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RESUMEN

El corazén es un érgano que funciona como bomba para mantener la homeostasis de todo el sistema,
para ello se sincroniza la propagacion de la actividad eléctrica con la contraccion cardiaca. El corazén es
uno de los érganos que puede afectarse por patologias como la diabetes mellitus.

La diabetes mellitus es una enfermedad crénica degenerativa caracterizada por presentar elevada
concentracién de glucosa en sangre debido a un fallo en la secrecién o accidn de la insulina.

La diabetes mellitus afecta la electrofisiologia cardiaca en pacientes como en modelos animales donde se
han reportado afecciones solo a nivel ventricular.

El presente trabajo evalué el efecto de la diabetes mellitus en células del nodo senoauricular de raton,
en particular en la corriente de potasio transitoria de salida (l;,) que participa en la fase rapida de
repolarizacion y por tanto tiene influencia en la duracién del potencial de acciéon. Cambios en la duracién
del potencial de accidn por ejemplo, un incremento, estan relacionados con la generacién de arritmias.
Para este estudio, se utilizé un modelo de diabetes mellitus tipo 1 en ratdn, se realizaron experimentos
usando la técnica de Patch Clamp en la modalidad de célula completa y se registrd esta corriente de
potasio.

Se encontrd que en condiciones control y de diabetes en el nodo senoauricular participa la corriente I, y
esta corriente es de tipo |l ya que la constante de tiempo de recuperacién de la inactivacién es del
orden de milisegundos cémo ha sido reportada en el ventriculo de ratén. Y no se presenta diferencia
significativa entre control y diabético.

El efecto de la diabetes mellitus en las células del nodo senoauricular en ratones diabéticos es una
disminucién en la densidad de corriente |, a comparacion de los animales control. La menor densidad de
la corriente no fue causada por alteraciones en la cinética de los canales, puesto que no cambia la
dependencia de voltaje, ni la cinética de activacion, inactivacion, desactivacion y recuperacion de la
inactivacién de la corriente. En este sentido, la disminucidn en la densidad de corriente podria estar

relacionada con disminucién en la expresion de canales para l.




INTRODUCCION

1.1 Funcidn del corazén

El corazén es un érgano que forma parte del sistema circulatorio cuya funcidn es bombear sangre a todo
el organismo via el sistema circulatorio, dicho funcionamiento permite el mantenimiento de la
homeostasis. Para que se cumpla esta funcién por parte del corazén es necesaria la sincronizacion de la
propagacion ordenada de la actividad eléctrica con la contraccién del musculo cardiaco. Dicho fendmeno

es conocido como acople excitacién contraccién (Mohrman & Heller, 2007).

La actividad eléctrica del corazdn es iniciada en las células marcapaso del nodo senoauricular (NSA), este
potencial de accidn se propaga a través de las vias internodales (Wenckeback, Thorel y Backman) hacia
las auriculas derecha e izquierda y el nodo auriculo ventricular (NAV), sufre una breve pausa en esta zona
y la actividad eléctrica se propaga hacia el haz de His y las fibras de Purkinje, hasta el dpex del corazény
dentro de las paredes ventriculares. La generacidén y posterior propagaciéon de la actividad eléctrica es
seguida por la relajaciéon y un periodo refractario, hasta el siguiente potencial generado y propagado

(Nerbonne & Kass, 2005).

El potencial de accién es un cambio subito de voltaje, debido a la activacion de canales voltaje
dependientes, generado en las células excitables como los miocitos cardiacos, debido a cambios en la
permeabilidad de la membrana. Para el estudio del potencial de accién cardiaco en los mamiferos, este

se divide en fases, como a continuacién se describe: (Grant, 2009)

Fase 0: Es la fase de ascenso rapido que es consecuencia de un aumento de la permeabilidad a los iones

sodio (Na*) en las células de trabajo y calcio (Ca™) en las células marcapaso.

Fase 1: Es la fase de repolarizacién rapida y se debe a que los canales de Na* se inactivan y al mismo

tiempo hay un aumento en la permeabilidad a potasio (K*), se presentan las corrientes de Iy ¢y 1a lio .

Fase 2: En los miocitos de trabajo se caracteriza por presentar la corriente de calcio tipo L, también es

llamada fase de meseta; mientras que en los miocitos del tejido marcapaso hay ausencia de esta fase.

Fase 3: Es la fase de repolarizaciéon lenta para regresar al potencial de reposo de membrana, se

caracteriza por presentar corrientes de potasio como la Iy, y la li.




Fase 4: Es la fase del potencial de reposo de la membrana de los miocitos donde se presentan corrientes

como la ly;. En miocitos de tejido de conduccidon como el nodo seno auricular se presenta la I;
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Figura 1. Actividad eléctrica del corazon. A. El potencial de accién se divide en fases para su
estudio, en la figura se ve un potencial de accién ventricular de humano y ademas se observan las

corrientes que participan en cada fase. B1. El potencial de accién es distinto en morfologia en
diferentes zonas del corazén; B2 la suma espacial y temporal de toda la actividad eléctrica se

representa en un electrocardiograma. (Tomado de Nerbonne & Kass, 2005).

La generacion del potencial de accidn y las diferencias regionales en su morfologia son resultado de la

permeabilidad selectiva de los canales ionicos, la gran diversidad en su expresién y la corriente ionica

que presentan (Nerbonne & Kass, 2005).

La suma espacial y temporal de todos los potenciales de accidn en el corazén, se representan en un

electrocardiograma (ECG), mediante ondas nombradas por letras; la onda P corresponde a la actividad

del nodo senoauricular y de las auriculas, el complejo QRS corresponde a la despolarizacién ventricular y

la onda T corresponde a la repolarizacién de los ventriculos (Koeppen & Stanton, 2009; Fig. 1). Sin

embargo, el potencial de accidén no sélo es distinto en diferentes zonas del corazén, sino que ademas,

cambia entre especies de mamiferos como se muestra en la figura.2.
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Figura 2. Cambios en la actividad eléctrica del corazén entre especies mamiferas. A. El
potencial de accién ventricular de diferentes especies de mamiferos presenta diferente morfologia.
B. Como la morfologia del potencial de accién es diferente, la forma del electrocardiograma
también cambia, en esta figura se puede ver un electrocardiograma de humano y de ratén,
distinguiéndose diferencias en la frecuencia por ejemplo (Tomado y modificado de Kaese, 2012).

1.2 El nodo seno auricular es el marcapasos del corazén.

Sin importar de qué especie se trate o de la gran variabilidad en la morfologia del potencial de accién, el
responsable de iniciar la actividad eléctrica para su propagacion a través de todo el corazén, es el nodo
senoauricular. Esta estructura estd localizada en la parte lateral de la auricula derecha, delimitada por la
crista terminalis auricular, el septum interauricular y la desembocadura de la vena cava superior e

inferior. (Boyett et al, 1998; Fig. 3A)

Se ha definido al nodo senoauricular como un tejido tanto estructural como electrofisiolégicamente no
homogéneo (Boyett et al, 2000). Dentro de las caracteristicas histoldgicas podemos encontrar que las
células nodales tienen pocos miofilamentos, con espacio intercelular de 20 nm, presentan forma de uso
o “arafia” con una longitud de 25 a 30 p en diferentes especies de mamiferos, como el conejo vy el

cobayo (Satoh, 2003; Fig. 3c).

Algunos estudios apuntan a que el nodo senoauricular tiene al menos dos grupos celulares distinguidos

por sus propiedades electrofisiolégicas, pues se describe la existencia de un pequeno grupo celular




responsable de generar el potencial de accién, el resto de las células (la mayor cantidad vy
correspondientes al segundo grupo) sirven como un conductor de la onda de excitacion (Bleeker et al,
1980). Las células marcapaso han sido llamadas centrales y se distinguen del segundo grupo, o células
periféricas, porque el disparo del potencial de accidén es menor, el overshoot' es menor, el potencial
tiene mayor duracion , el maximo potencial diastélico es menos negativo y la frecuencia marcapasos
intrinseca es mas baja, que en la periferia; sin dejar de mencionar que el potencial de accién del nodo es

carente de meseta o fase 2, que se presenta en los cardiomiocitos de trabajo (Boyett et al, 1998; Fig.3D).

100 ne

Figura 3. El nodo seno auricular. A. La ubicacién del nodo seno auricular en el corazén de conejo
tiene como estructuras vecinas las venas cavas superior (SCV) e inferior (ICV). Tomada y modificada
de Boyett 2009. B. Dibujo de la preparacién del nodo seno auricular de conejo donde se observa en
una “cuadricula” la zona central. Tomada y modificada de Boyett et al 1998. C. Miocito del nodo seno
auricular de conejo; es posible notar la morfologia de huso descrita para especies mamiferas.
Tomado y modificado de Jones et al, 2008.D. Potencial de accién nodal. En la figura se pueden ver las
diferencias en las fases del potencial de accién del nodo y de la auricula de conejo, notese la
velocidad de despolarizacion lenta y la pendiente en la fase 4. Tomada de Boyett 2009.
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En el conejo, se ha descrito la zona central en la regidén intercaval a 1-2 mm de la crista terminalis.
Ademas es posible mencionar que la actividad eléctrica generada en estas células, viaja de forma craneal

hacia la periferia, hasta alcanzar la crista terminalis (Boyett et al, 1998; Fig.3B.

Verheijck y colaboradores en 2001 hicieron un registro de la distribucién bidimensional de las
morfologias del potencial de accidon con microelectrodos convencionales, del nodo seno auricular de
ratén. En este trabajo determinaron la existencia de dos tipos celulares en el nodo, un grupo celular al
que llamaron marcapasos primario o células centrales y las células periféricas fueron llamadas
marcapasos secundario, aunque su ubicacidn, dentro del tejido del nodo completo, difiere al de conejo,
ya que la zona central estd en la desembocadura de la vena cava superior hacia la crista terminalis

(Fig.4A)

Figura 4. Nodo seno auricular de ratén. A. Fotografia de la preparacién de nodo seno auricular
de ratén obtenida por Verheijck et al, (2001), se observan las estructuras vecinas como la auricula
derecha (AD) y el septum interauricular, (IAS) la vena cava superior (VCS) y la vena cava inferior
(VCI) la zona central se localizé en elipse marcada en la imagen y se ubica en la regiéon de la
desembocadura de la vena cava superior y la crista terminalis (CT). B Fotografia de la preparacion
de nodo de ratén obtenida en el laboratorio de fisiopatologia cardiovascular IF. BUAP.




1.3 Canales idnicos dependientes de voltaje

Los canales idnicos dependientes de voltaje son complejos proteicos que estan embebidos en la

membrana para la generacién de sefiales eléctricas en las células, permiten un rdpido y selectivo
transporte de iones a través de la membrana y por tanto funciones fisiolégicas (Terlau & Stuhmer, 1998).
Los canales idnicos tienen dos propiedades fundamentales que son la permeabilidad idnica y su cinética

(Grant, 2009).

Para el caso de canales de potasio voltaje dependientes, este complejo proteico consta de un tetrdmero
o ensamble de 4 subunidades alfa (a), cada una de estas subunidades tiene seis segmentos
transmembrana llamados S1-56. Los segmentos S1-S4 conforman el sensor de voltaje, el segmento S4 se
distingue por tener los aminodacidos arginina y lisina mientras que S1-S3 poseen aminoacidos cargados
negativamente. Los segmentos S5 y S6 forman un poro a partir de una asa extracelular que los une.
(Cheng & Claydon, 2012). Los canales pueden estar acompafados por subunidades accesorias llamadas
subunidades beta (B) que estan implicados en la regulacion de la cinética, por ejemplo la subunidad Mink
es una pequeiia proteina conformada por 130 aminodcidos, con un solo dominio transmembrana

(Nerbonne & Kass, 2005)

Los canales se activan con un cambio en el potencial eléctrico de la membrana, lo que permite un flujo
de iones entrante o saliente de la célula. Este flujo se da cuando el poro de canal esta en estado abierto,
sin embargo, el canal puede cambiar de conformacidon y producir un cambio a otros estados como
cerrado e inactivo. Estos cambios de estado en el canal y la velocidad con la que se da el cambio de

estado es llamado cinética del canal (Ashcroft, 2000).

La transicion de un estado a otro en los canales idnicos esta descrita por los siguientes procesos:

e Activacion: Es la transicidn del estado cerrado del canal al estado abierto y que permite el paso

de corriente.

e Desactivacion: Es la transicidon del estado abierto, donde hay paso de corriente idnica hacia el

estado cerrado, donde cesa el flujo de corriente.

e Inactivacion: Es el paso del estado activo al estado inactivo. El canal puede sufrir cambios
conformacionales, de tal manera que no hay paso de corriente pero el poro del canal no estd

cerrado, al respecto, es conocido el fendmeno de bola y cadena en el canal de sodio, donde una




particula que es un dominio pegado a la proteina de canal intracelularmente, obstruye el poro

del canal impidiendo que conduzca.

e Recuperacién de la inactivacidn: Es la transicion del estado del canal inactivo al estado abierto,

este cambio permite al canal volver a permitir el paso de corriente.

A .
sensor de voltaje poro
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S5
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Figura 5. Canales i6nicos dependientes de voltaje. A. Dibujo de la estructura basica de un canal
iénico de potasio, los segmentos S1-54 forman el sensor de voltaje y S5-S6 son los formadores de
poro. (Tomado y modificado de Sands et al, 2005) B Diagrama que explica los diferentes estados
que adopta un canal iénico C es cerrado, A es abierto e I es inactivo, las letras a, 3, 6 y y son las
velocidades de transicion
En el miocardio existen diferencias en la amplitud y duracién del potencial de accién que genera
diferentes morfologias, debido a que los potenciales de accidn reflejan la sincronizacién en la activacion,
inactivacién y desactivacion de un gran nimero de corrientes salientes y entrantes (Guo & Nerbonne
2002). En particular las corrientes de potasio repolarizantes dependientes de voltaje juegan un papel
determinante en la amplitud y la duracién del potencial de accidn en los cardiomiocitos. Lo anterior

tiene una importancia significativa en la fisiologia cardiaca, puesto que cambios en las densidades o las

propiedades de las corrientes pueden producir arritmias (Xu et al, 1999).




1.4 El rol de la corriente de transitoria de salida en el potencial de accién cardiaco

La corriente de potasio transitoria de salida (l,,) ha sido de gran interés desde que fue descrita por
primera vez en fibras de Purkinje de oveja (Fozzard et al, 1973) y posteriormente se registro su presencia
en otras especies como la rata (Josephson et al, 1984), el ratdn, el gato, el conejo y el humano. La Ito es
una corriente de activacidn e inactivacion rapida que repolariza parcialmente la membrana justificando
la fase 1 del potencial de accidon, ademas de influir en la activacidn de los canales de calcio durante la
fase de la meseta, mediando la duracién y la amplitud de esta misma fase, y por tanto influye en la

duracidn total del potencial de accidn (Niwa & Nerbonne, 2010).

Estudios posteriores demostraron en el ventriculo de ratén que existen 2 tipos de corriente |, de
acuerdo a su cinética, denotaron l,,; a la corriente de rdpida recuperacion de la inactivacion (en
milisegundos) e |, s a la corriente de lenta recuperacién de la inactivacion (en segundos) La expresion de
estas diferentes corrientes contribuyen a la heterogeneidad en la morfologia del potencial de accién (Xu

et al, 1999)

Ademas la importancia de la |, reside en que se ha reportado como blanco de enfermedades y arritmias
cardiacas, Antzelevitch en el 2006, publica que cambios en la densidad de corriente pueden generar
sindrome de Brugada y Guo et al, en el 2000, reporta que la eliminacidn de la corriente |, aumenta la

probabilidad de una post-despolarizacién temprana®.

La corriente |, también ha sido reportada en el nodo seno auricular de conejo (Lei et al, 2000) y de ratén
(Cho et al, 2003), sin embargo este trabajo solo se reporta la presencia de la corriente pero no hace una

descripcién de la cinética o las propiedades del canal.

Como ya se mencionaba, los canales y corrientes de potasio cardiacos son sustrato para el desarrollo de
patologias cardiacas, en este sentido, el corazén es un érgano propenso a sufrir enfermedades, puesto
que la organizacién mundial de la salud (2008) ha reportado que las enfermedades cardiovasculares son
la primera causa de muerte en todo el mundo. Esto incluye, cardiomiopatias, infartos, insuficiencia

cardiaca y accidentes cerebrovasculares.

. s 2 . . . . . . .z
Post- despolarizacién temprana®: Son despolarizaciones secundarias u oscilaciones durante la meseta del potencial de accién o

la fase de repolarizacién la cual esta asociada con la generacion de arritmias cardiacas (Zhao et al, 2012)




En el 2008, murieron 17.3 millones de personas en el mundo a causa de una enfermedad cardiovascular.
Existen varios factores y patologias que predisponen a tener enfermedad cardiaca, como la mala
alimentacidn, la falta de actividad fisica (sedentarismo), el tabaquismo y el alcohol. Una enfermedad que

predispone a tener padecimientos del corazdn es la diabetes mellitus.

1.5 Diabetes Mellitus (DM)

La diabetes mellitus es una enfermedad crénica degenerativa que se caracteriza por hiperglucemia
debido a alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos, grasas y proteinas, resultado de una

deficiencia en la secrecién y/o actividad de la insulina (Islas-Andrade et al, 1999)

La prevalencia de diabetes en México paso de 4.6 % en 1993, a 22.8 % en 2006 (Arredondo & de Icaza,
2009). De acuerdo con la OMS en 2012, tan solo en el continente americano la diabetes produce 242 000
muertes anuales, de los cuales 110 000 son hombres y 132 000 mujeres, el 8 % de estas muertes ocurre

en personas menores de 50 afios.

La clasificacion de diabetes contempla cuatro grupos (Asociacion Americana de Diabetes, 2013):

e DM tipo 1: Se debe a la destruccidon de células beta de pancreas, que usualmente lleva a una

deficiencia absoluta de insulina.

e DM tipo 2.: Debido a un defecto progresivo en la secrecidn de insulina o resistencia a la insulina.

e DM gestacional (GDM): Diabetes que se diagnostica o se presenta durante el embarazo

e DM debido al consumo de farmacos que producen la muerte de células beta, por ejemplo el

tratamiento para VIH o SIDA.

De acuerdo a la asociacién americana de diabetes (2014) los pacientes que presentan alguno de los

siguientes criterios se diagnostican con diabetes:

e AlC26.5% (hemoglobina glucosilada)

e FPG =126 mg/dl (glucosa en sangre con ayuno de 8 horas)

e 2-h PG =200 mg/dl (curva de tolerancia a la glucosa).

Ademas de los sintomas que refieran los pacientes, como polidipsia, poliuria y polifagia, dolor de cabeza

y cambios en su peso. Las complicaciones crdnicas de la DM, se manifiestan en practicamente todo el

10
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organismo, pues se afecta el corazon, rifdn, retina, sistema nervioso, tiroides, e inclusive la diabetes

puede causar deficiencias cognitivas o demencia, (Asociacion Americana de Diabetes, 2012)

1.6 Efectos de la diabetes mellitus en la actividad eléctrica del corazéon

Para el estudio de los efectos de la diabetes mellitus en el corazén, se han realizado estudios tanto en

pacientes como en modelos animales.

En el trabajo de Kannel & Mc Gee en 1979, con el cohorte de Framingham, se demostré que existe dos
veces mas riesgo de presentar enfermedad cardiovascular, cuando los pacientes tenian diabetes

mellitus, que cuando no presentan ninguna enfermedad cardiovascular, sin distincidon de género.

En un trabajo posterior de Bauters & colaboradores (2003), los pacientes diabéticos tienen entre 15% y
20 % mas probabilidad de desarrollar una arritmia, que las personas sanas; ademas de hipertension,

aterosclerosis y fibrosis miocardica.

El electrocardiograma de pacientes diabéticos exhibe anormalidades en el intervalo QT, y la onda T; pues
el intervalo QT se presenta mas largo. Estos cambios son relacionados con la fase de repolarizacién en el
potencial de accién, sugiriendo ademas que puede existir un desorden en el sistema de conduccién

(Casis et al, 2000)

Veglio y colaboradores concluyeron en 2004, que los cambios en el segmento QT de pacientes

diabéticos, estdn asociados al padecimiento de muerte subita o riesgo de una arritmia ventricular.

Shimoni & Rattner en 2001, hicieron un modelo de diabetes mellitus tipo 1 en rata, a partir de la
administracién de estreptozotocina y probaron que existia una disminucién en dos corrientes de potasio

(Ito e Iss) en el ventriculo. Estas corrientes se recuperan cuando las células son incubadas con insulina.

Ademas Ponce Balbuena (2007), reportd, en un modelo de conejo con diabetes mellitus tipo 1, cambios
en la actividad eléctrica espontanea, es decir, en la actividad eléctrica del nodo senoauricular. Estos
datos muestran una disminucién en la frecuencia de disparo, un aumento en la duracién del potencial de

accién (DPA), y hay ademas una disminucion en la pendiente de la fase 4 del potencial de accidn.

De manera similar pero en ventriculo, Zhang y colaboradores describieron en 2007, un aumento en el
intervalo QT de ECG y por tanto un aumento en la duraciéon del potencial al 20%, en conejo diabético tipo

1; pues en el estudio se halléd una disminucidn en la densidad de corrientes de potasio como |, e l,. El
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cambio reportado en la densidad de corrientes, puede estar asociado a una disminucién en la expresion

de canales.

La disminucién en la expresidon de canales la reporto el trabajo realizado por Torres-Jacome et al en
2013, en conejo y ratén diabéticos, donde se midid la densidad de corrientes de potasio (K*) L fasts lto siow,
I siow, Iss Y lke €N miocitos ventriculares, encontrando una disminucidn de corriente y se corroboro una

disminucién en la expresion de canales al realizar experimentos con inmunofluorescencia.

El antecedente inmediato al presente trabajo, fue desarrollado por Arroyo Carmona y colaboradores
(2012) en un modelo de ratén diabético tipol inducido con estreptozotocina. En dicho modelo se realizé
el registro del electrocardiograma, encontrandose cambios en la frecuencia cardiaca de estos animales y
una pérdida de ritmo, aunque no desaparecié la onda P (Fig. 6). Estos datos obtenidos del registro
electrocardiografico, dieron pie a la hipdtesis que el nodo senoauricular, (quien es el encargado de

generar la actividad eléctrica y dar ritmo al corazén) sufria efectos por la diabetes mellitus.

Al realizar un registro del potencial de accién en el nodo completo de ratén con diabetes mellitus tipol,
se encontré que cambia en la fase de repolarizacidn. Particularmente la fase de repolarizacién al 10 %
correspondiente a la corriente |, en células centrales disminuye y en células periféricas aumenta,

ademas la amplitud del potencial de accidn esta aumentada en ambos tipos de células (Fig. 6. Tabla 1)
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Figura 6. Electrocardiograma de raton con DM tipo 1. En esta figura es posible observar en la
parte superior, el registro del electrocardiograma en ratén control (a, b y c) y diabético (d-1),
nétese como se pierde el ritmo en el ratéon diabético, el nodo seno auricular posiblemente sea el
responsable de dicho cambio.

Tabla 1. Cambios en el potencial de accion de ratén diabético

Control Diabético
parametro Potencial de | Potencial de | Potencial de | Potencial de
accion con accion sin acciéon con accion sin
pendiente pendiente pendiente pendiente
Amplitud de 71.716.4 93+1.1 83.4+9.4 * 99.841.5*
potencial de
accion. (mv)
Duracién PA 6.5+0.8 2.4+0.15 4.9+0.6* 3.5+0.2*
10% (ms)

* p<0.05 T-Student
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1.7 Justificacion

Diversos trabajos han reportado los efectos que produce la diabetes mellitus al corazén, ante la
necesidad del conocimiento acerca de todo lo que puede producir la enfermedad. En general, en los
modelos animales generados con la administracién con estreptozotocina (o también aloxano) como
inductor de diabetes, se ha reportado un aumento en la fase de repolarizaciéon del potencial de accién

ventricular, de tal modo que las corrientes de potasio participantes en esta fase estan disminuidas.

En el trabajo previo realizado en el laboratorio de Fisiopatologia Cardiovascular, con un modelo de ratén
diabético tipo 1 inducido con estreptozotocina, los datos obtenidos en el ECG, indican una pérdida de
ritmo en el corazén, donde el nodo seno auricular probablemente comande dicha arritmia. Al realizar el
registro del potencial de accién en el nodo seno auricular disecado, se presenta una menor duracién de
la fase de repolarizacién, esto se contrapone con los resultados obtenidos en el nodo senoauricular de

conejo diabético e inclusive a lo ya reportado en el ventriculo de otros modelos animales.

En este sentido, es necesario, saber cémo estdn las corrientes que participan en la fase de repolarizacién
en el nodo senoauricular, en particular, al 10 % correspondiente a la |, de ratones control y diabéticos;
gue nos permita entender que estad pasando con la morfologia del potencial de accién y proponer cual

puede ser el mecanismo de afeccidn de la diabetes sobre el nodo senoauricular.
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1.8 Hipotesis

La diabetes mellitus tipo 1 aumenta en el nodo seno auricular de ratén la densidad de corrientes

repolarizantes.

Objetivo general.

Estudiar la corriente repolarizante Ito en células aisladas del nodo seno auricular de ratones controles y

tratados con stz

Objetivos particulares:

>

Obtener miocitos nodales mediante dispersion enzimatica de ratones controles y diabéticos

Registrar y caracterizar la corriente repolarizante |, en ratén control

Registrar y caracterizar la corriente repolarizante |, en ratén diabético

Analizar los cambios producidos por la DM en miocitos nodales de ratén.
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2. Material y Métodos
2.1 Induccién de diabetes mellitus tipo 1

Se utilizaron ratones macho de la cepa CD1 de 2 meses de edad divididos en 2 grupos, el grupo control
se administré con solucidn salina isotdnica y el grupo experimental se administré con 120 mg/kg de

estreptozotocina, ambas por via intraperitoneal.

Al grupo experimental se le hizo un seguimiento y analisis correspondiente al modelo animal de diabetes
mellitus tipo 1 hasta su sacrificio a las 10 semanas posteriores a la administracién de estreptozotocina

(Ver anexo).
2.2 Aislamiento de células de nodo seno auricular

Al término de 10 semanas de tratamiento se sacrificd a los animales con pentobarbital sédico con 1 ml/
2.5 kg y heparina 1ml/ 2.5 kg para evitar coagulos. Se sacé el corazdn y se canuld por via aorta para el

lavado retrogrado mediante un sistema langendorff, con solucién Tyrode.

Para realizar la dispersién enzimatica se procedié como en otros reportes (Aréchiga-Figueroa et al, 2011;
Albarado-lbafiez et al, 2013). Brevemente: después del lavado con Tyrode, se continuo la perfusién en el
langendorff con Tyrode 0 Ca*" durante 8 minutos; posterior a la perfusiéon con Tyrode 0 Calcio, se
perfundio con una solucién de Tyrode O calcio mas colagenasa, durante 8 minutos y se finalizé este bafio
en langendorff agregando proteasa durante 7 minutos mds. Todo el procedimiento se realizé a 36 °Cy

burbujeado con carbégeno (95% 0O,y 5% CO,)

Al termino de toda la perfusién antes descrita, se realizé la diseccidn de nodo seno auricular disecando
exclusivamente el nodo, es decir, sin auricula derecha y septum interauricular (Verheijck et al 2001), la
preparacion obtenida se colocd en un bafid a 36 °C en una solucion de colagenasa y elastasa, durante 5

y 10 minutos

Posterior a la dispersion enzimatica, se hizo la dispersién mecanica, a través de la agitacién del tejido en
solucién Krauft-Briihe (KB), y resuspensién con ayuda de pipetas Pasteur. Las células obtenidas se

almacenaron en solucién KB a 4 °C (Tabla 2).
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2.3 Registro de corrientes idnicas en célula unica (whole cell Patch Clamp)

Los experimentos de electrofisiologia se realizaron mediante la técnica de fijacidon de corriente para el
registro de potencial de accidn, mientras que el registro de corriente mediante fijacidon de voltaje (Whole
cell) (Hamill et al, 1981) usando un amplificador Axopatch-1-C (Molecular Devices) ambos con la técnica
de parche perforado con anfotericina B (120 mM). En la adquisicidn de los datos y la generacidn de los
pulsos se utilizé una computadora personal empleando un convertidor A/D y D/A (Digidata 1440A) y el
programa pClamp 6.0.4 (ambos de Molecular Devices). Se usaron micropipetas de borosilicato
elaboradas con un estirador con una resistencia de 1.5-3 MQ al ser llenados con solucién interna normal,
la capacitancia y la resistencia en serie de la membrana celular se compensaron al menos en un 70%. Las

células se montaron en una camara, sobre un microscopio invertido Nikon

Para el registro del potencial de accidn se perfundio a las células con solucién externa normal y para el
. . e s . . .z ++ ++ .
registro de corriente idnica se perfundio con solucidn externa Ca” Co™~ (para bloquear la corriente de

calcio)a35.5+0.52C.

La capacitancia de las células fue determinada por la integracion de la corriente generada en un pulso de
-10 mv que fue aplicado durante 10 ms, partiendo de un potencial de mantenimiento de 0 mv, solo las

células que exhibieron una sola exponencial fueron incluidas.

Para el registro de la corriente de potasio transitoria de salida Ito, se realizo un protocolo que tiene un
potencial de mantenimiento de -80 mv, con un pulso de -40 mv durante 40 ms para la inactivacion de la
corriente de sodio y pulsos despolarizantes de 10 mv con una duracion de 500 ms cada uno, de -50mv

hasta +50 mv.

La densidad de corriente se determino midiendo en cada trazo de corriente el valor maximo menos el
valor minimo de esta, estos datos se dividieron entre la capacitancia celular. Con estos datos se

construyo una curva de densidad de corriente (pA/pF) contra voltaje (mv).
2.4 Dependencia de Voltaje de I,

Para conocer la disponibilidad de canales para |, se realizaron protocolos para determinar la curva de

activacion y la curva de inactivacion en estado estable. La curva de activacidon se construyd a partir de los
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datos obtenidos previamente para la densidad de corriente y con la ecuacién de conductancia o

ecuacion 1:

I

Ecuaciéon1: g = Tved

Posteriormente se ajustoé a los datos una funcién de Boltzmann o ecuacién 2:
Ecuacion 2: y = A2 + (A1-A2)/ (1 + exp ((x-x0)/dx)).

Para la curva de inactivacién en estado estable se realizé un protocolo de dos pulsos, uno condicionante
de -80 mv hasta +60 con pasos de 10 mv duracién de 500 ms y un segundo pulso o pulso de prueba a 50
mv con duracion de 500 ms (correspondiente a la corriente de cola). Posteriormente se midié en la
corriente de cola el pico de corriente menos el valor minimo en cada trazo de corriente (como en la

densidad de corriente) y los datos se ajustaron a una funcion de Boltzmann o ecuacién 2.

Ambos protocolos de dependencia de voltaje dieron los datos de Vm o voltaje medio, que indican el
voltaje al cual el 50 % de los canales estdn activos en el caso de activacidén y en el caso de la inactivacion
en estado estable expresa el voltaje al cual el 50 % de los canales estan disponibles para ser activados.

Ademas del factor pendiente.
2.5 Cinética de activacidn, inactivacion, desactivacion y recuperacion de la inactivacion

Para conocer las velocidades de transicion de un estado a otro en los canales de Ito, se sacaron las taus
de activacidn e inactivacion ajustando cada uno de los pulsos de voltaje que generan la corriente a una

ecuacion de dos exponenciales o ecuacién 3:

t t
Ecuacion 3: f(t) YL, Ai(1 — e Tri) (e Tai)
Doénde: Tri es la tau de activacion
Tdi es la tau de inactivacidn

Posterior al ajuste, con los datos obtenidos para Tri y Tdi correspondientes a la activacidn e inactivacion

respectivamente.

Por otra parte, la tau de desactivacion se midié en la corriente de cola ajustando cada uno de los trazos

de corriente generados por el pulso de voltaje a una exponencial de decaimiento o ecuacion 4:
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Ecuacion 4: y = Al*exp (-x/t1)
Cabe mencionar que estos datos fueron obtenidos a un solo voltaje de -80 mv

Para seguir con la caracterizacion de la cinética de la corriente |, se realizd un protocolo para
recuperacion de la inactivacion, que consistié en dos pulsos, uno basico y otro de prueba. El pulso bésico
consistié en un potencial de mantenimiento de -80 mv llegando a +50 mv con duracién de 500 ms vy el
segundo pulso o pulso de prueba tiene las mismas caracteristicas pero es dado a los 20 ms después del

pulso bdsico. Hay pulsos de prueba hasta 2500 ms, cada par de pulsos se aplicd cada 30 s.

Para la medicion de la corriente generada en el este protocolo se midié la corriente en cada pulso de
prueba (Ip) y en cada pulso basico (Ib) y se obtuvo un cociente dividiendo Ip/Ib. Después se realizd un

grafico Ip/Ib contra tiempo y se ajustd a una funcion exponencial o ecuacion 5:
Ecuacién 5: y = Al*exp (-x/t1)

Para obtener las velocidades de transicién en cada uno de los estados de la cinética del canal
determinadas con las letras a (activacion) B (desactivacidn) y (inactivacion) y & (recuperacién de la
inactivacion) de |, se utilizé el sistema de ecuaciones reportado por Hodking & Huxley en 1952 o sistema

de ecuaciones 6:

. . am
Sistema de ecuaciones 6: moo =

,Tm=1/(am + fm)

am+fm

hoo Th =1/(ah + Bh)

~ah+ph’

Tomando los valores de las curvas de activacion e inactivacién (dependencia de voltaje) para moo y hoo
respectivamente, se despejan del sistema de ecuaciones a y B y se hizo una sustitucion con las Taus
obtenidas en la ecuacion 3.Se siguié el mismo procedimiento para la obtencién de y y de &. pero con las

taus obtenidas con las ecuaciones 4 y 5 respectivamente.
2.6 Analisis de datos

Todos los resultados estdn expresados como la media £ EEM, los datos fueron analizados en Clampfit
10.2 y para el tratamiento estadistico se utilizé una t-Student para datos pareados y no pareados y con

un valor de p<0.05 y se utilizé el software OriginPro 8.

——
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2.7 Reactivos y soluciones utilizados

Tabla 2

Tyrode

NaCl (118 mM); KCI (5.4 mM); MgCl,. 6H,0 (1.05 mM); NaHCO; (24 mM); Na,HPO,
(0.42 mM); Dextrosa (11 mM); Taurina (20 mM). CaCl,.2H,0 (1.8 mM). Preparada
con gas carbégeno (95% O y 5% CO2)

Tyrode 0 calcio

NaCl (118 mM); KCl (5.4 mM); MgCl2. 6H20 (1.05 mM); NaHCO; (24 mM); Na,HPO,
(0.42 mM); Dextrosa (11 mM); Taurina (20 mM). Preparada con gas carbdgeno (95%
0y 5% CO2)

Solucion Kraft-

Briihe (KB)

Taurina (20 mM); acido glutamico (80 mM); creatina (0.5 mM); acido succinico (1
mM); dextrosa (10 mM); KH,PO, (10 mM); MgS0,7H,0 (5 mM); KCl (40 mM); HEPES
(10 mM); EGTA (0.2 mM), se ajusta el pH a 7.4 con KOH.

Solucién interna

normal

Acido aspartico (80 mM), KH,PO, (10 mM), MgSO (4 mM), KCl (20 mM), HEPES (5
mM), GTP-Na (0.2 mM) y ATP-Na2 (3 mM) se ajusta el pH a 7.25 con KOH.

Solucion externa

normal

NaCl (136 mM), KCl (4 mM), MgCl, 1 (mM), HEPES (10 mM), CaCl, (1.8 mM), y

dextrosa (11 mM) se ajusta el pH 7.4 con NaOH.

Solucion Ca-Co

NaCl (136 mM), KCI (4 mM), MgCl, 1 (mM), HEPES (10 mM), CacCl, (0.1 mM), CoCl,
(0.5 mM) y dextrosa (11 mM) se ajusta el pH 7.4 con NaOH.

Anfotericina B

120 mM

Enzimas

Colagenasa tipo 1 0.5 mg/ml, proteasa 0.03 mg/ml, elastasa 0.4 mg/ ml

Estreptozotocina

120 mg /kg
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3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacion de animales con diabetes mellitus tipo 1

Los ratones utilizados para el presente trabajo pertenecen a un grupo de animales caracterizado con los
siguientes parametros: bioquimica clinica (glucosa, triglicéridos, colesterol total, insulina y electrolitos

séricos: (Na*, K*, CI"y Ca™) metabolismo (jaula metabdlica) y peso. (Ver anexo)

3.2 Obtencion de células del nodo seno auricular de ratén.

La dispersién enzimatica y mecanica en el corazén de ratones control y con diabetes, asi como la
diseccién del nodo seno auricular permitio la obtencién de células con morfologia en forma de huso y de
arafia. La capacitancia celular en animales control fue de 52.5 + 3.08 pF (n=14) y en los ratones
diabéticos 50.8 + 5.43 pF (n= 10), sin presentarse diferencia significativa entre los grupos de

experimentacion (fig.7)

Figura 7. Células del nodo seno auricular de raton. Células obtenidas del nodo seno auricular
después de la dispersién enzimatica, en A y B se ven células obtenidas de ratén control. C y D son
células de raton diabético. Noétese que presentan la morfologia de huso ya reportada para varias
especies de mamiferos.
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3.3 Registro del potencial de accion

Dada la proporciéon de células centrales contra las células periféricas reportadas en el registro previo de
potencial de accidon en nodo senoauricular completo (15% de células centrales y 85% de células
periféricas) solo se encontraron células periféricas que exhibieron un potencial de accién periférico o sin
pendiente en la fase 4. Este potencial de accién presento un aumento en la amplitud y en la fase de
repolarizaciéon. Solo una célula exhibid un potencial de accion con pendiente en la fase 4 o

correspondiente a célula central, sin embargo, no fue posible registrar la corriente de esta célula. (Fig. 8)

A B
0 mv

0mv
control
diabetico

-72 mv -44 mv

[E— —_—
50 ms 50 ms

Figura 8. Potencial de accién en célula aislada de nodo seno auricular de ratén. A. En esta figura
se ve en negro el potencial de accién de ratén control y en azul el potencial de accién de ratéon
diabético nétese como en el diabético esta aumentada la fase de repolarizacién. B. Potencial de
acciéon que presenta pendiente en la fase 4. Cabe mencionar que los potenciales de accién fueron
obtenidos de células que presentaban forma de huso.

3.4 Registro de la corriente de potasio transitoria de salida “I,”.

Para el estudio de la corriente de potasio transitoria de salida en células del nodo seno auricular de
ratdn, se registrod la corriente con un protocolo de fijaciéon de voltaje de pulsos despolarizantes descrito

en material y métodos.

Los resultados obtenidos indican que hay una disminucion en la densidad de corriente de los animales
diabéticos. De acuerdo con la curva densidad de corriente vs voltaje, en la condicién de diabético, hay
una disminucién en la densidad de corriente, por ejemplo; a 20 mv decrece un 50 %, puesto que en
condiciones control hay 0.080 + 0.011 pA/pF mientras que en condiciones de diabetes hay 0.040 + 0.010
pA/pF. (Fig. 9; Tabla 3)

22

——
| —



A
50 mv
-40 mw
-80mw ]
C

500 ms

—um— control (14)
—v— diabetico (10)

D

densidad de corriente (pA/pF)

0.2 4

0.1

%/

*

/ %/{I

}/ }

*

§//

voltaje (mv)

VE 10 ppg(ms %’VM

Figura 9. Corriente I, en celulas del nodo senoauricular. A. Protocolo realizado que permite el
registro de la I, B. La curva I-V de la Ito nos indica que apartir de 20 mv hay una disminucion en
la densidad de corriente. C. Registro de la Ito en animal control. D. Registro de la I, en animal
diabetico donde es posible ver (flecha negra) una disminucion en la densidad de corriente
comparado con el raton control. Media + EEM *p<0.05 T-Student.

Tabla 2. Densidad de corriente Ito (pA/pF)
voltaje Control (14) Diabético (10) Disminucién %

-10 0.011+ 0.002 0.004+0.003 36%

0 0.026+0.005 0.012+0.006 35%

10 0.047%0.009 0.023+0.008* 52%

20 0.080+0.011 0.040£0.010 * 50%

30 0.113+0.015 0.053%0.013 * 53%

40 0.149+0.020 0.067+0.014 * 55.1%

50 0.181+0.025 0.075+0.017 * 58.6%
Media + EEM *p< 0.05
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3.5 Cinética de la corriente Ito y efectos por la diabetes mellitus
3.5.1 Curva de activacion

Para conocer las propiedades del canal responsable de Ito y poder determinar si los efectos en la

densidad de corriente son debidos a cambios en la dependencia de voltaje de esta corriente.

Con los ajustes correspondientes se obtuvo en condiciones control el voltaje medio de 17.46 + 3.16 mv
contra 15.23 + 7.05 mv en diabético, con una pendiente de 9.99 * 1.54 mv en control y 11.87 £ 3.58 mv,

sin presentar diferencia significativa entre grupos de experimentacién (Fig.10)

3.5.2 Curva de Inactivacion en estado estable

Otra parte de la dependencia de voltaje que pudiera ser responsable de la disminucién en la densidad de
corriente a causa de la diabetes es la disponibilidad de canales, y para ello se realizé un protocolo de

inactivacién o registro de corriente de cola.

En la curva de inactivacidon en estado estable, en ratones control el voltaje medio es -34.10 + 1.48 mv
contra -35.88 £ 0.99 mv en ratones diabéticos con una pendiente de 10.75 + 0.070 mv en control y 10.88
+ 0.42 mv en diabético. Los datos obtenidos indican que la condicion de diabético no cambia la

dependencia de voltaje de la corriente Ito. (Fig. 10)

3.6 Cinetica de activacion, inactivacion, recupeacion de la inactivacion y desactivacion y efectos

por la diabetes mellitus

La Tau de activacion e inactivacion o la velocidad en la que los canales responsables de la corriente Ito
pasan del estado cerrado al activo (abierto) y del estado activo al inactivo (no conductor)
respectivamente, son propiedades de los canales ionicos que tambien pueden ser responsables de una

disminucion en la densidad de corriente.

Los resultados obtenidos despues del ajuste realizado a la corriente registrada, indican que no existen
diferencias significativas entre el grupo de animales control y el grupo diabetico en cuanto a las
velocidades de activacion e inactivacion, esto significa que no hay cambios en las velocidades del paso de
un estado a otro en el canal Ito y por tanto no hay cambios en la corriente asociados a las propiedades

cineticas del canal.
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Por otra parte, para en la velocidad de desactivacion la prueba estadistica indico que no existen cambios
en la transicion del estado abierto al cerrado del canal de la corriente Ito. Vease la tabla 3 para el

resumen de los datos.

La densidad de corriente Ito puede estar afectada ademads por algin cambio en el curso temporal de la
recuperacion de la inactivacion. Para ello se hizo el registro de corriente con un protocolo de doble

pulso, pulso basico y pulso de prueba.

Las Taus obtenidas indican que para el grupo control es de 0.060 + 0.004 ms. y para el grupo diabético

0.035 £ 0.005 ms. ademas no hay diferencias significativas entre los grupos (Fig. 12).
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Figura 10. Dependencia de voltaje de Ito en el nodo de ratén. A. Protocolo de corriente de cola
realizado para el registro de corriente. B. Curva de activacién que indica que el voltaje medio
activacion de canales no cambia con el tratamiento de estreptozotocina C. Curva de Inactivacién
que indica que la disponibilidad de canales no cambia entre el grupo control y diabético. En la
figura se indica con cuadros negros para grupo control, triangulos azules para diabético y linea

continua roja para el ajuste de Boltzmann.
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Figura 11. Taus de activacion e inactivacion de la Ito. A. En la figura se observa las taus de

activacién obtenidas tanto en ratones control como en diabético. B. En el grafico se ven las taus de

inactivacién de ratones control y diabético En la tabla 4 se puede ver un resumen de los datos.

Tabla 4. Tau de activacion e inactivacion I,

voltaje Activacion (ms) inactivacion (ms) Desactivacion (ms)
control diabético control diabético Control diabético (n=8)
(n=8) (n=7) (n=8)
-10 3.701+1.281 4.9 +0.83187 219.39+83.60 | 268.82 +77.08 0.05%0.02 0.00437+0.001
0 3.37+£1.00 2.65+0.89 152.02 +54.27 187.85 +43.51 0.053+0.02 0.00477+ 0.0008
10 1.48+ 0.67 0.98+0.41 118.12 +45.32 115.50 £+ 21.33 | 0.005+0.001 0.0043+0.0006
20 0.3210.14 0.35+0.14 84.94 £ 18.51 114.08 £19.30 | 0.010£0.002 0.00551+0.001
30 0.38+0.26 0.21+0.10 61.04 £13.75 107.73 +£21.51 | 0.010+0.002 0.00886+0.001
40 0.07+£0.02 0.06x0.02 60.71 £ 14.52 96.36 £ 15.65 0.018+0.004 0.0072x0.001
50 0.06%0.02 0.01+0.001 52.55+13.41 63.44 £ 13.00 0.019+0.004 0.008+0.002
Media + ESM
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Figura 12. Recuperacién de la Inactivacién de la Ii. A. Protocolo utilizado para registrar la
recuperacién de la inactivaciéon de la corriente I, que consta de doble pulso. B. Registro
caracteristico de la recuperacién de la corriente. B1: pulso basico y B2: pulso de prueba C. Curva
de la constante de recuperacién de la corriente, en cuadros negros se indican los animales control,
en tridngulos azules los animales diabéticos y en la linea roja continua el ajuste exponencial.
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Las velocidades de transicion fueron determinadas con la ecuacién 6 descrita en material y métodos. Los

datos obtenidos estan en la Tabla 5, no hubo diferencias significativas en ninguna de estas velocidades.

Tabla 5. Velocidades de transicion en el canal I;, (ms)

activacion (a) desactivacion (B) inactivacion (y) recuperacion de la inactivacion
(n=8) (n=8) (n=7) (6)
(n=6)
voltaje control diabético control diabético control diabético control diabético
-10 0.00229 7.53E-04 -0.0293 -0.02114 -0.00229 0.00116
10 0.01603 0.01367 0.05145 0.08773 0.00291 0.00593
20 0.11929 0.05106 0.03362 0.09006 0.00758 0.00692
30 0.13065 0.10326 0.04369 0.04847 0.01137 0.00731
40 0.86246 0.45335 0.05106 0.04268 0.01073 0.00823
50 1.0857 2.46288 0.07687 0.07493 0.01277 0.01245 0.93854 0.77568
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4. DISCUSION

Rossini et al, (1977) fue uno de los primeros investigadores en reportar un modelo animal de diabetes
mellitus inducido con estreptozotocina y desde entonces se han reportado otros trabajos en varias
especies y de tipo agudo y cronico, sin embargo es importante mencionar que de acuerdo con
Chatzigeorgiou et al, (2009) un modelo animal para investigacion biomédica es aquel en el cual una
patologia inducida o espontanea puede ser estudiada en uno o varios aspectos como en el humano u
otras especies animales, por lo que, los modelos experimentales son herramientas esenciales para el
entendimiento de las bases moleculares, la patogénesis y la utilidad de agentes terapéuticos en una

enfermedad multifactorial como la diabetes mellitus.

En este sentido, en el presente trabajo se utilizd un modelo animal que ha sido caracterizado con varios
parametros tipicos de la diabetes mellitus en humanos como se menciona en la Asociacién Americana de
Diabetes (2013), como la bioguimica clinica que involucra un perfil lipidico, ademas de la cuantificacion
de signos como la polidipsia, poliuria y polifagia. Adicionalmente, en el modelo aqui utilizado fueron
cuantificados los electrolitos séricos, esta prueba descartd6 la posibilidad de que cambios

electrofisioldgicos en el corazdén puedan ser debidos a alteraciones en los electrolitos.

Por otra parte, el modelo utilizado tiene una 80 % de supervivencia al final de las 10 semanas de

tratamiento, lo que permite que pueda ser Util para otros estudios.
4.1 Células aisladas del nodo senoauricular de raton y registro del potencial de accién

Las células del nodo seno auricular de ratdn que se aislaron para el presente trabajo presentan la
morfologia de huso y araia reportada para el nodo seno auricular de varias especies mamiferas como el
conejo (Lei et al, 2000) ratéon (Mangoni & Nargeout, 2001) (Cho et al, 2003) rata (Albarado-Ibafiez et al,
2013) y gato (Arechiga-Figueroa et al, 2011).

El registro del potencial de acciéon en el nodo seno auricular del ratén, previo a este trabajo dio como
resultado dos grupos de potencial de accion centrales y periféricos en funcién de la presencia de la
pendiente de la fase cuatro o ausencia de la misma, respectivamente. Estos datos son congruentes con
el trabajo de Verheijck et al, 2001 que describid los mismos grupos celulares y que ademas da la
ubicacién espacial de estas células centrales, diciendo que se encuentran en la esquina superior entre la

desembocadura de la vena cava superior y la crista terminalis y que tiene un area de 0.02 mm?®. Los datos
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hallados por este grupo de investigadores puede ser consistente con la proporcion de células centrales
registrada por Arroyo-Carmona et al, 2012 que corresponden al 15% de un total de 118 células
registradas. Es importante mencionar en este trabajo antecedente al presente estudio también se

localizé la misma zona de células centrales dentro del tejido completo reportada por Verheijck.

Adicionalmente Mangoni & Nargeout, en 2001 publicaron un trabajo en el nodo de ratéon donde
reportan que hay un 30% de células con forma de huso y arafia que tenian actividad automdtica y un
70% de células periféricas, este trabajo también es congruente con la baja proporcidon de células

centrales encontradas en otros trabajos.

En este sentido existié una baja probabilidad de hallar células centrales, por el contrario las células
registradas en Patch Clamp pueden ser periféricas por la morfologia del potencial de accién que

exhibieron.

4.2 Corriente de potasio transitoria de salida en miocitos de raton control.

La corriente de potasio transitoria de salida fue descrita en cardiomiocitos de las fibras de Purkinje en los
anos setenta y desde entonces ha sido de gran interés, debido a ser la corriente que justifica la fase de
repolarizacion rapida o fase 1 e influye en la fase de meseta del potencial de accién y por tanto es un
blanco para la generacion de arritmias (Nerbonne & Guo, 2002; Xu et al, 1999) debido a que cambios en
la densidad o cinética de la corriente que cambie la duracién del potencial de accién pude producir post-
despolarizaciones tempranas, sindrome de Brugada o muerte subita (Zhao et al, 2012; Antzelevitch

2006).

La corriente |, ha sido descrita en cardiomiocitos de trabajo, como el ventriculo de rata (Josephson et al,
1984) y la auricula (Boyle et al, 1994), en el nodo seno auricular fue descrita por Lei et al, en el afio 2000
en el conejo. La corriente se caracteriza por la rdpida activacion e inactivacién, responde a

despolarizacién positiva y se la activacién se hace mas rdpida a voltajes positivos

Cho et al, 2003 reporto en células aisladas del nodo de ratdn la presencia de la corriente de potasio
transitoria de salida, sin embargo en este trabajo no se describe la cinética de la corriente, en este
trabajo se estd reportando por primera vez, que la cinética de la corriente aportando datos de
dependencia de voltaje y cinética de activacidn, inactivacion, desactivacién y recuperacidon de la
inactivacidon. Cabe mencionar que la cinética de desactivacion y la recuperacién de la inactivacién fueron

realizadas a un solo voltaje de -80 mv. En cuanto a la cinética de recuperacién de la inactivacion Xu et
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al, (1999) reporto la existencia de 2 tipos de corriente Ito en el ventriculo de ratdn, es decir, |, (lenta) e
lof (rdpida) con respecto a su cinética de recuperacién de la inactivacién puesto que |, lenta se recupera

en orden de segundos e |, rdpida en orden de milisegundos.

Los datos obtenidos para este estudio son consistentes con el tipo de |, (rdpida) reportada en el
ventriculo de ratén (Xu et al, 1999) (Torres-Jacome et al, 2013) puesto que la corriente se recupera en
un promedio de 60 ms. Al respecto se puede mencionar que el canal que se presenta en el nodo seno
auricular de ratéon puede ser correspondiente al correlato molecular KV4.3 o KV4.2 que se acompanfa de

la subunidad accesoria KChiP2 (Guo et al, 2002).

Adicionalmente, usando las velocidades de transicidon entre los estados del canal de I, a 50 mv obtenidos
en este trabajo se reprodujo el curso temporal experimental en un modelo de canales idnicos elaborado
por Montiel-Jaen en 2012. Con esto corroboramos que los datos del modelo y los datos experimentales

son congruentes. (ANEXO)

4.3 Corriente de potasio transitoria de salida Ito en miocitos de ratén diabético

La hipdtesis planteada para el desarrollo de este trabajo que contempla el registro y caracterizacion de la
Ito, es falsa puesto que se obtuvo una menor densidad de corriente, sin embargo, bajo el supuesto de
que no fueron halladas las células centrales (por el momento) la disminucién en la densidad de corriente
es congruente con la morfologia encontrada en los potenciales periféricos en célula aislada y también en
los registros de potencial en tejido completo del nodo seno auricular, donde se observd, que hay una

disminucién en la duracidn del potencial de accién al 10 %.

Con respecto a los datos obtenidos de la dependencia de voltaje y la cinética del canal (activacion,
inactivacién, desactivacion y recuperacion de la inactivacion) se observa que no hay cambios en el ratéon
diabético tipo 1 con respecto a los datos del ratdon control. Aunque los datos de la desactivacion y
recuperacion de la inactivacion son a un solo voltaje (-80 mv) no presentan diferencia significativa con
respecto al grupo control lo que hace suponer que no hay cambios a otros voltajes. Por lo que la

disminucién en la densidad de corriente encontrada no es efecto de cambios en la cinética del canal.

De tal manera que la disminucién en la densidad de corriente estd relacionada con la deficiencia de
insulina que se presenta en el modelo de ratdn diabético utilizado en este estudio. Puesto que la insulina
al unirse a su receptor de tirosin-cinasa (pertenece a la familia de receptores para factores de

crecimiento con actividad intrinseca de cinasas de Tirosina) desencadena una compleja cascada de
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sefializacion que lleva a una amplia gama de acciones celulares que no solo estd encargada de la
homeostasis de la glucosa, sino que incluye la sefializacién para la regulacion de sintesis de proteinas.
(Olivares-Reyes & Arellano-Plancarte, 2008; Shimoni et al, 1998) Al respecto, la insulina participa en la
regulacién de la transcripcién de genes que codifican para proteinas formadoras de canales idnicos; si se
produce una deficiencia en la insulina, puede haber una disminucidon en la expresion de los canales

(Shimoni et al, 1998; O’Brien & Granner, 1996).

Existen autores que ya han reportado una recuperacién de la densidad de corriente, al poner miocitos
procedentes de animales con diabetes, en incubacidn con insulina. Shimoni & Rattner (2001) incubaron
miocitos ventriculares de rata diabética con insulina y observaron que habia un restablecimiento de la
corriente Ito en un periodo de 5 a 9 horas de incubacién. Del mismo modo, Torres-Jacome et al, 2013,
hace una incubacidn con insulina en miocitos ventriculares de ratén diabético y también obtiene una

recuperacion de la corriente I después de 6 horas.

Al respecto, se ha propuesto que la recuperaciéon de la densidad de corrientes puede deberse a un
mejoramiento en el metabolismo celular, o a la actividad de la insulina como factor para la sintesis de
proteinas, Por una parte la incubacidn con piruvato también conduce al restablecimiento de corriente
(Torres-Jacome et al, 2013). Y por otro lado, la incubacidon con un bloqueador de la actividad de las
cinasas dependientes de AMPc conduce a una reduccion de la densidad de corriente semejante a la que
se presenta en animales diabéticos, en adicidn a este reporte, la incubacién con un inhibidor de IP3 no
produce cambios en el restablecimiento de corriente. Este estudio implica, que la sintesis de canales esta

dada por la via de MAP-cinasas (Shimoni et al, 1998).

Es posible, ademds agregar que se ha demostrado que la red del citoesqueleto de los miocitos que
participa en el trafico intracelular de proteinas (incluidas las proteinas de canal) también es afectado por
el déficit de insulina que presentan los modelos animales de diabetes tipol, puesto que experimentos de
inmunohistoquimica han detectado una menor cantidad de tubulina, provocando una reduccion en las

funciones del citoesqueleto en el trafico celular (Shimoni & Rattner, 2001).

El presente trabajo aporta datos acerca de la presencia de la corriente |, en el nodo senoauricular de
ratdn y ademas de la cinética del canal responsable de esta corriente, tanto en ratones control como en
ratones diabéticos, al respecto, la densidad de corriente se encontré disminuida, dado que no existen
cambios con diferencia significativa en la cinética del canal podemos inferir que existe una disminucion

en la expresion de los canales idnicos producto del déficit de insulina que presentan los animales
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diabéticos utilizados para este estudio. Sin embargo, adn falta mucho por describir en cuanto al
fendmeno del potencial de accién en células del nodo senoauricular de ratén con diabetes tipo 1, en este
sentido es necesario el registro de las corrientes iénicas en células centrales, tanto corrientes
despolarizantes como repolarizantes, ademads de considerar otros mecanismos presentes en estas en
este tejido y que son importantes para la compresién del potencial de accién; por ejemplo el reloj de

calcio que es un tema desarrollado en los ultimos afnos.
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CONCLUSIONES

El nodo seno auricular de ratédn presenta la corriente de potasio transitoria de salida en

condiciones control y de diabético.

El nodo de ratdn presenta la corriente Ito tipo” f’ o Ito rapida

El tratamiento para la generacién de diabetes en ratdn, no afecta la cinética de canal, por lo que

es posible asociar la disminucién en la densidad de corriente a cambios en la expresion del canal.

La corriente Ito registrada fue de células periféricas del nodo seno auricular de ratdn.
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Anexo

1. Modelo de diabetes mellitus tipo 1 en ratén macho CD1

Todos los animales utilizados para el presente trabajo tuvieron un seguimiento correspondiente al
modelo animal de diabetes caracterizado en el laboratorio de fisiopatologia cardiovascular. La duracion

del tratamiento fue de 10 semanas

Se utilizaron ratones machos de la cepa CD1 de dos meses de edad que fueron separados en 2 grupos
control y tratado con estreptozotocina que fueron administrados con solucién salina isoténica y 120

mg/kg de estreptozotocina respectivamente, ambos por via intraperitoneal.

Dos dias después de la administracion se les practicd a los animales una tira reactiva de orina con la
finalidad de conocer si se presenta glucosuria, este procedimiento no invasivo permite conocer de modo
indirecto si los animales presentan hiperglucemia. El 75% de los animales administrados presentan
glucosuria a los 2 dias, este pardmetro permitié descartar animales en los que no fue exitosa la

administracién de estreptozotocina.

Los animales fueron caracterizados con los siguientes parametros: peso, presencia de polidipsia, poliuria

y polifagia, bioquimica clinica que incluye perfil lipidico y electrolitos séricos.

1.1 Peso de los animales

El peso de los animales se registré6 semanalmente y durante las 10 semanas correspondientes al
tratamiento. Los animales diabéticos disminuyen de peso significativamente con respecto al control

desde la semana 3 y con respecto al inicio del tratamiento desde la semana (Figura An1)

1.2 Polidipsia, poliuria y polifagia

Para conocer si los animales diabéticos presentan polidipsia, poliuria y polifagia, se realizé una jaula
metabdlica a los animales en la Ultima semana de tratamiento, dicho analisis permito la medicién del
consumo de alimento y cuanto se excreta y defeca. Como resultado se obtuvo que los animales
diabéticos beben mads agua y consumen mas alimento, y por tanto excretan mas a comparacion del

grupo control (Tabla An1).
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1.3 Bioquimica Clinica

Para realizar los analisis clinicos en sangre a los animales, se tomd una muestra de sangre antes del
sacrificio, se cuantifico la concentracién de glucosa, insulina, colesterol total, colesterol HDL vy
triglicéridos. Los resultados de estas mediciones fueron diferentes a significativamente en todos los
pardmetros de los animales diabéticos con respecto a los controles: la glucosa, colesterol total y

triglicéridos se presentan elevados y la insulina y el colesterol HDL disminuidos (Tabla An2).

En adicidn, se cuantificé la concentracidn de electrolitos en suero, y los datos obtenidos en este andlisis

indican que no hay diferencias significativas entre los grupos de animales (Tabla An1).

Para el analisis de los datos de la concentracidon de glucosa en sangre, se realizé un histograma de
frecuencias con los datos obtenidos de la concentracidon de glucosa en sangre de todos los animales
(controles y administrados con estreptozotocina) y mediante un ajuste de Gauss, se encontraron dos
poblaciones estadisticamente diferentes. La poblacion control tuvo un promedio de 183.4+13 mg /dL en
sangre y la poblacion de animales tratados con estreptozotocina tuvo un promedio de 768.9+ 60 mg/dL.
Este tratamiento a los datos, permitié discriminar a los animales como diabéticos con una glucosa mayor

a 400 mg/dL, ademas de evitar falsos positivos (Fig. Anl)

La metodologia utilizada para la cuantificacién de glucosa, triglicéridos y colesterol, es mediante

colorimetria, los reactivos utilizados son los siguientes:

e Glucosa: glucosa oxidasa

e Colesterol total: colesterol esterasa
e Triglicéridos: fosfotungstato

e Colesterol HDL: lipoproteina lipasa

Para la determinacién de la concentracidon de insulina de ratones controles y diabéticos, se utiliza la

técnica de quimioluminiscencia, que consiste en un ensayo de Elisa.
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Tabla An1. Jaula Metabdlica

Control (n=33)

Diabético (n=21)
Agua consumida (ml) 6+0.4 60+7*
Alimento consumido (g) 5+0.2 8+0.7*
Heces excretadas (g) 1.8+0.2 5+05*
Orina Excretada (ml) 0.4+0.1 40+6 *
Electrolitos séricos

Control (n=5)

Diabético (n=6)
Sodio (mmol /1) 149 +1 1544
Potasio (mmol/1) 9 0.5 15 +4
Cloro (mmol/l1) 115+2 1154
Calcio (mg/dl) 9.4+0.2 9.5+0.6

Media + EEM * T-Student p<0.05

Tabla An2. Bioquimica clinica de ratén control y diabético.

Parametro

Ratdn control

Ratdn diabético

Glucosa (mg/dl)

183.4+13.04 (13)

768.9160 (13) *

Insulina (pUI)

0.36+0.05 (11)

0.05+0.01 (10) *

Triglicéridos (mg/dl)

87.41+13.53 (12)

104+16.8 (12) *

Colesterol (mg/dl)

80.75 + 6.81 (13)

163+19 (12)*

HDL (mg/dl)

60 +3.11 (12)

50.53 £5.2 (10)*

Media + ESM *p< 0.05 T-Student
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Figura Anl. Caracterizacion del modelo animal de diabetes tipo 1 en raton. A. Histograma de
frecuencias y ajuste de Gauss para los datos de glucosa en sangre de los animales. B. Peso
registrado en los animales a través de 10 semanas, notdndose una disminucién significativa desde
la quinta semana. C. Glucosa aumentada en ratones tratados con estreptozotocina. D. Insulina
disminuida en ratén diabético. E. Colesterol total y F. Triglicéridos estdn elevados en ratones
diabéticos. G. Colesterol HDL esta disminuido en diabetes. Media * ESM * T-Student p<0.05
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2. Modelo de la cinética de canales

Se utilizaron los datos obtenidos de la velocidad de transicién en los estados del canal de |, y se
graficaron en el programa Mathematica en un modelo generado en el trabajo de Montiel Jaen G.
(2012). Los valores utilizados corresponden a la velocidad de transicion a 50 mV, y se obtuvo un

grafico que reproduce los datos experimentales obtenidos en el presente trabajo (Fi. An2).
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Figura An2. Modelo de la corriente Ito. En el grafico podemos ver como se reproducen los datos
obtenidos experimentalmente a 50 mv de la corriente Ito,
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