iones a través de los canales idnicos,
se generara un potencial de accion, el cual funciona como una sefial que se
propagara a la siguiente célula como mecanismo de transmision de informacion.
Recordando que en el corazdn los potenciales de accion se originan en el nodo
senoauricular y se propagan hacia el nodo auriculoventricular provocando la
contraccion de las células, podemos utilizar la teoria del cable para estudiar la

conduccion, considerando las siguientes suposiciones:
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e Las células estan ordenadas en columna con una baja resistencia del
citoplasma, una membrana con una resistencia alta y conexiones de baja
resistencia donde las células se encuentran en sus extremos y a los lados.

e La columna es cilindrica y sin complicaciones por invaginaciones de la
membrana o consideraciones en tres dimensiones.

e La resistencia longitudinal y la resistencia de la membrana son 6hmicas para
pequefios cambios en 1;,, ademas, el flujo de corriente longitudinal es
uniforme y las corrientes radiales son despreciables.

e El capacitor de la membrana es perfecto y uniforme.

e EI volumen de la solucién extracelular es tan grande que la resistencia

externa es despreciable.

Con estas premisas, se puede considerar un comportamiento 6hmico de la
membrana. Por lo tanto, la ecuacion del cable asumiendo que la resistencia externa

(r,) es pequefia, es:

. 19%Vy, Vin
10) lm = T_i_axz = Z-l_ Cm

Vi
at

Donde i, es el flujo de corriente a través de la membrana de una unidad de
longitud del cable, r; es la resistencia longitudinal interna, V;,, es el voltaje

transmembranal, 7, es la resistencia de la membranay c,, es la capacitancia de la
membrana (Cole & Curtis, 1939).

Las propiedades de conduccion de los tejidos cardiacos funcionalmente
dependen de las corrientes idnicas, de las propiedades pasivas que determinan la
distribucion espacial de las resistencias citoplasmicas y resistencias al flujo de
corriente (uniones comunicantes), el tamafio, la forma de los miocitos y factores que
determinan la union entre células, incluyendo el tamafio, nimero y la distribucion

tridimensional de las uniones comunicantes (Boyett et al., 2003).

En cada region del corazén, la morfologia del potencial de accion es distinta,
y también es un factor que determina la velocidad de propagacion. Entre mayor
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amplitud del potencial de accion y mayor velocidad méaxima de despolarizacion (Z—Z),

mayor sera la velocidad de conduccién, ya que entre mayor sea la maxima velocidad
de despolarizacion, las células se activardn con mayor rapidez provocando un
aumento en la velocidad de propagacion (Weidmann, 1955). Esto es, la amplitud
del potencial de accion es igual a la diferencia de potencial entre la célula totalmente
despolarizada y la que no estd despolarizada. La magnitud de la corriente es
proporcional a esta diferencia de potencial. Entonces, entre mayor diferencia de
potencial entre la célula despolarizada y la que esta en reposo (mayor magnitud del
PA), més eficaz sera el estimulo local que despolarizara la célula y mas rapidamente
se propagara la onda de despolarizacion a través del tejido. La distancia que recorre
un potencial de accion entre el tiempo que tarda en recorrerla se le llama velocidad
de conduccién o de propagacion. La velocidad de conduccion depende del tipo de
células, de las propiedades pasivas y de la velocidad méaxima de despolarizacion
(Harry A. Fozzard, 1991).

Por otro lado, la velocidad maxima de despolarizacién es una medida indirecta

de la corriente i6nica que se produce en la fase 0 del potencial de accion.

Usando la regla de la cadena se puede demostrar que

av av dx av
1) —= —==—
dt dx dt dx

2 2
12) 2 =2 =

2%V, 1 ,0%V,
e =57 o)

13)

Si combinamos la ecuacion del cable (ecuacién 7) con la ecuacion 13,

tenemos:
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1% . L. . 2
Ya que r—m es la corriente ionica, la ecuacion 14 llega a ser:
m

1 d%Vm dVi,

1 )riez dtz Cm dt +liénica

Si consideramos que V., €s la velocidad maxima de ascenso de la fase 0,
. dVim . d?Viy, .
esto es la maxima — entonces, la segunda derivada, que es —2 enese instante

se hace 0y la ecuacion se convierte en
16) Vmax — liocnica
m

Es decir, la maxima derivada del potencial de accion nos da una medida de la

corriente idnica en esa fase.

Con respecto al nodo senoauricular, la conexion entre células (acoplamiento
eléctrico) es menor en comparacion con el masculo auricular y en la zona periférica
del nodo (Boyett et al., 2003). Esto explicaria porque la velocidad de conduccién del
potencial de accion es bajo en la zona central pero alta en la periferiay en la auricula
(Boyett et al., 2003). Ademas, en el centro del nodo SA, las células son pequefas,
estan entrelazadas, y estan orientadas en direccién perpendicular a la crista
terminalis (Saffitz et al., 1997). En contraste, en la periferia del nodo senoauricular
y en el musculo auricular, las células estan orientadas en direccion paralela a la
crista terminalis. Lo anterior en conjunto con la expresion de conexinas, podria
ayudar a explicar el patrén de conduccién del potencial de accién. La conduccion
del nodo senoauricular que se ha medido en raton es de 0.03 m/s (Verheijck et al.,
2001).

Por otro lado, se ha reportado que la velocidad de propagacion a traves del
nodo auriculoventricular es lenta y tiene un valor aproximado de 0.02 a 0.05 m/s 'y
se ha sugerido que la velocidad de propagacion lenta puede deberse a una
resistencia intracelular grande a lo largo de la via de conduccion (Hoffman et al.,
1959).
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Cualquier alteraciéon en la generacién, morfologia y/o propagacion de la
actividad eléctrica en el corazdén podrian producir arritmias cardiacas. Cabe
mencionar que la propagacion del nodo senoauricular al nodo auriculoventricular
permite disminuir el paso de fibrilacion auricular hacia los ventriculos, disminuyendo
la probabilidad de fibrilacién ventricular que puede causar arritmias mortales. Se
sabe que las arritmias mortales pueden presentarse en enfermedades como
insuficiencia cardiaca, hipertension arterial y diabetes mellitus (Kittnar, 2015;
Shimoni et al., 1994; Torres-Jacome et al., 2013).

2.5 Excitabilidad

Las células que tienen la capacidad de generar un potencial de accion se les
conoce como células excitables. Se entiende excitabilidad como la capacidad de las
células de generar una respuesta debido a un estimulo eléctrico, mecanico o
quimico(Harry A. Fozzard, 1991). Las células cardiacas son células excitables y la
respuesta que generan (es decir, el potencial de accién) es distinto en cada una
(Grant, 2009). Generalmente se describen dos tipos de potenciales de accién, los
potenciales de accién rapidos y los potenciales de accion lentos, los cuales se
dividen en fases para su estudio. Cada fase del potencial de accién esta dada por
la participacion de distintas corrientes ionicas (Grant, 2009; Nerbonne & Kass,
2005), sin embargo, a continuacién, se describen de forma general las que

participan mayormente en cada fase.

En los potenciales de accion rapidos, la fase 4 corresponde a un potencial
estable (también se le conoce como potencial de membrana en reposo) a -80 mV,
la fase 0 es la despolarizacion rapida que esta dada por una corriente de sodio. La
fase 1 es la repolarizacion rapida y esta dada por una corriente saliente de potasio,
la fase 2 0 meseta esta dada por una corriente entrante de calcio y por ultimo la fase

3 es la repolarizacion lenta y se produce por corrientes de potasio (Grant, 2009).
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El potencial de accién lento (caracteristico de células marcapaso) tiene un
potencial diastdlico maximo de -60 a -50 mV, presenta una pendiente de
despolarizacion lenta en la fase 4 determinada principalmente por la corriente If, que
se activa a voltajes hiperpolarizantes, no presenta fase 1, no tiene meseta y en la
fase 3 se encuentran corrientes salientes de potasio, como lks, Ik € lkur que
repolarizan hasta regresar al potencial diastélico maximo (Boyett et al., 2000; Grant,
2009).

2.5.1 Potencial de accion marcapaso de nodo senoauricular de raton

En el nodo senoauricular de raton mediante la técnica de microelectrodos
convencionales se han encontrado distintas morfologias de potenciales de accién y
se han clasificado en tres tipos 1) los marcapaso verdaderos (figura 4a y b), 2) los
secundarios o transicionales (figura 4c y d) y 3) los tipo auriculares (figura 4e)
(Golovko et al., 2015).

a omv dv/dtyax

)

-50 mVv

SUAUAN

Figura 4. Preparacion multicelular del NSA de ratén. La auricula derecha fue cortada para
exponer la crista terminalis (CT), el septum interauricular (IAS), la vena cava superior (SVC),
vena cava inferior (IVC) y la arteria del NSA (SAN arteria). Potenciales de accién verdaderos
(asterisco rosa), marcapasos latente (cuadrados verdes) y tipo auriculares (cuadrados azules).
Tomada de (Golovko, et al., 2015).
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El primer tipo de potenciales de accién son los dominantes y los que presentan
la menor velocidad maxima de despolarizacion (<7 V/s), una pendiente de
despolarizacion diastdlica aproximadamente de 0.13 V/s y la mayor duracion de la
repolarizacién al 90% (figura 4a y b). Alrededor de la zona primaria del nodo
senoauricular se encuentran las células secundarias o latentes, también
denominada zona transicional, son células con caracteristicas de verdaderas y tipo
auriculares, tienen una menor pendiente de despolarizacion diastolica, una mayor
velocidad méxima de despolarizacion y una menor duracion de la repolarizacion al
90% en comparacion con las verdaderas (figura 4c y d). En esta zona también se
pueden encontrar células con actividad eléctrica parecida a una célula auricular, las
cuales tienen una pendiente de despolarizacion diastélica igual a cero (es decir,
potencial de membrana en reposo constante) (figura 4e) (Golovko et al., 2015). En
la tabla 1 se encuentran las caracteristicas electrofisiolégicas de los potenciales de

accion reportados por Golovko en 2015.

. Verdaderos Latentes Tipo auriculares
Parametros (figuraday b) (figuradcy d) (figura 4e)
Potengal Diastolico 5545 62 +8 79+ 4
Maximo (mV)
Amplitud del PA (mV) 52+5 66 £ 12 96 +4
Velocidad maxima de a4l 27 + 16 110£6

despolarizacion (V/s)

Voltaje umbral (mV) 42+ 6 -53+ 10 -79+4
DRPA20% (ms) 42+ 8 24 +11 71
DRPA50% (ms) 59+9 47 +10 143
DRPA90% (ms) 86+ 11 76+9 46 + 13

Pendiente de
despolarizacion lenta 0.13+0.03 0.09 £ 0.03 0

(VIs)

Tabla 1. Caracteristicas electrofisiolégicas del potencial de accion marcapasos del nodo
senoauricular de raton. Modificada de (Arroyo-Carmona, 2016; Golovko et al., 2015).
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2.5.2 Potencial de accidon marcapaso de nodo auriculoventricular de raton

Se ha descrito en ratdn que los potenciales de accién de NAV tienen un
potencial diastolico menor que los reportados para NSA de raton, la corriente idnica
responsable de la pendiente de despolarizacion lenta (Ir) se encuentra en menor
densidad y la velocidad maxima de despolarizacion de la fase 0 del potencial de
accion es mayor en comparacion con el NSA. En la tabla 2 se muestran los
siguientes parametros electrofisiolégicos reportados para las células del nodo
compacto de raton (Marger et al., 2011).

Parametros n =8 células
Potencial Sistélico Maximo 40 mV

Potencial Diastélico Maximo -57+1mV
Amplitud del Potencial de Accién 91 £7 mV
Velocidad Maxima de Despolarizacion 13+3 Vs
Voltaje Umbral 412 mV

Pendiente de Despolarizacion Diastélica 0.05+0.01V/s

Frecuencia de disparo 173 + 27 eventos/min

Tabla 2. Caracteristicas electrofisioldgicas del potencial de accién marcapasos del nodo
auriculoventricular de ratén. Modificada de (Marger et al., 2011).

Figura 5. Potenciales de accion de nodo auriculoventricular de ratdn. Se muestran potenciales
de accion caracteristicos de nodo auriculoventricular. Modificada de (Marger, et al., 2011).
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2.6 Diabetes mellitus

La Diabetes Mellitus (DM) es un desorden metabdlico caracterizado por una
concentracion de glucosa en sangre mayor a 126 mg/dL en ayuno en el humano,
con alteraciones en el metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas, resultado
de una defecto en la secrecion de insulina, en su mecanismo de accion, o en ambas
(Alberti et al., 1998; Sonne & Hemmingsen, 2017).

Esta patologia puede clasificarse de forma general en las siguientes
categorias (Sonne & Hemmingsen, 2017):

a) DM Tipo 1: es causada por un problema autoinmune que resulta en la
destruccion de células B-pancreaticas y, como consecuencia, una completa
deficiencia de insulina.

b) DM Tipo 2: se debe a una produccion inadecuada de insulina o a la
incapacidad del organismo para responder a dicha hormona (resistencia a la
insulina).

c) DM Gestacional: hiperglucemia diagnosticada en el segundo o tercer
trimestre de embarazo, que no fue claramente diabetes antes de la gestacion.

d) Diabetes de distintas etiologias: causada por otras enfermedades, por
ejemplo, enfermedad de pancreas exocrino (fibrosis quistica) o diabetes inducida

por sustancias quimicas o farmacos.

Para diagnosticar la DM se requiere que se cumpla uno o mas de los siguientes
criterios enlistados en la tabla 1 (ADA, 2018; Alberti et al.,, 1998; Sonne &
Hemmingsen, 2017). Los signos y sintomas frecuentes son poliuria, polidipsia,
pérdida de peso, fatiga, debilidad, vision borrosa, infecciones superficiales

frecuentes y mala cicatrizacion de heridas (Assoc, 2014; Harrison et al., 2015).

Por otro lado, se ha planteado que el sedentarismo y el sobrepeso son factores
de riesgo para que una persona desarrolle DM (Mokdad et al., 2003). La
Organizacion Mundial de la Salud, ha reportado que el nimero de personas con

diabetes en todo el mundo aument6é de 108 millones en 1980 a 422 millones en
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2014. Con respecto a la DM en México, el 14 % de todas las muertes a nivel nacional
son causadas por diabetes. De toda la poblacibn mexicana, la prevalencia de
diabetes es del 10.4 %, de factores de riesgo como la obesidad es del 27.6 % y de
inactividad fisica es del 25.4 % (OMS, 2016).

La DMT1 es causada por una deficiencia absoluta de insulina debido a una
destruccion de las células B-pancreaticas por autoanticuerpos contra células B de
los islotes de Langerhans, la descarboxilasa de acido glutamico (GADG65), la
insulina, la tirosina fosfatasa IA-2 y IA-2b y el transportador de zinc (ZnT8). La DMT1
se comprueba con la presencia de uno o mas de estos autoanticuerpos (Sonne &

Hemmingsen, 2017).

Criterios para el diagnostico de diabetes mellitus

Glucosa en plasma 2126 mg/dL  Ayuno esta definido como la ingesta no
en ayuno (7.0 mmol/L)  caldrica por al menos 8 horas.

Glucosa en plasma

La prueba debe ser realizada como lo describe
tras 2 horas durante

la OMS, usando una carga de glucosa que

una prueba de = 200 mg/dL .
P : g contenga el equivalente de 75 gramos de
tolerancia a la . .
glucosa anhidra disuelta en agua
glucosa

La prueba deberia ser realizada en un
laboratorio usando un método que esta
L, = 48 mmol/mol . , ;
Fraccion A1C (6.5 %) certificado por él Programa Nacional de
A Estandarizacion de Glucohemoglobina
(NGSP, por sus siglas en inglés)

>211.1mmol/L En un paciente con sintomas clasicos de

Glucosa al azar (200 mg/dL) hiperglucemia o crisis de hiperglucemia

Tabla 3. Criterios para el diagnostico de diabetes mellitus. Se especifican los criterios
determinados por la Asociacion Americana de Diabetes y la Federacion Internacional de
Diabetes para el diagnostico de diabetes mellitus Modificada de (Sonne & Hemmingsen,
2017).
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2.6.1 Diabetes experimental

Un modelo de diabetes mellitus es el inducido por estreptozotocina (STZ). La
STZ es un antibiético que destruye las células beta-pancreéticas en diversas
especies, como en raton y rata, provocando la falta total de produccion de insulina,
por lo que la diabetes inducida por STZ se considera como DMT1 experimental.
Estos modelos presentan un cuadro clinico parecido al humano. Por ejemplo, en
ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina se observé el efecto de la diabetes
a largo plazo, 22 semanas, encontrando que la ganancia de peso corporal se ve
disminuida y la concentracidon de glucosa en sangre se ve aumentada (ADA, 2018;
Howarth et al., 2005).

Por otro lado, Arroyo-Carmona y colaboradores en 2016 caracterizaron el
modelo de DMT1 experimental en ratdén a las 10 semanas de haberse inducido con
STZ sin darle un tratamiento con insulina, encontrando un aumento en la
concentracion de glucosa en sangre, una disminucion de insulina, aumento de la
concentracion en sangre de colesterol, triglicéridos, LDL-c y una disminucion en
HDL-c, todos los parametros con respecto al control. Ademas, en los ratones
diabéticos aumento la ingesta de agua, comida, asi como las heces y la orina
excretada, por lo que se concluy6 que presentaba los signos tipicos de la diabetes,
poliuria, polidipsia y polifagia (Arroyo-Carmona et al., 2016; Furman, 2015).
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3. Antecedentes

3.1 Alteraciones en corazén por la diabetes mellitus

La DM produce alteraciones en el sistema cardiovascular, por ejemplo, se ha
reportado que las personas diabéticas presentan el doble de riesgo de padecer
enfermedad cardiovascular que las personas que no tienen diabetes (Kannel &
McGee, 1979; Resnick & Howard, 2002). De acuerdo con la Federacion
Internacional de Diabetes, de cada 1000 personas con diabetes tipo 1, cinco mueren
por enfermedad cardiovascular anualmente, mientras que de cada 1000 personas
con diabetes tipo 2, mueren 27 en un afio (International Diabetes Federation, 2017).

Las alteraciones en la actividad eléctrica que se ha encontrado generalmente
en pacientes diabéticos son aumento en la frecuencia cardiaca, acortamiento del
complejo QRS, disminucién del intervalo RR, disminucién de la variabilidad de la
frecuencia cardiaca y alargamiento del intervalo QT, aunque también se ha
reportado acortamiento de este intervalo en pacientes diabéticos con neuropatia
autondmica cardiaca, mientras que el alargamiento del intervalo se encontré en

pacientes diabéticos sin neuropatia (Kittnar, 2015; Malpas & Maling, 1990).

Asimismo, se han estudiado las alteraciones que produce la diabetes mellitus
en la actividad eléctrica en modelos animales. Por ejemplo, en ratas administradas
con estreptozotocina se report6 el efecto que produce la patologia a corto y largo
plazo (30 dias y 22 semanas después de la administracion de STZ,
respectivamente) en el electrocardiograma y se encontré una disminucion en la
frecuencia cardiaca, un aumento en el intervalo QT, una disminucion en la
variabilidad de la frecuencia cardiaca y una tendencia a un aumento del intervalo
PQ, asi como también una disminucion en la actividad fisica y disminucion en la
temperatura corporal. Estos resultados se le atribuyen a la patologia de la DM, ya
que la administracion de insulina a las ratas diabéticas provoco una tendencia a la

recuperacion de los parametros mencionados (Howarth et al., 2005).
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Arroyo-Carmona y cols. (2016) demostraron que la variabilidad en la
frecuencia cardiaca de ratones diabéticos se ve aumentada en comparacion con los
ratones control. Ademas, se encontraron arritmias supraventriculares en ratones
diabéticos, como P mellada, inversion de la onda P. Se ha propuesto que los
cambios en la actividad eléctrica son debidos a alteraciones en la morfologia de los
potenciales de accion, y que dichos cambios son debidos a alteracion en la densidad
de las corrientes idnicas. Por ejemplo, se reportdé una disminucion de las corrientes
[(to,fast) , I(toslow) € l(kslow) €N Miocitos ventriculares de raton y de conejo (Torres-
Jacome et al., 2013).

En el laboratorio de Fisiopatologia Cardiovascular del Instituto de Fisiologia de
la BUAP se ha encontrado al registrar electrocardiograma in vivo a ratones con 10
semanas de induccion de diabetes mellitus que la frecuencia cardiaca no cambia;
sin embargo, al estudiar el tejido de nodo senoauricular aislado la frecuencia de
disparo espontanea aumenta en ratones diabéticos con respecto a los controles

(Arroyo-Carmona, 2016).

Una posible explicacion a este suceso es una disminucion de velocidad de
conduccién en la propagacion del potencial de accién, como encontré Medel-Cajica
en 2015, la velocidad de conduccién desde nodo senoauricular a nodo
auriculoventricular disminuyd en ratones diabéticos casi 3 veces, encontrandose
valores de 178 cm/s para diabéticos y en ratones controles de 500 cm/s (Medel-
Cajica, 2015). Para explicar el aumento de la frecuencia de disparo espontanea de
nodo senoauricular se estudio su excitabilidad. No se encontraron cambios en los
valores de resistencia de entrada, pero al realizar la gréfica de excitabilidad se
encontré que al mismo valor de resistencia de entrada se requeria menor corriente

umbral para despolarizar a las células de ratones diabéticos (Medel-Cajica, 2015).

En el modelo de diabetes mellitus experimental en ratén CD-1 desarrollado y
caracterizado en el laboratorio de Fisiopatologia Cardiovascular del Instituto de
Fisiologia, se han encontrado arritmias supraventriculares al registrar

electrocardiogramas en ratones diabéticos después de 10 semanas de haberse
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inducido la patologia, lo que es equivalente a que una persona haya pasado entre
5y 7 afos con la patologia sin tratamiento de insulina (Arroyo-Carmona, 2016). Se
ha propuesto que existen arritmias que se generan en el nodo senoauricular y se

propagan hacia los ventriculos.
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4. Justificacion

La diabetes mellitus provoca alteraciones eléctricas en el corazon, las cuales
son debidas a cambios en el metabolismo de la célulay a la falta de insulina (Torres-
Jacome et al., 2013). Se ha encontrado en el modelo de diabetes mellitus en raton
administrado con estreptozotocina que la frecuencia cardiaca in vivo no se ve
alterada, pero al registrar el nodo senoauricular aislado se encontro después de 10
semanas de haberse inducido la patologia que la frecuencia de disparo espontanea
es mayor en los ratones diabéticos que en los controles, lo cual seria contradictorio
(Arroyo-Carmona, 2016). Para encontrar una explicacion a esto es necesario
estudiar la velocidad de propagacion desde el nodo senoauricular hasta el nodo
auriculoventricular y los cambios en las propiedades pasivas del marcapasos

principal.

5. Planteamiento del problema

Aln se desconocen los mecanismos por los cuales se generan arritmias
debido a las alteraciones producidas en el sistema de conduccién por la diabetes
mellitus en etapas cronicas, es decir, después de 10 afios de evolucién de la
enfermedad, por lo que se requiere estudiar el nodo senoauricular o marcapasos
principal y la velocidad de propagacion en una etapa crénica.

Esto es, 20 semanas después de haberse inducido diabetes mellitus con
estreptozotocina en ratones macho CD-1 es equiparable a que un adulto haya
pasado aproximadamente 15 afios con la patologia sin tratamiento de insulina
(Dutta & Sengupta, 2016), lo cual nos proporciona un modelo de diabetes mellitus

tipo 1 en condicién crénica.
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6.

Hipotesis Cientifica

La diabetes mellitus cronica induce cambios en la excitabilidad del marcapasos

principal del corazén y modifica la velocidad de conduccion entre el nodo

senoauricular y nodo auriculoventricular en ratones con 20 semanas de evolucién

de diabetes mellitus.

7.

7.1

Objetivos

Objetivo General

Determinar los cambios en la actividad eléctrica del corazén en ratones con 20

semanas de evolucién de diabetes mellitus.

7.2

Objetivos Particulares

Determinar los cambios en la excitabilidad del nodo senoauricular de raton
con 20 semanas de evolucibn de diabetes mellitus en preparacion

multicelular.

Medir la velocidad de conduccion entre el nodo senoauricular y el nodo
auriculoventricular en raton con 20 semanas de evolucion de diabetes
mellitus en preparacion multicelular con la técnica de microelectrodos

convencionales.
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8. Material y métodos
8.1 Induccién de diabetes experimental (modelo animal)

Se utilizaron ratones machos de la cepa CD-1 con ocho semanas de edad los
cuales se mantuvieron con un ciclo luz-oscuridad 12:12 (7:00 am-7:00 pm), se les
permitid el acceso libre al alimento (Laboratory Autoclavable Rodent Diet 5010) y
agua. Una semana antes de la induccion de diabetes mellitus, se les dio electrolitos
suplementados con 10% de azucar (NaCl 3.5 g/L, KCI 1.5 g/L, NasCsHs07 + H20
2.9g/L y Glucosa 100 g/L) para prevenir un choque hipoglucémico debido a la
administracion de estreptozotocina (Lenzen, 2008). Cuatro horas antes de la
administracion, se les retiré el alimento. Se les administré una sola dosis de 120
mg/kg via intraperitoneal de estreptozotocina (STZ) disuelta en solucién salina
isotonica con un pH de 7.4. Todo el procedimiento se hizo en oscuridad total.
Después de la administracion, se les mantuvo con electrolitos suplementados con
10% de glucosa durante una semana y las semanas posteriores (hasta la semana
20) se les dio de beber electrolitos suplementados con 2% de glucosa para disminuir

la mortalidad (Arroyo-Carmona, 2016).

8.2 Registro de electrocardiograma (ECG)

A la semana 20 posterior a la induccion de diabetes mellitus los animales
fueron anestesiados con pentobarbital sédico a una dosis de 25 mg/kg de peso via
intraperitoneal. Después de confirmarse la pérdida de reflejo se procedio6 a insertar
tres electrodos en configuracién de derivacion | (DI), uno por delante del esternon a
la altura del segundo espacio intercostal derecho (electrodo positivo), otro a la altura
del segundo espacio intercostal del lado izquierdo (electrodo negativo) y el dltimo
en la pata trasera izquierda (tierra). El registro se grabo a una frecuencia de captura
de 10 Khz y la sefal fue amplificada 70x para su posterior analisis en el programa
pClamp 10.2. Del registro obtenido se midié la duracién de todo el ECG, el intervalo

PR y se determind la frecuencia cardiaca con la formula:
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1
(RR)

16) Frecuencia = ( ) * 60000

Donde RR es el intervalo entre ondas R expresado en milisegundos y la

frecuencia esta expresada en latidos por minuto.

8.3 Preparacion multicelular de nodo senoauricular y nodo auriculoventricular
para registro electrofisiologico

Después de registrar el electrocardiograma, se procedio a extraer el corazén
y se lavd en un sistema Langendorff para quitar el remanente de sangre.
Posteriormente se diseccion6 el nodo senoauricular y nodo auriculoventricular como

se describe a continuacion.

El corazén se coloco en una placa de petri con base sylgard la cual contuvo
solucion TYRODE a una temperatura de 4 °C gaseada con carbdgeno (95% Oz y
5% COz2). Se cort6 el apex para exponer las cavidades de los ventriculos, se ubico
la pared libre del ventriculo derecho y se cort6 por la mitad hasta atravesar la valvula
tricuspide y llegar a la cavidad de la auricula derecha. Se cortd por la mitad, se
abrieron las venas cavas superior e inferior y seno coronario desde su
desembocadura para exponer ambos nodos. Se cortaron los restos de ventriculo
izquierdo, auricula izquierda y ventriculo derecho, dejando intacto el nodo

senoauricular y nodo auriculoventricular.

El tejido se mont6 en una camara de acrilico para registro multicelular de tejido
aislado con base sylgard®. Se dej6 reposar el tejido una hora antes de comenzar el
experimento y la preparacion fue perfundida con solucion TYRODE a un flujo de 3

mL/min a temperatura constante de 36 °C y gaseada con carbdgeno.

Los potenciales de accién se registraron del lado del endocardio. Se utilizaron
micropipetas con una resistencia de 20 a 40 MQ elaborados con tubos capilares de
borosilicato en un estirador de pipetas vertical modelo 700c David Kopf
Instruments®. Los microelectrodos fueron llenados con KCI 3M y se les introdujo un

electrodo de plata conectado a un amplificador Duo 773 Electrometer, WPI®, el
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amplificador estuvo conectado a un osciloscopio GSD-1054B Series WG INSTEK®
para la visualizacion de los potenciales de accion y acoplado a una computadora
para el almacenamiento de la sefial a una frecuencia de captura de 10 Khz. Cada
uno de los sitios donde se registraron potenciales de accion se marcoé en una

fotografia de la preparacion.

8.4 Clasificacion y caracterizacion de la actividad eléctrica del nodo
senoauricular

De los 27 ratones control, sélo se tomaron en cuenta para este trabajo 28
células de 9 tejidos distintos, mientras que de los 7 ratones diabéticos sélo se
tomaron en cuenta 29 células de 5 tejidos distintos. De cada célula se registraron
los potenciales de accién y fueron descartadas aquellas a las que no se les pudo

realizar el protocolo de resistencia de entrada.

Para la clasificacion electrofisiolégica de los potenciales de accién del nodo
senoauricular primero se midieron los siguientes parametros (Arroyo-Carmona,
2016; Golovko et al., 2015; Verheijck et al., 2001):

e Pendiente de despolarizacion diastolica

e Potencial diastolico maximo

e Voltaje umbral

e Sobretiro

e Amplitud

e Velocidad maxima de despolarizacion

e Duracion al 10% de la repolarizacién (DR10%)
e Duracion al 30% de la repolarizacion (DR30%)
e Duracion al 90% de la repolarizacion (DR90%)

e Frecuencia de disparo

Debido a que la actividad eléctrica del nodo senoauricular es heterogénea
(Kodama & Boyett, 1985; Verheijck et al., 2001), se realizaron grafica de distribucion
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de frecuencias de cada uno de los parametros medidos en el potencial de accién

para encontrar una separacion en distintas poblaciones.

De la distribucion de frecuencias de la velocidad maxima de despolarizacion
en condicion control, los 28 potenciales de accion se agruparon tres poblaciones de
potenciales de accidn, de los cuales 8 potenciales de accién tuvieron una velocidad
maxima de despolarizaciéon < 50V/s y se les denominé tipo 1, 6 potenciales de
accion con una velocidad maxima de despolarizacién > 50 V/sy < 100 V/s y se les
denomind tipo 2, y 14 potenciales de accién con una velocidad maxima de
despolarizacién > 100 V/s que se les denomind tipo 3. Se realiz6 el mismo
procedimiento en condicion de diabetes mellitus para la clasificacion de las
poblaciones de potenciales de accion, encontrandose tres poblaciones de los 29

potenciales de accion.

Cada pardmetro medido en las tres poblaciones de potenciales de accion en
condicion control fue comparado con el grupo de diabetes mellitus mediante una

prueba t de student con una p<0.05.

8.5 Excitabilidad del nodo senoauricular

Para determinar la excitabilidad de la célula, primero fue necesario calcular la

resistencia de entrada y el voltaje umbral de las células del nodo senoauricular.

Previo al registro de potenciales de accion, se midi6 la resistencia del
microelectrodo dentro de la solucion TYRODE. Para esto, se inyecté una corriente
para determinar la resistencia del electrodo a través de la prueba ERT (Electrode
Resistance Test) del amplificador (Duo 773 Electrometer, WPI®) que, segln las
especificaciones del proveedor, el aparato esta calibrado para producir un cambio

de voltaje de 100 mV por cada nanoamper inyectado a través del microelectrodo.

Mientras se registraron los potenciales de accién en la zona central del nodo
seonauricular se aplicaron 6 pulsos de corriente (0.1nA, 0.2nA, 0.3nA, -0.3nA, -

0.2nA, -0.1nA) de una duracién de 9 ms con un estimulador (GRASSS11®) y a una
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frecuencia de estimulacion mayor que la frecuencia de disparo espontanea del
marcapaso. Se midié la amplitud del electrotono en el potencial diastélico maximo y
se grafico con su respectivo valor de corriente. Con estos valores se realizé un

ajuste a una linea recta para encontrar la ecuacion
17)y=mx+b

donde los términos corresponden a y=voltaje, x= corriente y m= resistencia

total.

Al valor de resistencia total se le resto el valor de resistencia del microelectrodo
para obtener el valor de resistencia de entrada de la célula. Esta operacion se puede
realizar ya que el electrodo de registro esta conectado en serie con la célula. Los
valores de resistencia de entrada se separaron de acuerdo con el tipo de potencial

de accién (tipo 1, 2 o 3).

Para calcular el voltaje umbral se derivo el voltaje con respecto al tiempo el
registro de potencial de accion y se encontrd el tiempo en el cual el valor de la
derivada cambi6é desde O hasta que un valor mayor o igual a 3 veces el valor
anterior. El voltaje del potencial de accion que se encuentre a ese mismo tiempo se

le consideré como voltaje umbral.

Teniendo los valores de resistencia de entrada y voltaje umbral, se calculé la

corriente umbral utilizando la Ley de Ohm:
18) V = RI

Los valores de corriente umbral se graficaron en funcion de su respectivo valor

de resistencia de entrada y se hizo encontro la ecuacion que se ajusta a la grafica

19)y = a * xP

donde y= corriente, x=resistencia de entrada y a=voltaje umbral.
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Después se compararon las graficas de ratones control y diabéticos. Por
altimo, se compararon los valores de resistencia de entrada, corriente umbral y

voltaje umbral entre ambos grupos.

8.6 Velocidad de conduccion entre el nodo senoauricular y el nodo
auriculoventricular

Se insertd un microelectrodo en el nodo senoauricular y un segundo
microelectrodo en el nodo auriculoventricular. Los potenciales de accion de ambos
nodos se grabaron a través de dos canales simultineamente. Los datos fueron
almacenados en una computadora con el programa ADQ_SIGN a una frecuencia

de captura de 10 kHz.

Para medir la distancia en la cAmara de acrilico se colocé un pedazo de papel
milimétrico junto a la preparacion multicelular como referencia entre ambos puntos
de registro. En una fotografia se marcaron las zonas en las que se registraron los
potenciales de accién y mediante el programa ImageJ® se calculé la distancia. Con
el programa Clampfit 10.2®, se midi6 el tiempo de retardo entre la aparicion de un
potencial de accion del nodo senoauricular y el potencial de accién acoplado del
nodo auriculoventricular. Con estos datos fue posible calcular la velocidad de

conduccidn utilizando la férmula:
20)V ==

Los potenciales de accién que no se encontraban acoplados o que el registro no

fuera estable se descartaron.

Se realiz6 una prueba t de student con el programa Origin 9.2® entre ambos grupos

de datos.
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8.7 Analisis estadistico

Todos los resultados de los experimentos son expresados como el valor
medio * error estandar.

Para la comparacion de los valores encontrados se uso la prueba t de student
para datos no pareados. Las diferencias fueron consideradas como significativas
con una p<0.05.
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9. Resultados

9.1 Diabetes mellitus experimental

La presencia de diabetes mellitus se confirm6 mediante la prueba de glucosa
en ayuno como lo indica la Asociacion Americana de Diabetes y la Federacion
Internacional de Diabetes (ADA, 2018; Cho et al., 2018). El dia del experimento se
midio la glucemia con un glucometro ACCU-CHEK Performa, en ratones controles

fue de 193 + 37 mg/dL mientras que en ratones diabéticos fue de 580 + 34 mg/dL
(figura 6A).

A) B)
—u— Control n= 27
504 —v— Diabético n=7
600
451 FRT XA
s 5 ;-;-i-i-i-;-i-i-i-%-ﬁ#H
5400- \8/40' \ §'i'i' % ?****?*f TT
g . % ¥¢ o ;Hﬁ’T‘T’T‘{ {%}‘T\* /I
E 35 TYyyY ﬂ
O 200+

30+

Control Diabético Semanas

Figura 6. Efecto de la estreptozotocina en la concentracién de glucosa en sangre y el peso
corporal. Se muestra en A) un aumento significativo de la glucemia y en B) un peso menor
durante las 20 semanas de evoluciéon en ratones administrados con estreptozotocina. *
estadisticamente significativo con respecto al control.

Ademas, a partir de la primera semana después de la administracion de
estreptozotocina se observo que los ratones presentaron los signos clinicos de una
persona diabética, como lo son poliuria y polidipsia (datos reportados por Arroyo-
Carmona, 2016). También presentaron un bajo peso corporal en comparacion con
los ratones control. Se hizo un seguimiento de peso semanal y se encontrd que los

ratones diabéticos presentan un bajo peso a partir de la tercera semana,
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manteniéndose con un peso menor que los ratones control hasta la semana de

experimento, sin disminuir su peso (figura 6B).

9.2 Andlisis del electrocardiograma

En la figura 7 se muestra un electrocardiograma caracteristico de ratones
control (negro, n=25) y de ratones diabéticos (azul, n=7). Se encontré que la
frecuencia cardiaca de ratones controles fue de 412 + 1.4 latidos por minutos
mientras que en ratones diabéticos fue de 421 + 2.5, siendo mayor estadisticamente
respecto a los controles. La duracion del ECG fue de 92 £+ 6 ms y de 94 £ 5, en
control y diabético respectivamente, pero no se encontré diferencia significativa. Sin
embargo, como medida de la velocidad de propagacion en todo el corazon in vivo
se midi6 el intervalo PR y se encontré6 un aumento del 14% en la duracién en
comparacion con ratones control (38 £ 3.7 ms en control y 43.5 £ 3 ms en ratones

diabéticos, t de student p<0.05, media + error estandar).

Intervalo

PR R

P

Figura 7. Registro de ECG de ratén. Intervalo PR indicado con las lineas punteadas rojas,
coinciden con el inicio en la onda P y el inicio de la onda R en condiciones control (negro),
pero existe un alargamiento del intervalo en ratones diabéticos (azul).
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9.3 Clasificacion y caracterizacion de la actividad eléctrica de nodo senoauricular
en condicion control
La actividad eléctrica del nodo senoauricular que se encontré fue heterogénea

y los potenciales se clasificaron en tres poblaciones de acuerdo con la velocidad
maxima de despolarizacion (figura 8).
I Tipo 1 n=8

g- [ Tipo 2 n=6
B Tipo 3 n=14

0 20 40 60 8IO 1(I)O 120 140
Velocidad Maxima de Despolarizacion (V/s)

25 ms — Tipo 1 n=8
—— Tipo 2 n=6

20 mV .
- Tipo 3 n=14

Figura 8. Poblaciones de potenciales de accion de nodo senoauricular en condicién control.
Los potenciales de accién se agrupan en tres poblaciones de acuerdo con este parametro,
tipo 1 (negro) con una velocidad maxima de despolarizacion <50 V/s, tipo 2 (azul) >50 y <100
V/s, tipo 3 (morado) >100 V/s. Notese la diferencia en amplitud y potencial diastélico maximo

entre las poblaciones.
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El potencial de accion de tipo 1 tiene una pendiente de despolarizacion de 20
+ 5 mV/s, un potencial diastélico maximo de -64 + 1.5 mV, sobretiro de 5 £ 2.5 mV,
una velocidad maxima de despolarizacion de 30.6 + 4.3 V/s, una amplitud de 69 +
3 mV, una duracién de la repolarizacion al 10% de 5.8 £ 0.5 ms, al 30% de 14 + 6.2
msy al 90% de 65 + 6 ms.

El tipo 2 tiene un potencial diastélico maximo (-72 £ 2 mV) y un voltaje umbral
(-68 = 2 mV) menor respecto al tipo 1, la velocidad maxima de despolarizacion (67
+ 2.6 V/s) y laamplitud (83 £ 3 mV) son mayores, estos parametros fueron diferentes

estadisticamente. En los otros parametros no se encontré diferencia significativa.

Parametro 'I;inp:os)l 'I;inp:oe)z z;:gi ‘S

Pendiente de Despolarizacion lenta (mV/s) 205 10+ 4 9+2°
Potencial Diast6lico Maximo (mV) 64+15 -72+29%  -77+0.6 9P
Voltaje umbral (mV) 59+17 -68+29 -73+0.89°F
Sobretiro (mV) 5+25 11+3 19.6 +1.7 9F

Velocidad Maxima de Despolarizacion (V/s)  30.6+4.3 67+2.69% 119+2.2°°F

Amplitud (mV) 69 +3 83+3¢° 97 +1.89F
DR10% (ms) 58+05 58+0.7 3.6+059F
DR30% (ms) 14+6.2 158=+1 14+1
DR90% (ms) 65+ 6 708 66 +1.7
Frecuencia de disparo (eventos/min) 217 £ 19 199 + 32 251 +£12

Tabla 4. Caracterizacion y clasificacién de las poblaciones de potenciales de accién en
condicién control. Se realizé una prueba t de student con una p<0.05. Q estadisticamente
significativo con respecto al tipo 1, B estadisticamente significativo con respecto al tipo 2.
Media + error estandar.
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Por ultimo, en el tipo 3 la pendiente de despolarizacion lenta (9 £ 2 mV/s) con
respecto a la poblacion tipo 1, el potencial diastélico maximo (-77 x 0.6), el voltaje
umbral (-73 £ 0.8 mV) y la duracion de la repolarizacion al 10% (3.6 + 0.5 ms) son
menores en comparacion con el tipo 1y 2, el sobretiro (19.6 + 1.7 mV), la velocidad
méaxima de despolarizacion (119 + 2.2 V/s) y la amplitud (97 + 1.8 mV) son mayores
respecto a la poblacién tipo 1 y 2. Los parametros mencionados fueron diferentes
estadisticamente mientras que en los otros parametros medidos no se encontro
diferencia significativa. En la tabla 4 se muestran los valores de todos los
parametros medidos en las tres poblaciones de potenciales de accion. En la figura
9 se muestra una fotografia con la ubicacion de los potenciales de accién
registrados en el nodo senoauricular de ratones control. La actividad eléctrica se
registré en la desembocadura de la vena cava superior delimitada por la crista
terminalis, que es el sitio donde se encuentra la zona central del nodo senoauricular
en raton (Verheijck et al., 2001).

Figura 9. Ubicacidon espacial de los 3 tipos de potenciales de accién en condicion control. En
la fotografia se muestra la preparacion de NSA de raton en condiciones control expuesta con
el lado de endocardio para el registro de potenciales de accion con la técnica de
microelectrodos convencionales. Vena cava inferior (VCI), vena cava superior (VCS), crista
terminalis (CT), auricula derecha (AD).
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9.4 Efecto de la diabetes mellitus en la actividad eléctrica del nodo senoauricular

En la condicidn de diabetes mellitus se encontraron las mismas tres
poblaciones de potenciales de accion que en condicidén control, con los siguientes

efectos:

En la poblacién tipo 1 sélo se encontr6 un aumento estadisticamente
significativo en la velocidad méaxima de despolarizacién del potencial de accion tipo
1 (30.6 £ 4.3 V/s vs 45 £+ 0.8 V/s en control y diabético respectivamente) y una
tendencia a disminuir la duracion al 90% de la repolarizacion sin ser significativa

(figura 10). Los otros parametros no fueron diferentes estadisticamente.

= Control n=8
20 mV — Diabético n=3

Figura 10. Efecto de la diabetes mellitus sobre los potenciales de accién tipo 1. En negro se
observa el potencial de accién en condicion control. La diabetes mellitus (azul) produce un
aumento en la velocidad maxima de despolarizacion y una tendencia a disminuir la duracién
al 90% de la repolarizacion.

Al realizar la comparacion de las poblaciones de potenciales de accion tipo 2
y 3 registrados en ratones diabéticos con su respectiva poblacién en condiciéon
control (figura 11), no se encontrd ninguna diferencia significativa en los parametros
medidos. En la tabla 5 se muestran los valores obtenidos para cada uno de los
parametros en condicion control y de diabetes mellitus y en la figura 12 se muestra

la ubicacion espacial de los potenciales registrados en el nodo senoauricular de
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ratones diabéticos, donde se aprecia que no hay una modificacién de su localizacion

con respecto al control.

25 ms = Control n=6 —_— Clontr,o'l n=14
20 mVv r — Diabético n=14 - Diabético n=12

Figura 11. Efecto de la diabetes mellitus sobre los potenciales de accion tipo 2 y 3. A)
Poblacion tipo 2 en condicion control (azul cyan) y en diabetes mellitus (rojo). B) Poblacion
tipo 3 en condicién control (morado) y en diabetes mellitus (verde). No se produjo ningin
cambio significativo en los parametros medidos en las dos poblaciones de potenciales de

accion.

Figura 12. Ubicacién espacial de los 3 tipos de potenciales de accién en condicién de diabetes
mellitus. Se observan las poblaciones de potenciales de accion tipo 1 (negro), tipo 2 (azul
cyan), tipo 3 (morado) registrados en condicion control y en condicion de diabetes mellitus tipo
1 (azul rey), tipo 2 (rojo) y tipo 3 (verde). Vena cava inferior (VCI), vena cava superior (VCS),
crista terminalis (CT), auricula derecha (AD).
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Parametro

Pendiente de
Despolarizacién
lenta (mV/s)

Potencial Diastélico
Maximo (mV)

Voltaje umbral (mV)

Sobretiro (mV)

Velocidad Maxima
de Despolarizacion
(VIs)

Amplitud (mV)

DR10% (ms)

DR30% (ms)

DR90% (ms)

Frecuencia de
disparo
(eventos/min)

Tipo 1
(n=8)

20+5

-64+1.5

30.6+4

69 +3

5.8+0.5

14 +6.2

65+6

217 +19

CONTROL

Tipo 2 Tipo 3

(n=6) (n=14)

10+4 9+2
7229 77+0.6 9P
-68+2Q | -73+0.8928

11+3 19 +1.7 QB
67+2° 119 + 2 OF
83+32 97+180B
58+0.7 36+0598
15.8+1 14 +1

70+8 66 +1.7
199 + 32 251 +12

Tipo 1
DM (n=3)

14+6

-710£2.3

45+ 0.8*

73+3

51+1.7

13+2.7

52+9

200 + 28

DIABETICO

Tipo 2
DM
(n=14)

10+3

-7128+1

-69+14

12+2¢

79.2+49¢

84+15¢

49+04

14 +0.7

57+4

245 + 18

Tipo 3
DM
(n=12)

-79+1¢°

-74 140

21+ 29

118 £ 4 ¢¢

99 +2¢@

44+04

14+ 0.8

60+4

250 + 18

Tabla 5. Efecto de la diabetes mellitus en las tres poblaciones de potenciales de accién. Se
realiz6 una prueba t de student con una p<0.05. 2 estadisticamente significativo con respecto
altipo 1 en condicién control, P estadisticamente significativo con respecto a tipo 2 en condicion
control, ¢ estadisticamente significativo con respecto al tipo 1 en condicion de diabetes
mellitus, * estadisticamente significativo con respecto a tipo 2 en condicion de diabetes
mellitus, * estadisticamente significativo con respecto al control. Media + error estandar.



9.5 Efecto de la diabetes mellitus en la excitabilidad de las células de nodo

senoauricular

En cada una de las células donde se registro el potencial de accion se
determind la resistencia de entrada, la corriente umbral y el voltaje umbral (tabla 6).
En ambas condiciones, los potenciales tipo 1 son los que tienen la resistencia de
entrada mayor (11.3 + 2.9 MQ vs 13.1 + 2.3 MQ en control y diabético
respectivamente) pero no se encontré diferencia significativa entre las dos
poblaciones. Tampoco se encontré diferencia significativa entre la resistencia de
entrada de la poblacién tipo 2 y 3 en ratones diabéticos con sus respectivas

poblaciones.

En la poblacion tipo 3 en condicion de diabetes mellitus la resistencia de
entrada fue menor estadisticamente que en las células tipo 1 de ratones control y
tipo 1 de ratones diabéticos (13.1 = 2.3 MQ en tipo 1 control, 13.1 + 2.3 MQ en tipo
1 de ratones diabéticos vs 6 + 0.7 MQ en tipo 3 de ratones diabéticos), por lo que la
corriente umbral fue mayor (14.3 + 1.3 nA en la poblacién tipo 3vs 5.5+ 1 nAen la
poblacion tipo 1).

En condicion control, la corriente umbral de la poblacion tipo 3 fue mayor con
respecto a la poblacion tipo 1 (12.8 + 1.8 nA en la poblacién tipo 3vs 5.5+ 1 nA en
la poblacion tipo 1). Al realizar la curva de excitabilidad (figura 13) de cada una de
las poblaciones de ratones diabéticos con su respectiva poblacién en condicion
control, se encontré6 un pequefio desplazamiento a la derecha en la grafica de
ratones diabéticos de la poblacién tipo 1y 3, ya que al realizar un ajuste alométrico
se calculé el voltaje umbral resultando menor en ambas poblaciones con respecto

al control.
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Resistencia de entrada  Corriente umbral Voltaje umbral

Tipo 1 n=8 11.3+2.9 MQ 8.3+1.9nA -62.9 £ 1.3 mV

Tipo 1 diabético

s 13.1+23MQ 5.5+ 1 nA 66.7 + 1.9 mV
Tipo 2 n=6 7.5+ 15MQ 125+31nA  -72.6+18mV
Tipo 2 diapetico 8.7 + 1.4 MQ 10.7 + 1.6 nA 712+12mV
Tipo 3 n=14 6.8+ 0.7 MQ 128+18nA%  -714+08mV

Tipo 3 dianetico 6+0.7 MQ 2o 14.1+1.3nA® 752+ 1mV

Tabla 6. Efecto de la diabetes mellitus sobre la resistencia de entrada, la corriente umbral y el
voltaje umbral en células de nodo senoauricular. No se ve modificada la resistencia de entrada
en células de nodo senoauricular de ratones diabéticos en comparacién con los ratones
control. @ estadisticamente significativo con respecto al tipo 1 en condicion control, ¢
estadisticamente significativo con respecto al tipo 1 en condicion de diabetes mellitus. Media
+ error estandar.

Al ver la grafica de excitabilidad con puntos (figura 14), se observa que
alrededor del valor promedio de resistencia de entrada (8.2 £ 0.9 MQ en control vs
8 £ 0.8 MQ en diabéticos), indicado con una raya punteada paralela al eje de las
ordenadas, hay mas células con una menor resistencia de entrada en condicién
control y que en condicién de diabetes tienden a esparcirse en la gréafica hacia

valores mayores resistencia de entrada, aunque no existe diferencia estadistica
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Figura 13. Gréafica de excitabilidad de los tres tipos de potenciales de accién en condicion
control vs diabetes mellitus. A) Potenciales de accion tipo 1, B) Potenciales de accion tipo 2 y
C) Potenciales de accion tipo 3. En la poblacion tipo 1 y 3 hay un desplazamiento de la grafica
a la derecha en diabéticos con respecto al control, indicando que a un mismo valor de
resistencia de entrada se necesita mayor corriente.
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Figura 14. Gréfica de excitabilidad en condicién control y diabetes mellitus. A) Gréfica de
excitabilidad en condicién control y B) grafica de excitabilidad en condicion de diabetes
mellitus. Aunque no hay diferencia significativa en los valores de resistencia de entrada entre
ambos grupos, hay una tendencia a un aumento en la resistencia de entrada de las células de
nodo senoauricular de ratones diabéticos.
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9.6 Efecto de la diabetes mellitus en la velocidad de conduccion

Para la medicion de la velocidad de conduccién se requirié que un potencial
de nodo auriculoventricular estuviera acoplado a un cualquier tipo de potencial de
accion de nodo senoauricular. Se encontré una disminucion del 33% en la velocidad
de conduccion desde el nodo senoauricular hasta el nodo auriculoventricular en
ratones diabéticos con respecto a los controles (78 £ 10.8 cm/s en control vs 52.6 +
4.5 cm/s en raton diabético, p<0.05) (figura 15).

Velocidad de conduccién

Control (n=26) 78 £ 10.8 cm/s

Diabético (n=22) 526+45cm/s *

Tabla 7. Disminuciéon de la velocidad de conducciéon en ratones diabéticos. La velocidad de
conducciéon medida desde el nodo senoauricular hasta el nodo auriculoventricular se ve
disminuia en condiciéon de diabetes. Se realizé una prueba t de student con una p<0.05,
*estadisticamente significativo con respecto al control. Media * error estandar.

En condicién control se encontraron cuatro valores de velocidad de
conduccion que fueron descartados para realizar la prueba estadistica (6 cm/s,
324 cm/s, 392 cm/s y 292 cm/s), mientras que en condicion de diabetes
mellitus se descarté un valor (267 cm/s), ya que al realizar la gréfica de
distribucién de frecuencias de los valores de velocidad de conduccion, estos

se salieron del rango donde se concentraba la mayoria de los datos.
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Nodo
Senoauricular

Nodo
Auriculoventricular

Figura 15. Disminucién de la velocidad de conduccién en condicidn de diabetes mellitus. Se
observa un aumento en el retraso (lineas punteadas) entre el potencial de accién de nodo
senoauricular acoplado con el potencial de accion de nodo auriculoventricular en condicién de
diabetes mellitus (azul, n=22 células acopladas) con respecto al control (negro, n=26 células

acopladas).
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10. Discusién

La Asociacion Americana de Diabetes y la Federacion Internacional de
Diabetes proponen que el diagndéstico de diabetes mellitus es tener en sangre una
concentracion de glucosa en ayuno >126 mg/dL; sin embargo, este diagndstico no
se puede utilizar para ratones, ya que los valores de glucemia normal reportados
para ratones de la cepa CD-1 son de 164 + 28 mg/dL por los Laboratorios Charles
Rivery 184 + 13 mg/dL (Arroyo-Carmona et al., 2016). Por lo tanto, para este trabajo
se utilizé el modelo de diabetes mellitus experimental inducido por estreptozotocina
descrito por Arroyo-Carmona y cols en 2016. Los ratones administrados con
estreptozotocina fueron considerados diabéticos si la glucosa en sangre era >483
mg/dL, de acuerdo con lo reportado (Arroyo-Carmona et al., 2016). Durante las
semanas posteriores a la induccién los ratones mostraron un aumento
estadisticamente significativo en la glucemia, también mostraron un aumento en la
ingesta de agua, de alimento y en la cantidad de orina excretada, por lo que se
puede confirmar que los ratones administrados con estreptozotocina son diabéticos
(figura 6). Ademas, el tiempo que los ratones presentaron la patologia fue de 20
semanas, sin recibir tratamiento con insulina, eso es equiparable a que un humano
haya estado enfermo de diabetes mellitus aproximadamente 15 afios (Dutta &
Sengupta, 2016), también sin tratamiento de insulina, por lo proponemos que los
resultados encontrados en este trabajo son debidos una condicién de diabetes

mellitus croénica.

Se ha reportado en ratones diabéticos con 10 semanas después de la
induccion de diabetes mellitus presencia de arritmias supraventriculares sin
cambios en la frecuencia cardiaca con respecto a los ratones control de su misma
edad, por lo que se infiri6 que los ratones diabéticos no presentaban neuropatia
autonémica cardiaca (Arroyo-Carmona et al.,, 2016); sin embargo, al hacer el
analisis del registro de electrocardiograma de los ratones con 20 semanas de
evolucion de diabetes (figura 7), se encontré una frecuencia cardiaca menor en
comparacion con los ratones diabéticos de 10 semanas (421 + 2.5 lpm vs 488 + 5

Ipm, respectivamente) y, también, la frecuencia cardiaca en ratones control de 20
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semanas fue menor que los ratones control de 10 semanas (412 + 1.4 vs 482 £ 5
Ipm, respectivamente) lo que concuerda con que a medida que aumenta la edad la

frecuencia cardiaca disminuye (Levine, 1997).

Por otro lado, se encontr6 un aumento en la frecuencia cardiaca de ratones
diabéticos con 20 semanas de evolucidn con respecto al control. Se ha visto que en
pacientes diabéticos con alteraciones en el sistema nervioso simpatico y
parasimpatico tienen una frecuencia cardiaca mayor que los que no tienen
alteraciones en el sistema nervioso autbnomo, por lo que se podria inferir que los
ratones con diabetes mellitus cronica presentan neuropatia autonémica cardiaca
(Ewing et al., 1981). Ademas, se ha reportado que a medida que aumenta la
frecuencia cardiaca de pacientes diabéticos aumenta la mortalidad (Carnethon et
al., 2008; Ewing et al., 1981; Malpas & Maling, 1990). No se encontraron cambios
aparentes en la morfologia del registro de ratones diabéticos con respecto a los

controles, pero si se encontré un aumento en la frecuencia cardiaca (figura 7).

Asi mismo, se encontré6 que existe bloqueo auriculoventricular tipo 1,
determinado con el alargamiento del intervalo PR (figura 7), lo que incrementa el
riesgo de padecer fibrilacion auricular y, a su vez, muerte subita (Cheng et al., 2009).
Medir el intervalo PR fue el primer acercamiento para encontrar si la velocidad de
conduccion se veia alterada. Por lo que después se realizaron los experimentos con

la técnica de microelectrodos convencionales para un resultado méas preciso.

De acuerdo con la literatura, la morfologia de la actividad eléctrica de nodo
senoauricular es heterogénea, como fue reportado para conejo (Bleeker et al., 1980;
Boyett et al., 2000; Kodama & Boyett, 1985; Liu et al., 2007; Verheijck et al., 2001).
En el nodo senoauricular de ratén se han reportado tres tipos de potenciales de
accion, los marcapaso verdaderos, los transicionales y los tipo auriculares (figura 8)
(Golovko et al., 2015), los cuales difieren de la morfologia de los potenciales de
accion de conejo. Ademas, el sitio reportado como marcapaso para el nodo de
conejo se encuentra localizado en la regidon entre la vena cava superior e inferior,
de 1 a 2 mm de distancia en el borde medial de la crista terminalis, mientras que en

el ratdn se ubica en la esquina entre el borde lateral y medial de la crista terminalis
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mas cercano a la desembocadura de la vena cava superior (figura 9) (Kodama &
Boyett, 1985; Verheijck et al., 2001).

En este trabajo se encontraron en condiciones control y de diabetes mellitus
tres poblaciones de potenciales de accién, los que parecieran ser marcapasos
verdaderos con la menor velocidad maxima despolarizacion (tipo 1), los
transicionales que tienen una morfologia intermedia entre los potenciales de accion
centrales y auriculares (tipo 2) con una mayor velocidad maxima de despolarizacion
que los tipo 1, y los que tienen una morfologia mucho més parecida a los potenciales
auriculares (tipo 3) con la mayor velocidad maxima de despolarizacion (figura 10).

Se ha descrito que en ratas diabéticas la duracion del potencial de accién
ventricular se ve aumentada duracion del potencial de accion a los 6 dias después
de la administracion con estreptozotocina (100 mg/kg de peso) (Shimoni et al.,
1994). El mismo fenémeno se observa en el potencial de accion de musculo papilar
de ratas con diabetes mellitus cronica (30 a 40 semanas después de la induccién
con 65 mg/kg de peso de estreptozotocina) (Nobe et al., 1990); sin embargo, en
este modelo de diabetes mellitus cronica no se produjo ningin cambio en la
morfologia de los potenciales de accion de la poblacién 2 y 3 (figura 11), aunque
existe un aumento significativo en la velocidad maxima de despolarizacion de la
poblacién de potenciales de accion tipo 1 en condiciones de diabetes. Esta
diferencia puede deberse a que solo se encontraron tres células en ratones
diabéticos, comparado con las ocho células registradas en ratones control (figura
10).

Tampoco se observé un cambio evidente en la ubicacion del sitio marcapasos
(figura 12), como fue reportado en nodo senoauricular de rata provocado por la
edad, o por otras alteraciones metabdlicas como obesidad (Yanni et al., 2010).

Acerca de la excitabilidad de nodo senoauricular, se encontr6 que la
resistencia de entrada de las células de acuerdo con la clasificacién de potenciales
de accion disminuye conforme se alejan de la zona central marcapaso reportada

para raton por Verheijck (tabla 6). Esto indicaria que las propiedades pasivas son
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diferentes en cada una de las células que conforman el nodo senoauricular. Para el
caso de miocitos ventriculares aislados en condiciones de diabetes mellitus se ha
encontrado una tendencia a un aumento en la resistencia de entrada (62.8 + 28.3
MQ en control vs 79.5 + 25.6 MQ en diabético) (Shimoni et al., 1994).

La resistencia de entrada en promedio no se modificé por la diabetes mellitus,
pero la gréafica de excitabilidad de acuerdo con la poblacién de potenciales de accion
tipo 1 y 3 se encontré un desplazamiento a la derecha de la gréfica (figura 13), lo
que indica que a un mismo valor de resistencia de entrada se necesita mayor
corriente para despolarizar a las células para que se pueda generar un potencial de
accion. También, en la figura 14 se observo que en condiciones de diabetes mellitus
los valores de resistencia de entrada tienden hacia un aumento, aunque no hubo

diferencia significativa con respecto al control.

La modificacion en la resistencia de entrada esté relacionada con la forma en
la que estan conectadas las células por uniones comunicantes y el tipo de conexina
gue las conforman (Saffitz et al., 1997; Verheijck et al., 2001). Se ha reportado que
el nodo senoauricular de ratdn tiene conexina 45 en la zona marcapaso, mientras
que las conexina 40 y 43 se encuentran en la zona periférica y en la auricula. En
ratas diabéticas con 4 semanas de evolucion de la patologia se ha encontrado una
disminucién en la expresién genética y en la cantidad de conexina 43 (Lin et al.,
2006), por lo que podriamos suponer que una disminucién en las conexinas

provocaria un aumento en la resistencia de entrada.

La alteracién en las conexinas también produciria una disminucion en la
velocidad de conduccién de los potenciales de accién, como fue reportado por Lin
y colaboradores quienes encontraron una disminucion de la conexina 43 lo que
produjo una disminucion en la velocidad de conduccion de endocardio de ventriculo

derecho de corazén de rata diabética.

Asimismo, se encontré una disminucion en la velocidad de conduccién medida
desde el nodo senoauricular hasta el nodo auriculoventricular en ratones con

diabetes mellitus cronica (figura 15). Esta disminucion en la velocidad puede
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explicar a el aumento del intervalo PR medido en el electrocardiograma y reforzaria
la hipdtesis de que disminuye la cantidad de uniones comunicantes, o que aumenta

la posibilidad de que se generen arritmias de reentrada.
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11. Conclusiones

Se encontr0 un aumento en la excitabilidad de las células de nodo
senoauricular y una disminucion en la velocidad de conduccion, por lo tanto,
nuestra hipoétesis fue verdadera.

Uno de los mecanismos por los cuales pueden producirse arritmias cardiacas
por alteraciones en el sistema especializado de conduccidn es por
alteraciones en la excitabilidad de las células del marcapaso del corazon y
una disminucion en la velocidad de conduccion del potencial de accion.

La actividad eléctrica de nodo senoauricular de raton es heterogénea.

El modelo de diabetes mellitus experimental en ratones puede utilizarse para
estudiar la patologia en una condicion cronica (20 semanas después de la
administracion de estreptozotocina, que es equiparable a aproximadamente
15 afios de evolucion de la patologia en humanos sin tratamiento de insulina).
La diabetes mellitus produce arritmias supraventriculares, como bloqueo

auriculoventricular tipo 1, lo que aumenta el riesgo de fibrilacién auricular.
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