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Resumen

La diabetes mellitus es un grupo de enfermedades cronico-degenerativas
caracterizadas por niveles altos de glucosa en sangre y constituye la sexta causa
de muerte en el mundo y la segunda causa de muerte en nuestro pais. La diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) da cuenta del 90-95% de todos los casos de diabetes
reportados. Los pacientes con DM tienen de 3-4 veces mayor probabilidad de
padecer complicaciones cardiovasculares, incluyendo arritmias cardiacas,
prolongacion del intervalo QT y muerte cardiaca subita. A la fecha se desconocen
los mecanismos moleculares precisos por los cuales la DM genera estas
alteraciones a nivel cardiaco y los estudios sobre los efectos de la DM2 (la mas
comun en el humano) sobre la actividad eléctrica del corazén son limitados. El
objetivo del presente trabajo fue el de determinar el efecto de la diabetes mellitus
tipo 2 sobre las propiedades eléctricas activas del corazén. Se emplearon ratas
macho de aproximadamente 12 semanas de edad de la cepa Zucker Diabetic Fatty
y de la cepa Long Evans. Se empleé la técnica del electrocardiograma para evaluar
la frecuencia cardiaca, la duracion del intervalo R-T, RTc y la variabilidad de la
frecuencia cardiaca. En miocitos cardiacos obtenidos de diferentes regiones del
corazén, se utiliz6 la técnica de fijacion de voltaje en la modalidad de célula
completa para la medicién del potencial de accion y de las corrientes de K*: Ik, lo €
Ik. Los resultados obtenidos en nuestro estudio muestran que la DM2 causa una
reduccién de la variabilidad de la frecuencia cardiaca, reduce la duracién del
potencial de accién en el tejido epicardico, y disminuye la densidad de la corriente
Ik en células del septum intraventricular y pared libre del ventriculo derecho. En
conclusion, la DM2 causa alteraciones en las propiedades eléctricas activas del

corazon de rata.

VIl
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1. CAPITULO - ANTECEDENTES
1.1 Antecedentes Generales

1.1.1 Diabetes Mellitus
La diabetes mellitus (DM) es un grupo de enfermedades cronico

degenerativas caracterizadas por niveles altos de glucosa en sangre, debido a la

nula o insuficiente produccion de insulina por las células B del pancreas o por una

inadecuada respuesta de las células del organismo a la insulina (2).

1.1.1.1 Clasificacién
Segun la Asociacion Americana de la diabetes (ADA) (3), la DM puede ser

clasificada en las siguientes categorias generales:

1.

Diabetes mellitus tipo 1 (DM1), en la cual los pacientes presentan
incapacidad para producir insulina, por destruccion autoinmune de las
células B del pancreas.

Diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Los pacientes con DM2, se
caracterizan por la ineficiencia del empleo de insulina a nivel celular,
esto hace que el cuerpo responda produciendo una gran cantidad de
insulina, para compensar su ineficiencia al usarla; sin embargo, esto
puede posteriormente originar la disminucion de la funcion secretora
de las células .

La diabetes mellitus gestacional. Este tipo de DM, se diagnostica en
el segundo trimestre de embarazo, es un estado en el que las mujeres
presentan defectos en la secrecion de insulina, debido a la demanda
metabodlica de su embarazo, por lo que presentan intolerancia a la
glucosa, lo que significa que los niveles de glucosa en sangre se
encuentran por encima de lo normal.

Otros tipos especificos de diabetes debidos a otras causas. Por
ejemplo: sindrome de diabetes monogénica (diabetes neonatal),
enfermedades del pancreas exocrino como; fibrosis quistica,
pancreatitis y diabetes inducida por exposicion a drogas y quimicos
como los glucocorticoides.



Alonso Romero J, 2019, “Efecto de la diabetes mellitus tipo 2 sobre las propiedades eléctricas del corazén”

En la poblacion mundial la DM2 es padecida por el 90-95 % de las personas
diabéticas (3,4).
1.1.1.2 Signos y sintomas de la Diabetes Mellitus tipo 2

La DM2 provoca un cuadro sintomatolégico que puede servir como indicador
para su diagndstico: la poliuria, necesidad de ir al bafio continuamente, polidipsia,
necesidad descontrolada de beber agua y polifagia, necesidad descontrolada de
ingerir alimentos. Ademas de infecciones frecuentes, vision borrosa, heridas o
moretones que tardan en sanar, hormigueo o entumecimiento de las extremidades

inferiores o superiores e infeccién recurrente de piel, encias o vejiga (3).

1.1.1.3 Prevalencia e Incidencia
En el afio 1980, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) informé que

habia 108 millones de adultos con diabetes. En 2014 la cifra fue de 422 millones de
adultos, por lo que la prevalencia mundial de la diabetes casi se ha duplicado desde

ese afo, ha pasado del 4.7 % al 8.5 % en la poblacion adulta (5).

México ocupa el sexto lugar mundial de personas con DM, en la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion 2016 (6). El Instituto Nacional de Salud Publica (INSP)
inform6é que habia 6.9 millones de mexicanos diagnosticados con diabetes.
Actualmente contamos con los datos de la ENSANUT de medio camino 2016, al
hacer la comparacion entre la version 2012 y la “version de medio camino 20167, se
puede observar que la poblacion adulta con diagndstico previo fue de 9.2 % en el
afio 2012 y 9.4 % en el afio 2016. De la poblacion diagnosticada y evaluada
clinicamente se encontré que el 49.8 % esta en riesgo de presentar complicaciones

propias de la DM, ademas el 47 % tiene diagndstico de hipertension arterial (6,7).

Para el afio 2014 la Federacion Mexicana de Diabetes determind que existen
4 millones de personas con este padecimiento en nuestro pais. Los estados de
mayor prevalencia son: la Ciudad de México, Nuevo Ledn, Veracruz, Tamaulipas,
Durango y San Luis Potosi. Esto representd un gasto importante de 3,430 millones
de ddlares (68,600,000 millones de pesos) al afio en su atencion y en el manejo de
las complicaciones (8). En México la incidencia de DM aumenta con la edad, la cual
varia de 3.2% en la poblacién de edad de 20-29 afios a 32.75% en personas con un
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rango de edad entre 60-69 afios y disminuye a 26.21% en la poblacion por arriba de
70 afos de edad (9).

Las complicaciones en pacientes con diagndéstico fueron: vision disminuida
54.5%, dafio en retina 11.19%, pérdida de la vista 9.9%, Ulceras 9.14% vy
amputaciones 5.5%, casi tres veces mas a lo reportado en 2012. Con respecto a los
factores de riesgo asociados a la DM, la encuesta informa que los adultos de 50 a
79 afios de edad, fueron el grupo mayormente diagnosticado con
hipercolesterolemia, de los cuales el 44.5 % se midi6 los niveles de colesterol en
sangre y también de esta poblacién el 28 % tuvo un diagnéstico médico previo de

hipercolesterolemia (6).

1.1.1.4 Diagnostico de la diabetes mellitus
Diversos estudios han demostrado que el detectar oportunamente y tratar los

sintomas de la DM puede disminuir las complicaciones provocadas por esta
afeccion segun los estandares de atencion médica en diabetes publicados por la
Asociacion Americana de la Diabetes(3).

En la revista de “Estandares de atencion médica en diabetes 2019” de la

ADA, se establecen cuatro pruebas para el diagnostico de la DM:

e Prueba de glucosa plasmética con al menos 8 h de ayuno, con valores
mayores o iguales a 126 mg/dL.

e Prueba de tolerancia a la glucosa midiendo los niveles de glucosa plasmética
a las 2 h posteriores a la administracién oral de 75g de glucosa, con un valor
mayor o igual a 200mg/dL.

e Determinacién bioquimica de la fraccion A1C o hemoglobina glucosilada, la
cual mide la concentracion de la glucosa plasmatica de los ultimos 3 meses,
siendo el valor mayor o igual a 6.5 %.

e Prueba aleatoria de la glucosa plasmatica = 200 mg/dI. Esta prueba se aplica

a pacientes con sintomas clasicos de hiperglucemia o crisis hiperglucémica.

En la actualizacion del afio 2019 de los estandares de atencion médica en de la
ADA, se modificé el criterio para confirmar el diagnéstico de la diabetes. Ahora, al
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menos que haya un claro diagndstico clinico de diabetes (paciente en crisis
hiperglucémica o con sintomas clasicos de hiperglucemia y una glucosa plasmatica
aleatoria = 200 mg/dl), ademas se requiere que en la misma muestra de laboratorio,
resulten alterados al menos dos de los criterios diagndstico antes mencionados, (por
ejemplo, glucosa plasmética en ayuno y hemoglobina glucosilada) o que uno de los
criterios resulte alterados en dos muestras diferentes tomadas en corto tiempo (3).
En la DM2, generalmente se encuentran niveles elevados de triglicéridos (TGC) y
colesterol LDL (Lipoproteina de baja densidad) en sangre, a su vez los niveles de

colesterol HDL (Lipoproteina de alta densidad) se ven disminuidos (10).

1.1.1.5 Modelos Animales para el Estudio de la Diabetes Mellitus
Los diferentes modelos experimentales de DM comprenden distintas

especies animales que dependiendo de la metodologia usada para la induccién de
la diabetes se pueden clasificar en cuatro grandes grupos: los modelos que utilizan
agentes quimicos para la induccion de la diabetes (diabetes quimica); los modelos
en los que se induce la diabetes mediante procedimientos quirurgicos (diabetes
quirargica); aquellos en los que la diabetes se induce por infecciones viricas

(diabetes virica) y por ultimo los modelos de diabetes espontanea (11).

1.1.1.5.1 Ratas Zucker Diabetic Fatty (ZDF) como Modelo de DM2
La rata Zucker Diabetic Fatty es un modelo animal de DM espontanea, que

presenta las caracteristicas de la DM2 en humanos. Este modelo presenta dos
fenotipos uno obeso, obese zucker diabetic fatty (OZDF) y uno delgado, lean zucker
diabetic fatty (LZDF) (12). La rata ZDF, es un modelo animal que a través de
mutaciones genéticas espontaneas y una dieta alta en contenido calérico (Purina

5008), se aproxima a la DM2 en humanos (13).

Cuando se alimentan con la dieta Purina 5008 (una dieta rica en grasa que
contiene alta energia, de LabDiet, Richmond, USA) los machos recesivos
homocigotos (fa/fa) desarrollan obesidad, hiperlipidemia e hiperglucemia en ayuno,
ademas los machos presentan un mayor decremento de la insulina en pancreas que
sus contrapartes delgadas (12,13). La hiperglucemia se manifiesta inicialmente

alrededor de las 7 semanas de edad, y todas las ratas machos alimentadas con la
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Purina 5008, presentan una severa hiperglucemia y son totalmente diabéticas a
partir de la semana 12 (14). La rata ZDF es un modelo adecuado para el estudio de
la DM2 debido a su déficit en la tolerancia a la glucosa causada por la mutacion del
gen el cual lleva a la resistencia a la insulina. La mutacion resulta en un acortamiento
del receptor de leptina provocando que no pueda interactuar de manera adecuada
con la leptina (15-17). Esta mutacion es expresada fenotipicamente con obesidad
y altos niveles de leptina en sangre. Las caracteristicas de la cepa son: manchas
negras y blancas en la espalda, también presentan un numeroso cuadro de
alteraciones fisiolégicas como: deficiencias en la cicatrizacion de heridas, DM2,
hiperglucemia, neuropatia, nefropatia, resistencia a la insulina, hiperinsulinemia,
hipertension, incremento de la reactividad plaquetaria, hipertrigliceridemia e

hipercolesterolemia (18).

En un estudio publicado por Marsh y Cols., (19) se reporté que el fenotipo
delgado de la cepa ZDF presenta alteraciones en cuanto a su funcion renal, asi
como algunos cambios en su funcién cardiaca, esto representa un problema, ya que
el fenotipo delgado es el control del fenotipo obeso, si la rata control presenta
alteraciones en cuanto a su funcion cardiaca, no podremos diferenciar si los
cambios observados o no, en el fenotipo obeso se deben a la DM2 o son efecto de
alteraciones propias de la cepa ZDF. Es por este motivo que nos fue necesario
implementar el uso adicional de otro modelo de rata como control sano. La cepa
gue utilizamos para esta tarea es la cepa de rata Long Evans que es un modelo de

rata sana utilizado en diversas investigaciones.

1.1.2 El Corazon
El coraz6n humano es un érgano muscular del tamafio aproximado de un

pufio. Se localiza en el centro de la cavidad toracica y esta encerrado en un saco
membranoso denominado pericardio. MacroscOpicamente la mayor parte del
corazon corresponde a las paredes musculares gruesas de los ventriculos (las dos
cavidades inferiores), Figura 1. Las auriculas de paredes mas delgadas se ubican

por encima de los ventriculos (20).
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Figura 1. Anatomia cardiaca. El corazén esta formado por un par de auriculas y
ventriculos que se encargan de bombear sangre al organismo (llustracién tomada de
Fisiologia Humana, Silverthorn 42 edicion, 2012).

Ambos ventriculos se encuentran separados por un tabique interventricular
denominado septum de manera que la sangre de un lado no se mezcla con la sangre
del otro lado. Ambos lados del corazén se contraen en forma coordinada. Primero,
se contraen juntas las auriculas y, después, se contraen juntos los ventriculos (20).
Dos conjuntos de valvulas cardiacas garantizan el flujo unidireccional de la sangre:
las valvulas auriculoventriculares (AV) (tricispide o AV derecha y la mitral o AV
izquierda); y el segundo conjunto, las valvulas semilunares, entre los ventriculos y
las arterias (valvula semilunar pulmonar y valvula semilunar aértica). Las valvulas
AV estan formadas por valvas o colgajos tisulares delgados en la fase de un anillo
de tejido conectivo. Los colgajos estan ligeramente engrosados en el borde y se
conectan del lado ventricular con tendones colagenos, denominados como cuerdas
tendinosas. La mayoria de las cuerdas estan fijadas en extensiones del musculo

ventricular conocidas como musculos papilares. La funcion de los musculos
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papilares es la de contraerse para evitar el prolapso de las vélvulas AV cuando la

presion intraventricular aumenta por arriba de la presion en las auriculas (21).

En la Figura 1, se muestran los principales vasos sanguineos que emergen
de la base del corazon. La aorta y el tronco pulmonar (arterias) dirigen la sangre del
corazon a los tejidos y los pulmones, respectivamente. Las venas cavas (superior e

inferior) y las venas pulmonares que devuelven la sangre al corazén (22).
A nivel tisular el corazén esta constituido por tres capas de tejido:

1.- El epicardio; compuesto por una capa delgada de musculo y tejido

conectivo.
2.- El miocardio; capa conformada principalmente por musculo

3.- El endocardio; el cual se compone por una capa delgada de musculo y

por tejido conectivo que recubre la pared interna del corazon (23).

A pesar de que estas tres capas de tejido estan constituidas principalmente
por musculo cardiaco o miocardio, las propiedades electrofisiologicas vy
farmacologicas de éstas células difieren marcadamente de acuerdo a su
localizacion anatémica (24)
1.1.2.1 Funciones del Corazon

El coraz6n funciona como una bomba, generando la presién necesaria para

llevar sangre a todas y cada una de las células del organismo, contribuyendo con:

¢ EIl mantenimiento de las necesidades metabdlicas del cuerpo, en
cualquier circunstancia (aportando Oz y nutrientes; y removiendo CO2
y otros desechos metabdlicos).

¢ El mantenimiento de una adecuada presion sanguinea para que se
lleve a cabo lafiltracion renal y la irrigacion de érganos vitales (cerebro
y corazon)

e Ladistribucion de células del sistema inmune y hormonas a los tejidos
apropiados

e Laregulacion de la temperatura corporal.
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La funcion de bomba del corazén depende de la propiedad que tienen los
miocitos cardiacos para contraerse en respuesta a una actividad eléctrica
normalmente originada en un grupo de células miocardicas especializadas
conocidas como células autorritmicas. Las células autorritmicas también se

denominan marcapasos, porque regulan la frecuencia del latido cardiaco (22).

1.1.2.2 Electrofisiologia de las células cardiacas
La estructura principal encargada de generar la actividad eléctrica en el

corazon, es un grupo de células cardiacas que conforman al nodo sinoauricular o
noédulo senoauricular (SA) localizadas en la auricula derecha (Figura 2A y 2B1).
Estas células tienen actividad eléctrica espontanea conocida como potenciales de
accion (PA). Esta sefial eléctrica se genera entre 60 a 100 veces por minuto en un
individuo sano en reposo. El PA generado espontdneamente en el ndédo SA sera
conducido de célula a célula a través del musculo de la auricula derecha y se
propagara hacia la auricula izquierda (20,22) y hacia el nodo auriculoventricular (AV)
a través de ases de conduccion (vias internodales) (25) (Figura 2A y 2B2), donde
la actividad eléctrica sufre un retraso ya que el nodo AV es un filtro pasa bajas, de
alli se propaga hacia los ventriculos por el sistema denominado como haz de His,
en el tabique interventricular (Figura 2A, 2B3 y 2B4) (21). Tras recorrer una breve
distancia por el tabique, las fibras del haz AV se dividen en ramas del haz derecha
e izquierda (Figura 2A y 2B4). Las fibras de las ramas del haz contindan su
recorrido descendente hacia el vértice del corazén, donde se dividen en fibras de
Purkinje mas pequefias que se extienden hacia afuera entre las células contractiles
(Figura 2A y 2B5), generando en estas Ultimas un PA y en consecuencia de éste
la contraccion ventricular necesaria para la funcién del corazén. De ésta manera la
contraccion de los ventriculos inicia en el apex del corazon y se continua hacia la

base de éste 6rgano (22).
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Nédulo AV
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El sombreado vicketa do
08 pasos 2-5 representa
despolanzascion

Nédulo
AV

Figura 2. Sistema de conduccion cardiaco. A, imagen que ilustra el sitio donde se inicia
la actividad eléctrica del corazén (nodo SA) y el sistema de conduccién especializado.
La secuencia de imagenes B1-B5, ilustran en color obscuro las porciones del corazon
gue se van activando eléctricamente (ilustracidn obtenida y modificada de Fisiologia
Humana, Silverthorn 42 edicién, 2012).

1.1.2.3 Potencial de accion en células ventriculares
Antes de generarse un PA, la célula se encuentra en un estado de equilibrio

denominado potencial de membrana (PM), el cual es definido como la diferencia de
potencial a ambos lados de una membrana que separa dos soluciones con
diferentes concentraciones idnicas. Las células miocardicas contractiles tienen un

potencial de reposo estable de alrededor de -90 mV (Figura 3, fase 4) (26).

El PM en las células se modifica cuando ocurre un movimiento i6nico

(corriente ionica) entre el medio interno y externo de la célula provocando un cambio
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en el potencial de equilibrio, este fendmeno es conocido como PA. Las corrientes
ionicas se pueden generar gracias a un cambio en la permeabilidad de la membrana

debido a la apertura de canales i6nicos, los cuales permiten el flujo de iones (21).

Cuando una onda despolarizante llega a una célula contractil con una
amplitud suficiente para generar un PA, se produce la fase 0, la cual consiste en
una rapida despolarizacién del PM, que pasa de aproximadamente -90 mV a +20
mV. Esta fase se debe a la rapida apertura (1-2 ms) de canales de Na* regulados
por voltaje, lo que permite que el Na* ingrese a la célula y la despolarice con rapidez,
generandose de este modo la corriente de Na* (Ina). Pocos milisegundos después

de la apertura de los canales de Na* éstos se inactivan (26).

La fase 1 es una rapida repolarizacion, principalmente generada por una
corriente saliente de potasio denominada (), formada por dos componentes, uno

lento (lws) y otro rapido (ltof).

La fase 2 es generada principalmente por una corriente entrante de calcio
(Ica), junto al inicio de la activacion de las corrientes de K* rectificante rapida (Ikr) y

lenta (Iks).

La fase 3 es una repolarizacion lenta, dada por una parte por la inactivacion
de los canales de Ca?* y principalmente por las corrientes Ikr e lks antes
mencionadas. La fase 4 es el potencial de membrana en reposo, el cual esta

mantenido por la corriente rectificante de K* (Ik) (Figura 3).

10
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]
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Figura 3. Morfologia del potencial de accién de una célula ventricular. Para su estudio
el PA se divide en 5 fases, cada una dependiente de una corriente iGnica dominante
(ver texto para mayores detalles) (imagen tomada y modificada de Nerbonne, 2005).

En el corazon existen diferentes tipos de PA, los PA ventriculares son

diferentes a los auriculares y al mismo tiempo ambos son diferentes a los nodales
o al tejido de conduccion (27).

Asi mismo, el miocardio ventricular esta compuesto por células endocardicas,
epicardicas y miocérdicas (células M). Estas células estructuralmente son similares,
pero tienen diferentes propiedades electrofisiolégicas. Las células M tienen
potenciales de accion mas largos que las que presentan las células localizadas en
el epicardio y endocardio, como se muestra en la Figura 4. En condiciones
normales, las diferencias fisiolégicas entre estas células es minimizada por la
influencia eléctrica de los miocitos bien acoplados (28).

Epi M Endo

50
my

200 msec
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Figura 4. Heterogeneidad en la morfologia de los potenciales de accién en el tejido cardiaco. El
registro de la actividad eléctrica obtenido de las diferentes regiones del ventriculo es heterogénea, a
la izquierda se muestra un PA de epicardio (Epi), central se muestra un PA de medio-miocardio (M)
y a la derecha se muestra el PA de endocardio (Endo) (registros obtenidos y modificados de
Antzelevitch y Burashnikov, 2011).

1.1.2.4 Electrocardiograma
El electrocardiograma (ECG) es una herramienta clinica estandar utilizada

para medir la actividad eléctrica del corazén y corresponde a la suma espacio-

temporal de toda la actividad eléctrica durante un ciclo cardiaco (29).

En la Figura 5 se muestra una representacion de un ECG registrado en
humano el cual se divide en ondas, segmentos e intervalos. Las ondas son las
partes del trazado que ascienden o descienden respecto de la linea basal. Los
segmentos son secciones de la linea basal entre dos ondas. Los intervalos son

combinaciones de ondas y segmentos (30).

En un ECG humano se puede observar la actividad eléctrica en forma de
ondas. La onda P, que corresponde a la despolarizacion de las auriculas. Resulta
de la superposicién de la despolarizacion de la auricula derecha y de la auricula
izquierda. El siguiente trio de ondas, es el complejo QRS representa la onda
progresiva de despolarizacion ventricular la onda final, la onda T, representa la
repolarizacion de los ventriculos. La repolarizacién auricular no esta representada

por una onda especial, sino esta incorporada en el complejo QRS (31).

El intervalo PR representa la despolarizacion de las auriculas y el retraso
fisiologico que sufre el impulso en el nodo AV, el cual se mide del inicio de una onda
P al inicio de la onda Q. El intervalo QRS mide el tiempo total de la despolarizacion
ventricular y se mide del inicio de la onda Q al final de una onda S (32). El intervalo
QT representa la despolarizacion y repolarizacion ventricular (33). EI segmento ST
es la representacion de la repolarizacion ventricular y corresponde a la fase de
repolarizacion lenta de los ventriculos a diferencia de los intervalos el segmento ST,
corresponde a la heterogeneidad de la repolarizacién ventricular (34). El intervalo
RR, es la distancia que hay entre la onda R contra la siguiente R, el inverso del

intervalo entre estas ondas representa la frecuencia cardiaca (35).
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Figura 5. Electrocardiograma. El ECG es la suma espacio temporal de toda la actividad eléctrica
del corazén, dividida en ondas, segmentos e intervalos (ilustracion tomada de Fisiologia médica
Boron, Boulpaep 32 edicion, 2017).

1.1.2.5 Intervalo QT y QTc
El intervalo QT representa la actividad eléctrica desde el inicio de la

despolarizacion hasta el fin de la repolarizacion de los ventriculos, este intervalo
puede darnos indicios de la actividad normal o anémala de la funcién eléctrica
ventricular. Un alargamiento en el intervalo QT, se asocia a un mayor riesgo de
arritmias cardiacas dado que puede causar postpotenciales precoces provocando
“torsades de pointes” que pueden llevar a una fibrilacion ventricular y a muerte
subita (36).

El intervalo QT estd asociado a la frecuencia cardiaca, disminuye a
frecuencias cardiacas rapidas y aumenta a frecuencias lentas, por ello se debe
aplicar una correccion por la frecuencia en dicho intervalo. De las muchas formulas
propuestas para describir esta relacién, la mas extensamente usada es la férmula
de Bazett (ver formula 1), con la que se obtiene el intervalo QT corregido (QTc) a
partir de dividir el intervalo QT (QT) sobre la raiz cuadrada de la frecuencia cardiaca
(RR) (32,37,38).

QT
Tc= p— Férmula 1.
Q VRR 13
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1.1.2.6 Diferencias del ECG en humanos y ratas
La utilidad del ECG para evaluar la actividad eléctrica del corazén, se ha

extendido al &rea de investigacion basica. El ECG se realiza para el estudio de
diferentes patologias en diversas especies animales entre ellas ratones y ratas. Sin
embargo, la interpretacion de los datos electrocardiograficos obtenidos en estos
modelos experimentales representa un gran desafio. A diferencia del ECG humano,
no se han establecido los criterios de los parametros electrocardiogréficos de
referencia en ratas. Esto debido a variaciones significativas en los parametros
electrocardiograficos reportados en los diferentes estudios experimentales
realizados en ratas (1,27,29,31,39). Esto ultimo parece ser el resultado de las
diferentes cepas de ratas utilizadas, diferentes entornos experimentales, como la
edad, grado de estrés de los animales y el tipo de anestesia que se usa en el

experimento (40).

En adicién, existen diferencias en cuanto a la morfologia del ECG registrado
en humanos y el registrado en ratas. En la Figura 6, se muestra un
electrocardiograma de humano (Figura, 6A) y uno de rata (Figura 6B). Las
diferencias del registro electrocardiografico entre el humano y la rata difiere en la
morfologia de algunas ondas como la onda Q, la cual esta presente en el humano
y ausente aparentemente en la rata. La onda T en el humano se presenta como una
sola onda, mientras en la rata se presenta como una serie de oscilaciones. Por lo
tanto, en ratas, el intervalo QT, se mide desde el inicio de la onda R hasta el final
de las oscilaciones en la onda T, en el humano se cuenta con un segmento ST,
mientras que en la rata no existe aparentemente. Por dltimo dado a que el curso
temporal del registro en el humano dura aproximadamente 500 ms, y el de una rata
dura aproximadamente 200 ms (31), el valor de los intervalos y segmentos

obtenidos en ratas difieren con los obtenidos en humanos.
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Figura 6. Comparacion de la morfologia de un electrocardiograma obtenido en humano y en rata. A)
Representacion de un electrocardiograma de humano (Tomada y modificada de Klabunde, 2005).
B) Electrocardiograma de rata obtenido en nuestro laboratorio en rata Zucker Diabetic Fatty
anestesiada con pentobarbital soédico durante la toma del registro. En el ECG de rata se pueden
distinguir diferencias en la morfologia como ausencia aparente de la onda Q, ausencia de segmento
ST y oscilaciones en la onda T, asi como una duraciéon menor del registro.

1.1.2.7 Variabilidad cardiaca como predictor de arritmias cardiacas
La variabilidad de la frecuencia cardiaca (VFC) es la variacién en el tiempo

entre latidos cardiacos consecutivos durante un periodo de tiempo y proporciona
informacion clinica que permite evaluar y pronosticar eventos cardiovasculares
antes de que éstos ocurran (37,41). Algunos estudios revelaron que una VFC
disminuida se asocia con enfermedades cardiacas, principalmente arritmias
ventriculares (37,42). La VFC tiene un comportamiento no lineal, una forma de
evaluar la VFC es mediante el empleo de técnicas no lineales como el diagrama de
Poincare (43).

1.1.2.8 Diagramas de Poincare para el estudio de la variabilidad cardiaca
El diagrama de Poincare también llamado diagrama de dispersion, es el

diagrama no lineal mas empleado en el analisis de la VFC. El diagrama de Poincare
se construye a partir de un diagrama de dispersion de puntos, en el cual cada punto,
tiene una coordenada en el eje de las abscisas correspondiente al valor de un
intervalo RR en milisegundos (ms) y una coordenada en el eje de las ordenadas
correspondiente al valor del siguiente intervalo RR en milisegundos (ms) (44). Como
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ejemplo, en la Figura 7A, se muestra un electrocardiograma con 7 intervalos RR
numerados como: iRR1, IRR2, iIRR3 y asi sucesivamente. Al construir el diagrama
de Poincare, el primer punto, tendrd como coordenada en el eje “X”, el valor del
intervalo iIRR1 y como coordenada en el eje “Y”, el valor del intervalo iRR2. El
segundo punto en el diagrama de Poincare, tendra como coordenada en el eje “X”,
el valor del intervalo iRR2 y como coordenada en el eje “Y”, el valor del intervalo

iIRR3, y asi sucesivamente (41,45).

En un periodo de tiempo, se graficaran un nimero considerable de puntos y
se obtendra un gréafico como el mostrado en la Figura 7B. El diagrama de Poincare
mostrado en dicha figura, corresponde al obtenido al graficar los intervalos RR de

un electrocardiograma (45-48).

En humanos, la dispersion de los puntos perpendiculares del eje menor
(D1i,j), representan la variabilidad cardiaca a corto plazo y es controlado
predominantemente por la influencia del sistema nervioso auténomo,
especificamente por la rama parasimpéatica (44,48). Mientras que la dispersion de
los puntos a lo largo del eje mayor del diagrama (D2i,j), representa la variabilidad
cardiaca a largo plazo y es dependiente principalmente del control simpatico de la
frecuencia cardiaca (37,44,48-50).
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Figura 7. Descripcidn del diagrama de Poincare. A) registro del electrocardiograma de humano donde
se enumera una serie de intervalos R (de iRR1 al iRR7). B) representacién grafica del diagrama de
Poincare o gréfico de dispersion (ver texto para mayores detalles). Donde la dispersion de puntos es
dividida por una linea recta de identidad, la cual dividira en 3 el grafico, RR+1) = RR() (linea azul),
RR+1) > RR() (arriba de la linea recta de identidad) y RR+1) < RR() (debajo de la linea de identidad).
D1i,j representa la variabilidad de los puntos del diagrama corto plazo y D2i,j la variabilidad de los
puntos del diagrama a largo plazo (imagen superior obtenida y modificada de Aspuru 2019, imagen
inferior B de Albarado y Cols., 2019).

1.1.3 Relacion entre las enfermedades cardiovasculares y diabetes
mellitus
En el estudio del corazon de Framingham (51), se dio a conocer por primera

vez la correlacion entre las enfermedades cardiovasculares (ECV) y la DM; entre
los datos relevantes se determiné que la DM aumentaba un 33 % la morbimortalidad
en las personas que padecian DM y ECV, que aquellas que solo padecian ECV
(52).

A nivel de corazon se sabe que la DM causa el desarrollo de una patologia
especifica conocida como cardiomiopatia diabética (CMD) (53). La CMD se define
como una disfuncién cardiaca observada en pacientes con diabetes que ocurre en
ausencia de otras enfermedades cardiovasculares, como enfermedades de las
arterias coronarias, de las valvulas cardiacas, enfermedades congénitas cardiacas

e hipertension arterial o dislipidemias (54).
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La prevalencia de la CMD se ha estimado en ~1.1% en la poblacion general
y de un 16.9% en la poblacion diabética (55). La CMD se caracteriza por una
compleja interaccion entre alteraciones en la funcibn mecéanica y anormalidades
eléctricas del corazdn que conllevan a la generacién de arritmias cardiacas (56). En
estadios avanzados se pueden observar cambios irreversibles en el miocardio,
como anormalidades estructurales y remodelacion eléctrica cardiaca. La
remodelacion eléctrica en la CMD, se caracteriza por un enlentecimiento de la

repolarizacion cardiaca, en particular de la repolarizacion de los ventriculos (57).

El intervalo QT se usa como un marcador del tiempo de la repolarizacion
ventricular. Como se explicd anteriormente, el intervalo QT es una fase en el ECG;
el cual se mide en milisegundos desde el inicio del complejo QRS hasta el final de
la onda T, y refleja la duracion total de la despolarizacion y repolarizacion de los

ventriculos (58).

El sindrome de QT largo (SQTL) es un tipo de arritmia ventricular,
representado como un alargamiento en el segmento QT del ECG (Figura 8A; ECG
normal y Figura 8B; ECG con el intervalo QT incrementado) (34). Diversos
investigadores hallaron que tanto el intervalo QT como QTc en pacientes con DM2

se encontraba alargado (59-62).

La prevalencia del SQTL en pacientes con DM2 ha sido reportada en un
rango desde 19% (63), 25.8% (64) y hasta 44.1% (62). EI SQTL incrementa el riesgo
de desarrollar arritmias ventriculares mortales como Torsade de Pointes (TdP)
(Figura 8C) y subsecuentemente muerte cardiaca subita (65,66). Se ha reportado,
en efecto, que los pe Aites con DM tienen dos veces incrementado el riesgo de

padecer muerte cardiaca subita (67).
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QTm = 0.56 seg

Figura 8. Sindrome de QT largo y Torsade de pointes. A, ECG normal. B, ECG con intervalo QT
prolongado, mejor conocido como sindrome de QT largo. C, registro electrocardiografico con perdida
total de la morfologia del ECG normal, debido a una taquiarritmia denominada “Torsade de pointes”
(figuras obtenidas de Cardiologia 12 edicion, 2017).

19



Alonso Romero J, 2019, “Efecto de la diabetes mellitus tipo 2 sobre las propiedades eléctricas del corazén”

1.2 Antecedentes Especificos
A pesar de que actualmente es claro que la DM causa alteraciones eléctricas

en el corazon, poco se conoce acerca de los mecanismos celulares y moleculares
por los cuales la DM causa estas alteraciones cardiacas. En un esfuerzo por
esclarecer estos mecanismos celulares y moleculares, se han realizado diversos

estudios utilizando diferentes modelos animales de DM.

Al igual que lo observado en pacientes diabéticos, diversos modelos
animales de DM1 y DM2 presentaron un alargamiento en el intervalo QT vy del
intervalo QT corregido (QTc) del electrocardiograma. El alargamiento de estos
parametros fue reportado en ratones (37,68), ratas (69-71), conejos (72,73), y
perros (1), a los cuales se les indujo DM1 administrandoles farmacos (aloxano y/o,
estreptozotocina) que selectivamente destruyen a las células 3 del pancreas. El
alargamiento del intervalo QT y QTc fue también reportado en modelos animales
con DM2: la rata Goto—Kakizaki (74) y ratas Zucker Diabetic Fatty (75).

El alargamiento en el intervalo QT del electrocardiograma se correlacioné
con un aumento en la duracién del potencial de accion en células cardiacas
obtenidas de raton (76) (68), rata (77) (70) (69), conejo (72,76) y perro (1), todos
éstos con DM1. Pan y Cols. en el 2018, disociaron miocitos de las auriculas del
corazén de ratas Goto—Kakizaki, un modelo animal con DM2 donde también

observo un alargamiento del PA (78).

Resultados preliminares de nuestro laboratorio realizados en ventriculo
izquierdo de rata Zucker Diabetic Fatty, también demuestran un alargamiento de la
duracion del PA del endocardio del ventriculo derecho registrado con la técnica de

microelectrodos convencionales (datos no publicados)

Mientras que la prolongacion del PA causada por la DM es consistentemente
reportada en varios estudios, los mecanismos moleculares implicados en el

alargamiento del PA son menos claros.

En modelos animales de DM1, el alargamiento del PA se correlaciond con

alteraciones en diferentes corrientes de K*, en particular: la corriente de K*
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transitoria de salida (lw), la corriente de K* entrante, en sus dos componentes, lento

(|Ks) Yy répIdO (|Kr).

1.2.1 Efectos de la DM sobre la corriente de K* transitoria de salida

(lto).

Diversos estudios confirman que en modelos animales de DM1, inducida
principalmente por la destruccién quimica de las células B pancreaticas, causa una
reduccion de la corriente de K* transitoria de salida (lo). Estos experimentos fueron
realizados en células de coraz6n de conejo (79) y ratén (76). En ratas, Casis y Cols.,
en el 2000, reportaron una reduccion del 50% en la corriente I en células cardiacas
aisladas de tres regiones del ventriculo derecho: sub-endocardio de la base del
ventriculo izquierdo, sub-epicardio del &pex del ventriculo izquierdo y del ventriculo
derecho (80). Una reduccion de 30% en la lo fue reportada por Zhi Xu en el 2002,
en miocitos disociados de ambos ventriculos de ratas Sprague Dawley tratadas con
estreptozotocina (81). Similares resultados fueron reportados por otros grupos de

investigacion en ratas tratadas con estreptozotocina (70,77,90,82—-89).

1.2.2 Efectos de la DM sobre la corriente rectificadora de salida de
potasio (I).
La DM1 también causa una reduccion en la corriente rectificadora de salida

de potasio o Ik, en diferentes especies animales: perro (1), conejo (73,79), ratdon
(68,76) y en rata (77,91), siendo estos modelos de DM1 inducida por

estreptozotocina y aloxano.

1.2.3 Efectos de la DM sobre la corriente rectificadora entrante de
potasio (Ik1).
Por otro lado la corriente rectificadora entrante de potasio, lk1 no presento

ninglin cambio en su densidad de corriente en los distintos modelos animales de
DM1 empleados, perro (1), conejo (73,79), raton (76) y rata (77,85,92).

La mayor parte de los estudios sobre las alteraciones en la corriente de K se
han realizado en modelos animales de DM1 y poco se sabe en modelos animales
de DM2
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1.2.4 Efectos de la DM sobre la variabilidad cardiaca
En estudios donde se evalué la variabilidad cardiaca, Arroyo y Cols. 2016,

reportaron que la DM1 cronica, redujo la variabilidad cardiaca, en particular
reportaron una reduccion del 48% del parametro SD2 del diagrama de Poincaré y
un incremento del 38% en la relacion SD1/SD2. Estos datos se asociaron a arritmias
supra-ventriculares y ventriculares (37). En la rata Goto—Kakizaki, un modelo de

DM2 también se reportd una reduccion en la variabilidad cardiaca (74).

Por otro lado Meo y Cols., 2016, reportan una incremento en la variabilidad del
intervalo QT y QTc y se correlaciona con un incremento en la susceptibilidad de

desarrollar arritmias ventriculares (68).

Dadas estas controversias, es importante continuar con el estudio de los

efectos de la DM2 sobre la variabilidad cardiaca.
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2. CAPITULO — MARCO METODOLOGICO

2.1 Justificacion
La DM es una enfermedad que en los ultimos afios ha aumentado su

incidencia colocandola como una de las enfermedades mas importantes en el
mundo. La DM constituye la sexta causa de muerte en el mundo y la segunda causa
de muerte en nuestro pais por debajo de las enfermedades cardiovasculares, las
cuales se relacionan intimamente con la DM. La DM2 da cuenta del 90-95% de
todos los casos de diabetes reportados. Los pacientes con DM tienen de 3-4 veces
mayor probabilidad de padecer complicaciones cardiovasculares, incluyendo
arritmias cardiacas, prolongacion del intervalo QT y muerte cardiaca subita. Es por
esto que esta bien establecido que la diabetes puede conducir a disfuncién de la
actividad eléctrica y mecéanica del corazén. Sin embargo, a la fecha se desconocen
los mecanismos moleculares precisos por los cuales la DM genera estas
alteraciones a nivel cardiaco. Hay evidencias de que la DM provoca alteraciones en
la expresion y/o actividad de canales ionicos. En la DM1, en particular, ha sido
demostrado que altera varios tipos de corrientes ionicas, incluyendo la corriente de
calcio tipo L, las corrientes de potasio en sus dos componentes, lento lks y rapido Ik
(1) y en la corriente transitoria de salida, lo. Sin embargo, son muy limitados los
estudios sobre los efectos de la DM2 sobre la actividad eléctrica del corazon.
Muchos de los estudios se realizaron utilizando modelos animales de DM1 (el tipo
de DM menos comun en el humano). En la actualidad, no queda claro si la DM2

induce la misma remodelacion eléctrica del corazon que la encontrada en DML1.

Las ratas de la cepa Zucker Diabetic Fatty, son un modelo experimental que
presentan varias de las caracteristicas presentes en el humano diabético con DM2
como son, hiperglucemia, hiperinsulinemia, resistencia a la insulina, obesidad,
hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, entre otras. En la presente tesis se
utilizaron a las ratas ZDF para estudiar los efectos de la DM2 sobre la actividad

eléctrica del corazon.
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2.2 Planteamiento del Problema

En México, la primera causa de muerte son las enfermedades
cardiovasculares, un 60% de estas muertes estan relacionadas con la DM. La DM
aumenta de 3-4 veces el riesgo de padecer complicaciones cardiovasculares,

incluyendo arritmias cardiacas y muerte cardiaca repentina.

Diversos estudios realizados en modelos animales de DM1, la menos
frecuente en el humano, han demostrado alteraciones en la actividad eléctrica del
corazén, entre las cuales, una disminucion de la frecuencia cardiaca, alargamiento
del intervalo QT del electrocardiograma, alargamiento del potencial de accién de
células cardiacas, alteraciones en las corrientes idnicas de K* y una reduccion en la

variabilidad de la frecuencia cardiaca.

A la fecha existe poca informacién con respecto a los efectos de la DM2, la
mas frecuente en humanos ocupando el 90% de los casos a nivel mundial, sobre
los mecanismos moleculares implicados en las alteraciones de la actividad eléctrica

del coraz6n causada por esta enfermedad.

Por lo que nos planteamos la siguiente pregunta. ¢ La diabetes mellitus tipo

2 causara alteraciones en las propiedades eléctricas activas del corazon?
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2.3 Hipétesis
La diabetes mellitus tipo 2 causa alteraciones en las propiedades eléctricas

activas del corazoén de rata.

2.4 Objetivos

2.4.1 Objetivo General
Determinar el efecto de la diabetes mellitus tipo 2 sobre las propiedades
eléctricas activas del corazon.

2.4.2 Objetivos Especificos

1. Evaluar el efecto de la diabetes mellitus tipo 2 sobre la frecuencia cardiaca

en las cepas de rata Zucker Diabetic Fatty y Long Evans.

2. Evaluar el efecto de la diabetes mellitus tipo 2 sobre el intervalo QT y QTc en

las cepas de rata Zucker Diabetic Fatty y Long Evans.

3. Evaluar el efecto de la diabetes mellitus tipo 2 sobre la variabilidad cardiaca

en las cepas de rata Zucker Diabetic Fatty y Long Evans.

4. Evaluar el efecto de la diabetes mellitus tipo 2 sobre la morfologia del

potencial de accion en las cepas de rata Zucker Diabetic Fatty y Long Evans.

5. Evaluar el efecto de la diabetes mellitus tipo 2 sobre la densidad de corrientes

de K%, lo en las cepas de rata Zucker Diabetic Fatty y Long Evans.

6. Evaluar el efecto de la diabetes mellitus tipo 2 sobre la densidad de corrientes

de K* Ik en las cepas de rata Zucker Diabetic Fatty y Long Evans.

7. Evaluar el efecto de la diabetes mellitus tipo 2 sobre la densidad de corrientes

de K* Ik1 en las cepas de rata Zucker Diabetic Fatty y Long Evans.
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2.5 Material y Métodos

2.5.1 Caracterizacion del modelo animal
Para el desarrollo del presente proyecto se emplearon ratas macho de 12 +

2 semanas de edad de la cepa Zucker Diabetic Fatty (ZDF) en sus dos fenotipos,
OZDF (Obese Zucker Diabetic Fatty) y LZDF (Lean Zucker Diabetic Fatty). Usamos
ratas de la cepa Long Evans (LE) de la misma edad como control. Las ratas fueron
proporcionadas por el Bioterio “Claude Bernard” de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla, donde fueron mantenidas bajo condiciones de temperatura y
humedad constante, expuestas a ciclos de luz-oscuridad de 12 h, con consumo de

agua y alimento ad libitum.

Para determinar si las ratas en efecto desarrollaban DM2, una semana previa
al experimento, se les realizo una prueba de tolerancia a la glucosa. Para esto, los
animales fueron sometidos a un ayuno de 4 h con agua ad libitum. Inmediatamente
después de las 4 h de ayuno, considerado como tiempo 0, se obtuvo una muestra
de sangre mediante puncion de la vena caudal para medir la concentracién de
glucosa sanguinea empleando el sistema comercial Accucheck® (ROCHE).
Posterior a la primera muestra, a las ratas se le administré por via intraperitoneal
una dosis de glucosa de 2 gr/Kg de peso del animal (NOM-062-ZO0O-1999,
9.4.2.1.3.). Posteriormente se tomaron muestras de sangre a los 15, 30, 60, 90 y
120 minutos posteriores a la administracion de glucosa y los niveles de glucosa

fueron medidos como se indicd anteriormente.

El dia del experimento, se procedié a medir la masa corporal de la rata en
gramos, empleando una balanza granataria. También se midi6 el largo de la rata
(distancia desde la punta de la nariz hasta la base de la cola) y la circunferencia
abdominal, utilizando una cinta métrica. Posteriormente por puncion de la vena
caudal se obtuvo una muestra de sangre para medir los niveles de glucosa basal

(sin ayuno previo), utilizando el sistema Accucheck® (ROCHE).

Las ratas fueron anestesiadas con una dosis de pentobarbital sédico 0.7
ml/Kg de peso, en adicién se les administré una dosis de heparina de 0.02 mi/100

gr de peso, para evitar la formacion de codgulos.
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Después del registro del electrocardiograma y la extraccion del corazon (ver
siguientes secciones para detalles), se procedié a remover cuidadosamente toda la
grasa localizada alrededor del epididimo de ambos testiculos y la grasa
peripancreatica. La grasa epididimal y peripancreética fueron pesadas utilizando

una balanza granataria.

2.5.2. Registro del electrocardiograma in vivo.
Bajo anestesia, se procedio a realizar el registro del ECG, para ello la rata

fue colocada en posicion ventral y se procedi6 a insertar tres electrodos en
configuracion de derivacion | (DI): uno debajo del pliegue axilar derecho (electrodo
positivo), el segundo en el pliegue axilar izquierdo (electrodo negativo) y el tercero
en la parte interna de la ingle izquierda (electrodo-tierra). EI ECG fue registrado
utilizando un electrocardiégrafo especial fabricado en el laboratorio para animales
pequefios. La sefal electrocardiografica fue visualizada utilizando el programa
Labview y con un conversor analdgico digital fue capturada a una frecuencia de 10
kHz en una computadora personal para su ulterior analisis. Los registros fueron

obtenidos durante 15 minutos.

2.5.3 Medicioén de la Frecuencia Cardiaca
Para el calculo de la frecuencia cardiaca se utilizé la férmula 2, donde RR

corresponde al intervalo entre ondas R expresado en milisegundos y la frecuencia
estd expresada en latidos por minuto. La medicion del intervalo RR se realizo

utilizando el programa Clampfit 10.7.

1
FC = ﬁx 60000 Formula 2

2.5.4 Medicién del Intervalo RT
El intervalo RT fue obtenido de aproximadamente 100 registros

electrocardiogréficos con el programa de andlisis Clampfit 10.7. El intervalo RT fue
medido desde el inicio de la onda R hasta el final de la onda T (ver Figura 9).
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:

o 100 ms

RT

Figura 9. Intervalo RT. La medicidn del interalo RT es tomada desde el inicio de la onda R, hasta el
final delaonda T.

Dada la relacién del intervalo RT (RT) y la frecuencia cardiaca (FC), el intervalo RT
fue corregido (RTc) fue calculado utilizando la formula de Bazett modificada para

rata (ver formula 3), Formula de Bazzet modificada.

RT

RTc = —— Férmula 3
+RR/FC

2.5.5 Variabilidad de la frecuencia cardiaca
La medicion de la variabilidad cardiaca se realizé utilizando el diagrama de

Poincare (ver seccion 1.1.2.8) y el calculo de los valores SD1, SD2 y SD1/SD2. El

célculo de SD1y SD2 se realiz6 mediante las férmulas 4 y 5 respectivamente.

La cuantificacion de la variabilidad de la frecuencia cardiaca se realiza
mediante el calculo de SD1, SD2 y la relacion SD1/SD2.SD1 o ancho del diagrama,
es la desviaciéon estdndar de la distancia entre todos los puntos del diagrama de
Poincaré a lo largo del eje RRj, el cual es calculado con la férmula 4, donde al
intervalo RR (RR)) se le restara el intervalo RR siguiente (RRi+1) y dividido entre dos,
para elevarse al cuadrado y sacar su raiz cuadrada. El SD2 o largo del diagrama,
es la desviaciéon estandar de la distancia entre todos los puntos del diagrama de
Poincare a los largo del eje RRi+1, el cual es calculado utilizando la formula 5 (93).
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La relacion SDD1/SDD2 es el valor que corresponde al delicado equilibrio entre el

sistema simpatico y parasimpatico en el corazén (93).

2
Di1i= (RRi_fRHl) Formula 4
— 2
. 2RR; — RR; — RR;44 Formula 5
D2j = >

Después de registrar el ECG in vivo, se procedid a extraer el corazon y se
lavd con solucion fisiolégica (Tyrode) en un sistema de perfusion retrograda de

Langendorff para remover la sangre remanente.

2.5.6 Disociacion de Miocitos
La obtencion de los miocitos cardiacos se realiz6 mediante disociacion

enziméatica. Para ello, finalizado la toma del electrocardiograma en condicion ex vivo
se procedid a sustituir la solucion Tyrode con otra solucion Tyrode libre de calcio
durante 9 minutos. Para la digestion enzimatica se perfundio al corazon con 50 ml
de solucién Tyrode libre de calcio conteniendo 28 mg de colagenasa tipo 1 durante
8 minutos, posteriormente se perfundié con 1 mg de proteasa tipo XIV, también
diluida en solucion Tyrode libre de alcio durante 4 minutos. Después de la perfusion
con enzimas, el corazon fue lavado con solucion Kraft-Brueh durante 3 minutos. El
corazoén fue transferido en una camara de diseccion conteniendo solucién Kraft-
Brueh, para disecar: la pared libre del ventriculo derecho, la pared libre del
ventriculo izquierdo, el septum intraventricular, el papilar de ventriculo izquierdo,
papilar de ventriculo derecho y epicardio de ventriculo derecho e izquierdo.
Posteriormente los seis tejidos por separados fueron cortados en segmentos
pequefios para realizar la dispersibn mecanica de las células por agitacion. Las
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células asi obtenidas, se mantuvieron en solucion Kraft-Brueh a 4 °C hasta el

momento de su uso.
La composicion de las soluciones se describe en el anexo 5.10.

2.5.7 Medicién del Potencial de Accion y Protocolos Experimentales de Corrientes
Para la medicioén del potencial de accién y corrientes de potasio, se colocaron

de 2 a 3 gotas de suspensién celular en una camara de perfusion montada en la
plataforma de un microscopio invertido (Nikon Tokio, Japdn). Los miocitos se
dejaron sedimentar en el fondo de la camara (8 a 10 min) y posteriormente se
perfundieron con una solucién externa normal (ver composicion de soluciones en
anexo 5.10.3). Los experimentos se realizaron a temperatura ambiente. Los
registros se obtuvieron usando el método de whole cell patch-clamp con un
amplificador Axopatch 200A (Axon Instruments, Foster City, CA). La adquisicion de
datos y la generacién de protocolos de current-clamp y voltage-clamp se llevaron a
cabo con una interfaz LabMaster TL-1 controlada por el software pCLAMP (Axon
Instruments). Las micropipetas se obtuvieron de tubos capilares de vidrio de
borosilicato (WPl TW50, World Precision Instruments, Sarasota, FL) utilizando un

puller programable (Sutter Instruments, Novato, CA).

2.5.7.1 Medicién del Potencial de Accion
Para la medicion del potencial de accion, se utilizo la técnica de current-clamp

(fijacion de corriente) utilizando electrodos con una resistencia de entre 2 y 3 MQ,
llenos con solucién intracelular (ver anexo 5.10.2 para composicién de soluciones).
Para generar los potenciales de accidon aplicamos pulsos cuadrados de 5 ms de
duracion y de amplitud creciente para determinar primero la corriente minima
necesaria para evocar un potencial de accion. La sefial de potencial de accién fue
adquirida a una frecuencia de 25 KHz, amplificada, digitalizada y almacenada en
una computadora personal. En la Figura 10 se muestra un registro de potencial de
accion obtenido del epicardio de rata OZDF del donde se indican los parametros
medidos de dicho potencial de accién: el Potencial de membrana en reposo (PMR)
gue corresponde al voltaje de la célula antes de ser estimulada; amplitud del
potencial de accion (Amp), que se mide como la diferencia del valor del voltaje

maximo que alcanza el potencial de accién cuando la célula es estimulada y el PMR,;
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Voltaje Maximo, y la Duracion de la repolarizacion (DRP) al 10%, 30%, 60% y 90%,
gue corresponde al tiempo que tarda el potencial de membrana en decaer al 10, 30,

60 y 90% de la amplitud total del potencial de accion.

-Voltaje Max.

----DRP.10%

----DRP. 30 %

- ---DRP. 60 %

=----DRP.90%

20 mV

Figura 10. Parametros medidos del Potencial de Accién. PMR: Potencial de Membrana en Reposo;
Amp: Amplitud; Voltaje. Max: Voltaje Maximo; DRP 10, 30, 60 y 90 %: Duracion de la Repolarizacion.

2.5.7.2 Medicion de la corriente lto
Para medir la corriente lo las células fueron perfundidas con una solucién

externa CaCo (ver anexo 5.10.3) para bloquear las corrientes de calcio tipo L, y se
aplico el siguiente protocolo: partiendo de un potencial de mantenimiento de -80 mV,
se aplicd un pulso a -40mV durante 40ms para inactivar la corriente de sodio, y
posteriormente fueron aplicados pulsos despolarizantes desde un potencial de -
30mV hasta +60mV en incrementos de 10 mv, y con una duracion de 500ms (ver
Figura 11A). El valor de la densidad de corrientes de I a cada voltaje se determino
mediante el maximo valor de la corriente y restandole el valor minimo de esta (ver
Figura 11B).
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A B V.M

60 mV

-30 mV
-40 mV‘
-80 mV

Figura 11. Protocolo de Corriente lw. (A) Protocolo de corriente Iy, (B) Familia de corrientes lw. V.M:

200 ms

Valor maximo, V.m: Valor minimo, nA: nano Amperios.
2.5.7.3 Medicion de la corriente Ik

Para medir la corriente Ik las células se perfundieron en solucién externa de
cobalto, aplicando el siguiente protocolo, partiendo en un potencial de
mantenimiento de -80 mV, se aplicé un pulso de 200 ms de duracién a -40 mV, para
inactivar la corriente de sodio, posteriormente se dio una serie de pulsos
despolarizantes desde -40 mV hasta +50 mV, en pasos de 10 mV y con una
duracion de 3000 ms (ver Figura 12). La amplitud de la corriente Ik se determiné
tomando en cada pulso el valor maximo del registro de la corriente y se restara el

valor minimo.

A

50 mV

A b it ot
o -M b
prus MM »'unw ‘l" mwmﬁ'o'm%

-40 mV

-80 mV 500 ms —

Figura 12. Protocolo de Corriente Ik. (A) Protocolo de corriente Ik (B) Familia de corrientes Ik. V.M:

Valor maximo, V.m: Valor minimo, nA: nano Amperios.
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2.5.7.4 Medicién de la corriente k1
Para el registro de la corriente Ik las células fueron perfundidas con solucion

externa CaCo. Partiendo de un potencial de mantenimiento de -40 mV, se aplicaron
pulsos de prueba desde -30 mV y hasta -120 mV, en incrementos de 10mV y de
500 ms de duraciéon (ver Figura 13). La intensidad de corriente lk1 se determind

midiendo la corriente al final del pulso de prueba.

A B

-30 mV
-40 mV
st
V‘f’
F 1 nA
200 ms
V.m
-120 mV

200 ms

Figura 13. Protocolo de Corriente lki. (A) Protocolo de corriente lx1 (B) Familia de corrientes

Ikz. V.m: Valor minimo, nA: nano Amperios.

2.5.8 Andlisis de Resultados
Los datos obtenidos fueron analizados con los softwares Clampfit 10.7 y

GraphPad Prism 5. Se utilizé la prueba estadistica ANOVA o Kruskal Wallis
dependiendo de si los datos fueron paramétricos o no paramétricos para comparar
los datos correspondientes, los cuales fueron las tres distintas corrientes
analizadas; lw, Ik € lk1. Con una p<0.05 para considerar significativo los resultados.
Los resultados obtenidos se representaran usando la media + error estandar de al
menos 6 ratas de cada cepa (OZDF, LZDF y Long Evans).
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3. CAPITULO - RESULTADOS

3.1 Parametros morfométricos y metabolicos
En el cuadro 1 se muestra la media = el error estandar (ES) de los

parametros morfométricos y metabolicos obtenidos de los tres grupos de rata en
estudio. Como lo muestra el andlisis estadistico, las ratas OZDF presentaron un
aumento significativo en comparacion con las ratas LE y LZDF de: su masa corporal
de aproximadamente 55% (p<0.05); de la circunferencia de su cintura de
aproximadamente 70% (p<0.05); de la grasa epididimal de aproximadamente 375%
(p<0.05); y de la grasa peripancreatica de un 700% (p<0.05). En cuanto a la longitud
nariz-cola solo se encontro un incremento de aproximadamente 4.6% en la rata LE
vs OZDF y 5.1% LZDF (p<0.05). En los parametros bioquimicos, encontramos que
los niveles de glucosa sanguinea basal fueron 30.3% (p<0.05) mayor que en las

ratas OZDF comparadas con las ratas LE y LZDF.

Cuadro 1. Parametros morfométricos y metabdlicos de ratas LE, LZDF y OZDF.

LE n=14 LZDF n= 16 OZDF n=17
Peso (9) 292.81+6.5 295.1% 5.1 450.2 + 14 **
Longitud (g) 214 £0.1 21,801 224+03*
Circunferencia (g) 16.1+£0.3 17.1+£0.2 28:51£1072 =
IMC 6.358 £ 0.1239 6.471 £ 0.09724 8.946 + 0.2216 **
Grasa 23202 1.5% 0.1 95+0.7*
Epididimal (g)
Grasa 0.3+0.08 02+£03 24+03*
Peripancreatica (g)

Glucosa (mg/dL) 145+ 3.6 139.1+ 3.6 189+ 15.8**

Datos representados con media + E.E., prueba estadistica Kruskal Wallis con un valor de p < 0.05,
*(LZDF vs OZDF), *(LE vs OZDF).
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La curva de tolerancia a la glucosa obtenida de los grupos de rata LE (linea
negra); LZDF (linea azul) y OZDF (linea roja), se muestra en la Figura 14. Los
valores de glucosa sanguinea después de 4 horas de ayuno (minuto 0) fue mayor
en las ratas OZDF (p>0.05), aunque no encontramos diferencias significativas con
respecto a los valores de glucosa obtenidos de las ratas LE y LZDF (p>0.05). Sin
embargo, después de la administracion de glucosa (2 gr/Kg de peso del animal) los
valores de glucosa obtenidos de las ratas OZDF a los 15, 30, 60, 90 y 120 minutos
después de la aplicaciéon, fueron estadisticamente superiores a los obtenidos en
ratas LE y LZDF (p<0.05). No se encontraron diferencias significativas en las curvas

de tolerancia a la glucosa entre los grupos de ratas LE y LZDF (p>0.05).

-~ OZDF
500+ -2 |L/DF
* %
% =+ LE
- 4004
% *%
€ 300-
Ts/ %
(7))
o 200-
(@]
=)
O 100-
O 1 1 1 1 1

0 15 30 60 90 120
Tiempo (min)

Figura 14. Curva de tolerancia a la glucosa. Después de haber pasado 4 h de ayuno se tomé la
primer toma de glucosa basal (tiempo 0) y se aplicé una carga de glucosa a una concentracién de 2
g por kilo de peso via intraperitoneal, la segunda (tiempo 15) y tercer toma (tiempo 30) se procedieron
a tomar cada 15 minutos, mientras que la cuarta (tiempo 60), quinta (tiempo 90) y sexta (tiempo 120)
toma se realizaron cada 30 min. Todos los datos obtenidos se representan como media + E.E.,

prueba estadistica Kruskal Wallis con un valor de p < 0.05, *(LZDF vs OZDF), *(LE vs OZDDF).
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3.2 Efecto de la diabetes mellitus tipo 2 sobre la frecuencia cardiaca
en las cepas de rata Zucker Diabetic Fatty y Long Evans.

En la Figura 15 se muestran los registros de electrocardiograma obtenidos
de ratas Long Evans (panel A), LZDF (panel B) y OZDF (panel C). El analisis del
intervalo RR, demuestra que las ratas de la cepa ZDF (LZDF y OZDF) presentaron
una disminucion significativa en la duracion del intervalo RR en comparacion con el
intervalo RR medido en las ratas LE (p<0.05) (Cuadro 2). Este alargamiento en el
intervalo RR en las ratas de la cepa LZDF y OZDF dio como resultado una
disminucién significativa de la frecuencia cardiaca de ~ 8% y 11 % en ratas LZDF y

OZDF al compararlas con las ratas LE respectivamente (p<0.05) (Cuadro 2).

RR RR B RR N
 —— >
RT RT “RT "
: : z
v 100 ms v 100 ms v 100 ms
o o o

Figura 15. Electrocardiogramas obtenidos de ratas LE (A), LZDF (B) y OZDF (C). Las flechas indican
la duracién de los intervalos RR y RT.

Cuadro 2. Intervalo RR y frecuencia cardiaca.

Long Evans (n=14) LZDF (n=16) OZDF (n=15)

Intervalo R-R
(ms) 173.0+4.4 188.4 + 4.6 193.0 + 3.2*
F.C. (LPM) 349.8+ 8.8 321.5+8.3* 312.15.1*

Los valores representan la mediatEE, prueba estadistica Kruskal Wallis con un valor de p < 0.05, *
(LZDF vs OZDF), * (LE vs OZDF). LPM= latidos por minuto.
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3.3 Efecto de la diabetes mellitus tipo 2 sobre el intervalo RT y RTc en
las cepas de rata Zucker Diabetic Fatty y Long Evans.

En la Cuadro 3 se muestra la media + ES del intervalo RT y RTc medidios
de los electrocardiogramas obtenidos de ratas LE, LZDF y OZDF. No encontramos

diferencias significativas (p>0.05) en ambos parametros entre los grupos de estudio.

Cuadro 3. Intervalo RT, RTc.

Long Evans (n=14) LZDF (n=16) OZDF (n=15)
Intervalo R-T
(ms) 491+2.5 529+28 57.0+1.4
Intervalo R-Tc
(ms) 69.9+ 3.5 69.5+ 3.8 725+1.9

Los datos representan la mediatEE, prueba estadistica Kruskal Wallis con un valor de p>0.05.

3.4 Efecto de la diabetes mellitus tipo 2 sobre la variabilidad cardiaca
en las cepas de rata Zucker Diabetic Fatty y Long Evans.

Para el estudio de los efectos de la diabetes mellitus tipo 2 sobre la
variabilidad cardiaca, se realizaron los diagramas de Poincaré utilizando el intervalo
RR (Figura 16A) y del intervalo RT (Figura 16B) del ECG de las ratas LE (puntos
negros), LZDF (puntos azules) y OZDF (puntos rojos). A partir de los diagramas de
Poincaré se calcularon los parametros SD1, SD2 utilizando las férmulas 4 y 5
respectivamente y la relacion SD1/SD2 como indicadores de la variabilidad de la

frecuencia cardiaca en los tres grupos experimentales.

En la Cuadro 4, se puede observar una disminucion significativa (p<0.05) del
valor SD2 obtenido del diagrama de Poincaré de los intervalos RR en las ratas

OZDF al compararlas con los datos obtenidos en las ratas LE y LZDF.

A 260 -
240 D1 37
] o LE
£ 220 - o LZDF
= o OZDF
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Figura 16. Diagramas de Poincaré construidos con los intervalos RR (A) y RT (B) de los
electrocardiogramas obtenidos de ratas LE (circulos negros), LZDF (circulos azules) y OZDF
(circulos rojos).
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Cuadro 4. Efecto de la Diabetes mellitus tipo 2 sobre la variabilidad de la frecuencia cardiaca
(intervalo RR).

LE LZDF OZDF
SD1 0.51 0.50 0.56
SD2 3.95 5.03 Sl
SD1/sD2  0.13 0.1 0.2

Se realiz6 una prueba Kruskal-Wallis con una p< 0.05. * Estadisticamente significativo con
respecto a LZDF. Media * error estandar.

Por otro lado, En la Cuadro 5 se observa un aumento significativo (p<0.05)
en los pardmetros SD1 y SD2 en las ratas de la cepa ZDF (LZDF y OZDF) con

respecto a la rata LE.

Cuadro 5. Efecto de la Diabetes mellitus tipo 2 sobre la variabilidad de la frecuencia cardiaca
(intervalo RT).

LE LZDF OZDF
SD1 0.25 0.50* 0.37*
SD2 0.70 0.53* 0.48*
SD1/sD2 0.36 0.94 0.94

Se realiz6 una prueba Kruskal-Wallis con una p< 0.05. * Estadisticamente significativo con
respecto a LE. Media + error estandar.

3.5 Efecto de la diabetes mellitus sobre la morfologia del potencial de
accion y corrientes de potasio |, Ik € Ik1 en las cepas de ratas Zucker
Diabetic Fatty y Long Evans

Dadas las diferencias en la morfologia de los potenciales de accién y
densidad de corrientes ionicas (76,80,94,95) de K* reportadas en los diferentes
tejidos del corazon, en esta tesis se midieron los potenciales de accion y corrientes

ionicas de K* antes mencionadas en los siguientes tejidos: epicardio, pared libre del
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ventriculo izquierdo, pared libre del ventriculo derecho, septum intraventricular,
papilar del ventriculo izquierdo y papilar del ventriculo derecho. A continuacion, se

describen los resultados obtenidos en cada uno de los tejidos.

3.3.1 Epicardio

En la Figura 17, se muestran los registros de PA obtenido del epicardio del
corazon de rata OZDF (rojo), LZDF (azul) y Long-Evans (negro). En el cuadro de
la Figura 17 se muestra la media + ES de los pardmetros medidos de los
potenciales de accién en los tres grupos experimentales. Como se puede observar,
la Gnica diferencia significativa (p<0.05) resultante fue un aumento de la duracion
en el tiempo de repolarizaciéon al 10% en la rata OZDF en comparacién con la rata
LZDF.

En la Figura 17, se muestran las gréaficas de la densidad de corriente Ik:
(panel A), Ik (panel B) e Il (panel C) obtenidas de células del epicardio. Aunque se
observa una tendencia a la disminucion de las corrientes o € Ik en ratas OZDF en
comparacion con LZDF y LE, no se encontraron diferencias significativas (p>0.05)

en ninguna de las corrientes medidas.

LE LZDF OZDF
LE ncel.=7 ncel.=6 ncel.=3
nanimal=7 nanimal=6 n animal=3
—1LZ
——O0Z] pmr.(mv)  -80.88+1.47 -80.91+1.26 -81.20%1.42
----DRP.10 % V. Max. (mV) 25.63+4.05 27.10+7.07 38.53+3.07
0mV | .
----DRP.30 % Amplitud (mV) 106.51+4.40 108.02+7.89  119.74% 1.7
*
DRP.10% (ms) 41.11+560 36.75+1.48 31.1810.38
«----DRP. 60 %
DRP.30% (ms) 51.87+8.30 42.52+4.27 43.38+8.41
- ----DRP. 90 %
£ DRP. 60% (ms) 67.04+11.50 50.80+546 57.12+13.27
~
20 ms DRP. 90% (ms) 89.01+14.64 64.44%6.40 7827+14.35

Figura 17. Potencial de accidn de epicardio y cuadro de los parametros analizados. Potencial
de accién de rata OZDF (roja), LZDF (azul) y LE (negra). Todos los datos obtenidos se representan
como media + E.E., prueba estadistica Kruskal Wallis con un valor de p < 0.05, *(LZDF vs OZDF).
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Figura 18. Curvas corriente-voltaje de epicardio. Corriente lk1 (A), Ik (B) y corriente Iy (C) se
empled la prueba estadistica Kruskal Wallis con un valor de p < 0.05.
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3.3.2 Pared libre de ventriculo izquierdo

En la Figura 19, se muestran los registros de PA obtenido de la pared del

ventriculo izquierdo del corazén de rata OZDF (rojo), LZDF (azul) y Long-Evans

(negro). En el cuadro de la figura 19 se muestra la mediatES de los parametros

medidos de los potenciales de accidén en los tres grupos experimentales. No se

encontraron diferencias significativas (p>0.05) en ninguno de los parametros

estudiados.

En la Figura 19, se muestran las gréficas de la densidad de corriente Ik

(panel A), Ik (panel B) e lo (panel C) obtenidas de célula de la pared libre del

ventriculo izquierdo. No encontramos diferencias significativas (p>0.05) en ninguna

de las corrientes medidas.

—LE
—LZ
—0z

...... DRP. 10 %
0mV

------ DRP. 30 %

------ DRP. 60 %

DRP. 90 %

20 mV

20 ms

V. min (mV)

V. Max. (mV)

Amplitud (mV)

DRP. 10% (ms)

DRP. 30% (ms)

DRP. 60% (ms)

DRP. 90% (ms)

LE
ncel.=7
n animal=7

-80.72+ 0.91

33.94 £ 2.31

114.66 + 1.77

37.19+ 2.06

52.7+5.29

65.83 £ 6.67

78.62+7.81

LZDF
ncel.=6

n animal=6

-79.32+1.72

35.49 £ 3.29

114.81+ 4.31

37.68 + 1.27

57.95+ 3.28

81.19x4.91

107.49 + 5.32

OZDF
ncel.=8

n animal=8

-81.92+2.17

34.34+£ 3.14

116.27 £ 4.43

37.59+1.14

53.26 + 5.43

70.05+6.34

89.86 + 8.25

Figura 19. Potencial de accién de Pared libre de ventriculo izquierdo y cuadro de los
parametros analizados. Potencial de accion de rata OZDF (roja), LZDF (azul) y LE (negra). Todos
los datos obtenidos se representan como media + E.E., prueba estadistica Kruskal Wallis con un

valor de p < 0.05.
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Figura 20. Curvas corriente-voltaje de Pared libre de ventriculo izquierdo. Corriente Ik (A), Ik
(B) y corriente lo (C) Se empled la prueba estadistica Kruskal Wallis con un valor de p <0.05.
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3.3.3 Pared libre de ventriculo derecho

En la Figura 21, se muestran los registros de PA obtenido de la pared del
ventriculo derecho del corazén de rata OZDF (rojo), LZDF (azul) y Long-Evans
(negro). En el cuadro de la Figura 21 se muestra la media + ES de los parametros
medidos de los potenciales de accidén en los tres grupos experimentales. No se
encontraron diferencias significativas (p>0.05) en ninguno de los parametros
estudiados.

En la Figura 21, se muestran las gréficas de la densidad de corriente Ik
(panel A), k (panel B) e lo (panel C) obtenidas de célula de la pared libre del
ventriculo derecho. En el panel B, se puede apreciar una disminucion significativa
(p<0.05) de la corriente Ik del grupo OZDF vs LE a los voltajes de -30 y -20 mV de
la curva corriente contra voltaje, al igual que hubo una disminucién de la densidad

de corriente a un voltaje de -20 mV al comparar el grupo LZDF vs LE.

LE LE LZDF OZDF
ncel.=6 ncel.=5 ncel.=7
—LZDF nanimal=6 nanimal=5 nanimal=7
—QZDF
V. min (mV) -80.72+0.91 -85.88+6.16  -83.84+ 1.91
---DRP.10 %
omy. DRP. 30 % V. Max. (mV) 33.94 £ 2.31 26.49+7.02 37.37£1.38
‘.---
Amplitud(mV) 114.66+1.77 112381545 121.22+1.78
DRP. 60 %
i DRP. 10% (mV) 37.19+2.06 36.59+2.54 37.08 + 1.62
DRP. 90 %DRP. 30% (mV) 52.7+5.29 52.3+5.30 47.01 £ 3.93

-
DRP.60% (mV) 6583+6.67 67.12+8.33 60.82 £ 5.43

20mV

20 ms DRP.90% (mV) 78.62+7.81 83.8+1043  73.10£6.11

Figura 21. Potencial de accién de Pared libre de ventriculo derecho y cuadro de los
parametros analizados. Potencial de accion de rata OZDF (roja), LZDF (azul) y LE (negra). Todos
los datos obtenidos se representan como media + E.E., prueba estadistica Kruskal Wallis con un
valor de p < 0.05.
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Figura 22. Curvas corriente-voltaje de Pared libre de ventriculo derecho. Corriente Ikt (A), Ik (B)

y corriente I (C). Se empleod la prueba estadistica Kruskal Wallis con un valor de p <0.05. *(LE vs
LZDF), *(LE vs OZDF),
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3.3.4 Septum

En la Figura 23, se muestran los registros de PA obtenidos del septum del
corazoén de rata OZDF (rojo), LZDF (azul) y Long-Evans (negro). En el cuadro de la
Figura 23 se muestra la mediatES de los parametros medidos de los potenciales
de accion en los tres grupos experimentales. No se encontraron diferencias

significativas (p>0.05) en ninguno de los parametros estudiados.

En la Figura 23, se muestran las gréficas de la densidad de corriente Ik:
(panel A), Ik (panel B) e I (panel C) obtenidas de célula del septum. En el panel B,
se puede apreciar una disminucion significativa (p<0.05) de la densidad de la
corriente Ik del grupo OZDF en comparacion con el grupo LE a los voltajes de -40,
0,10y 20 mV.

LE LZDF OZDF
—LE n cel.=6 ncel.=5 ncel.=4
J— nanimal=6 nanimal=5 n animal=4
—0Z
V.min(mV)  -81.86+1.78 -83.42+1.626 -80.20 +3.01
<....DRP.10%
V.Méax.(mV) 29.74+425 29.91+510 33.25+6.20
Omv
....DRP.30%
Amplitud (mV) 111.60+4.61 113.33+4.28 113.45+8.24
<-.DRP.60% DRP.10% (mV) 36.19+1.01 41.97+542  42.36+2.24
DRP.90% DRP30% (mV) 44.6+279 60.81+843 62.65+10.65
- ----
>
E DRP 60% (mV) 56.03+3.79 89.65+17.50 79.76+ 16.19
=
20 ms

DRP. 90% (mV) 68.68+3.32 107.01+17.16 94.87 £ 17.63
Figura 23. Potencial de accién de septum y cuadro de los parametros analizados. Potencial de
accién de rata OZDF (roja), LZDF (azul) y LE (negra). Todos los datos obtenidos se representan
como media + E.E., prueba estadistica Kruskal Wallis con un valor de p < 0.05.
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Figura 24. Curvas corriente-voltaje de septum. Corriente lk1 (A), Ik (B) y corriente I (C). Se empled
la prueba estadistica Kruskal Wallis con un valor de p <0.05. *(LE vs OZDF).
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3.3.5 Papilar izquierdo

En la Figura 25, se muestran los registros de PA obtenidos del papilar del
ventriculo izquierdo del corazén de rata OZDF (rojo), LZDF (azul) y Long-Evans
(negro). En el cuadro de la Figura 25 se muestra la media + ES de los parametros
medidos de los potenciales de accidén en los tres grupos experimentales. No se
encontraron diferencias significativas (p>0.05) en ninguno de los parametros

estudiados.

Enla Figura 2, se muestran las graficas de la densidad de corriente lk1 (panel
A), Ik (panel B) e | (panel C) obtenidas de célula del papilar obtenido de ventriculo
izquierdo. No encontramos diferencias significativas (p>0.05) en ninguna de las

corrientes medidas.

LE LZDF OZDF
—LE ncel.=3 ncel.=5 ncel.=7
—VLZ nanimal=3 nanimal=5 n animal=7
—0Z
V. min (mV) -79.45+4.48 -85.67+%7.32 -81.21+£1.58
..... DRP. 10 % V. Max. (mV) 35.01+1.85 3094+814 3872+4.19

0mv <.....DRP.30%

Amplitud (mV) 114.46+3.88 116.62+x4.49 119.94%4.16
DRP. 60 % DRP. 10% (ms) 44.71+4.90 37.68%3.84 39.68 + 3.91

DRP. 30% (ms) 65.07+8.75 51.23+5.40 58.4+6.10

DRP. 90 %

DRP. 60% (ms) 855+11.69 70.13+8.02 76.33 + 8.06

20 mV

20 ms DRP. 90% (ms) 103.52+ 12.37 90.34+11.49  95.12+8.30

Figura 25. Potencial de accion de Papilar izquierdo y cuadro de los parametros analizados.
Potencial de accion de rata OZDF (roja), LZDF (azul) y LE (negra). Todos los datos obtenidos se
representan como media + E.E., prueba estadistica Kruskal Wallis con un valor de p < 0.05.
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Figura 26. Curvas corriente-voltaje de Papilar izquierdo. Corriente lx1 (A), Ik (B) y corriente Iy (C)
Se empled la prueba estadistica Kruskal Wallis con un valor de p <0.05.
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3.3.6 Papilar derecho

En la Figura 27, se muestran los registros de PA obtenidos del papilar del

ventriculo derecho del corazén de rata OZDF (rojo), LZDF (azul) y Long-Evans

(negro). En el cuadro de la Figura 27 se muestra la media + ES de los parametros

medidos de los potenciales de accién en los tres grupos experimentales. No se

encontraron diferencias significativas (p>0.05) en ninguno de los parametros

estudiados.

En la Figura 28, se muestran las graficas de la densidad de corriente I«

(panel A), Ik (panel B) e Il (panel C) obtenidas de célula del papilar obtenido de

ventriculo derecho. No encontramos diferencias significativas (p>0.05) en ninguna

de las corrientes medidas.

e

LE
ncel.=3

—LE n animal=3

—LZ
—0Z iR (mV)  -82.19+253

«----DRP.10%
V.Max.(mV)  29.62+1.68
0mV
0,
@---DRP.30% Amplitud (mV) 111.81 + 1.49
DRP. 60 % DRP. 10% (ms) 44.73+4.72
-
DRP. 30% (ms) 64.41+6.98
DRP. 90 %

DRP. 60% (ms) 82.45+9.79

DRP. 90% (ms) 100.9 £ 14.06

LZDF
ncel.=5
n animal=5

-84.51+2.24

30.57 £ 6.64

115.08 £ 7.00

40.8 + 4.66

55.4 £ 8.77

69.47 +9.24

83.39+ 8.26

OZDF
ncel.=4
n animal=4

-80.62 + 3.85

36.62 + 1.66

117.25+4.19

35.43+1.75

40.08 £ 3.50

49.68 +6.93

63.11+7.33

Figura 27. Potencial de accién de Papilar derecho y cuadro de los parametros analizados.
Potencial de accion de rata OZDF (roja), LZDF (azul) y LE (negra). Todos los datos obtenidos se
representan como media +* E.E., prueba estadistica Kruskal Wallis con un valor de p < 0.05.
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Figura 28. Curvas corriente-voltaje de Papilar derecho. Corriente I« (A), Ik (B) y corriente I (C)
Se empled la prueba estadistica Kruskal Wallis con un valor de p <0.05.
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Discusion

En la actualidad no existen dudas sobre la relacién entre DM y enfermedades
cardiovasculares, por lo que numerosos estudios se han realizado con la finalidad
de comprender los mecanismos moleculares por los cuales la DM causa

alteraciones sobre vasos sanguineos y el corazon.

A nivel cardiaco, la mayoria de los estudios donde se ha estudiado los efectos
de la DM se han realizados en modelos animales con DM1, la cual representa tan
solo el 10% de los pacientes diagnosticados con diabetes. Esto podria explicarse
por la complejidad que representa la generacion de un modelo animal, que
reproduzca fielmente, todas las alteraciones que se presentan en las personas con
DM2.

El modelo de ratas Zucker Diabetic Fatty (ZDF) ha sido utilizado ampliamente
utilizado en el estudio de las alteraciones cardiovasculares causadas por la DM2
(19,96-99) , en particular, porque este modelo presenta varios de los signos clinicos
gue presentan los pacientes con DM2, como son: obesidad, incremento de la
ingesta de alimentos, dislipidemia, hiperglicemia, hiperinsulinemia, disfuncion de
células B-pancreaticas, resistencia a la insulina, hipertension arterial (97,100) y

cardiopatias (101).

Por esto en el presente proyecto utilizamos a la rata ZDF para estudiar las
posibles alteraciones que causa la DM sobre las propiedades eléctricas activas en

el corazon.

Existen numerosos trabajos en los que se ha tomado al fenotipo delgado
(Lean de la cepa Zucker, denominado en la presente tesis como LZDF), como grupo
control o “sano”, bajo el entendido de que al tener una mutacién de tipo recesivo,
estas no expresaran la enfermedad al ser heterocigotas (102—107). Sin embargo,
en este trabajo usamos también a la cepa de ratas Long Evans como grupo control
ya que éstas no presentan alteracién genética alguna, y porque las ratas ZDF
provienen de la cepa Long Evans (99).
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Nuestros resultados confirman el fenotipo obeso ya que las ratas OZDF son
estadisticamente mas pesadas y grandes que sus grupos controles. El incremento
de la longitud del fenotipo obeso nos haria suponer que este seria una causa
probable del incremento de su peso. Sin embargo, al calcular el IMC observamos
gue esta variable resultdé ser mayor en la rata OZDF a comparaciéon de su control.
Este dltimo dato sugiere que el aumento en el peso puede ser debido mas a un
aumento en el tejido graso que en el incremento en el tamafio del grupo OZDF. La
presencia de obesidad en las ratas OZDF fue demostrada por el incremento del
600% en el tejido adiposo formado alrededor del epididimo y por el incremento del
1200% en la grasa peripancreéatica. Con todo esto, podemos afirmar que, de
acuerdo a lo reportado en la literatura, las ratas OZDF presentan obesidad a la edad
de 12 + 3 semanas de edad (correspondiente a 20 a 25 afios de edad en el humano).
Con estos resultados podemos concluir que la rata OZDF en efecto, es un modelo

animal que presenta obesidad, como ha sido reportado por otros (100,108).

Asi mismo, nuestros resultados confirman el fenotipo diabético de las ratas
OZDF al presentar valores estadisticamente incrementados tanto en los niveles
basales de glucosa en ratas sin ayuno, asi como en los niveles de glucosa durante
la curva de tolerancia a la glucosa. Esta informacion nos permite corroborar que las
ratas OZDF presentan hiperglicemia e intolerancia a la glucosa, ambos criterios que,
de acuerdo con la ADA, son suficientes para diagnosticar DM2 en humanos,
permitiendo aseverar que las ratas OZDF, en efecto, desarrollan DM2 (109). Cabe
sefalar que dado a que actualmente no se cuenta con criterios y puntos de corte
establecidos para el diagnostico de DM2 en roedores, y por la cercania de los
valores de glucosa y los de la curva de tolerancia a la glucosa con los obtenidos en
humanos, nos basamos en los criterios indicados por la ADA para el diagnostico de
DM2.

Una vez confirmada la presencia de diabetes en las ratas OZDF y la ausencia
de ésta en las ratas control procedimos a evaluar los efectos de la DM2 sobre las

propiedades eléctricas del corazon.
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Al evaluar la frecuencia cardiaca en los tres grupos de animales,
encontramos un aumento significativo en el intervalo R-R y la respectiva reduccion
significativa de la frecuencia cardiaca en las ratas de la cepa ZDF (LZDF y OZDF)
en comparacion con el grupo control (Long Evans). Este efecto no puede ser
atribuido a la DM2, ya que la rata LZDF no es diabética, por lo que una posibilidad
es que la bradicardia se deba principalmente a la mutacion genética que portan las
ratas ZDF y que no se encuentra presente en las ratas Long Evans. Este resultado
es relevante, ya que se pone a discusion el uso de las ratas LZDF como control de
la rata OZDF al no considerar que la mutacién que porta la rata LZDF podria alterar
la funcion cardiaca de forma independiente de la DM. Estos resultados nos llevan a

concluir que la DM2 no causa alteraciones en la frecuencia cardiaca.

En modelos animales con DM1 y DM2, una disminucién en la frecuencia
cardiaca se correlacioné con un incremento en el intervalo QT y el intervalo QTc del
electrocardiograma (1,37,69,70,72,74—-76,110). Nosotros al evaluar el intervalo R-T
y RTc del electrocardiograma, no encontramos diferencias significativas en estos
parametros, indicando que la DM2 no causa alteraciones en el intervalo QT del
electrocardiograma. Este dato controversial los podemos explicar de la siguiente
manera: en nuestro estudio utilizamos ratas de 12 + 3 semanas de edad que segun
Sengupta y Cols., en 2012 (111) corresponderia en el humano, a una edad de 20-
25 afos de edad. Segun datos del atlas de diabetes 2017 (112) los grupos de edad
con mayor prevalencia de DM son los de 60-74 afios de edad con una prevalencia
superior al 17%, mientras que la prevalencia para los pacientes con edades de 25-
29 afos es de tan solo 3%. Por esta razon, es probable que, en la edad de nuestro
modelo animal, la DM se encuentre en sus etapas iniciales y por lo tanto los dafios
a nivel cardiaco no se hayan establecido contundentemente y por esto no sean
evidentes experimentalmente. Consideramos por lo tanto que se deberan realizar
estos mismos estudios en animales con edades mayores a la de este estudio para

constatar estos resultados.

Al estudiar el efecto de la DM2 sobre la variabilidad cardiaca utilizando como

herramienta los diagramas de Poincaré y los valores de SD1 y SD2, encontramos
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gue las ratas OZDF presentaron una disminucion significativa en SD2 en
comparacion con los dos grupos de ratas control. Estos datos sugieren que la DM2
podria estar causando una neuropatia diabética, en particular afectando al sistema
nervioso parasimpatico, reduciendo su actividad (113). Este resultado entonces,
confirma la hipotesis planteada en la presente tesis, la diabetes mellitus altera las
propiedades eléctricas activas del corazon. Particularmente la variabilidad de la
frecuencia cardiaca. Este resultado es relevante dado a que estas alteraciones se
estarian presentando en etapas tempranas de la enfermedad, como se ha discutido

en el parrafo anterior.

En el presente estudio Unicamente encontramos diferencias significativas en
la duracion del PA al 10% de la repolarizacion en epicardio de la rata OZDF en
comparacion con la rata LZDF y no encontramos diferencias significativas en los
potenciales de accion en los demas tejidos estudiados. Una de las posibles
explicaciones para este resultado, es que experimentalmente obtuvimos una gran
variabilidad en la morfologia y en los parametros del PA en los tres grupos de ratas.
Si bien la “n” experimental fue obtenida de al menos 3 animales, consideramos que
para disminuir la variabilidad y poder concluir si realmente la DM2 no altera la
morfologia del PA es necesario incrementar la “n”. Por la duracion de la Maestria,

no nos fue posible realizar estos experimentos.

En cuanto a las corrientes de K*, encontramos que la DM2 causa una
reduccion en la densidad de corriente Ik en la pared libre del ventriculo derecho y el
septum intraventricular. Estos datos concuerdan con los reportados en animales con
DM1, entre ellos perro (1), conejo (73,79), raton (68,76) y en rata (77,91), siendo

estos modelos de DM1 inducida por estreptozotocina y aloxano.

También de acuerdo con lo reportado en animales con DM1: perro (1), conejo
(73,79), ratén (76) y rata (77,85,92), la DM2 en nuestro estudio no causoé

alteraciones en la densidad de corriente Ik1.

Por otro lado, contrario a lo reportado en la DM1, la cual causa una reduccion
en la corriente lw, en diversos modelos animales (70,76,87-90,77,79,80,82—-86) de

DM1, en ninguno de los tejidos estudiados encontramos alteraciones en esta
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corriente. Estos resultados indican que la DM2 no modifica la corriente lw. Esta
discrepancia en cuanto a los resultados puede ser debida al tiempo de evolucion de
la DM2 en nuestros animales, que es reducida, o bien, pude ser a la diferencia en

el mecanismo molecular por el cual la DM2 causa alteraciones a nivel cardiaco.

Una de la fortaleza de nuestro estudio es la de haber empleado ratas de la
cepa Zucker Diabetic Fatty, un bio-modelo que presenta varias de las caracteristicas
presentes en los pacientes con DM2, la mas frecuente en el humano. En adicion se
utilizaron ratas jévenes de 12 semanas de edad que corresponderian en el humano
a una edad de 20 a 25 afios de edad, esto con la finalidad de estudiar los efectos
de la DM2 sobre las propiedades eléctricas activas del corazon en etapas iniciales
de la enfermedad. Nuestros resultados demuestran que ya desde etapas
tempranas, la DM2 causa una reduccion de la variabilidad de la frecuencia cardiaca,
reduce la duracion del potencial de accion en el tejido epicérdico, y disminuye la
densidad de la corriente Ik en células del septum intraventricular y pared libre del
ventriculo derecho. Estos resultados podrian ser relevantes para el disefio de

estrategias de tratamiento en las etapas iniciales de la enfermedad.

Comparando nuestros resultados con los obtenidos en modelos animales de
DM1, los cambios en la duracion del potencial de accion y la densidad de las
corrientes de potasio, fueron menos marcadas en nuestro modelo experimental.
Esto puede ser explicado por el hecho de que en el presente estudio se utilizaron
animales en etapas tempranas de la enfermedad (DM2) o porque los mecanismos
moleculares implicados en las alteraciones a nivel cardiaco son diferentes a los
provocados por la DM1. Una posibilidad es que la DM2 modifique otras corrientes
ionicas implicadas en la duracion y morfologia del PA como son las corrientes de

Na*, corrientes de Ca?* y la del intercambiador Na*/Ca?*.

56



Alonso Romero J, 2019, “Efecto de la diabetes mellitus tipo 2 sobre las propiedades eléctricas del corazén”

Limitaciones del estudio.

1.- Se utilizaron solo ratas jovenes (en etapas tempranas de DM2), y se
requieren estudios en ratas con mayor tiempo de evolucién de la DM2 para
determinar el grado de afectacién que genera la DM2 sobre la actividad eléctrica del

corazon.

2.- En el presente estudio se presentd una gran variabilidad en la duracion
del PA en los diferentes tejidos estudiados, por lo que se habria requerido aumentar

el nimero de experimentos para obtener datos mas homogéneos.

3.- Solo se estudiaron las corrientes de K*, se requiere investigar si la DM2

puede afectar las corrientes de Na*, de Ca?* y del intercambiador Na?*/Ca?*.
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4

Conclusiones

P w0 NP

La DM2 no causa alteraciones en la frecuencia cardiaca

La DM2 no causa alteraciones en el intervalo R-T y R-Tc

La DM2 disminuye la variabilidad de la frecuencia cardiaca

La DM2 causa alteraciones en el potencial de accion de tejido epicardico
pero no el de otros tejidos del corazon

La DM2 disminuye la densidad de la corriente Ik y estos cambios varian
dependiendo de la region del corazoén.

La DM2 no altera la densidad de la corriente Iki.

La DM2 no altera la densidad de la corriente .
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Perspectiva

1.- Realizar estudios en ratas de mayor edad para estudiar los efectos de la DM2

en etapas avanzadas de la enfermedad.

2.- Estudiar el efecto de la DM2 sobre otras corrientes idnicas implicadas en la
morfologia del potencial de accién, en particular las corrientes de Na*, Ca®* y el

intercambiador Na*/Ca?*.

3.- Por medio de técnicas de biologia molecular, estudiar las alteraciones causadas
por la DM2 sobre la expresion de los canales de Na*, Ca?' y el intercambiador
Na*/Ca?*.
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5. Anexos
5.1 Disefno del Estudio

Por objetivo Comparativo
Por el tipo de Agente Maniobra
Por la intervencion Experimental
Por la temporalidad Transversal
Por la recoleccion de datos Prolectivo
Por los componentes del grupo Homodémico

5.2 Ubicacion Espacio-Temporal
El estudio se llevara a cabo en el Instituto de Fisiologia y en el laboratorio de

Fisiologia Cardiovascular pertenecientes a la Benemérita Universidad Auténoma de

Puebla (BUAP); en el periodo comprendido entre agosto de 2017 y julio de 2019.
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5.3 Estrategia de Trabajo

Ratas OZDF, LZDF y Long
Evans (3 a 4 meses)

!

Determinacién de los parametros morfométricos: Peso, longitud,
circunferencia de la cintura, grasa epididimal y grasa peripancreatica.

!

Anestesia del animal y toma del
electrocardiograma.

!

Diseccién del animal y obtencion de corazon y
toma de electrocardiograma ex vivo.

!

Diseccion de las regiones del corazon y
dispersion celular.

!

Las células se mantendran a 4°C, y seran
usadas dentro de 1 h., de aislamiento.

!

Evaluacién de las corrientes de potasio en
miocitos disociados mediante patch clamp.

!

Andlisis de datos y prueba
estadistica.
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5.4 Definicién de las Variables y Escalas de Medicion

Variables de Definicion Definicion Escala de Unidades de
Estudio Conceptual Operacional Medicidn Escala
Diabetes Mellitus Desorden Niveles de glucosa en Categorica. Con/Sin
tipo 2 metabdlico que | sangre mayores a 200 diabetes.
manifiesta mg/dl en ratas después
niveles elevados | de aplicar la prueba de
de glucosa en | tolerancia ala glucosa
sangre, en ratas
caracterizado por
un defecto en la
accion ylo
secrecion de la
insulina.
Peso Cantidad en | Medicién del peso Cuantitativa Gramos (g).
gramos del peso | corporal Continda.
corporal de cada
rata.
Largo Longitud Medicién de la Cuantitativa Centimetros
comprendida distancia existente Continda. (cm).
entre la base de | entre la base de la cola
la cola y la punta | y la punta de la nariz
de la nariz.
Circunferencia Longitud de la | Medicién de la parte Cuantitativa Centimetros
abdominal circunferencia de | media abdominal Continda. (cm).
la parte media del
abdomen.
Grasa Epididimal Formacion de | Extraccion de la grasa | Cuantitativa Gramos (9g).
tejido adiposo en | epididimal de ambos Continda.
la parte superior | testiculos
del epididimo
testicular.
Corrientes idnicas Flujo de iones Flujo iénico que sera Cuantitativa Amperios (A).
de potasio (I, Ix1 e gue pasa a CuantificaQO por medio | Continda.
lo) través de canales | de la técnica
0 en la membrana | electrofisioldgica,
celular. Whole Cell Patch
Clamp
Potencial de Cambio brusco y | Cambio del gradiente Cuantitativa Voltios (V).
Accién transitorio del | idbnico que sera Continda.
gradiente de | evaluado por medio de
concentracion técnicas
ibnico de una | electrofisiolégicas
célula. Current Clamp.
Electrocardiograma Registra total de | Actividad eléctrica Cuantitativa Voltios (V)
la actividad promedio total del Continda.
eléctrica del corazén evaluado con
corazon.
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5.5 Disefio y Tipo de Muestreo
Aleatorio Simple

5.6 Tamafno de la Muestra
Por acuerdo, la “n” de al menos 6 ratas para cada cepa y por cada tipo de

tratamiento

5.7 Logistica

5.7.1 Recursos Humanos
Investigadores expertos:

D.C. Roberto Berra Romani
D.C. Alondra Albarado Ibafiez
Alumno de MCMI:

José Alonso Romero

5.7.2 Recursos Materiales
Se cuenta con los recursos materiales del Laboratorio de Fisiologia

Cardiovascular de la Facultad de Medicina y del Laboratorio de Fisiopatologia
Cardiovascular del Instituto de Fisiologia ambos pertenecientes a la Benemérita

Universidad Autbnoma de Puebla.

5.7.3 Recursos Financieros
Se cuenta con los recursos financieros del Laboratorio de Fisiologia
Cardiovascular de la Facultad de Medicina de la Benemérita Universidad Autbnoma

de Puebla (BUAP).
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5.8 Cronograma: Grafica de GANTT

Actividades/
Mes

Revision
bibliogréafica

Elaboracion
de protocolo

Ejecucion
experimental

Analisis de
datos

Redaccion de
tesis

Ene Abr Jul
Feb May Ago
Mar Jun Sep

Oct
Nov
Dic

Ene | Abr  Jul
Feb | May Ago
Mar | Jun
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5.9 Bioética
Todas las ratas que se emplearon para el desarrollo del presente estudio fueron

proporcionadas por el Bioterio “Claude Bernard” de la Benemérita Universidad
Autébnoma de Puebla. EI manejo, mantenimiento y sacrificio de los animales se
realizé en apego a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999. El sacrificio de
los animales fue realizado Unicamente por personal de laboratorio que recibi6 la
capacitacion y la certificacion necesaria para el uso y manejo del modelo murino por
parte de los veterinarios del Bioterio Claude Bernard de nuestra Universidad. Los
animales seran anestesiados con pentobarbital 0.7 mL por cada Kg de peso mas
heparina 0.2 mL/kg por cada Kg de peso (apartado 9.4.1.2 de la NOM-062-ZOO0O-
1999)

El procedimiento experimental se llevara a cabo de acuerdo a la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999. “Especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio, descrita bajo el Titulo 7
de la Ley General de Salud en Materia de Investigacién.” No existe otro
procedimiento conocido para hacer ese protocolo sin la utilizacion de seres vivos.
Las ratas estaran confinadas en el bioterio de la Facultad de Medicina, a cargo de
su cuidado estara el MVZ Martin Paez Pelaez, encargado del mantenimiento,
manejo y desecho de los modelos animales de investigacion con los que se trabaja
en la Facultad de Medicina. Se colocaran en cajas adecuadas para su movilizacion
y adoptamiento de postura segun la especie, protegidos de amenazas externas y
de escape de los especimenes, con ventilacibn adecuada, agua y alimento ad
libitum, limpios y secos, en el bioterio s6lo se manejan roedores como modelos de
animales de laboratorio (NOM-062-ZO0-1999, 5.1.). Los cadaveres se
concentraran para su recoleccion en las instalaciones destinadas para tal efecto en
la Facultad de Medicina, siguiendo las instrucciones de la NOM-087-ECOL-2002;
433.,6.Y7.
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5.10 Soluciones

5.10.1 Soluciones para dispersion
Solucion Tyrode con la siguiente composicion en mmol/mL: NaCl 118, KClI

5.4, MgCI*7H20 1.02, NaHCO3 24, Na2HPO4*2H20 0.42, Dextrosa 12, Taurina 20,
CaCl2 1.8 y gaseada con carbdégeno (95% de O2 y 5% de CO2).

Solucién Tyrode Ca*? 0: con la siguiente composicion en mmol/mL: NaCl 118,
KCl 5.4, MgCI*7H20 1.02, NaHCO3 24, Na2HPO4*2H20 0.42, Dextrosa 12,
Taurina 20 y gaseada con carbdgeno (95% de O2 y 5% de CO2).

5.10. 2 Soluciones de mantenimiento
Solucion Kraft-Brueh con la siguiente composicién en mmol/mL: Taurina 20,

Acido glutdmico 80, Creatinina 0.5, Acido succinico 10, Dextrosa 10, KH2PO4 10,
MgSO4*H20 5, KCI 40, HEPES 10, EGTA 0.2 y ajustado el pH con KOH.

Solucion interna con la siguiente composicion en mmol/mL: Acido L-aspartico
80, KH2PO4 10, MgSO 4,1, KCI 50, HEPES-K* 5, ATP-Na 2,5, EGTA-K* 10, GTP-
Na 0,2 y ajustado a pH 7.2 con KOH.
5.10. 3 Soluciones de registro

Solucién externa normal (SEN) con una solucidn externa normal con una
composicién (mmol): 136 NaCl, 4 KCI, 1 MgCl2, 1.8 CaCl2, 10 HEPES y 11 glucosa
y ajustado a pH a 7.3 con NaOH.

Solucién de Cloruro de Cobalto (CaCo) con una composiciéon (mmol): 134
NaCl, 4 KCI, 1 MgCl2, 10 HEPES, 0.1 CaCl2, 0.5 CoCI2, 11 dextrosa y ajustado el
pH a 7.3 con NaOH.
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Abreviaturas

ADA Asociacion Americana de Diabetes

AV Auriculo-ventricular

HbalC Prueba de hemoglobina glucosilada

Ca0 Calcio cero

DM Diabetes mellitus

DM1 Diabetes mellitus tipo 1

DM2 Diabetes mellitus tipo 2

DRP Duracion de la Repolarizacion

ECG Electrocardiograma

ECV Enfermedades cardiovasculares

Ik Corriente de potasio

lk1 Corriente de potasio 1

lto Corriente transitoria de salida

K* lon potasio

LZDF Lean Zucker Diabetic Fatty (rata Zucker delgada,
control)

OMS Organizacion de las Naciones Unidas

OZDF Obese Zucker Diabetic Fatty (rata Zucker obesa,
diabética)

PA Potencial de Accion

PM Potencial de membrana

QRS Segmento QRS del electrocardiograma

QT Intervalo QT

QTc Intervalo QT corregido

RRi Intervalo RR

RT Intervalo RT

RTc Intervalo RT

SD1 Desviacién estandar a corto plazo

SD2 Desviacion estandar a largo plazo

SD1/SD2 Equilibrio simpato-vagal

SQTL Sindrome de QT largo

TdP Torside de Pointes

ZDF Zucker Diabetic Fatty
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