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Resumen

La fibrilacion auricular (FA) es el trastorno de ritmo cardiaco mas comun en adultos y
estd asociada con un mayor riesgo de eventos cerebrovasculares, insuficiencia y
muerte subita cardiaca. La obesidad y diabetes son enfermedades crénicas
metabdlicas, consideradas factores de riesgo en el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares. Ambas enfermedades han sido relacionadas de manera

independiente con el desarrollo de fibrilacién auricular (FA).

Los mecanismos patoldgicos involucrados en el desarrollo de FA a partir de obesidad y
diabetes parecen estar relacionados con un proceso de remodelacion anatomica y
eléctrica, una desregulacion metabdlica, inflamacion y estrés oxidativo. La conexina 43
es una proteina transmembranal que forma uniones comunicantes de baja resistencia,
que permiten la comunicacion intercelular en el corazon y son importantes en el
mantenimiento del ritmo cardiaco al permitir, junto con otros mecanismos, la

propagacion el potencial de accion en el sistema de conduccion cardiaco.

El correcto funcionamiento de las uniones comunicantes es necesario para la funcion
cardiaca normal, sin embargo, estudios previos han reportado alteraciones en la
expresion de Cx43 en patologias cardiovasculares como, cardiomiopatia hipertréfica,
insuficiencia cardiaca e isquemia. (Michela et al., 2015) Debido al proceso de
remodelacion, al cual se ve sometido el corazén en condiciones diabéticas y de
obesidad y a estudios preliminares realizados en el laboratorio, nos sugieren que la
obesidad y diabetes también alteran la expresién de Cx43 lo que podria alterar la

velocidad de propagacion eléctrica cardiaca y resultar en el desarrollo de arritmias.



En este estudio, evaluamos los niveles de expresion de la conexina 43 (Cx43) y sus
implicaciones en la conduccion eléctrica del corazon mediante ensayos de Western
Blot, analisis morfoldgicos y electrocardiograficos en ratas. Utilizamos tres grupos: ratas
Lean Zucker Diabetic Fatty (LZDF) como control, ratas Zucker Diabetic Fatty
hiperglucémicas (OZDF HG) y ratas Zucker Diabetic Fatty normoglucémicas (OZDF
NG). A las ratas, de 13 semanas de edad, se les registro el electrocardiograma tanto
bajo anestesia como en estado consciente antes de ser sacrificadas para el analisis del
corazon. Los registros electrocardiograficos, con una duracion minima de 1 minuto,
fueron procesados para determinar la amplitud, duracion de intervalos y segmentos,
propagacion de la despolarizacion y variabilidad de la frecuencia cardiaca. Ademas, se
cuantificaron las proteinas Cx43 mediante Western Blot en muestras de corazén

completo de los tres grupos.

Encontramos aumentos significativos tanto en el peso como en la circunferencia
abdominal en los grupos obesos (OZDF GN y OZDF HG) en comparacion con el grupo
delgado (LZDF), ademas de un incremento en el contenido total de grasa. Las pruebas
de tolerancia a la glucosa revelaron niveles de glucosa plasmatica significativamente
mas altos en el grupo OZDF HG. La duracion de la onda P fue significativamente mayor
en el grupo OZDF GN, mientras que la duracion del segmento PR fue
significativamente mayor en el grupo OZDF HG. No se encontraron diferencias
significativas en la duracion del complejo QRS entre los grupos. Sin embargo, los
intervalos QT y QTc se prolongaron en el grupo OZDF HG bajo anestesia. La
variabilidad de la frecuencia cardiaca disminuy6 en un 20% en el grupo OZDF GN y en
un 56% en el grupo OZDF HG. Las amplitudes de las ondas P y R aumentaron en el
grupo OZDF GN y la amplitud de la onda T aumento en los grupos OZDF HG y OZDF
GN. Se observo una reduccion significativa en la expresion de conexina 43 en el grupo
OZDF HG, sugiriendo una posible relacion entre la disminucién de la expresion de
Cx43 vy las alteraciones en la actividad eléctrica cardiaca. Estos hallazgos destacan el
impacto de la obesidad y la hiperglucemia en la funcién cardiaca y subrayan la

importancia de la conexina 43 en el mantenimiento de una conduccién cardiaca normal.



Introducciodn

Obesidad

La obesidad y el sobrepeso son condiciones en las cuales se observa una
acumulacion excesiva de grasa en el cuerpo. El método diagndstico mas usado es el
indice de masa corporal (IMC), definido como el peso de una persona en kilogramos

dividido por el cuadrado de la altura de la persona en metros (kg/m2). (OMS, 2010).

Peso Kg

2
Altura m? > 30kg/m

En los adultos, un IMC mayor a 30 es clasificado como obesidad, valores por encima
de este son considerados como obesidad severa, siendo valores >35kg/m”"2
obesidad grado 2 y valores >40 kg/m"2 obesidad grado 3. (OMS., 2021).

Los niveles de incidencia global de sobrepeso y obesidad (tabla 1) (IMC 225 kg/m?)
sugieren que mas de 4 000 millones de personas podran verse afectadas en 2035, en
comparacién con los mas de 2 600 millones en 2020. Esto refleja un aumento del 38 %
de la poblacién mundial en 2020 a mas del 50%. Se prevé que la prevalencia de la
obesidad (IMC =30 kg/m?) aumente del 14 % al 24 % de la poblacion total durante el
mismo periodo, afectando a casi 2 000 millones de adultos, nifios y adolescentes para
2035.(Lobstein et al., 2023)



Tabla 1. Prevalencia de Obesidad a nivel mundial, traducida de World Atlas of Obesity 2023.(Lobstein
et al., 2023)

Prevalencia de

obesidad a nivel

mundial

Mujeres
Obesidad

14 304m 17 445m 18 512m 20 586m
(clases 1,2y 3)
Obesidad severa

4 100m 6 159m 7 188m 7 219m
(clases 1,2y 3)
Obesidad severa

1 32m 2 54m 2 65m 3 77m
(clases 1,2y 3)
Obesidad 9 207m 13 324m 14 380m 15 439m
(clases 1,2y 3)
Obesidad severa 2 44m 3 79m 3 96m 4 114m
(clases 1,2y 3)
Obesidad severa 0.5 11m 1 22m 1 28m 1 34m
(clases 1,2y 3)
Adultos
Obesidad 1 511m 15 764m 16 892m 18 1025
(clases 1,2y 3) m
Obesidad severa 3 143m 5 238m 5 284m 6 333m
(clases 1,2y 3)
Obesidad severa 1 42m 2 77m 2 93m 2 111m
(clases 1,2y 3)

La prevalencia de obesidad en México, de acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud
y Nutricion 2018 (Ensanut) es del 36.1%; 40.1% en mujeres y 30.5% en hombres. El



analisis de tendencia de obesidad de los ultimos afios en Meéxico sugiere que
incrementd en un 42.2% en el periodo correspondiente del 2000 al 2018, Este aumento
en puntos porcentuales es del 2.3%. Entre 2012 y 2018 se observd un incremento
pronunciado de 9.8% comparado con un incremento del 6.2% entre 2006 y 2012, lo
que sugiere que no se esta alcanzando un estado de meseta o equilibrio en la
incidencia de obesidad, sino que se encuentra en constante crecimiento. (Barquera et
al., 2018)

En México se documentd, que en las ultimas dos décadas algunas de las
comorbilidades asociadas con la obesidad, como lo son diabetes, e hipertension,
contribuyen en gran parte a la mortalidad, discapacidad y muerte relacionadas con esta

patologia .(Barquera et al., 2018)

La obesidad por si sola es un factor de riesgo importante en el desarrollo de diversas
enfermedades cardiovasculares, lo que puede resultar en alteraciones tanto
estructurales como funcionales. Estas alteraciones pueden afectar diferentes partes del
organismo, como el corazon, los vasos sanguineos y el sistema circulatorio en general.
Ademas, debido a la agrupacién de otros factores de riesgo relacionados con la
obesidad, esta puede amplificar el riesgo de desarrollar patologias cardiovasculares por
mecanismos sinérgicos como, un aumento en la frecuencia cardiaca y volumen
sanguineo, asi como un aumento en las presiones diastdlica y sistdlica. (Aurigemma et
al., 2013; Fruh, 2017; Lavie et al., 2009)

Multiples estudios han demostrado que una remodelacion estructural similar a la que
ocurre en pacientes con cardiopatia estructural ocurre en el ventriculo izquierdo
durante la obesidad. El tejido graso que rodea a los érganos es metabdlicamente
activo, requiere energia y produce una serie de compuestos que afectan al sistema
cardiovascular tanto directa como indirectamente, los altos requerimientos metabdlicos
tanto de la grasa corporal como de la grasa visceral generan un mayor gasto cardiaco y
carga de trabajo, resultante en un aumento en la masa del ventriculo izquierdo.

(Aurigemma et al., 2013)



Este aumento en el gasto cardiaco esta relacionado con la acumulacion tanto de masa
libre de grasa como de grasa, y se sostiene por un aumento tanto en el volumen
sistélico como en la frecuencia cardiaca. Como consecuencia, los individuos obesos
presentan un trabajo sistélico aumentado, atribuible tanto a la sobrecarga de volumen
como a la falta de una disminucion compensatoria en la resistencia vascular

periférica.(Aurigemma et al., 2013).

El aumento en la masa del ventriculo izquierdo corresponde al incremento de tamafio
observado tanto en la hipertrofia ventricular izquierda concéntrica como en la
excéntrica. En individuos obesos, este fendmeno se asocia con un aumento del trabajo
sistélico, que puede atribuirse tanto a la sobrecarga de volumen como a la ausencia de
una disminucién compensatoria en la resistencia periférica en la presion arterial. Como
resultado, la carga de presion en los corazones de personas obesas supera la de
aquellas con un peso normal, incluso cuando los valores de presion arterial se
encuentran dentro de rangos considerados normales. (Aurigemma et al., 2013; Nalliah
et al., 2016)

La remodelacion auricular como resultado de la obesidad abarca mas que los cambios
anatémicos y funcionales descritos anteriormente. Estudios recientes han identificado
una significativa remodelacion eléctrica auricular. Los pacientes obesos con fibrilacion
auricular presentan un periodo refractario efectivo auricular y de la vena pulmonar mas

cortos en comparacion con sus contrapartes de peso normal.

En un modelo ovino de obesidad inducida por dieta, se ha demostrado un
ralentizamiento de la conduccion auricular con una heterogeneidad de conduccion
aumentada que conduce a una mayor induccién de FA. Ademas, estos cambios
eléctricos se observaron junto con un aumento de la fibrosis intersticial atrial,

inflamacion y lipidosis miocardica. (Mandry et al., 2021)

La obesidad esta relacionada con una amplia variedad de alteraciones en el registro
electrocardiografico. Se ha encontrado que una mayor adiposidad, medida por el indice
de masa corporal, esta significativamente asociada con mayores indices de onda P

electrocardiografica, incluyendo duracion de la onda P, intervalo PR y fuerza terminal



de la onda P, lo que indica una remodelacién electrofisiolégica auricular subyacente.
(H. Chen et al., 2020; Pathak et al.; Wojcik et al., 2012)

El andlisis del electrocardiograma en pacientes obesos revela frecuentemente
alteraciones en la conduccion, siendo particularmente relevante el estudio del intervalo
QT. Este intervalo representa la duracion global de la actividad eléctrica del miocardio
ventricular. El alargamiento del intervalo QT es un indicador diagnostico de
repolarizacién anormal, lo cual se asocia con el desarrollo de arritmias y muerte subita

en diversas cardiopatias y en la poblacién general.

La obesidad ha sido asociada con alteraciones estructurales, eléctricas vy
hemodinamicas en la auricula. En este contexto, se eleva el interés sobre la obesidad
como factor de riesgo en el desarrollo de arritmias y alteraciones en la conduccion
eléctrica cardiaca.(Hunter et al., 2005; Nalliah et al., 2016)



Diabetes

La diabetes es definida como un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizadas
por hiperglucemia resultante de defectos en la secrecion de insulina, la accion de ésta
o ambas. La hiperglucemia cronica asociada a la diabetes esta relacionada con dafio y
falla a largo plazo de distintos 6rganos, particularmente ojos, rinén y corazén.
(Association, 2014)

Una gran parte de los casos de diabetes caen en una de dos categorias
etiopatogénicas: tipo 1, cuya causa se debe a una deficiencia absoluta en la secrecién
de insulina y tipo 2, cuya causa es una combinacion de resistencia a la accidn de la
insulina y una inadecuada respuesta secretora compensatoria a la previa resistencia.
(Association, 2014)

Existen multiples vias para el diagnodstico efectivo de la diabetes basandose en la

medicién de glucosa en sangre. (tabla 2) (Diabetes, n.d.)
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Tabla 2. Pruebas para el diagndstico de diabetes mellitus y sus criterios diagnésticos. (Diabetes,
n.d.)

Prueba Criterios diagnésticos

Evalua el promedio de la glucosa en sangre del individuo en los
Hemoglobina pasados 2 a 3 meses.

glicosilada o A1C

Normal Pre diabetes Diabetes
<5.6% 5.7% a6.4% 26.5%.

_ Evalua los niveles de glucosa tras 8 horas de ayuno.
Glucosa plasmatica en

ayuno Normal Pre diabetes Diabetes
< 100 mg/dI 100 a 125 mg/dI >126 mg/d|

Evalua los niveles de glucosa 2 horas después y antes de la
Prueba de tolerancia | ingesta de una bebida azucarada.

oral a la glucosa

Normal Pre diabetes Diabetes
< 140 mg/dI 140 a 199 mg/dl >200 mg/dI

Al presentar sintomas severos de diabetes se evalua a cualquier

Prueba casual de | hora del dia con o sin ayuno.

glucosa en plasma
Glucosa en plasma = 200 md/dI

A nivel mundial se estima que 463 millones de personas sufren de diabetes, lo que
representa un 9.3% de la poblacién adulta y se espera que la cifra aumente a 578
millones (10.2%) en 2030 y 700 millones (10.9%) en 2045.(Saeedi et al., 2019)

En México, de 2006 a 2016, la diabetes diagnosticada aumenté del 7,3% al 9,5% de la
poblacién, mientras que la diabetes no diagnosticada disminuy6 del 7,1% al 4,1%, lo
que da una prevalencia total de diabetes del 14,4% en 2006 y del 13,7% en 2016. En
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contraste, la prevalencia estimada de diabetes para la region de las Américas por parte
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 2014 fue del 8,3%, lo que convierte a
México en uno de los paises mas afectados por la diabetes, en la region. (Basto-Abreu
et al., 2021) En afnos mas recientes se observd que la prevalencia de diabetes total se
ha mantenido relativamente estable entre 2018 y 2020, de 14.4 millones a 15.7; sin
embargo, el numero de personas que padecieron diabetes incremento de 7,3 a 12.8
millones en 2020.(Basto-Abreu et al., 2021)

El corazén se ve afectado por la diabetes, siendo la enfermedad coronaria y los
eventos cardiovasculares los casos mas documentados. Sin embargo, también se han
observado multiples cambios significativos en la funcidn y morfologia cardiaca debido a
procesos de remodelacion desencadenados por la hiperglucemia. Entre estos cambios,
se destaca la afectacion del sistema eléctrico cardiaco. (Fowlkes et al., 2013;
Koektuerk et al., 2016)

El sistema eléctrico cardiaco se ve afectado de manera importante, las modificaciones
particulares en la estructura, el funcionamiento eléctrico y electromecanico del corazén
en pacientes diabéticos podrian establecer una base anatémica para la aparicién de la
FA. Ademas, cambios repentinos en los niveles de glucosa, tanto en su déficit como en
su exceso, en los niveles de electrolitos o en el equilibrio acido-base, asi como
alteraciones en el sistema autbnomo, podrian desencadenar la arritmia. (Koektuerk et
al., 2016)

Algunas de las alteraciones causadas por un proceso de remodelaciéon asociado a la
DM tendran como resultado multiples cambios como un aumento en tejido fibroso
auricular, aumento en el retardo interauricular electromecanico acompafiado de falla en
la funcién diastdlica cardiaca. En otros estudios realizados en biomodelos animales se
reportd una propagacion del impulso miocardico deteriorada en ratas Zucker Diabetic
Fatty (ZDF) asi como una disminucion en la velocidad de conduccién en el tejido
cardiaco en ratas con diabetes inducida por estreptozotozina (STZ). (Axelsen et al.,
2015; Koektuerk et al., 2016)
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La influencia de la diabetes en los cambios electrofisioldgicos del corazén es evidente
en el registro electrocardiografico, puesto que se ha reportado en multiples estudios
prolongacion del intervalo QT, cambios en la amplitud de la onda R, disminucién en la
velocidad de conduccién, asi como sefales de neuropatia autonémica. Otros estudios
reportan un intervalo PQ prolongado, asi como la presencia de complejos QRS
fragmentados, los cuales se asociaron con una funcion comprometida del ventriculo
cardiaco. Algunos autores incluso han propuesto una relacion lineal positiva entre la
prolongacion del intervalo QTc y la neuropatia autonémica cardiaca diabética (DAN).
(Grisanti, 2018; Pathak et al.; VanHoose et al., 2010)

Las alteraciones presentes en la diabetes mellitus la convierten en un factor de riesgo
independiente para el desarrollo de trastornos del ritmo cardiaco, como la fibrilacion
auricular (FA), ya que las personas con DM tienen un 40% mas de probabilidades de
desarrollarlos. (Homan et al., 2019; Koektuerk et al., 2016; Paneni, 2008; Wang et al.,
2019)

A nivel molecular, la diabetes afecta la comunicacién célula-célula, alterando los niveles
de expresion de conexina 43 (Cx43) en diferentes biomodelos diabéticos. En ratas STZ
se observd una disminucion en la expresion de Cx43 total y fosforilada mientras que
otro estudio utilizando el mismo modelo reportd un aumento en la expresion de Cx43
como en un estudio realizado en ratones db/db. Un ultimo estudio realizado en ratas
ZDF, no encontré6 cambios en la expresion de Cx43, sin embargo, se observé una
reduccion en la velocidad de conduccién eléctrica. (Grisanti, 2018; Koektuerk et al.,
2016)

Los hallazgos previamente reportados, asi como trabajos realizados previamente en el
laboratorio, nos llevan a preguntarnos. ;Cémo se ven afectados la comunicacion

intracelular y la conduccidn eléctrica cardiaca en condiciones patolégicas como la DM?

13



Antecedentes

Antecedentes Generales

El corazon

El corazéon es un o6rgano hueco que se encarga de bombear sangre a todo el
organismo, distribuyendo asi, oxigeno y nutrientes y removiendo productos del

metabolismo celular de todo el cuerpo (Barret. , 2021)

El corazon esta formado por 2 bombas separadas por un séptum: una bomba derecha
que bombea sangre a los pulmones y una bomba izquierda que bombea sangre hacia
los 6rganos periféricos. A su vez, cada una de estas bombas se divide en una cadmara

superior o auricula y una inferior o ventriculo. (Hall J. , 2011)

El corazén esta formado por tres tipos principales de musculo cardiaco: auricular,
ventricular y fibras musculares especializadas de excitacion y conduccion. Los
musculos auriculares y ventriculares son muy similares al musculo esquelético, con un
par de diferencias morfolégicas y en la duracion de sus contracciones. EI musculo
especializado se contrae débilmente, pues su principal funciéon es la de conducir
descargas eléctricas ritmicas en forma de potenciales de accion por todo el corazon,
coordinando asi la contraccion de las camaras cardiacas durante el ciclo cardiaco. (Hall
J., 2011)

El masculo cardiaco se comporta como un sincitio, es decir, funciona como una sola
unidad coordinada gracias a los discos intercalares, los cuales se forman por la union
de células musculares individuales entre si. En cada uno de estos discos intercalares
se encuentran uniones comunicantes o Gap Junctions (GJ, por sus siglas en ingés) que
conectan a dos células, permitiendo una rapida propagacion del potencial de accién a
través de los discos intercalares. Por lo tanto, el musculo cardiaco es un sincitio
funcional en el cual multiples células musculares interconectadas entre si facilitan la

propagacion del potencial de accion de célula a célula. Es importante este proceso para
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lograr una contraccion sincrona y a su vez el bombeo y ciclos cardiacos adecuados.
(Hall J. E., 2011)

Ciclo cardiaco

El ciclo cardiaco se refiere a la serie de procesos que toman lugar al inicio de un latido
y termin6 al comienzo del siguiente (Figura 1). Este se divide en 4 fases generales,
siendo estas las correspondientes a la sistole, la cual se refiere a los eventos
asociados con la contraccion (fase 2) y eyecciéon ventricular (fase 3), y la diastole
refiriendose al resto del ciclo relajacion (fase 4) y llenado ventricular (fase 1)
(Klabunde, 2005; Boron, 2012)

A RGHT HEART B LEFT HEART
Diastole Systole || Diasole
1 1n I Y ?: .
100 $
g0 | | Tricuspid Pulmonary Ei
Pressunes 80 vahmg 8 | vaive ]
{mem Hg) closes [ closes |0
recorded 70 1 E!
simultanaously .o : “‘_‘\.: ]
Troem: 1 ]
&0 L | Pulmenary | JTri:usp-cl]
0 i A vale E! waha |
— opens & | opans J
o 3
20 -
10 Y
0
120
i
Ventricular H
wolume
{mL}
m L)
£ =
Phase: 1 (late) E 3 & 1 {early)

Figura 1. Ciclo cardiaco. Se ven representados todos los eventos que ocurren durante las fases de
diastole y sistole del ciclo cardiaco, asi como las presiones de la arteria pulmonar, aorta y ventriculos
derecho e izquierdo.
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Cada ciclo es iniciado por la generacion espontanea de un potencial de accion en el
nodulo sinusal, el potencial de accién viaja desde aqui por ambas auriculas hacia los
ventriculos pasando por el nodo auriculoventricular el cual retrasa el impulso cardiaco.
Esto permite que las auriculas se contraigan antes de la contraccidn ventricular,
bombeando de esta manera sangre hacia los ventriculos antes de que comience la

contraccion ventricular. (Hall J., 2011)
Sistema de conduccioén cardiaco.

La actividad eléctrica del corazén se origina en el nodo sinoauricular (NSA), un grupo
de células ubicadas en la auricula derecha que se despolarizan espontaneamente,
generando un potencial de accion (PA). Este PA se propaga a través de las células

cardiacas mediante las uniones gap (GJ), recorriendo todo el corazén (Figura 2).

Las células cardiacas son excitables y presentan una actividad eléctrica caracteristica,
manifestada como el potencial de accion, una despolarizacién transitoria del potencial
de membrana generada por cambios en la conductancia idnica transmembranal (Boron,
2012).

El PA generado en el NSA se propaga a través de la auricula izquierda a una velocidad
de conduccion de 0.5 m/s, siguiendo los tractos internodales y despolarizando las
auriculas hasta llegar al nodo auriculoventricular (NAV) (ubicado en la region posterior
inferior del tabique interauricular) el cual reduce la velocidad de conduccion del impulso
a aproximadamente 0.05 m/s, una décima parte de la velocidad en el resto del tejido.
(Klabunde, 2005; Zipes & Jalife, 2004, Klabunde, 2005).

Los potenciales de accion que salen del nddulo AV entran en la base del ventriculo en
el haz de his y luego siguen las ramificaciones izquierda y derecha a través del tabique
interventricular, en el cual se observa una velocidad de conduccion de 2 m/s. Por

ultimo, el sistema de his se dividira en fibras de Purkinje, las cuales conducen a una
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velocidad de 4 m/s a través de los ventriculos. Las células de las fibras de Purkinje se
conectan con los miocitos ventriculares, que se convierten en la via final para la

conduccion de célula a célula dentro de los ventriculos. (Klabunde, 2005).

Atrial Muscle
(~0.5 m/sec)

AV Node
(~0.05 m/sec)

Bundle of His
(~2 m/sec)

Left & Right
Bundle Branches
(~2 m/sec)
Purkinje Ventricular
Fibers Muscle
(~4 m/sec) (~0.5 m/sec)

Figura 2. Sistema de conduccién cardiaco. En el esquema se ve representado en rojo el sistema de
conduccion cardiaco, asi como sus correspondientes velocidades de conduccion en las distintas regiones
del corazén. (klabunde2005)

Actividad eléctrica del corazon

Los canales ionicos son proteinas de membrana integral expresadas de manera ubicua
en el cuerpo, que controlan el paso de varios iones (Na+, K+, Ca2+, Cl-) a través de
las membranas celulares. La direccion del transporte idnico a través de un canal idnico
abierto se debera al gradiente electroquimico del ion en cuestidn. En células excitables

como los cardiomiocitos, la actividad de canales ionicos distintos establece el potencial
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de membrana en reposo y genera potenciales de accion que controlan el proceso de

contraccién cardiaco.(Subramanyam & Colecraft, 2015)

La forma y duracién del potencial de accion cardiaco sera diferente entre los diferentes
tipos de células cardiacas, como las células marcapasos del NSA y las células
musculares tanto ventriculares como auriculares. Las diferencias especificas en los
tipos de canales i6nicos y los genes controladores que codifican su estructura son
responsables de las diferencias en el potencial de accion cardiaco entre diferentes

tipos de células cardiacas. (Boron, 2012)

El potencial de accion cardiaco se divide en cinco fases (0-4) (tabla 3), cada una de las
cuales se caracteriza por la apertura y el cierre de canales ionicos especificos. Estas se

deberan principalmente a 4 corrientes idnicas:

1. Corriente de Sodio (/Na): responsable de la fase despolarizacion rapida del

potencial de accidn en auricula, ventriculo y fibras de Purkinje.

2. Corriente de Calcio (/ICa): Responsable de la fase de despolarizacion rapida del

potencial de accion en los nodos SA 'y AV.

3. Corriente de Potasio (/K): Responsable de la fase de repolarizacion del potencial de

accion en todos los cardiomiocitos.

4. Corriente Marcapasos (/f): Responsable de la actividad marcapasos de los nodos SA

y AV asi como de las fibras de Purkinje.
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Tabla 3: Fases del potencial de accion cardiaco y sus componentes idnicos. (Mangoni et al., 2008;
Nerbonne & Kass, 2005)

Fase Descripcion
Fase O Fase de subida del potencial de accion. Generado por corrientes

entrantes I, e Iy,

Fase 1 Fase de repolarizacion rapida del potencial de accién. Corresponde a
una repolarizacion inicial rapida que esta dada predominantemente
por una corriente saliente de K* (l,,) y por la inactivacion casi total de

ICa e INa.

Fase 2 Fase de meseta del potencial de accién. Generada por la corriente
entrante tipo L de Ca* (lc,.) Y a las corrientes rectificantes rapida y

lenta de K* (lx, € Ixs)

Fase 3 Fase de repolarizacion del potencial de accion, dada por la
inactivacion de los canales de Ca* y el incremento de las corrientes
de K*?

Fase 4 Fase diastdlica eléctrica del potencial de accién. (Voltaje de

membrana durante la fase 4 se denomina Potencial Diastdlico)

En los nodos, cambios en las corrientes de I, I, € I; generaran la

actividad marcapasos en la fase 4.

El potencial de accion de las células marcapasos es diferente al de las células
contractiles y es responsable de la generacion espontanea del potencial de accion
cardiaco, se describen 2 tipos de potenciales de accién cardiacos, tipo 1 de respuesta
rapida (miocitos ventriculares, auriculares y fibras de Purkinje) y el tipo 2 o de

respuesta lenta, (Nodos sinoauricular y auriculoventricular) (Pappano & Wier, 2012).

El potencial de accién cardiaco en células marcapasos se caracteriza por una fase de
despolarizacion lenta o tipo 2 (fase 4), seguida por una fase de despolarizacion rapida
(fase 0), una breve fase de repolarizacién (fase 1), una fase de meseta (fase 2) y una
fase final de repolarizaciéon (fase 3) (Figura 3). El potencial de acciéon cardiaco en

células contractiles se caracteriza por una fase de despolarizacion rapida (fase 0), una
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breve fase de repolarizaciéon (fase 1), una fase de meseta (fase 2) y una fase final de

repolarizacién (fase 3). (Pappano & Wier, 2012)

- A Fast response B Slow response
40

Millivolts
|

0 100 200 300 i] 100 200 300
Time (ms)

Figura. 3. Potenciales de accion de respuesta rapida y lenta. En el esquema se observan registros
tomados en tejido cardiaco aislado. Se observan los periodos refractario efectivo (ERP) y el periodo

refractario relativo (RRP).

Un sistema de conduccidon sano y una correcta actividad y propagacion eléctrica
cardiacos son de vital importancia, puesto que permiten la despolarizacion rapida,
organizada y continua originando la contraccién de los cardiomiocitos. Si el sistema de
conduccion se presentase una funcidn alterada como sucede en condiciones
patolégicas, puede verse reflejado en una alteracion en las derivaciones del ECG asi
como de la velocidad de conduccion cardiaca que podria tener como consecuencia

desde arritmias e hipertrofias hasta insuficiencia cardiaca. (Klabunde, 2005)
Antecedentes Especificos

Acople excitacion contraccion.

El acople excitacion contraccidén es el proceso mediante el cual el potencial de accion
genera la contraccion del miocito cardiaco. Este proceso es posible debido a las

caracteristicas de la célula y dependera de la asociacion entre el reticulo sarcoplasmico
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y la membrana de los tubulos t, puesto que estos permiten la transmisién del potencial
de accion al interior del miocito iniciando asi el acople excitacién, contraccion de

manera coordinada en toda la célula muscular. (Manfra et al., 2017)

Cuando un potencial de acciéon se genera sobre la membrana del musculo cardiaco,
este se propaga a través de la red de tubulos t gracias a la activacion secuencial de
diferentes canales ionicos (Figura 4). La activacion de canales de calcio dependientes
de voltaje tipo L permite la entrada de Ca* y la apertura de la isoforma 2 del receptor
de rianodina (RyR2) estos se encuentran localizados en proximidad (15 nm) formando
un sitio de acople funcional entre el tubulo t y la cisterna terminal del reticulo

sarcoplasmatico llamado “coplon”. (Eisner et al., 2017)

En los RyR2 se reunen proteinas regulatorias (calmodulina, proteina de anclaje
FK-506, PKA, sorcina, fosfatasas 1 y 2 ) que participan en el proceso de liberacion de
calcio del reticulo sarcoplasmico, asi elevando la [Ca?']i. A este proceso se le conoce
como liberacion de calcio inducida por calcio o CICR, por sus siglas en inglés. Al
aumentar la [Ca?*]i permitiéndole a este unirse a la proteina troponina C, la cual forma
parte de la maquinaria contractii comenzando el proceso de contraccidn muscular.
(Bers, 2002; Boron & Boulpaep, 2012; Hall J. , 2011)

El proceso de relajacion se lleva a cabo por la reduccion en la concentracion de [Ca?']i
la cual ocurre a través de 3 mecanismos principales: La recaptura de Ca?* mediante
calcio ATPasa del reticulo sarcoplasmatico o SERCA, la salida de Ca®" a través del
intercambiador Na/Ca tipo 2 (NCX) y por la calcio ATPasa de la membrana plasmatica
(PMCA).
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Figura. 4. Componentes involucrados en el acople excitacién contraccion. En el esquema se

observan las estructuras involucradas en la regulacién de calcio durante el acople excitacion contraccion.

Conduccion del Potencial de accion cardiaco.

Las uniones comunicantes o gap junctions (Gj) son canales intercelulares
especializados que permiten la transferencia directa de iones y pequefas moléculas
entre células adyacentes. Varios compuestos con una masa de hasta 1000 Da pueden
cruzar a través de una Gj por difusion pasiva., es decir, moléculas pequefias como
iones, aminoacidos, nucledtidos, segundos mensajeros (Ca**, cAMP ,cGMP , IP3), y
otros metabolitos como ADP, glucosa y glutamato, asi como los gradientes eléctricos
generados por lo ibnes, permitiendo que se difundan de célula a célula y generando

asi la actividad eléctrica coordinada en el corazén.(Jongsma & Wilders, 2000; Verheule
& Kaese, 2013)
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Cada Gj esta formada por el acoplamiento cabeza con cabeza de dos hemicanales o
conexones, cada uno formado por seis moléculas transmembranales llamadas
conexina (Cx) dispuestas hexagonalmente alrededor de wun poro acuoso
(Rodriguez-Sinovas et al., 2021). Los hemicanales son los componentes de las uniones
comunicantes y son activos por si mismos, permitiendo el intercambio de iones y

pequefias moléculas entre la célula y el medio extracelular (Batra et al., 2012).

Las conexinas son una familia de proteinas que forman las subunidades de los
hemicanales y Gj. En el corazdn, se expresan diferentes tipos de conexinas en
diferentes tipos de células, como la conexina 43 en los miocitos ventriculares y la
conexina 40 en los miocitos auriculares. Hay al menos 21 genes codificantes diferentes
de conexina en humanos, y cada proteina de conexina tiene un patron de distribucion
unico y propiedades funcionales, sin embargo, en el corazén solo algunas han sido
descritas como capaces de formar canales Gap y su distribucion no es uniforme
(Verheule & Kaese, 2013).

En humanos las isoformas expresadas son: Cx43, Cx40, Cx45, Cx46, Cx37, Cx35y
Cx30, de las cuales las principalmente expresadas son Cx40, Cx43, Cx35, Cx30.2. En
biomodelos animales se han encontrado tanto similitudes como diferencias importantes
en el tipo de isoformas expresadas. (Desplantez, 2017; Verheule & Kaese, 2013; Zipes
& Jalife, 2004).

Cx45 es la primera conexina expresada durante el desarrollo embriolégico con la
aparicion de las primeras contracciones cardiacas y se expresa de manera ubicua en el
tejido cardiaco adulto. Otras proteinas se expresaran conforme madure el tejido, como
la Cx30.2 especifica del sistema de conduccién, mientras que Cx43 se expresa
principalmente en miocitos auriculares y ventriculares y se expresa en menor medida

en el sistema de conducciéon, como las fibras de Purkinje (Desplantez, 2017).

El aumento progresivo y cronoldgico de la expresion de Cx43 y Cx40 se conjuga con la
disminucién del nivel de expresion de Cx45 la cual en el corazén adulto se expresa en

niveles significativamente mas bajos que otras conexinas.
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Left atrium
Cxd3, Cxd40, Cx45

SA Node
Cx45, Cx30.2 Upper bundle branch
Cx40, Cx45, Cx30.2
Right atrium

Cxd3, Cx40, Cx45 Lower bundle branch

Cxd3, Cx40, Cx45, Cx30.2

AV Node
Cxd5, Cx30.2
Left ventricle
His bundle Cx43, Cx45
Cx40, Cx45, Cx30.2
Right ventricle Purkinje Fibers
Cxd43, Cx45 Cxd3, Cxd0, Cx45, Cx30.2

Figura. 5. Expresion de las distintas isoformas de Cx en el tejido cardiaco. Tomada de (Desplantez,
2017).

:La expresién de distintas isoformas de conexinas entre miocitos tiene el potencial de

generar uniones Gap. Se describen tres tipos de Gj (Figura 6):

Homomericas: Gap junctions formadas por 2 conexones idénticos compuestos del

mismo tipo de conexinas.

Heterotipico: Gap junctions formadas por 2 conexones homomericos, compuestos

por distintos tipos de conexinas.

Heteromerico: Gap junctions formadas por 2 conexones compuestos de distintos tipos

de conexinas.

24



G ..
‘soonot OO0 SO0 000

1

c

1§ 1231 2413 411 1140 1 114

qo00e 20000 QODOO

TIEITETE

Figura. 6. Posibles conformaciones de conexinas formadoras de uniones comunicantes. A)
composicidon homomerica de conexones, coexpresando 2 Cxs (lzquierda), y 3 Cxs (derecha). B)
Composicion heteromerica de conexones formados por 2 isoformas, coexpresando 2 Cxs (izquierda) y 3
Cxs (derecha). C) Composiciones heteromericas de conexones formados por 3 isoformas, los nimeros
representan la cantidad relativa de isoformas de Cxs. D) diversos tipos de Gj para una triple coexpresion
de Cxs: homotipica (izquierda), heterotipica (medio) y heteromérica (derecha). Los numeros en marcos

indican la cantidad total estadistica de cada configuracion.

Las diferentes Gj tendran propiedades biofisicas diferentes, dependiendo del tipo de
conexinas que las conformen, dada su arquitectura, los canales de unién gap estan
sujetos a la influencia de dos tipos de voltaje, entre el interior de ambas células
adyacentes al cual se le denomina voltaje de uniéon o transjuncional (Vj), y entre el
interior y el exterior o potencial de membrana (Vm), que puede diferir entre las células,
por lo tanto, a lo largo de la luz del canal que conecta las células. Muchas uniones gap
son sensibles a Vj con poco efecto de Vm, mientras que otras muestran una
dependencia combinada de Vjy Vm. (Revilla et al., 2000; Zipes & Jalife, 2004)

Estudios electrofisiologicos de Cx43, Cx40 y Cx45 permitieron determinar
caracteristicas de estas como la conductancia unitaria (y) (tabla 4.) y sus 2

mecanismos de compuerta sensible al voltaje (lento y rapido). El mecanismo rapido se
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caracteriza por una transicion rapida del estado abierto al estado residual o cerrado,
mientras que el mecanismo lento se manifiesta en una serie de estados sub

conductivos que transicionan de estado abierto a cerrado. (Zipes & Jalife, 2004)

Las distintas propiedades eléctricas de las conexinas nos permiten conocer los voltajes

de union y las conductancias de las distintas conformaciones de G;.

Tabla 4. Voltajes de membrana y conductancia unitaria de diferentes tipos de canales Gj. (Zipes &
Jalife, 2004)

Tipo de V; (mV) Y; (pS) Tipo de V; (mV)
canal canal

Homotipico Heterotipico
Cx43 +60 55 Cx40-Cx43 -80/>100 60/100
Cx40 48 125 Cx40-Cx45 n.d./14 40
Cx45 +20 25 Cx43-Cx45 -100/12 40
Cx46 42 128 Cx37-Cx43 -70/>100 50/175
Cx37 25 350

Esta observacidn nos sugiere que uniones comunicantes heterotipica tienen un
mecanismo de compuerta y sensibilidad de voltaje alterados con respecto a sus

contrapartes homotipica. (Zipes & Jalife, 2004)

En condiciones de laboratorio se estudié el rol de las gap junctions en la velocidad de
conduccion; al reducir la expresién de gap junctions se observé una reduccién en la
velocidad de conduccién, terminando en un bloqueo completo. Caso contrario, al
aumentar la expresion se observo un aumento en la velocidad de conduccion (Zipes &
Jalife, 2004).

En los corazones en condiciones patoldgicas, incluyendo insuficiencia cardiaca,
hipertrofia ventricular e infarto, se han observado cambios en la localizacion y

expresion de conexinas, asi como cambios en las uniones gap, incluidos, pero no
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limitados a, reduccidn en el tamano de las placas y numero de gap junctions por unidad

en los discos intercalados (Severs et al., 2008.)

En el contexto de la obesidad, se ha observado que el tejido adiposo contribuye al
proceso de remodelacién, con aumentos registrados en la fibrosis y la infiltracién grasa.
Ademas, el depdsito de grasa en las capas pericardica y epicardica conduce a una
conduccion alterada, lo que provoca una remodelacion estructural y eléctrica de las
auriculas, induciendo asi la fibrilacion auricular (FA). (Lucero et al., 2020) mientras que
las arritmias sinusales en la diabetes mellitus pueden deberse a una alteracion
intrinseca de la funcion del NSA. Los corazones humanos que presentan insuficiencia
cardiaca, exhiben marcados aumentos en la expresion de Cx45 y disminuciones en la
expresion de la Cx43 y cada uno de estos eventos da como resultado una reduccion
del acoplamiento de la unidn gap, que a su vez puede resultar en la propagacion

anormal del impulso y la generacién de arritmias ventriculares (Howarth et al., 2007).
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Electrocardiograma.

El electrocardiograma (ECG) es una herramienta rapida, util, no invasiva de gran
importancia en la practica clinica, puesto que provee informaciéon relevante en el
diagnodstico de problemas cardiacos, asi como alteraciones en el ritmo, cambios en la
conduccion eléctrica y variabilidad de la frecuencia cardiaca que pueden estar
relacionados con los niveles expresion de Cx43. (Elhaj et al., 2016; Kaplan Berkaya et
al., 2018)

A medida que las células cardiacas se despolarizan y repolarizan, las corrientes
eléctricas se propagan por todo el corazon, pues los tejidos que lo rodean conduciran
las corrientes eléctricas generadas por este. Cuando estas corrientes eléctricas se
miden mediante una red de electrodos colocados en ubicaciones especificas en la
superficie del cuerpo, el trazo registrado se denominara electrocardiograma o ECG
(Figura 7). (Zipes & Jalife, 2004)
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Figura 7. Componentes de un registro electrocardiograma.

Un ECG estandar de 12 derivaciones se obtiene de la siguiente manera: se colocaran 2
electrodos en las extremidades superiores y 2 en las extremidades inferiores, seguidos

de 6 electrodos colocados en el pecho en ubicaciones estandarizadas. Una derivacion
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correspondera a un par de electrodos en la cual uno actuara como positivo y otro como
negativo, la derivacion registrara el cambio en el voltaje entre los electrodos positivo y

negativo.(Jevon, 2013)

Los cambios en el voltaje seran registrados por cada una de las derivaciones, estos
cambios recibiran el nombre de ondas las cuales representan la despolarizacioén y
repolarizacién de distintas partes del tejido cardiaco (tabla 5). La onda P reflejara la
despolarizacion de las auriculas. EI complejo QRS representara la despolarizacion del
musculo ventricular. La onda T representa la repolarizacion de ambos ventriculos.
Finalmente, la onda U reflejara la repolarizacion del musculo papilar, sin embargo, esta
onda rara vez se encuentra en el ECG. Como el movimiento de cargas se mueve a
través del corazon, este tendra direccidon y magnitud, por lo que las sefiales medidas en

el ECG son vectores.

Tabla 5. Actividad y duracion de los componentes responsables del registro electrocardiografico
en humano.(Zipes & Jalife, 2004)

ECG Representa Duracion Normal
Onda P Despolarizacion auricular 0.08-0.10 s
Complejo QRS Despolarizacién ventriculos 0.06-0.10 s
OndaT Repolarizacion ventriculos
Intervalo PR Despolarizacién auricular y 0.12-0.20 s
Retraso nodo AV
Intervalo ST Periodo de despolarizacion
isoeléctrica Ventricular
Intervalo QT Duracién del potencial de accién 0.20-0.40 s

Por las caracteristicas fisicas que componen al electrocardiograma, este se posiciona
como una herramienta crucial en el diagnéstico de enfermedades cardiovasculares,
pues este nos ofrece informacidon esencial de la conduccion eléctrica cardiaca y la
salud general del corazon, su salud en general. No solo permite detectar problemas en
el ritmo cardiaco y anomalias en los patrones de ondas, sino que también proporciona

datos detallados sobre la duracidén y amplitud de las ondas cardiacas, lo que puede

29



indicar cambios en la estructura y funciéon del corazén. El ECG ofrece la oportunidad de
analizar la variabilidad de la frecuencia cardiaca (HRV), que refleja el equilibrio entre el
sistema nervioso simpatico y parasimpatico. Por ultimo, el andlisis de las curvas de
sefal del ECG, especialmente de pendientes (slopes), aporta una perspectiva adicional
sobre el funcionamiento eléctrico del corazén. En conjunto, estos aspectos nos
permiten obtener un perfil completo del funcionamiento cardiaco, resaltando asi la

importancia del ECG en la evaluacion integral del estado cardiovascular.

Como se ha mencionado previamente, las alteraciones de conduccion a las cuales se
ve sujeto el corazon en condiciones patoldgicas como lo son la diabetes y la obesidad,
son observables en el ECG, cambios en la morfologia de este estan asociados
directamente con alteraciones en la conduccién o morfologia de los PA del tejido
cardiaco. Cambios en la expresion de Conexina 43 podrian afectar la velocidad de
propagacion eléctrica cardiaca y aumentar el riesgo de desarrollar arritmias y FA.
(Sultan et al., 2021)
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Justificacion

La obesidad y diabetes son enfermedades metabdlicas cronicas, consideradas uno de
los factores de riesgo mas comunes en el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, incluida la fibrilacién auricular, siendo este el trastorné de ritmo

cardiaco mas comun en adultos.

En México, la prevalencia de diabetes (15.7%) y obesidad (36.1%) continian en
constante aumento y ambas han sido relacionadas de manera individual con como un
proceso de remodelacion estructural y funcional que puede causar alteraciones en la

actividad eléctrica, cardiaca.

Las uniones comunicantes y los niveles de expresion y localizacion de conexina son
cruciales para mantener la actividad eléctrica del corazén. Cualquier cambio en la
expresion o localizacion de la conexina puede interrumpir la sefalizacion eléctrica y
promover la generacion de arritmias. Si la comunicacion intercelular se ve
comprometida, la funcién normal del tejido no puede ser mantenida, lo que puede

desencadenar un proceso patoldgico.

En este trabajo evaluamos la alteracion en la expresion de conexinas y su efecto en la
actividad eléctrica cardiaca en condiciones de obesidad y diabetes, esperando
contribuir a la comprension del papel de las conexinas en la fisiologia y fisiopatologia
cardiaca, y sus implicaciones para el desarrollo de nuevos tratamientos de las

arritmias.
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Hipotesis

La diabetes y obesidad alteran la expresion de conexinas cardiacas, disminuyendo la

conectividad intracelular y alterando la velocidad de conduccion en el tejido cardiaco.

Objetivo general

Determinar si en un biomodelo de obesidad y diabetes tipo 2, existen cambios en la

actividad eléctrica cardiaca y si estos se deben a cambios en la expresion de conexina

43.
Objetivos especificos.

e Registrar ECG de biomodelos animales delgados, obesos y diabéticos:
o Medir duracion de la onda P, intervalo PR, intervalo RR, complejo QRS,
intervalo Qt y Qtc.
o Medir amplitud de las ondas P, R, T.
o Analizar la variabilidad de la frecuencia cardiaca.
o Analisis de fase de la despolarizacion cardiaca.
e Cuantificar mediante Western Blot (WB) la expresion de Cx43.
e Determinar la influencia de la expresion de Cx43 en la conducciéon eléctrica

cardiaca.
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Material y métodos

Modelo animal.

Utilizamos como modelo animal de diabetes mellitus tipo 2 a la rata Zucker Diabetic
Fatty (ZDF), un modelo de rata desarrollado a partir de ratas Zucker Fatty (ZF), el cual
contiene una mutacién sin sentido (fatty/fa) en el gen que codifica para el receptor de

leptina (Lepr), desarrollando obesidad sin diabetes (Yokoi et al.,2013).

Las ratas ZDF exhiben obesidad y diabetes y presentan la mutacion puntual
autosémica recesiva del gen codificante para el receptor de leptina (fa/fa). La mutacién
en el gen favorece el desarrollo de resistencia a la leptina y esta a su vez inhibe la
percepcion de saciedad del roedor, asi como su capacidad para censar la ingesta

calorica.

Se establecié como control a las ratas Lean Zucker Diabetic Fatty (LZDF) las cuales
son el fenotipo delgado y no diabético de camada de las ZDF, estas no expresan la
mutacion en el receptor de leptina, sin embargo, son portadoras del alelo recesivo (fa)
(Heo et al., 2002) y como grupos problema a las ratas OZDF HG y OZDF NG, las
cuales son ratas obesas zucker diabetic fatty hiperglicémicas y normoglicemicas,
respectivamente; este modelo ha sido descrito previamente en el laboratorio asi como

por Wang y colaboradores (Wang et al., 2014)

En este trabajo, utilizamos 88 ratas, las cuales fueron obtenidas y criadas en el
Bioterio de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, acorde a los criterios de
calidad establecidos por la Norma Oficial Mexicana NOM 062-ZO0-1999, para el
cuidado y manejo de animales de laboratorio. Las ratas, de los 3 grupos, fueron
sometidas a una dieta alta en grasas (LabDiet 5008), durante un periodo de 3 meses y

ambos grupos tuvieron libre acceso a agua potable normal.

Previo al experimento se comprobd que las ratas cumplen con las caracteristicas que
definen a su modelo, a través de mediciones morfolégicas realizadas antes del

sacrificio del animal. Se midié la circunferencia abdominal, longitud hocico-ano y peso,
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ademas de un registro ECG y mediciones de glucosa plasmatica basal, glucosa
plasmatica en ayuno y curva de tolerancia a la glucosa para comprobar su estado

hiperglucémico.

Previo a la prueba de tolerancia de glucosa, se tomd un registro plasmatico basal,
mediante extraccion de sangre, aproximadamente 50 pl, por puncion en la vena caudal
ventral de la cola de la rata y posteriormente se les retir6 el alimento por un periodo de
6 horas, manteniendo libre acceso a agua potable normal. Se consideré que los
periodos de ayuno fueran lo mas aproximado a los periodos de descanso dentro de los
ciclos circadianos de las ratas. A las 6 horas de ayuno se les administré una dosis
intraperitoneal de glucosa a 2 g/kg (Guy B. Mulder, 2010) y se hizo el registro de
glucosa plasmatica, a los 30, 60, 90 y 120 minutos después de la administracion. Todas

las lecturas de glucosa plasmatica se realizaron con el sistema ContourTM TS Bayer.

Los 3 grupos fueron seleccionados bajo los siguientes criterios:

Tabla 6. Criterios de seleccién de los grupos a evaluar.

OZDF HG OZDF NG

< 300g >300g > 300g
< 199mg/dI > 199mg/dI < 199mg/dI

Registro de ECG

Se realizaron registros electrocardiograficos de los tres grupos a evaluar previos al
aislamiento y sacrificio del animal. Los registros fueron tomados con una matriz bipolar

de registro desarrollada en el laboratorio. La matriz estda compuesta de 4 placas de
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cobre sobre la cual la rata postrara sus extremidades. Utilzamos gel conductor para

mejor el registro de la sefial eléctrica (Figura 8b).

Figura 8. Prueba de registro de electrocardiograma en rata: a) se observa la interfaz de registro del

ECG, amplificador, osciloscopio, terminal de registro (PC), gel conductor. B) matriz de registro.

Al abrir cada archivo de ECG, se configuré la ventana emergente para calcular el
intervalo de muestreo por sefal, utilizando como unidad de medida el kiloHertz (kHz)
en cantidad de muestras por segundo (M/s). El intervalo de muestreo equivale al
periodo, expresado en segundos, en el que se toman las muestras. Se determind que,
para una frecuencia de muestreo de la sefial de ECG, se registraron 525 muestras por
segundo (mps). Se tomaron dos registros por rata, uno en vivo y otro bajo los efectos
de la anestesia. Para la anestesia, se utilizé isoflurano inhalado al 5%, siguiendo los
protocolos de registro establecidos (tabla 7).
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Tabla 7. Protocolos para el registro del electrocardiograma.

Criterios Tiempo de Ganancia Intervalo de Derivacion

registro muestreo (kHz)

Sin Anestesia

Con Anestesia

Las ratas sin anestesia fueron introducidas en la caja de registro orientadas de modo
que colocaran sus extremidades en la configuracion correspondiente a la derivacion |l
(electrodo positivo en la extremidad superior derecha y electrodo negativo en la
extremidad inferior izquierda), las ratas anestesiadas fueron colocadas en la matriz de
registro lubricando sus extremidades con gel conductor con el objetivo de mejorar el
registro de la sefal, los registros tuvieron una duracion minima de 60s y maxima de
3-10 minutos dependiendo la condicion de registro. La sefal pasé por un amplificador
(SIDES tecnologia), y fue visualizada utilizando un osciloscopio digital, (Tektronix, TBS
1052b-EDU) (Figura 8a).

Los registros tomados fueron almacenados en una computadora personal para su

posterior analisis usando los software ClampFit 10.6 y Origin Lab 2018.
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Analisis del ECG.

Un total de 176 registros electrocardiograficos fueron analizados, con ayuda del
software ClampFit 10.6, se tomaron las senales registradas previamente y fueron

sometidas a un proceso de correccion para su analisis (Figura 9).

A)
3
g
Tiempo (ms)
B)
3
S
Tiempo (ms)

Figura 9. Proceso de ajuste de la linea basal del registro electrocardiografico. A) registro sin ajuste

de la linea basal. B) Registro procesado con ajuste de la linea basal realizado en el software clampfit.
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Una vez ajustada la linea basal del registro, se procedid a realizar una seleccion que

cubriera al menos un segmento RR, en el cual se realizaran las mediciones de duracion

y amplitud de los componentes del ECG (Figura 10).
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Figura 10. Registros de electrocardiograma representativos de cada grupo experimental. Se

observan en A, los registros electrocardiograficos sin anestesia de los grupos LZDF, fenotipo delgado y

normoglucémico (azul), en C los registros sin anestesia del fenotipo obeso normoglucémico (Gris) y en E

los registros del grupo obeso hiperglucémico (rojo). En la columna derecha se observan en B, Dy F los

registros correspondientes a los grupos LZDF, OZDF NG y OZDF HG bajo condiciones de anestesia.
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Duracion ECG

Se llevd a cabo un analisis exhaustivo de varios segmentos del electrocardiograma
(ECG) con el objetivo de profundizar en la comprensién de la funcidn cardiaca y
detectar posibles indicadores de enfermedades cardiovasculares. Se realizaron
mediciones de la duracion de la onda P y el intervalo PR para evaluar la propagacion
del potencial de accion a través de las auriculas. Asimismo, se analizé el complejo
QRS para obtener informacion acerca del estado de la contraccion ventricular, una
medida clave para evaluar la funcion cardiaca. Ademas, se midi6 el intervalo RR para
determinar la frecuencia cardiaca, lo que permitié calcular el intervalo QT y su

correccién (Qtc), importantes indicadores de la salud cardiovascular.

Es crucial tener en cuenta el QTc, ya que la diferencia en la frecuencia cardiaca puede
causar errores en la medicion del intervalo QT. A medida que la frecuencia cardiaca
aumenta, el intervalo QT tiende a disminuir, mientras que, al disminuir la frecuencia
cardiaca, este intervalo tiende a aumentar. La correcta determinacion del intervalo QT
ha llevado al desarrollo de formulas de correccion que son esenciales en el diagnostico
y seguimiento de enfermedades cardiovasculares. Estas correcciones son cruciales

para una evaluacion mas precisa de la salud cardiovascular.

Comunmente se utiliza la férmula de Bazett para la correccion del ECG; sin embargo,

decidimos utilizar la férmula propuesta por Cobos et al. (Cobos Gil & Cobos Gil, 2017)

Bazett:Qtc = QT /VRR

Cobos: Qtc = QT /(1 + RR)/2

Esta férmula proporciona una correccion precisa del intervalo QT, asi como permite

diagnosticar de manera rapida el alargamiento del QT.
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Amplitud ECG

Utilizando los mismos registros se midié la amplitud en mV de las ondas P, Ry T. de los
registros electrocardiograficos. Este analisis de la amplitud es fundamental para evaluar
la actividad eléctrica del corazén y su funcién cardiaca. La amplitud de la onda P refleja
la despolarizacion auricular, o que puede indicar un incremento en la masa auricular o
mayor actividad eléctrica en esta regidn. La amplitud de la onda R esta relacionada con
la despolarizacion ventricular, reflejando la activacion eléctrica de los ventriculos
durante la sistole. Por ultimo, la amplitud de la onda T, asociada con la repolarizaciéon
ventricular, puede ser indicativa de trastornos en esta fase del ciclo cardiaco, como
isquemia cardiaca, trastornos electroliticos o la prolongacién del intervalo QT. El
analisis de la amplitud de estas ondas proporciona informacion crucial para la deteccion

de anomalias en la actividad eléctrica del corazén.
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Variabilidad de la frecuencia cardiaca

Se evaluaron la variabilidad de la frecuencia y el ritmo cardiacos utilizando los registros

electrocardiograficos para construir graficas de Poincaré.

Las graficas de Poincaré se construyen utilizando el intervalo RR, el cual es trazado en

el eje horizontal (X) y es funcion del intervalo RR siguiente en el eje vertical (Y). Asi,

cada par de intervalos construiran un punto en la grafica. (Figura 11) Agrupamientos de

estos puntos y la forma de estos, asi como su posicion, pueden proporcionar

informacion sobre la variabilidad de la frecuencia cardiaca y el ritmo cardiaco.

A) 95.2
C,D
95
294.8
E 94.6
+
e 94.4
o
94.2
94 | A,B B,C
93.8 [
92.8 93 93.2 93.4 93.6 93.8 94 94.2
B) RR (ms)
204
92.9 93.9 93.9 95.0
I |
g 104 ' || | l-l‘
@ |
o |I |" | 1WA fl, |
o el " . TUL JL I o
= adn I_I VAN VR ATV s FNY / P RTAVAVAVARY :
A B C D
A0
w26 928
Tiempo (ms)

Figura 11. Elaboraciéon del
grafico de Poincaré. A) Gréfico
de Poincaré: Se observa un
registro electrocardiografico
compuesto de 4 intervalos RR
consecutivos con sus duraciones
correspondientes. Cada par de
intervalos RR y RR+1 formaran un
punto coordenada en la grafica
superior. AB, BC y CD.
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Realizamos una gréfica de Poincaré por cada registro ECG, en total, 176 fueron
obtenidas, asi como 3 graficas globales mas por cada condicién analizada. Se tomaron

en consideracion las siguientes medidas y criterios para el analisis de las graficas.

El largo y ancho del agrupamiento principal, estos se miden de manera cuantitativa a
través de los descriptores SD1y SD2 los cuales corresponden a la desviacion estandar
de la dispersion de puntos en direccion perpendicular a la linea de identidad (SD1) y a

la dispersion a lo largo de la linea de identidad (SD2).(Karmakar et al., 2009)

La relacion SD1/SD2 es conocida como indice de equilibrio simpato-vagal, Esta
relacion refleja el equilibrio entre las influencias simpaticas y parasimpaticas en la VFC
mientras mas grande sea el agrupamiento de coordenadas mayores seran los efectos
de la contribucion de componentes no respiratorios en la VFC.. El ancho del
agrupamiento muestra como la arritmia respiratoria contribuye en la VFC total. Mientras
mas ancho sea el agrupamiento mayor sera el efecto de la arritmia respiratoria en el
total de la VFC. (BTL CardioPoint, 2014; Karmakar et al., 2009)

Posicion del agrupamiento principal. Donde se encuentra el grupo principal con

respecto a la linea de identidad puede indicar qué sistema nervioso tiene una mayor
influencia en la frecuencia cardiaca de los pacientes, el simpatico o el parasimpatico. Si
la ubicacion esta en la parte inferior, el simpatico prevalece y se observaran
taquicardias. Si el agrupamiento se encuentra en la parte superior, es evidencia de una
prevalencia de componentes parasimpaticos en la VFC, se pueden observar
bradicardias. (BTL CardioPoint, 2014)
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La simetria a lo largo de la linea de identidad, es el ultimo factor a considerar. Si la
agrupacion principal tiene una forma asimétrica, se puede presumir la presencia de

desérdenes de ritmo. Se utilizé el programa Origin Lab 2018 para realizar las graficas
de Poincaré y el célculo de los descriptores SD1 y SD2 con ayuda del plug-in: Poincaré

Plot.opx obtenido del repositorio de extensiones de Origin Lab.

Representacidon orbital del ECG

La representacion orbital del ECG es una técnica analitica que nos permite analizar el
registro del electrocardiograma en el espacio, tiempo, sefal y la primera derivada de la
sefial (Figura 12). Este método nos permite calcular cambios en los complejos QRS, y
la forma de las ondas P y T a lo largo del tiempo, la representacion orbital aporta una

perspectiva adicional sobre el funcionamiento eléctrico del corazén.

Se procesaron los registros electrocardiograficos tomados de los 3 grupos a evaluar,
esta vez asegurandonos de obtener un evento de interés que tuviera al menos 3

intervalos RR. (Jiménez et al., 2014)
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Figura 12. Registro electrocardiografico y su representaciéon orbital. En la imagen se observa un
registro ECG, de 3 ciclos (B), una grafica del plano tiempo en el eje X contra primer derivada del voltaje
en el eje Y (C) y una representacion orbital del ECG y sus componentes representativos en el ECG,

tiempo, voltaje y primera derivada.(A).

Se utilizé el programa Origin Lab 2018 para realizar los analisis de fase Dv/Dt y la

representacion orbital del ECG.
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Aislamiento de tejido cardiaco

Tras el registro morfoldgico y del ECG, las ratas fueron sacrificadas al cumplir las 13
semanas de edad. Estas fueron anestesiadas con isoflurano (5%) y se les administrd
heparina (200 UI/Kg) via intraperitoneal. Para asegurarnos que el animal estaba
correctamente anestesiado, se comprobaron los reflejos palpebrales y patelares,

posteriormente se realizé una toracotomia anterior y se extrajo el corazén.

Una vez extraido el corazon se sumergio en solucion tirode fria (14 £ 1°C), en la cual
se retiraron los restos de tejido no deseados como pulmones y tejido adiposo, se
realizd un corte ascendente transversal en la aorta para separarla del resto del vaso y
canularlo. El corazén fue montado en un sistema de perfusion Langendorff, sujetando

el corazén a una canula insertada en la aorta.

Una vez montado el corazoén es perfundido con solucién tirode (NaCl 140mM, KCI
5.4mM, MgCIl? 1mM, NaH2PO4 1 mM, HEPES 10 mM, Glucosa 10mM, CaCl> 1 mM y
ajustada a un pH 7.38 con NaOH) por 5 minutos lavandolo hasta quedar limpio de
sangre. Una vez limpio el corazdon se retird y disecciono separando ventriculos de
auriculas. Las secciones de tejido cardiaco seran congeladas inmediatamente al
sumergirse en nitrégeno liquido durante 30 segundos en un criovial para su almacenaje

a -80°C para su futuro uso.

Western Blot

Se realizé un ensayo de Western Blot para evaluar los niveles de expresiéon de Cx43.

Extraccién de proteinas: Muestras de corazén completo fueron homogeneizadas vy
lisadas por congelamiento y posterior incubacion en el buffer Ripa (Tx100).
Posteriormente, el homogenado se centrifugd a 13,500 rpm durante 30 min a 4°C, se
recuperd el sobrenadante y se almacend a -20°C, la cuantificacion de proteinas se

determiné a través de un kit de ensayo BCA (Pierce BCA protein assay Kkit).

Preparacion de las muestras: Las muestras proteicas se mezclaron con tampon de

carga Laemmli y se fueron reducidas con DTT 3M. Posteriormente, las muestras fueron
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calentadas en un bafo Maria a 94°C durante 9.5 minutos. Para la carga en el gel
4-12% de bis-tris acrilamida, se utilizdé la misma cantidad de proteinas (40 ug) en cada
carril. Ademas, se cargd un marcador de peso molecular (BLUeye Prestained Protein
Ladder, Sigma) para referencia. El gel estaba compuesto por SDS 10% (2%) , TEMED(
.05%), APS (4.5%), Separating gel Buffer (66.45%) y Acrilamida 40%(27%).

Electroforesis: Los geles de acrilamida cargados con la muestra fueron sometidos a
electroforesis utilizando la camara Xcell sure lock (Invitrogen). La electroforesis se
realizd en 2 pasos, el primero con una duracion de 20 min a 90v constantes, con el
objetivo de que el frente de corrida baje de manera uniforme. El segundo paso tuvo una
duracion de 2 h 35 min o hasta que el frente de corrida llegase al final del casete a 110v
constantes. Los geles corrieron en buffer Tris- glicina suplementado con SDS. El

procedimiento se llevo en frio.

Transferencia de proteinas: Tras el término de la electroforesis, las muestras fueron
transferidas a membranas PVDF utilizando la camara de transferencia humeda Xcell
sure lock, a 30v corriente, 170 mA constante durante 2 h 30 min, en frio. Se utilizd
buffer de transferencia Tris-Glicina (tris 0.5%, glicina 1.8%, SDS 10% .4% metanol
10%, antioxidante .10% Agua desionizada 84.9%) en frio. La correcta transferencia fue

comprobada con tiiendo la membrana con Rojo de Ponceau al 0.01%.

Inmunodeteccion: La membrana fue bloqueada con TBST 5% non-fat milk por 1 hora a
temperatura ambiente. El anticuerpo primario anti Cx43 (abcam, ab11370) fue incubado
overnight durante 14 horas a 4 °C en una dilucién 1:8000 en TBST milk al 2%. Tras la
incubacién se procedid a lavar 3 veces por 6 minutos la membrana con TBST. El
anticuerpo secundario goat anti rabbit (abcam, ab6721) fue incubado a temperatura

ambiente durante 2 horas en una dilucién 1:3000 en TBST.

Deteccion  proteica: las bandas proteicas fueron identificadas usando
tetrametilbenzidina (TMB), se incub6 con 1 ml TMB durante 5 min o hasta que las
bandas de interés estuviesen tenidas. Se capturaron imagenes utilizando un foto-

documentador para su analisis. Las imagenes fueron analizadas usando el software
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Image J, la expresion relativa de proteinas fue normalizada de acuerdo con una imagen

control de la membrana tefiida con rojo Ponceau.

Analisis de Resultados

Los resultados obtenidos seran expresados como la media aritmética £ el error
estandar asociado a la media (SEM), y seran sometidos a una prueba Shapiro—Wilk

para determinar si estos siguen una distribucién normal.

Una vez aplicada esta prueba se procedera a comparar los datos con una prueba
Anova de 1 via paramétrica o no parameétrica, dependiendo de los resultados de la

prueba Shapiro—Wilk.

Los datos obtenidos fueron analizados con los software, Clampfit 10.1, Fiji y Graphpad
prism8 y Origin Lab 2018.
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Resultados.

Modelo Animal:

Se obtuvieron datos morfométricos, asi como los niveles de glucosa en sangre en cada
animal utilizado en el proyecto (tabla 8). Es de nuestro particular interés realizar estos
analisis con el objetivo de confirmar el estado hiperglucémico de nuestro grupo
problema, las ratas OZDF HG, y el estado obeso no hiperglucémico de la cepa OZDF

NG previamente descrita en nuestro laboratorio.

Tabla 8. Resultados de las medidas morfométricas del Biomodelo experimental. Los valores

presentados son la media + el error estandar de la media. (*p<.05; **p<.01; *** p<.001 vs Lean)

LZDF OZDF NG OZDF HG
N=32 N=36 N=20
Parametro Media + EEM Media + EEM Media + EEM
Perimetro
Abdominal 15.82 + 0.41 19.50 + 1.30** 21.40 + 0.67***
(cm)
Peso (g) 2776 + 8.81 409.6 + 34.81%** 424.5 + 34,63
Grasa
Epididimal 2.02 +0.30 7.80+ 1.19* 8.69 + 1.22%**

(9)

Grasa Retro-

peritoneal 1.23+0.23 9.91 + 3.58*** 11.19 £ 1.16***
(9)

Grasa Peri-

pancreatica 0.48 + 0.09 1.82 + 0.36** 2.03 +0.23***
(9)

Grasas 3.70 £ 0.53 19.55 + 3.27* 21.92 + 2.56**
Totales (g)
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Figura 13. Curva de tolerancia a la glucosa. En A se observan los niveles de glucosa plasméatica basal,
en el cual se observa un aumento significativo del grupo obeso hiperglucémico comparado con los
grupos normoglicemicos. En B se observan las CTG de los 3 grupos a evaluar, LZDF (n= 32, Azul),
OZDF HG (n = 20, Rojo), OZDF NG (n = 36 Gris). La linea punteada a 200 mg/dL, indica el valor de corte
para indicar si las ratas OZDF se clasifican como normoglucémicas o hiperglicémicas. Los animales cuya
valor final en la curva termine sobre dicha linea fueronconsideradas hiperglicémicas. (**p<0.05
***p<0.0001)

En relacidén con las medidas morfoldgicas, se observaron varios efectos significativos.
Se encontrd un aumento del 23.26% en el perimetro abdominal en el grupo OZDF NG y
un 35.27% en el grupo OZDF en comparacién con el grupo control Lean. Ademas, se
registré un aumento del 52.9% en el peso corporal en el grupo OZDF y un 47.5% en el
grupo OZDF GN en comparacion con el grupo Lean. En cuanto a la grasa epididimal,
se reportd un incremento del 329% en el grupo OZDF HG y un 285% en el grupo OZDF
NG con respecto al grupo Lean. De manera similar, se observé un aumento significativo
en la grasa retroperitoneal, con un incremento de 8 veces en el grupo OZDF HG y 7
veces en el grupo OZDF NG en comparacion con el grupo Lean. Ademas, se registrd
un aumento sustancial en la grasa peripancreatica, con un aumento del 315% en el
grupo OZDF HG y un 273% en el grupo OZDF NG en comparacion con el grupo Lean.
En términos de grasa total, se observé un aumento del 491.31% en el grupo OZDF HG
y un 427.38% en el grupo OZDF NG en comparacion con el grupo Lean. Estos

hallazgos indican cambios significativos en la morfologia corporal de los grupos OZDF
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HG y OZDF NG en comparacion con el grupo control. También, se pueden observar las
diferencias claras que existen entre las curvas de tolerancia a la glucosa, en la cual, las
ratas OZDF HG, muestran un aumento significativo del 127% superior a su contraparte
obesa normoglucémica y del 208% contra el grupo control. Todos estos datos nos
permiten evidenciar las caracteristicas de nuestro modelo experimental, en este

protocolo de investigacion.

Duracion de las ondas e intervalos del ECG

Se evalud la duracion de los componentes clave del electrocardiograma. Cada uno de
estos componentes desempefia un papel esencial en la evaluacién de la funcion
cardiaca y proporciona una vision integral del estado eléctrico del corazon. La onda P,
que representa la despolarizacién auricular, es crucial para evaluar la actividad eléctrica
en las auriculas. El segmento PR indica la conduccion del impulso desde las auriculas
hasta los ventriculos, siendo fundamental para el correcto funcionamiento del sistema
de conduccion cardiaca. El complejo QRS, reflejo de la despolarizacién ventricular,
revela informacion importante sobre la sincronizacién de la actividad eléctrica en los
ventriculos. Por otro lado, el intervalo RR ofrece datos sobre la frecuencia cardiaca,
mientras que los intervalos QT y QTc son indicadores cruciales del tiempo de
repolarizaciéon ventricular e indices diagnésticos del desarrollo de enfermedades

cardiovasculares.
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Figura 14. Criterios de evaluacion de la duracion de los componentes del electrocardiograma. Se
observan en A, B y C los trazos representativos electrocardiograficos de los grupos LZDF, OZDF HG y
OZDF GN respectivamente. En D se observan los segmentos e intervalos evaluados en los distintos

registros electrocardiograficos.

Duracion de la conduccion auricular

Al medir la duracién de la onda P, se observd un aumento notable en el grupo OZDF
NG con respecto a Lean, con un incremento del 13%, y OZDF HG con un aumento del
11%. Sin embargo, bajo condiciones de anestesia, no se observaron diferencias
significativas entre los grupos. En cuanto a la duracién del segmento PR, se detecté un
incremento significativo en el grupo OZDF NG en comparacién con el grupo Lean, con
un aumento del 16%. Estos resultados sugieren una posible influencia de la diabetes y
la obesidad en la conduccion eléctrica auricular y en la transmision del impulso desde

las auriculas hacia los ventriculos.
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Figura 15. Resultados de la evaluacién de la onda P y el segmento PR. Se evalué la duracién de la
onda P y el segmento PR de los grupos LZDF (n=32), OZDF NG (n = 36) OZDF HG (n =20). En A se
observa la duracion en ms de la onda P registrada sin anestesia y bajo anestesia en B. Se observé un
incremento significativo en la duracion de la onda P del grupo OZDF NG con respecto a OZDF HG y
LZDF, sin anestesia. No se observan diferencias significativas en los registros con anestesia. En C se
observa la duracion del segmento PR registrado sin anestesia y con anestesia en D. Se observé un

incremento significativo en la duracion del segmento PR en el grupo OZDF GN contra el grupo Lean.
(*p<0.05, **p<0.01).

52



Duracion de la conduccion Ventricular

En la mediciéon de los componentes involucrados en la conduccion ventricular. Se
observd un aumento en la duracién del intervalo RR en condiciones sin anestesia, tanto
en el grupo OZDF NG (8.7%) como en el grupo OZDF HG (9.6%), en comparacion con
el grupo Lean. Bajo anestesia, solo se encontré6 un incremento significativo en la
duracion del intervalo RR en el grupo OZDF HG (7.5%) en comparacion con el grupo
Lean. No se detectaron diferencias significativas en la duracién del intervalo QT ni QTc
bajo condiciones sin anestesia. Sin embargo, bajo anestesia, se observé un aumento
tanto en el intervalo QT como en el intervalo QTc en el grupo OZDF NG en
comparacioén con el grupo Lean. Estos resultados sugieren una posible influencia de la
obesidad y la diabetes sobre la propagacion de la actividad eléctrica cardiaca. Es
importante considerar que el uso de anestesia puede haber contribuido al aumento en
la duracién de estos intervalos, especialmente en el caso del intervalo QT, donde los

efectos de algunos anestésicos pueden prolongar la repolarizacion ventricular.
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Figura 16. Resultados en la evaluacién de la duracién del complejo QRS y el intervalo RR.Se
evalud la duracion del complejo QRS vy el intervalo RR de los grupos LZDF (n=32), OZDF NG (n = 36)
OZDF HG (n =20). Se observa en A, la duracion en ms del complejo QRS registrada sin anestesia y bajo
anestesia en B. En C se observa la duracion del intervalo RR sin anestesia y con anestesia en D. Se
encontré un aumento en la duracion del intervalo RR en el grupo OZDF NG comparado con Lean sin

anestesia y un aumento significativo en la duracion del grupo OZDF HG comparado con Lean con
anestesia. (*p<.05 **p<.001).
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Figura 17. Resultados obtenidos en la evaluacion de la duracién del intervalo QT y QTc. Se evalué
la duracion del intervalo QT y QTc de los grupos LZDF (n=32), OZDF NG (n = 36) OZDF HG (n =20). En
Ay B se observan la duracion de los intervalos QT sin anestesia y bajo anestesia, respectivamente. En C
y D se observa la duracién del intervalo QT corregido, también sin anestesia y bajo anestesia. No se
observaron cambios significativos en la duracién del intervalo sin anestesia, sin embargo, bajo anestesia
se observd un aumento en la duracion del intervalo QT del grupo OZDF HG comparado con LZDF.
("p<.05)
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Amplitud del ECG

Se midié la amplitud de onda de 3 componentes clave del ECG. Se evaluaron los
cambios en la amplitud de la onda P, la onda R y la onda T en los tres grupos de
estudio. El estudio de estos componentes del ECG tiene una gran importancia
fisiolégica y nos da mas informacion del comportamiento eléctrico cardiaco. La onda P
representa la despolarizacién auricular, reflejando la actividad eléctrica en las auriculas
y proporcionando informacion sobre la funcion auricular. La onda R refleja la
despolarizacion ventricular inicial y es crucial para evaluar la actividad eléctrica en los
ventriculos, mientras que la onda T representa la repolarizacion ventricular, indicando el
restablecimiento del potencial de membrana en los ventriculos y desempefiando un
papel fundamental en la preparacion para el proximo ciclo cardiaco. La amplitud de
estos componentes puede variar en respuesta a cambios en la actividad eléctrica

cardiaca y es indicativa de alteraciones en la funcién cardiaca.
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Figura 18. Evaluaciéon de la amplitud de las Ondas P, Ry T del electrocardiograma. Se evalud la
amplitud total de las ondas P, R y T de los grupos LZDF (n=32), OZDF NG (n = 36) OZDF HG (n =20).Se
midié la amplitud de la onda P (A), onda R (B) y onda T (C) en registros ECG. Se observé un aumento
significativo en la amplitud de onda P y R del grupo OZDF NG comparado con Lean. Asi como un

aumento en las amplitudes de la onda T, tanto del grupo OZDF HG como del grupo OZDF NG

comparado con Lean. (*p<.05 **p<.001).

En la evaluacion de la amplitud de las ondas del ECG, se observaron resultados
significativos (Figura 18). En primer lugar, se registr6 un aumento notable en la
amplitud de la onda P en el grupo OZDF NG en comparacion con el grupo Lean (48%,
*p<0.05). Este hallazgo podria indicar una mayor sincronizacion de la actividad eléctrica

auricular en las ratas normoglucémicas o bien un aumento en la masa auricular.
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Asimismo, se observo un incremento en la amplitud de la onda R en el grupo OZDF NG
en comparacién con el grupo Lean (23% *p<0.05), sugiriendo una posible hipertrofia
ventricular en respuesta a la obesidad y la diabetes. Por ultimo, se detecté un aumento
en la amplitud de la onda T tanto en los grupos OZDF HG (88%,*p<0.05) como OZDF
NG (94%,**p<0.001) en comparacion con el grupo Lean. Este resultado podria estar
relacionado con alteraciones en la repolarizacion ventricular, posiblemente debido a
cambios en la estructura y funcién del miocardio en condiciones patoldgicas, estos
hallazgos podrian ser el resultado de adaptaciones cardiacas compensatorias frente al

estrés metabdlico y hemodinamico asociado con la obesidad y la diabetes.

Analisis de la Variabilidad de la Frecuencia Cardiaca.

Se analizé la Variabilidad de la Frecuencia Cardiaca (VFC). Se calcul6 el indice de
equilibrio simpato-vagal SD1/SD2 (IESV), el cual proporciona informacion crucial sobre
el equilibrio autondmico del corazon. Los resultados obtenidos revelaron alteraciones
en el IESV entre los tres grupos evaluados. Se observé una disminucion del 56.5% en
el grupo OZDF HG (0.100) y del 20.9% en el grupo OZDF NG (.182) en comparacién
con el grupo Lean (.230). La disminucion del IESV en los grupos OZDF HG y OZDF
NG, respaldan la importancia de la VFC como un marcador de la funcion autonémica
cardiaca y su asociacion con estados fisiopatologicos como la obesidad y la

hiperglucemia.
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Figura 19. Andlisis de la variabilidad de la frecuencia cardiaca a través de graficas de Poincaré. Se
evaluod la VFC de los grupos LZDF (n=32), OZDF NG (n = 36) OZDF HG (n =20). Se observan en A las
graficas correspondientes al grupo LZDF, en B el grupo OZDF HG y en C el grupo OZDF NG, en estas

se observan las desviaciones estandar de estas e indice de equilibrio simpato vagal, se observa en D las

graficas de Poincaré sobrepuestas en la cual se facilita observar las diferencias entre los grupos.
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Representacion orbital del ECG

Se llevd a cabo una representacion orbital del ECG utilizando una metodologia
desarrollada por Jimenes y colaboradores (Jiménez et al., 2014). Esta técnica nos
permite analizar el registro electrocardiografico en el espacio: tiempo, voltaje y la
primera derivada del voltaje sobre el tiempo. Especificamente, técnica nos brinda la
capacidad de visualizar y calcular los cambios en la forma del complejo QRS,
permitiéndonos conocer la derivada en cada punto del ECG y cuantificarlos en

unidades de mV/s (milivoltios divididos por segundos).

Se obtiene el plano tiempo vs voltaje (t,V), donde se puede observar el ECG habitual.
Posteriormente, se realizé una medicion en el plano (V, dV/dt), lo que nos permitié
observar las orbitas asociadas al complejo QRS. En este analisis, calculamos la
variacion de las pendientes maximas positivas y negativas del complejo QRS, asi como

la variacion de los valores maximos de la onda R.

Finalmente, se llevd a cabo una representacién Orbital, donde ahora podemos
distinguir tres ejes: el tiempo, medido en segundos correspondientes al eje X; el voltaje,
medido en mV correspondientes al eje Y; y la derivada del voltaje, medida en mV/s

correspondientes al eje Z.

La representacion orbital del ECG nos permite evaluar no solo la forma del complejo
QRS, sino también su dinamica temporal y la velocidad de cambio de voltaje en cada
punto. Estos datos son cruciales para entender la funcién cardiaca y pueden revelar
anomalias sutiles que podrian no ser evidentes en un analisis convencional del ECG.
Ademas, al cuantificar las variaciones en las caracteristicas del complejo QRS y en la
actividad eléctrica del corazon, podemos identificar patrones distintivos asociados con
diversas enfermedades cardiovasculares, como la cardiopatia isquémica, la hipertrofia

ventricular y los trastornos del ritmo cardiaco
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Figura 20. Evaluaciéon de la variabilidad del complejo QRS. Se evaluaron la variabilidad de los
complejos QRS en los grupos LZDF (n=32), OZDF NG (n = 36) OZDF HG (n =20). Gréaficas
representativas de la variacion maxima de la amplitud de la onda R (A) en los grupos Lean, OZDF HG,
OZDF NG. Graficas representando la variacion de las pendientes maximas positivas (B) y negativas (C)
del complejo QRS. En las 3 graficas se observa un aumento en la variacion de las pendientes positiva,

negativa y la amplitud de la onda R maximas, sin embargo, no se encontraron diferencias significativas.

Se observo una tendencia al aumento en la variabilidad de las pendientes maximas
positivas y negativas del complejo QRS, asi como en la variacién de los valores
maximos de la onda R en los grupos OZDF HG y OZDF NG comparado con el control.

Sin embargo, estos aumentos no fueron estadisticamente significativos.
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Figura 21. Representacion orbital del ECG. Se observa graficada una representacion espacial de lo

ECG promediados de LZDF (n = 32) en A , OZDF HG (n = 20) en B, OZDF NG (n=36) en C,

compuestas de tres ejes: tiempo, medido en segundos correspondientes al eje X; voltaje, medido en mV
correspondientes al eje Y; y la derivada del voltaje, medida en mV/s correspondientes al eje Z.
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Expresion de Cx43

Se llevé a cabo un ensayo de western blot para cuantificar la expresion de Cx43 en los
3 grupos. Se observd una reduccion significativa en los niveles de expresion en los
grupos OZDF HG y una tendencia a la disminucién en el grupo OZDF NG en
comparacioén con el grupo control LZDF. Especificamente, se encontré una disminucién
del 20.48% en el grupo OZDF HG y del 7.68% en el grupo OZDF NG con respecto al

grupo Lean.

Cx43 desempena un papel crucial en la comunicacion intercelular en el corazon, y su
reduccion podria contribuir a la disminucién en la variabilidad de la frecuencia cardiaca

observada en los grupos obesos en comparacién con el grupo control Lean.

Rojo de Ponceau Expresion de Cx43
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Figura 22. Evaluacién en los niveles de expresion de Cx43. Se evalud la expresion relativa de Cx43
en los grupos LZDF (n=7), OZDF NG (n=7) OZDF HG (n=7). Se observa A un recorte de la membrana de
PVDF en la parte inferior y un recorte de la membrana en tincion de rojo ponceau como referencia. En B
se observa lagrafica de la cuantificacion de la Cx43, en la cual se observa una disminucion significativa
en los niveles de expresion de Cx43 del grupo OZDF HG comparado con LZDF, asi como una tendencia

a la disminucion en la expresion de OZDF NG. (p**<.005)
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Resumen de Resultados

Tabla 9. Tabla de resultados. En la tabla se muestran flechas mostrando cambios significativos en los
analisis realizados. En azul las diferencias significativas con respecto al grupo LZDF, en gris diferencias
significativas con respecto a OZDF GN y en rojo las diferencias significativas con respecto a OZDF HG.
Las letras SA y CA en la tabla hacen referencia a las condiciones sin anestesia y con anestesia,

respectivamente

Morfométricos LZDF OZDF GN | OZDF HG

Talla (perimetro y peso) 0 0

Grasas totales 0 0
CTG ™

Duracion de la conduccién auricular SA | CA SA |CA|SA| CA
Onda P 11

Segmento PR 1
Duracion de la conduccion ventricular SA | CA SA |CA|[SA| CA
Complejo QRS
Intervalo RR 0 1
QT 1
QTc 1
Amplitud de las ondas del ECG
Onda P

Onda R

Onda T

Analisis de la VFC
Representacion orbital del ECG

—|—=|—|—

Diferencia maxima ondas R consecutivas

—
—

Variacidon de las pendientes maximas positivas del 0 0
complejo QRS
Variacion de las pendientes maximas negativas del 0 0
complejo QRS

Expresion de Cx43 !
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Discusion

La fibrilacion auricular (FA) es el tipo de arritmia cardiaca mas comun en humanos,
afectando la conduccién eléctrica de las camaras superiores del corazén y resultando
en una actividad eléctrica cadtica que provoca latidos irregulares e ineficientes. Esta
condicidon cronica y progresiva incrementa el riesgo de eventos cardiovasculares
adversos como el desarrollo de coagulos sanguineos, accidentes cerebrovasculares,
insuficiencia cardiaca, infarto, muerte subita cardiaca y un alto indice de morbilidad y
mortalidad. En México, la FA afecta aproximadamente al 5.7% de la poblacion, con una
prevalencia mayor en hombres. El riesgo de padecer FA aumenta con la edad y esta
asociado con multiples comorbilidades, incluyendo hipertension arterial, dislipidemia,
accidentes cerebrovasculares, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, insuficiencia
e isquemia cardiacas, diabetes y obesidad (Grisanti, 2018; Homan et al., 2019; Nalliah
et al., 2016; Rodriguez-Reyes et al., 2022; Sultan et al., 2021; Gupta et al., 2022;
Sultan et al., 2020; Wang et al., 2019).

La obesidad y la diabetes son factores de riesgo bien establecidos para el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares. Ambas condiciones estan relacionadas con el
desarrollo de FA, lo que, junto con el aumento de la prevalencia global y nacional de
estas enfermedades, convierte a la FA y a su fisiopatologia en un objetivo crucial de
investigacion. En este estudio empleamos el modelo Zucker Diabetic Fatty (ZDF) el
cual es ampliamente utilizado en investigaciones sobre diabetes y obesidad debido a
su predisposicion genética para desarrollar estas condiciones metabdlicas. Las ratas
ZDF presentan una mutacién en el gen receptor de leptina (fa/fa), lo que resulta en una
disfuncion en la regulacidon del apetito y, consecuentemente, en obesidad severa y
diabetes tipo 2. Este modelo es particularmente valioso para estudiar la fisiopatologia
de la diabetes y la obesidad, asi como sus complicaciones asociadas, ya que refleja las
caracteristicas de estas enfermedades en humanos. Es crucial realizar mediciones
morfolégicas a fin de confirmar el estado de obesidad e hiperglucemia en estos
animales. (Grisanti, 2018; Homan et al., 2019; Pathak et al.; Wang et al., 2019)
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Reportamos un aumento significativo tanto en el peso (p<.0001) como en el perimetro
abdominal (p<.0001) de los grupos obeso normoglucémico y obeso hiperglucémico
comparado con el grupo delgado normoglucémico. Aunado a esto, al realizar las curvas
de tolerancia a la glucosa observamos un incremento (*p<0.005) de la glucosa
plasmatica para la condicion obeso hiperglucémico. Estos resultados nos permiten
establecer que la expresion de hiperglucemia y obesidad constatadas en nuestro
modelo coinciden con las caracteristicas descritas para el establecimiento de diabetes
mellitus tipo 2 en otros trabajos, en donde se consideran estas alteraciones como
trastornos propios de la progresion de la enfermedad tanto en humanos como en
modelos animales semejantes o con la misma cepa (Leonard, et al., 2005). Al cumplir
con estos criterios experimentales, se valida nuestro modelo animal y se asegura una

interpretacion correctode los resultados en el contexto de la obesidad y la diabetes.

Los mecanismos fisiopatolégicos que vinculan la obesidad y la diabetes con el
desarrollo de FA no estan del todo descritos y se han reportado la participacion de
distintos mecanismos de accion en el desarrollo de arritmias, particularmente se ha
identificado un proceso de remodelacion estructural similar a los cambios estructurales
y eléctricos caracteristicos en pacientes con enfermedad estructural cardiaca, la cual es
un proceso complejo que implica el desarrollo de hipertrofia, fibrosis, muerte celular, y
alteraciones en la conduccion eléctrica, entre otros cambios. Estos procesos
fisiopatolégicos conducen a una disfuncion cardiaca progresiva y son clave para él
desarrollo de la insuficiencia cardiaca y las arritmias. (Nalliah et al., 2016; von Jeinsen
et al., 2020)

Esta remodelacion estructural, especialmente en la miocardiopatia diabética, implica
cambios arquitectonicos, incluyendo fibrosis y alteraciones en la longitud de los
miocitos debido a la dilatacién cardiaca. Sin embargo, estos cambios no se limitan a
aspectos estructurales, sino que también modifican la composicion mecanico-eléctrica

y quimica del corazén, exacerbando la disfuncién de la conduccion, lo que es comun en
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pacientes con obesidad y diabetes. La fibrosis en el contexto de la diabetes y la
obesidad puede atribuirse a diversos factores, como el estrés oxidativo, la inflamacion y
el aumento en la expresion del factor de crecimiento transformante beta. Aunque se
requieren mas investigaciones para determinar su contribucion relativa a la
patofisiologia de la FA en estos trastornos metabdlicos (Nalliah et al., 2016; Sultan et
al., 2020; von Jeinsen et al., 2020; Wang et al., 2019;Grisanti, 2018; Nygren et al.,
2007).

A pesar de la amplia evidencia en la literatura sobre el rol de la obesidad y la diabetes
en el desarrollo patolégico de la FA y otras alteraciones del ritmo cardiaco, no se han
descrito por completo los mecanismos que propician estas alteraciones. En este
proyecto de investigacion nos hemos propuesto ofrecer una comprension mas clara del
desarrollo fisiopatolégico de los trastornos del ritmo a través del analisis del
electrocardiograma y la evaluacién de la expresion de Cx43 en ratas ZDF. Como se ha
explicado previamente en este trabajo, utilizamos ratas de la cepa ZDF, la cual
desarrolla hiperglicemia e hiperlipidemia en su octava semana de edad y diabetes en la
decimosegunda. Este modelo es usado ampliamente en el estudio y prevencidon de
diabetes, sin embargo, la evidencia de alteraciones en el corazén diabético, incluyendo

el estudio del ECG en este, es escasa. (VanHoose et al., 2010b)

Debido a la escasa evidencia de alteraciones en el registro electrocardiografico este se
utilizé como herramienta no invasiva permitiéndonos registrar y analizar la actividad
eléctrica del corazén, proporcionando informacion valiosa sobre la conduccion
cardiaca, la repolarizacion y la estructura del miocardio. Evaluamos cambios
especificos en los intervalos PR, QRS y RR, asi como cambios en la duracién vy
amplitud de las ondas P, R y T, que son indicativos de remodelaciéon estructural y
eléctrica y pueden reflejar la influencia de la obesidad e hiperglucemia en la funcion

cardiaca.

Decidimos segmentar los resultados del analisis de ECG segun las camaras cardiacas,
siguiendo el sistema de conduccidén eléctrica cardiaca. En cuanto la conduccién

auricular, se observo un aumento significativo en la duracién de la onda P del ECG en
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el grupo obeso normoglucémico en comparacion con los grupos obeso hiperglucémico
y delgado normoglucémico. Este incremento sugiere una ralentizacion en la velocidad
de conduccién auricular en el grupo obeso normoglucémico. Ademas, se registré un
aumento significativo en la duracion del segmento PR en el grupo obeso
hiperglucémico en comparacion con el grupo delgado normoglucémico, lo que indica un

retraso en la conduccién auriculoventricular.

En cuanto a la conduccion ventricular, no se observaron diferencias significativas en la
duracion del complejo QRS entre los grupos obesos normoglucémico e hiperglucémico
y el grupo delgado normoglucémico, sugiriendo que no hay cambios sustanciales en la
velocidad de conduccidn intraventricular. Sin embargo, se report6 un aumento
significativo en los intervalos QT y QTc en el grupo obeso hiperglucémico comparado
con el control bajo condiciones de anestesia. Esta prolongacion del intervalo QT, que
refleja el tiempo total de despolarizacion y repolarizacion ventricular, indica una

repolarizacion ventricular retardada.

Nuestros resultados concuerdan con un analisis del monitoreo ambulatorio del ECG
realizado en pacientes obesos y diabéticos, el cual revelo alteraciones en la conduccidn
eléctrica cardiaca y la variabilidad de la frecuencia cardiaca. En individuos obesos, se
observo un aumento en la frecuencia de aparicion de intervalos QT largos, mientras
que en pacientes diabéticos se evidencié una velocidad de conduccion reducida y una
mayor prevalencia del sindrome de QT prolongado. Estos cambios en los intervalos QT
y QTc reflejaron modificaciones en la arquitectura cardiaca y estuvieron relacionados
con un mayor riesgo cardiovascular en ambas poblaciones (Homan et al., 2019; Sultan
et al., 2021b; VanHoose et al., 2010b).

En otro trabajo, pacientes diabéticos presentaron una mayor incidencia de intervalos
QT prolongados, lo cual esta en linea con nuestros resultados, esto se puede relacionar
con una mayor mortalidad cardiaca subita. Contrastando con nuestros resultados en
otros estudios se observaron prolongaciones en el complejo QRS; sin embargo, en
cuanto a la disminucién en la velocidad de conduccién y una mayor propension a la

fibrilacién ventricular, junto con una disminucion en la variabilidad de la frecuencia
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cardiaca sus resultados concuerdan con los nuestros, indicando un mayor riesgo de
enfermedad cardiovascular y mortalidad en esta poblacion (Grisanti, 2018; Homan et
al., Pathak et al, 2019; Sultan et al., 2021b; Nygren et al., 2007).

En relacion con la variabilidad de la frecuencia cardiaca, se evidencié un aumento
significativo en la duracion del intervalo RR en el grupo obeso normo glucémico en
condiciones sin anestesia, asi como en el grupo obeso hiperglucémico bajo anestesia,
en comparacion con el grupo control. Este aumento en el intervalo RR, que representa
el tiempo entre dos contracciones ventriculares consecutivas, podria reflejar bradicardia
o variabilidad en la frecuencia cardiaca, en la cual se observé una disminucion del 20%
en el grupo obeso normo glucémico y del 56% en el grupo obeso hiperglucémico en
comparacion con el grupo delgado normo glucémico. La razén SD1/SD2, que evalua el
equilibrio autonémico cardiaco, revelé valores mas bajos en los grupos obesos,
indicando una posible dominancia simpatica o reduccién del tono parasimpatico,
especialmente pronunciada en el grupo obeso hiperglucémico en comparacion con el
grupo control. Estos hallazgos representan un mayor riesgo cardiovascular en estos
grupos, relacionado con su condicion obesa e hiperglucémica, sugiriendo que tanto la

obesidad como la hiperglucemia afectan la regulacién del ritmo cardiaco.

En cuanto a los resultados obtenidos del analisis de la amplitud de las ondas del ECG,
se observd un aumento significativo en la amplitud de la onda P en el grupo obeso
normo glicémico en comparacion con el grupo delgado normo glicémico. La onda P
representa la despolarizacidon auricular, y su aumento en amplitud sugiere una mayor
masa muscular auricular o una mayor carga de trabajo en las auriculas en individuos
obesos normoglicémicos. Este hallazgo puede estar relacionado con la hipertrofia
auricular, una condicién comun en personas con obesidad debido a la sobrecarga de

volumen y presion.

Ademas, se registré un aumento significativo en la amplitud de la onda R en el grupo
obeso normo glicémico en comparacién con el grupo delgado normo glicémico. La
onda R refleja la despolarizacién del ventriculo izquierdo, y su aumento en amplitud

reitera la posible hipertrofia ventricular izquierda, una adaptacion del corazén al
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aumento de la demanda hemodinamica en la obesidad. Estos resultados concuerdan
con la hipertrofia ventricular izquierda, reportada en un estudio la cual se manifesté por
un aumento en la amplitud de la onda R en el ECG, junto con el prolongamiento de los
intervalos QT y QTc, que actuaron como sefales tempranas de enfermedad
cardiovascular en desarrollo. Ademas, la prolongacion del intervalo QTc se asocié con
la gravedad de la neuropatia autonoma cardiaca en pacientes diabéticos, sugiriendo un
vinculo entre estas manifestaciones electrocardiograficas y la neuropatia autonémica
(Homan et al., 2019; Sultan et al., 2020; VanHoose et al., 2010b).

Por ultimo, se observé un aumento significativo en la amplitud de la onda T en los
grupos obeso hiperglucémico y obeso normo glicémico en comparacion con el grupo
control. La onda T representa la repolarizacién ventricular, y su aumento en amplitud
puede indicar cambios en el entorno eléctrico del corazon, tales como alteraciones en

la conduccidén de iones o en el metabolismo energético celular.

Nuestros resultados estan en linea con multiples trabajos los cuales evidencian es
proceso de remodelacion estructural cardiaca, como lo es un estudio en humanos que
empled mediciones ecocardiograficas para evaluar el ventriculo izquierdo, encontrando
un aumento en su masa, carga global longitudinal y pico sistolico auricular en pacientes
obesos y diabéticos en comparacién con los controles. La remodelacién estructural,
caracteristica de la obesidad, se manifiesta en un aumento del tamafno, masa y presién
auriculares, junto con periodos refractarios prolongados de la auricula izquierda
concordando lo que concuerda con nuestros resultados; este proceso hipertrofico altera
la hemodinamica cardaica y provoca un estado inflamatorio crénico que se relaciona
con la FA y la fibrosis, también observada en pacientes diabéticos, siendo indicativa de
FA relacionada con la diabetes (Grisanti, 2018; Gupta et al., 2022; Homan et al., 2019;
Nalliah et al., 2016; von Jeinsen et al., 2020;Wang et al., 2019).

El potencial arritmogénico de la FA podria deberse a otras influencias en la
remodelacion estructural y alteraciones en el metabolismo cardiaco, como el estrés
oxidativo y el dafo mitocondrial en los miocitos auriculares. En este sentido,

reportamos un aumento significativo (*** p<.0001) en las cantidades de grasa total en
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los grupos obesos en comparacion con el grupo delgado, lo que puede contribuir a la
inflamacion y fibrosis cardiaca, generando insuficiencia cardiaca y otras complicaciones
(Grisanti, 2018; Gupta et al., 2022; Homan et al., 2019).

En conjunto, estos resultados sugieren que tanto la obesidad como la hiperglucemia
estan asociadas con cambios significativos en la funciéon eléctrica del corazon,
manifestados a través de alteraciones en la amplitud y duracién de las ondas del ECG.
Estos hallazgos son indicativos de remodelacion estructural cardiaca y disfuncion
eléctrica, en linea con un proceso hipertréfico y profibrotico, aspectos que son cruciales
para la comprension del riesgo aumentado de enfermedades cardiovasculares en

individuos obesos y diabéticos.

Al realizar la representacion orbital del ECG medimos la diferencia maxima de las
ondas R consecutivas, la variacion de las pendientes maximas positivas del complejo
QRS vy la variacién de las pendientes maximas negativas del complejo QRS. No
reportamos diferencias estadisticamente significativas, sin embargo, observamos una
tendencia al aumenté en los grupos obesos en comparacién con el control. La
diferencia maxima de las ondas R consecutivas, que evalua la variabilidad entre las
amplitudes de las ondas R en ciclos cardiacos sucesivos, podria indicar una mayor
irregularidad en la contraccion ventricular en los individuos obesos. La variacion de las
pendientes maximas positivas y negativas del complejo QRS, que refleja cambios en la
rapidez y consistencia de la despolarizacion y repolarizacion ventricular, sugiere una
posible alteracion estructural o funcional en el corazén debido a la obesidad. A pesar
de estas tendencias, la falta de significancia estadistica implica que no se puede
afirmar con certeza que estas diferencias sean directamente atribuibles a la obesidad

sin considerar otros factores o con un mayor tamafo de muestra en futuros estudios.

Los cambios en la actividad eléctrica cardiaca pueden atribuirse a alteraciones en la
comunicacién celular, particularmente a través de la conexina-43 (Cx43), una proteina
esencial en las uniones comunicantes del corazon. La disminucion en la expresion de
Cx43 y el desacoplamiento célula a célula generan inestabilidad eléctrica vy

heterogeneidades electrofisiolégicas, promoviendo arritmias malignas. Estos efectos se
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han observado en corazones fibrosos e hipertrofiados, que presentan una conduccion

eléctrica alterada (Egan Benova et al., 2019; Gonzalez-Casanova et al., 2021).

Se ha demostrado en modelos experimentales de obesidad y diabetes una
repolarizacién ventricular retrasada y alteraciones en Cx43, incluyendo cambios en su
nivel total y distribucion. En la diabetes inducida por estreptozotocina, se observaron
alteraciones en los niveles de Cx43, tanto fosforilada como sin fosforilar, y una
disminucién en la velocidad de conduccién cardiaca. Se evidencia un marcado
remodelamiento de Cx43 en el corazon diabético a través de la funcion de la unién de
hendidura y hemicanal de Cx43, deprimida por condiciones hiperglucémicas. En
modelos de obesidad, los marcadores inflamatorios aumentaron la susceptibilidad a la
fibrilacion auricular, asi como la acumulacién lipidica, fibrosis e inflamacién auricular,
contribuyendo a la disfuncién eléctrica (Billur et al., 2022; Grisanti, 2018; Gupta et al.,
2022). Estos estudios concuerdan con lo observado en este trabajo en donde
observamos una disminucion significativa en la expresion de Cx43 en el grupo obeso

hiperglucémico en comparacién con el grupo control.

Finalmente, es importante mencionar estudios realizados en otros biomodelos animales
en los cuales se han demostrado alteraciones en la conduccidn eléctrica y la expresion
de conexinas en condiciones diabéticas y de obesidad. Modelos de diabetes tipo 2,
ratas Goto-Kakizaki mostraron mayor arritmogenicidad auricular y fibrosis en
comparaciéon con su grupo control. Conejos diabéticos presentaron fibrosis intersticial
auricular aumentada, un tiempo de conduccién interauricular prolongado y un periodo
refractario efectivo auricular aumentado en linea con nuestros resultados. Ademas, en
ratas diabéticas, el estrés oxidativo y la inflamacion promovieron la expresién del factor
de crecimiento transformador beta y la senalizacion profibrética, desencadenando una

respuesta profibrética en el miocardio auricular.

En modelos de diabetes inducida por estreptozotozina, se observaron niveles elevados
de conexina-43 y cambios en su distribucién, aunque no se encontraron alteraciones en
la duracion del potencial de accién, pero si una reduccion en la velocidad de

conduccion. En ratas diabéticas tipo 1 inducidas por estreptozotozina, también sé
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encontré una disminucion en la velocidad de conduccién en condiciones basales. En
modelos de obesidad, los marcadores inflamatorios incrementaron la susceptibilidad a

la fibrilacién auricular y causaron acumulacion lipidica, fibrosis e inflamacioén auricular.

Sin embargo, existen trabajos que contrastaron con nuestros resultados, incluso
utilizando en mismo Biomodelo, Zucker Diabetic Fatty, la velocidad de conduccién fue
mas lenta en ratas diabéticas sin cambios en los niveles de conexina-43. Estos
resultados contradictorios a los nuestros sugieren que otras conexinas, como CX40, 43
y 45, pueden contribuir a la patogénesis de la arritmia cardiaca en pacientes con

diabetes.

Es importante darle seguimiento a esta linea de investigacion, pues aun hay multiples
variables a considerar, desde la localizacion de la expresion de Cx43, realizar estudios
clinicos longitudinales para evaluar la progresion de las alteraciones cardiacas en
pacientes obesos y diabéticos a lo largo del tiempo. Esto ayudaria a establecer
correlaciones mas precisas entre los cambios electrofisiologicos y estructurales

observados en modelos animales y los hallazgos clinicos en humanos.
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Conclusion

Modelo animal:

Se observaron aumentos significativos en los parametros de peso y perimetro
abdominal en los grupos obesos comparados con el grupo control, lo que se
relaciona con un aumento significativo en la grasa total en estos grupos.
Ademas, unicamente el grupo obeso hiperglucémico presento altos niveles de

glucosa.
Duracién de los componentes del electrocardiograma:

Se observé un aumento significativo en la duracion de la onda P en el grupo
obeso normoglucémico en comparacion con los grupos obeso hiperglucémico y
delgado normoglucémico, indicando una alteracion en la conduccién auricular o
una posible hipertrofia. Asimismo, se encontré un aumento significativo en la
duracion del segmento PR en el grupo obeso hiperglucémico, reflejando un
retraso en la conduccion auriculo-ventricular. De igual modo, se reportd un
aumento significativo en los intervalos QT en el grupo obeso hiperglucémico, lo

que sugiere una repolarizacion ventricular retardada.
Variabilidad de la frecuencia cardiaca:
Se evidencioé una disminucion de la frecuencia cardiaca, asi como la variabilidad

de la frecuencia cardiaca en los grupos obesos comparados con el grupo
delgado normoglucémico.
Amplitud de las ondas del electrocardiograma:

En el andlisis de la amplitud de las ondas del ECG, se observd un aumento
significativo en las amplitudes de las ondas P y R en el grupo obeso
normoglucémico asi como un aumento significativo en la amplitud de la onda T
en los grupos obesos normoglucémico e hiperglucémico comparado con el
grupo control, lo que podria estar relacionado con un proceso de hipertrofia

cardiaca.

Niveles de expresion de conexina 43:

74



Se encontré una disminucion significativa en la expresion de Cx43 en el grupo
obeso hiperglucémico comparado con el grupo control, sugiriendo una

correlaciona con el aumento en la duaracion del intervalo QT en el mismo grupo.

De manera general, podemos concluir que la obesidad y la hiperglucemia inducen
cambios significativos en la actividad eléctrica cardiaca, probablemente mediados por
la alteracion en la expresion de conexina 43. Estos hallazgos subrayan la importancia
de la regulaciéon de Cx43 en el mantenimiento de la funcién cardiaca normal y sugieren
que las intervenciones dirigidas a corregir estas alteraciones podrian ser benéficas para

prevenir arritmias en individuos obesos y diabéticos.
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