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Abreviaturas

SM
VLDL
HDL-c
nodo SA
ECG
PA

If

Ik

Iis

Lir

ISUS

It()
Liof
Lios
Latp
Ik
IcaL

Caco

TH

Sindrome metabolico

Very low density lipoprotein

High density lipoprotein cholesterol

Nodo senoauricular

Electrocardiograma

Potencial de accion

Corriente marcapaso

Corriente de potasio rectificadora

Corriente de potasio rectificadora lenta
Corriente de potasio rectificadora rapida
Corriente de potasio de sostenimiento
Corriente de potasio sostenida

Corriente de potasio transitoria saliente
Corriente de potasio transitoria saliente rapida
Corriente de potasio transitoria saliente lenta
Corriente de potasio dependiente de ATP
Corriente de potasio del rectificador andmala
Corriente de calcio lenta

Solucion externa con cloruro de cobalto

Hidroxilasa de tirosina



Resumen

El sindrome metabolico (SM) es un conjunto de signos que incrementa la probabilidad de desarrollar diabetes mellitus y problemas
cardiovasculares. En la tltima década han incrementado en un porcentaje elevado de forma paralela estos padecimientos. En este trabajo se
estudiaron los cambios electrofisioldgicos que produce el SM sobre el nodo sinusal que explicaria el aumento de arritmias cardiacas. Se
indujo el SM a ratas Wistar machos con sacarosa al 20 % en el agua de beber, 8 semanas fueron suficientes para que los animales
desarrollaran SM y se sigui6 el tratamiento durante 24 semanas para observar la evolucion del SM. En general, en ambos tiempos se
observo que el SM produjo arritmias relacionadas con cambios en la morfologia del potencial de accion del nodo senoauricular causadas
por dos razones la primera aumento en las corrientes hiperpolarizantes. La segunda por cambios en la matriz extracelular. En la semana 8 el
SM origino infiltracién de lipidos alrededor de las células nodales y en la semana 24 se observo un aumento de colageno e infiltracion de
lipidos fuera y dentro de las células.

Los cambios eléctricos y en la matriz extracelular generados por el SM aumentan la variabilidad de la frecuencia de disparo nodal y
cardiaca, produciendo asi un nuevo patrén de disparo que origina la bradicardia en los animales con SM. La remodelacion observada en

este trabajo podrian explicar las arritmias observadas en pacientes con SM.



Abstract

The Metabolic syndrome (MeS) is a cluster of the signs that increases the risk of developing cardiovascular disease and type 2 diabetes
mellitus, in the last ten years, these diseases augmented parallel. In this work we study the alterations electrophysiological on sinoatrial
node produced MeS them could originate cardiac arrhythmias. We induced MeS Wistar male rats with 20% sucrose in the drinking water,
eight weeks of treatment were enough for the rats developed MeS and the progression of disease was followed by 24 weeks. The rats with
MeS presented arrhythmias in both times these were related with changes in the activity electrical, caused by an increase in hyperpolarizing
currents and alterations of the extracelular matrix.

In the eigth week the MeS produced infiltration of lipids around the nodal cells and twenty-four weeks showed an augmented the collagen
and lipid. The changes mentioned above, augmented the variability in the frequency and firing action potential nodal which gave rise the
bradycardia in the animals with MeS in both times. The remodeling of the nodal tissue studied in this work could explain the arrhythmias

presented in the patients with MeS.



Introduccion

Las enfermedades cardiovasculares (CV) son la principal causa de muerte en el mundo, en el 2008 el 30% (17.3 millones de
personas) de las muertes fueron por causa de las CV y se calcula que para el 2030 esta cifra podria llegar a 23.3 millones de muertes
por dichas enfermedades [1].

La mayoria de las enfermedades CV podrian prevenirse si se actia sobre los factores de riesgo como son, la mala alimentacion, la

obesidad, la inactividad fisica, el consumo de tabaco, la diabetes mellitus, la hipertension arterial y las dislipidemias [1].

Sistema cardiovascular

La funcioén del sistema cardiovascular es mantener la homeostasis del sistema, este sistema estd compuesto por una red elaborada de
vasos sanguineos y una bomba la cual envia sangre a todas las células del organismo a través de la red. El flujo plasmatico que se
distribuye a través de las células es pasivo y depende de la diferencia de presion creada por el corazon.

En los mamiferos el corazén esta formado por dos bombas constituidas por una auricula y un ventriculo. La derecha maneja una
menor presion que la izquierda [2], se le conoce como circulacion menor y su funcidon es enviar la sangre no oxigenada a los
pulmones. La izquierda o de circulacion mayor envia la sangre oxigenada a todos los tejidos [2].

El tejido cardiaco funciona como un sincitium, es decir funciona como una célula que depende de la sincronizacion de las
contracciones auriculares y ventriculares, dicha sincronizacién se lleva a cabo por la propagacion precisa de una onda
despolarizante, también conocida como potencial de accion (PA) que inicia la contraccion del musculo cardiaco, este PA se origina

en el nodo senoauricular [2].

Acoplamiento entre la excitacion y la contraccion del musculo cardiaco

El acoplamiento entre la excitacion y la contraccion, conocido como (AEC) se inicia con la generacion de un PA, este se muestra en
la figura 3. El PA de los cardiomiocitos de mamiferos consta de 5 fases, en las cuales se activan diferentes canales sensibles a
voltaje. En la fase de meseta se activan los canales de calcio, la entrada del ion a través de estos canales promueven la apertura de
canales de calcio del reticulo sarcopldsmico (receptores de rianodina) aumentado la concentracion de calcio en el espacio

intracelular, que se une a la troponina C y activa la maquinaria contractil de los cardiomiocitos [3].

Ritmo cardiaco

La secuencia de la contraccion del musculo cardiaco se inicia en el nodo seno auricular (SA), el cual tiene células marcapasos que
generan automaticamente PA regulares [4]. En el nodo SA la actividad eléctrica es heterogénea [5,6], la propagacion del PA
depende de la sincronizacion de la zona central hacia la periférica utilizando el acoplamiento entre los fibroblastos y la red de
cardiomiocitos.

El acoplamiento del nodo SA es a través de las uniones comunicantes, las conexinas Cx-40, 43 y 45, aunque los fibroblastos juegan
un papel importante en la propagacion del PA de la zona central hacia la periférica [7] hasta alcanzar las auriculas, donde se
propaga por las vias de conduccion internodulares e interauriculares. Una rama de la via internodular anterior recorre las auriculas y
propaga la actividad eléctrica desde el nodo seno auricular hasta la auricula izquierda la cual realiza la activacion de izquierda a
derecha y de arriba hacia abajo [8].

La actividad eléctrica originada en el nodo sinusal, se propaga de manera rapida (0.03 s, en el humano) y es uniforme hacia la pared
auricular. En la auricula derecha la onda despolarizante se propaga a través de los tres haces que conectan el nodo sinusal con el
nodo auriculo ventricular (NAV) [8].

En el NAV, la actividad izquierda del haz de His, alcanza al septum ventricular y finalmente despolariza a la red de fibras de
Purkinje, situada en la region del endocardio. La excitacion atraviesa el espesor del miocardio hasta llegar a la region del epicardio,

ver la figura 3 [8]. A la secuencia de eventos desde el inicio del PA en el nodo SA y la propagacion descrita anteriormente, hasta la



contraccion ventricular se le conoce como ritmo cardiaco normal [8,9]. A la pérdida del ritmo cardiaco se le conoce como

“arritmia’.
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Figura 1. Actividad eléctrica del corazén. A Suma espacial y temporal de la actividad eléctrica del corazon. B
Potencial de accion de trabajo y marcapaso (panel izquierdo), corrientes que participan en el PA (panel

derecho), modificada de Fozzard y cols 1991.

Electrocardiograma

El electrocardiograma (ECG) es un registro grafico de la suma espacial y temporal de los cambios de la magnitud y direccion de la

actividad eléctrica, para su estudio el ECG se divide en 5 ondas, la onda P, que representa la actividad eléctrica del nodo seno



auricular despolarizacion y repolarizacion auricular (figura 1 y 2). La despolarizacion ventricular estd registrada en el complejo
QRS, la onda T describe la heterogeneidad transmural de la repolarizacion ventricular, la cual inicia en el epicardio y termina en el
medio miocardio [10,11]. El segmento PQ representa el retraso que sufre la actividad eléctrica en el NAV, el segmento QT es la

despolarizacion y repolarizacion de los ventriculos [11].

El analisis del ECG se realiza de la siguiente manera un ciclo cardiaco normal, inicia con la onda P, seguida por el complejo QRS y
la onda T, el tiempo entre ondas y complejos se llaman segmentos o intervalos. Los segmentos son PR, ST y TP, los intervalos PR,
QT y RR. Podemos medir al ciclo cardiaco midiendo el intervalo de la onda R a la siguiente onda R. En los roedores las ondas P, Q
y R del ECG son parecidas a la de humano, pero la onda T est4 unida a la onda R, ya que la pared del ventriculo de rata es mas

delgada que la del humano asi que la propagacion es mas rapida en todas las capas (ver figura 4).

Como se ha descrito anteriormente, la funcionalidad del corazon depende directamente de la actividad eléctrica tanto del origen
como de su propagacion espacial y temporal, cualquier cambio en la secuencia anterior puede generar remodelacion en la actividad

eléctrica ' y muscular produciendo cambios en la varibilidad de la actividad cardiaca [12,13].

El diagrama de Poincar¢, es una herramienta 1til para cuantificar la dispersion de la variabilidad de la frecuencia cardiaca en el
ECG. En la gréfica de Poincaré de los intervalos RR del ECG se muestra el delicado balance entre el simpatico y parasimpatico

sobre la actividad eléctrica cardiaca [14].
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Cuantificacion de la variabilidad cardiaca

Utilizamos el diagrama de Poincaré ya que es una forma de cuantificar la dispersion del ritmo cardiaco, la cuanificacion de esta
dispersion se realizd calculando la distancia de todos los puntos del diagrama a la recta identidad cuya ecuaciéon es Vn=Vn+ 1,y

también se calculd la desviacion estdndar (SD) de estas distancias, a esta desviacion se le conoce compo SD1 o desviacion en el

La remodelacion eléctrica ventricular es definida como una alteracion en la duracion del potencial de accion, produciendo una alteracion en la secuencia de activacion
del PA, mientras que la remodelacion auricular se produce cuando hay cambios en el inicio y morfologia del PA que dan como resultado una fibrilacion auricular, la
fibrilacion puede dar origen a otro tipo de arritmias supra ventriculares y también ventriculares.



ancho del diagrama. También se calculo la distancia de todos los puntos de la grafica a la recta perpendicular de la recta identidad
que pasa por el punto Vn medio, Vn+1 medio. Se calcul6 la SD de cada uno de los puntos anteriores para determinar SD2 o
desviacion a lo largo del diagrama [15]. La cuantificacion de la SD1 y la SD2 nos ayuda a inferir el tipo de arritmias que sufriré el

paciente de acuerdo a los cambios en el funcionamiento del simpatico y del parasimpatico sobre la frecuencia cardiaca [16].
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Figura 3. Potencial de accion caracteristico del humano. El PA de células Purkinje de

corazon del humano presenta las 5 fases caracteristicas de los miocitos cardiacos. Modificada

de Nerbonne y Kaas, 2005.
Diversidad de la actividad eléctrica en el tejido cardiaco

Actividad eléctrica o potencial de accion cardiaco

El PA ocurre a nivel de la membrana celular donde se encuentran los canales idnicos sensibles a voltaje a través de los cuales pasan
los iones y producen corrientes i6nicas, generando el PA (figura 1). En general se reconocen dos tipos de PA en los cardiomiocitos,
los marcapasos y los de trabajo o conduccion. El PA es generado por las células marcapaso y es propagado hacia las células de
conduccion [8,9]. Las células marcapasos estan presentes en el nodo SA, en el NAV, el haz de His y en las fibras de Purkinje.

El PA caracteristico del corazén en los humanos es el de la fibra de Purkinje el cual presenta 5 fases diferentes: 1) la fase cero o
llamada también de despolarizacion rapida, 2) La fase 1, que corresponde a la fase de repolarizacion temprana, 3) la fase 2 o de
meseta, 4) la fase 3 o de repolarizacion tardia y 5) la fase 4 llamada también fase de reposo o en las células marcapaso llamada

despolarizacion lenta diastdlica, ver figuras 1 y 3 [8,9].



La morfologia del PA es dependiente del tipo y la densidad de canales i6nicos:

1) En la fase cero, participan las corrientes de sodio sensible a TTX y las corrientes de potasio como Iis, la corriente de potasio
lenta, la Ixatp corriente de potasio sensible a ATP, la Iss es una corriente de sostenimiento mixta de sodio y potasio, la Ix; corriente
de potasio rectificadora anémala, la Ixach corriente de potasio dependiente de acetilcolina.

2) En la fase 1 participa una corriente de potasio transitoria lenta saliente por sus siglas en inglés “I,"

. Hay dos tipos de I, de
acuerdo a su cinética de activacion la Itos3 y la rdpida It0f4.

3) En la fase 2 participan las corrientes de calcio tipo L (lenta) o L, la corriente de potasio rectificadora Ik, y la corriente de potasio
lenta Ik.

4) En la fase 3 participan corrientes de potasio como la I, la corriente de potasio rectificadora Ik, y la corriente de potasio lenta Is.
5) En la fase 4 en los potenciales de accién no marcapaso participan corrientes de potasio como la Iy o la I, Ly, Iy estas dos

ultimas corrientes de potasio conocidas como de sostenimiento [17].

En las diferentes especies de la familia de mamiferos existe una amplia diferencia, tanto en el nimero de canales i6nicos, como en
la densidad de corriente. Esta variabilidad produce diferencias en la morfologia de los PA de las células entre las especies, aunque
guardan similitudes entre ellas. No solo difiere el tipo y la densidad de corriente, sino también los PA en las diferentes regiones del

corazon, dependiendo de la zona del tejido de donde se obtenga el registro [18,19].

Canales que participan en la morfologia del potencial de accion marcapaso

Los potenciales de accion del nodo SA del conejo, que es la especie mas estudiada, presenta 4 fases, donde participan las siguientes
corrientes:

1) La fase 0 en las células centrales participa la corriente de calcio tipo L. En las células periféricas participan una mezcla de
corriente de sodio (Ix, la NAV 1.5y 1.1, sensibles a TTX) con la de calcio tipo L y T.

2) La fase 1, en esta fase participa la I, que es una corriente de potasio, sensible a 4-AP, hay dos tipos de I € Iior de acuerdo a la
cinética de activacion.

3) La fase 3 se encuentra las corrientes de potasio la rectificadora tardia I, y la lenta Iks.

4) En la fase 4, también llamado de despolarizacion lenta participa la corriente Iy, llamada corriente “funny” o marcapaso. La
corriente Irdespolariza lentamente la membrana hasta llegar al umbral de activacion y generar un PA espontaneo. Esta corriente es
mixta acarrea sodio, potasio y cloro, su umbral de activacion va desde -50 hasta -65 mV. Los receptores B-adrenérgicos estimulan la

activacion mientras que los agonistas muscarinicos inhiben Iy, ademas esta corriente es modulada positivamente por AMPc [19].

Por la comodidad que ofrecen la familia de roedores se han utilizado como modelos para el estudio de diferentes patologias que
remodelan la actividad eléctrica del corazon, por lo cual fue imprescindible caracterizar la actividad eléctrica del nodo SA de dicha

familia. Aunque no es una tarea facil ya que por su tamafo se complica la diseccion y caracterizacion del tejido marcapaso.

Nodo seno auricular de rata

En el 2005 Sutiagyn y colaboradores mapearon el nodo de rata en la superficie epicardica de la vena cava alrededor de la arteria
nodal y reportaron mas de dos tipos de PA, pero solo los menciona sin hacer una caracterizacion electrofisioldgica de ellos [20]. En
el 2009 este mismo grupo, sugiere que hay tres actividades eléctricas; a una de ellas la llaman de trabajo, que solo conduce sin ser
marcapaso, parecida a la actividad eléctrica de la auricula. De hecho afirman que el nodo SA de la rata tiene una capa de musculo
auricular sobre el tejido, sin embargo este articulo no caracteriza el PA de la rata.

En otro trabajo en rata se registrd Uinicamente la fase 4 del PA nodal sin mencionar los otros PA antes descritos, al registrar las
corrientes que participan en la despolarizacion lenta o fase 4 se registré ademas de la I otras dos corrientes la Iy; y la I, ninguna de

estas dos corrientes se habia observado previamente en el nodo SA [21] de otra especie.

% 1, corriente (I) transient (t), outward (o), por sus siglas en inglés
3 T,os corriente (I) transient (t), outward (o) slow(s)

* L,of corriente (I) transient (t), outward (o) fast(f)

% I, corriente (I) sutentance (sus)

¢ Ist corriente (T) support (st)



La corriente I, tiene un umbral de activacion de -70 a -50 mV, el cual es regulado por agonistas beta adrenérgicos y se bloquea por
dihidropiridinas. Ademas esta corriente es inhibida por cationes divalentes como el Mg y el Ca’™. También se registr6 la corriente
de potasio Ig;, que en general solo se habian observado en PA de células de trabajo.

El ritmo puede ser regulado por el sistema nervioso autdbnomo, ya que el simpatico regula el aumento de la frecuencia cardiaca y el
parasimpatico regula la disminucion. Este fendmeno permite la variabilidad en la frecuencia de disparo cardiaco y cuando se genera

una arritmia produce un aumento o disminucioén en la variabilidad [10,11].

Las patologias que podrian generar cambios en el delicado equilibrio del acoplamiento entre la excitacion y la contraccion son
enfermedades respiratorias, hepaticas, desequilibrio osmético, nefropatias y enfermedades metabdlicas como la obesidad, el

sindrome metabolico y la diabetes mellitus.

Potenciales de accion nodales
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Figura 4 Actividad eléctrica en el nodo senoauricular de conejo. En el panel izquierdo se
observa el origen y la propagacion craneal de la actividad eléctrica del nodo SA de conejo
ademas la ubicacion de los PA centrales y periféricos en el nodo SA ambos presentan
pendiente en la fase 4. En el panel derecho se observan los tipos de células nodales y la
diferencia con las células auriculares. SVC vena cava superior, CT crista terminalis.

Modificada de Boyett y cols 1998.

El sindrome metabdlico (SM) es uno de los mayores problemas de salud publica en el mundo. Estudios epidemiologicos de los
ultimos diez afios, reportan un incremento significativo de personas con SM en todo el orbe al grado de llamarla “la pandemia del
siglo XXI”. En México se considera al SM como una enfermedad social ya que se ha reportado que mas del 50% de la poblacion
adulta presenta SM con obesidad central. Ademas la obesidad infantil que existe en nuestro pais producto del estilo de vida,

incrementara el porcentaje de SM en la poblacion en las siguientes décadas [22].



Definicién de sindrome metabolico

El SM es un grupo de signos metabolicos que constituyen un factor de riesgo para desarrollar enfermedades cardiovasculares,
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y algunos tipos de cancer, la etiologia de este sindrome depende de factores ambientales y genéticos
[23]. En el 2004 la IDF (International Diabetes Federation) organizd y propuso una definicion del SM con los parametros

propuestos por la OMS, la European Group for the Study of Insulin Resistance (EGIR) y la National Cholesterol Education

Program-Third Adult Treatment Panel III (NCEP ATP III) quedando definido de la siguiente manera [23]:

El SM es un conjunto de signos y sintomas caracterizado por dislipidemias, presion sanguinea elevada, obesidad central,

intolerancia a la glucosa, resistencia a la insulina y colesterol elevado en ayunas, con presencia de estados protrombdtico y pro-

inflamatorio sistémico, figura 5 [24,25].
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Figura 5. Sindrome metabdlico. Definicion de SM y sus efectos sobre los

organos, modificada de Hiriart y cols 2014.

Diagnéstico del sindrome metabdlico

El SM en la practica clinica sigue siendo una patogénesis compleja por la diversidad de los componentes que estdn en dicha
constelacion y de acuerdo con la definicion de la IDF, en el diagnostico del SM se propone que el paciente debe presentar 3 de los
siguientes criterios: circunferencia abdominal de 80 cm en mujeres, 90 cm en hombres, HDL-C 7 <40 mg/dL en hombres <50

mg/dL en mujeres, triglicéridos en ayuno >150 mg/dl, presién sanguinea >130/85 mmHg, glucosa en ayuno > 110 mg/dl, estos

Las lipoproteinas son moléculas cuya funcion es transportar a los lipidos insolubles desde el intestino y el higado hacia los tejido periféricos. Por sus siglas en inglés

lipoproteina de alta densidad (HDL) y lipoproteina de muy baja densidad (VLDL).



parametros son para los grupos étnicos del centro y sur de América [26,27]. Por otro lado la IDF plantea que en los procesos de
investigacion para el esclarecimiento del desarrollo del SM se pueden medir otros factores (ver tabla 1) a este conjunto de pruebas

se le conoce como "el estandar platinum" [28].

Factores del SM que incrementan el riesgo a padecer enfermedades cardiovasculares

Diferentes estudios muestran una correlacion entre el SM, la obesidad, la diabetes mellitus, las enfermedades cardiovasculares y el
cancer [29]. Ademas los pacientes con SM que presentan dislipidemias generalmente desarrollan un incremento de la grasa
abdominal y visceral. El incremento de grasa reportado estd dado por la infiltracion de 4cidos grasos en los adipocitos ectdpicos de
los 6rganos blanco que son: corazon, higado, pancreas y musculo.

El incremento del tejido adiposo en los 6érganos blanco unicamente se asociaba con enfermedades vasculares como ateroesclerosis,
infarto o isquemias tanto en el corazéon como a nivel cerebral, o enfermedades secundarias como presion arterial elevada y falla
renal por la dislipidemia entre otras [28].

Ahora se sabe que el tejido adiposo es un 6rgano endocrino que produce y secreta adipocinas las cuales estan relacionadas con el
control energético celular y procesos inflamatorios. Se ha demostrado que el incremento de la grasa ectdpica es un importante
predictor de enfermedades como la resistencia a la insulina y diabetes mellitus ya que se asocia, por ejemplo, con un incremento en

la produccion de glucosa hepatica, la cual podria generar alteracion en la glucosa de ayuno.

Tablal. Tabla de mediciones adicionales para hacer investigacion en modelos animales con SM*

Distribucion anormal de Incremento distribucion de grasa corporal
grasa corporal Incremento en la distribucion de grasa
central
Biomarcadores de tejido adiposo: leptina y
adiponectina

Higado graso

Dislipidemia aterogéenica Apo B o disminucién de HDL-c
Particulas pequefias de LDL

Disglucemia Cambios en la curva de tolerancia a la
glucosa oral

Resistencia a la insulina Niveles de insulina y proinsulina en ayuno
(HOMA-IR)
Modelo de resistencia a la insulina Bergman
Elevacion de acidos grasos en ayuno

El valor de M desde el clamp

Desregulacion vascular Medicion de la disfuncion endotelial
Microalbuminuria
Estado proinflamatorio Proteina C reactiva elevada

Citocinas  proinflamatorias  elevadas(por
ejemplo, TNF-alfa, IL6)
Disminucion de los niveles plasmaticos de
adiponectina

Estado protrombotico Factores fibrinoliticos
Factores de coagulacion

Factores hormonales Eje pituitaria-adrenal

* Datos obtenidos de Alberti y cols., 2006



Otro de los signos del SM que cobra importancia es la obesidad abdominal puesto que la relacion cintura cadera es un buen
predictor de enfermedades cardiacas [30], un ejemplo de ello es la hipertrofia ventricular causada por la obesidad, estd se define
como un aumento de espesor en las paredes ventriculares produciendo disfuncion diastdlica y sistolica, asociada a cardiomiopatias.
Cuando el corazon esta hipertrofiado utiliza como energia los lipidos acumulados en el musculo cardiaco, produciendo especies de
oxigeno reactivas que dafian la funcion de los canales ionicos, la homeostasis de Ca™, ademas de producir apoptosis en los
cardiomiocitos [31,32].

En recientes investigaciones se ha revelado que los pacientes con SM pueden sufrir muerte por arritmias cardiacas [33] ya que la
obesidad incrementa el riesgo a padecer arritmias ventriculares, que se asocian con una muerte subita. Las arritmias mortales estan
relacionados con una prolongacion en el intervalo QT del ECG, es decir que ay un aumento en la duracion del PA ventricular, este
fenomeno es independiente a la edad del sujeto [34]. Otro factor que causa arritmias ventriculares mortales son las dislipidemias

estas incrementan la actividad simpatica produciendo inestabilidad eléctrica [35,36].

Modelos animales con sindrome metabolico

En el desarrollo de los modelos animales con SM se utilizan los factores genéticos y ambientales. Los modelos animales a los que
les modifican el receptor a leptina para alterar el metabolismo celular son el raton ob/ob, el raton db/db y la rata fa/fa [37]. El
modelo de rata que modificaron genéticamente la utilizacion de los acidos grasos son la "Otzuka Long Evans Tokushima fatty" y la
no obesa "Goto-Kakazaki" ambas tienen intolerancia a la glucosa, resistencia a la insulina y la Gltima también presenta hipertension.
Otros especies que tienen susceptibilidad genética a un elemento del SM son la rata Spraw Dawley que desarrolla obesidad y
diabetes, la rata Wistar-Kioto es susceptible a desarrollar hipertension [37]. En los modelos animales donde se utilizan los factores
ambientales como las dietas ricas en grasas presentan resistencia a la insulina, acompafiado de infiltracion de acidos grasos,
acumulacion de grasa a nivel renal y albuminuria.

El modelo de dieta alta en carbohidratos en rata Wistar, se observa un aumento tanto en el peso corporal como en el tejido adiposo,
asi como un aumento en plasma del colesterol y los triglicéridos, los niveles de glucosa e insulina también se ven incrementados,
ademas presentan hipertension, ademas se dice que estos modelos desarrollan SM semejante al que presentan los humanos [38].
Consideramos que el modelo de rata con dieta alta en carbohidratos que usamos en este trabajo presenta la ventaja de no desarrollar
genéticamente algun elemento del SM, ademas de que solo presenta una discreta hipertension, dando la oportunidad de estudiar las
arritmias sin tener dicho componente.

Hasta la fecha solo se ha descrito un incremento en el intervalo QT del ECG en cobayos con SM. Lo anterior implica que el SM

promueve arritmias ventriculares [39]



Planteamiento del problema

Al SM se le conoce como la pandemia del siglo XXI, ya que han incrementado desmesuradamente los casos a nivel mundial, como
consecuencia se observo un incremento en el desarrollo de diabetes mellitus, eventos cerebrovasculares, cancer y enfermedades
cardiovasculares [28].

El SM ha sido relacionada de manera indirecta con arritmias supraventriculares [40] se reportd que de manera paralela ambas
condiciones aumentaron sus cifras en la ultima década. Por otro lado, algunos signos del SM, de manera individual, producen
remodelacion eléctrica cardiaca [41] ejemplo de ello son los cambios en la variabilidad del intervalo QTc del ECG en mujeres
obesas, ademas de incremento de arritmias ventriculares por crecimiento de musculo ventricular [40].

Los pacientes obesos presentan sindrome de nodo enfermo relacionado con apnea del suefio y disminuciéon en la frecuencia
cardiaca. Ademas los pacientes con obesidad e hipertension arterial incrementan la probabilidad de presentar arritmias [41].

Es claro que hasta el momento solo hay evidencia epidemiologica acerca de que el SM produce arritmias, lo que ain no queda claro

es como afecta el SM a la actividad eléctrica para producir arritmias supraventriculares, ventriculares o ambas.



Hipotesis

Las alteraciones metabolicas que experimentan las ratas con SM, inducirdn cambios sobre la actividad eléctrica del nodo seno

auricular del corazon produciendo arritmias supra ventriculares o ventriculares.

Objetivo general

Analizar la actividad del nodo seno auricular y comparar los cambios que presente la actividad eléctrica en el modelo de ratas con
SM.

Objetivos particulares

1. Registrar la actividad eléctrica del corazon en el animal integro con el ECG en animales testigo y caracterizar las arritmias
que presenten los animales con SM

2. Caracterizar la actividad eléctrica en el nodo SA de las ratas testigo y comparar los cambios que se presenten en la actividad
eléctrica del nodo SA de las ratas con SM.

3.

Registrar las corrientes que se alteraron en el potencial de accidon del nodo por el sindrome metabdlico y compararlas con las
corrientes de ratas testigo.



Materiales y métodos

Modelo animal

Utilizamos ratas macho Wistar de aproximadamente 2 meses de edad, con un peso de entre 250-280 g que nos proporciono el
bioterio del Instituto de Fisiologia Celular (UNAM). Los animales se mantuvieron en un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas (de 7:00
am-7:00 pm). Su alimentacion fue con alimento estandar para roedor "Rodent diet 5001" de Harlan laboratories que contiene:
28.5% de proteina, 13.5% de grasas y 58% de carbohidratos. Se les dio agua Ad libitum a ambos, al grupo tratado se le adicion6 20
% p/v de sacarosa al agua. El tratamiento dur6 8 o 24 semanas.

Caracterizamos al modelo cuantificando signos metabdlicos como el peso, la cintura, la longitud, la grasa peripancreatica y la grasa
epididimal, a estos signos les llamamos mediciones morfométricas. También cuantificamos los parametros bioquimicos es decir la
concentracion de glucosa, de insulina, colesterol, HDL-c y triglicéridos en plasma, la muestra de sangre (3ml) se obtuvo de la vena
cava inferior un minuto antes de extraer el corazon y se envié a los laboratorios SERVALAB® donde se realizaron las mediciones.
Por otro lado medimos la utilizacion de la glucosa haciendo una curva de tolerancia a la glucosa (CTGI), un dia antes del sacrificio
de la rata se le aplico una dosis de glucosa 100 mg/kg de peso via intraperitoneal y se midio la concentracion de glucosa en la

sangre de la vena caudal a los tiempos 0, 15, 30, 60, 120 minutos después de la administracion con el glucometro Acutred-Roche®.

Alteraciones que produce el sindrome metabolico en la actividad eléctrica en el animal completo

Electrocardiograma

Antes del sacrificio de los animales se realizo el registro del ECG en la configuracion I, se anestesio al animal con una mezcla de
Ketamina 1 mg y Xilacina 5 mg por cada Kg de peso. Los electrodos de registro se colocaron de la siguiente forma: el negativo
sobre el pecho del lado derecho, el electrodo positivo se colocd sobre el pecho del lado izquierdo y la tierra se coloco en la pata
posterior derecha. Los electrodos van conectados a un amplificador el cual incrementa 70X la sefial. La sefial fue capturada a 1
KHz, con la ayuda de una tarjeta digitalizadora, se utilizé una computadora personal para almacenar los datos para su posterior
andlisis. Los parametros que se midieron fueron el intervalo RR y el intervalo PQ. El analisis de la sefial se hizo los programas del

Clampfit y el Origin version 8.0.

Variabilidad en la actividad eléctrica del corazon

Para determinar la variabilidad de la actividad eléctrica cardiaca en animal integro utilizamos el intervalo R a R de los ECG de los
animales testigo y tratados. Con estos intervalos construimos el diagrama de Poincaré de la siguiente forma, tomamos la serie de
tiempo de la secuencia de apariciéon del valor RR y graficamos Rri contra Rri + 1. Una vez que construimos el diagrama de
Poincaré, medimos la variabilidad con la desviacion estandar de las distancias de todos los puntos del diagrama a la recta Rri = Rri
+ 1 (recta identidad) y la denominamos SDI, al igual que la desviacion estdndar de las distancias que existen entre la recta
perpendicular a la recta identidad que pasa por el punto Rri media y Rri + 1 media, a la cual la llamaremos SD2.

La medida de dispersion se hace segin Kamakar [14], midiendo la dispersion de la distancias de acuerdo a la recta identidad entre
un punto y el siguiente. La variabilidad de la actividad eléctrica del nodo SA aislado se realiz6 con el diagrama de Poincaré del
intervalo interpotencial como variable y determinamos el equivalente de SD1 Y SD2 para determinar la variabilidad en la actividad

espontanea nodal.

Alteraciones que produce el sindrome metabodlico en la actividad eléctrica en el tejido nodal

Diseccion del nodo seno auricular en rata Wistar

Se anestesiaron a los animales con una dosis de pentobarbital sédico (2.5 ml/1kg de peso), se abri6 la cavidad toracica se obtuvo la

muestra de sangre y se escindio el corazon. El corazon se colocod en un sistema Langendorff para intercambiar la sangre por



solucion Tyrode a una velocidad de 7.5 ml/min temperatura de 36 = 5 °C, gaseada con una mezcla de gas carbogeno (95% de O,y
5% de COy).

Se hizo la diseccion para aislar el nodo SA, considerando las siguientes estructuras que lo delimitan, como se muestra en la figura 6
por la vena cava inferior y superior, pared interauricular y crista terminalis. La linea amarilla demarca la arteria nodal (b brazo de la
arteria nodal), la linea roja punteada delimita el nodo de las auriculas. Boyett y cols., 2009 reportan que la actividad central se
encuentra en el area punteada sobre la arteria nodal, los cuadros delimitan el area central del PA del nodo SA del raton [42], el area

determinada con cuadros punteados es el area donde se encuentro la actividad central en la rata [43].

Registro multicelular del potencial de accion

El nodo SA se coloco en una camara para registro multicelular de tejido aislado con base de Sylgard, y se perfundié con solucion
Tyrode a 36.5 £ 0.5°C gaseado con carbogeno durante todo el experimento. La actividad eléctrica o PA se registrd por el lado del
endocardio del nodo SA, con la técnica de microelectrodos convencionales®. La sefial del microelectrodo se amplificé usando un
WPI-Duo 773, la sefial amplificada se digitalizé a una frecuencia de 10 KHz a través de una tarjeta de National Instruments® y el
programa Labview®. Los datos fueron almacenados en una computadora personal para su analisis posterior.

La caracterizacion electrofisiologica del PA marcapasos se realizd6 midiendo los siguientes pardmetros: velocidad maxima de
despolarizacion (VMD), potencial diastélico maximo (PMD), amplitud, duraciéon de la repolarizacion al 10, 30, 60, 90% (DRPA),

frecuencia de disparo espontanea y pendiente de la fase 4. Para el analisis de los datos se utilizé el programa Origin, version 8.

Inmunohistoquimica de hidroxilasa de tirosina (TH)

Se obtuvieron cortes coronales de 5 um de ancho del tejido aislado del nodo seno auricular congelado en condiciones testigo y con
SM. La tincién se hizo de la siguiente manera, se descongelaron los cortes y se fijaron con paraformaldehido por 1 minuto. Se
realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBS 1X y albumina al 5 %. Se incubd durante 1 hora con triton al 2 % y albimina al 5%
(solucion perforante). Se incub6 con el anticuerpo anti TH (anti-TH, anticuerpo policlonal de conejo) 1:50, durante 18 horas a
temperatura -4°C. Se lavo con PBS 1X con 5% de albumina durante 15 minutos. Se coloco el anticuerpo secundario Cy5 (Santa
cruz biotechnology) durante 90 minutos a temperatura ambiente. Y finalmente se lavé con la solucion PBS 1X con 5% de albimina

durante 15 minutos. El medio que se utiliz6 para montar la muestra fue DAKO.

Tincion de lipidos en el nodo seno auricular

Se hicieron cortes congelados en el tejido del nodo SA aislado con 5 um de espesor y se montaron en laminillas de vidrio. Se fijo6 el
tejido usando formalina durante 10 s, después se lavaron con agua destilada, se dejaron secar durante 30 a 60 s aproximadamente.
Para después deshidratar el tejido con propilenglicol al 100 % durante 15 minutos.

Enseguida se le retir6 el exceso de propilenglicol y se introdujo el tejido en rojo oleoso a temperatura de 56°C, durante 10 minutos,
se retird el exceso y se hidrato el tejido con propilenglicol al 85 % durante 3 minutos. Se lavo el exceso con agua corriente y se
realizd una contra tincidn con hematoxilina de Mayer’s por 30 segundos, finalmente se lavd con agua corriente durante 30

segundos, se seco a temperatura ambiente por 60 s y se mont6 la muestra con medio de gelatina con glicerina.

Tincion para colageno en el nodo seno auricular

El tejido nodal utilizado en el registro se deshidrat6 y se incluyd en parafina. Se hicieron cortes de 5 um de ancho se tifieron con
hematoxilina de Weigert por 5 minutos, se lavé el exceso de colorante con agua corriente y después con agua destilada. En seguida
se colocaron en 4cido picrico por 5 minutos se les quito el exceso y se metieron en alcohol de 95° durante 10 minutos. Después se
sumergieron en alcohol de 100° por 5 minutos. Finalmente las laminillas se introdujeron en dos frascos diferentes de xilol por 5

minutos en cada ocasion. Se hizo la fijacion de la laminilla con balsamo de Canada.

¥ La técnica de micro electrodos convencionales nos permite observar directamente la actividad eléctrica de una sola célula en un tejido multicelular.



Alteraciones que produce el sindrome metabdlico en la actividad eléctrica en célula tinica

Registro de corrientes de los potenciales de accion del nodo seno auricular

Se obtuvo el corazéon y montd en un sistema Langendorff para intercambiar la sangre por solucion Tyrode, la cual estaba a
temperatura de 36°C y gaseada con carbégeno. Una vez terminado de limpiar el corazoén se hizo una perfusion con Tyrode 0 Ca™
durante 8 minutos, posteriormente se incubd con las enzimas colagenasa (0.33 mg/ml) mas proteasa (0.01 mg/ml) durante 15
minutos. Se desmonto el corazon, se hizo la diseccion del nodo antes descrita y se cortd en tiras.

Las tiras nodales se colocaron en un bafio de enzimas que contenia colagenasa (0.33 mg/ml) y elastasa (0.40 mg/ml), la solucidn se
mantuvo con una temperatura de 35°C gaseada con carbogeno, el nodo SA estuvo en la mezcla de las enzimas durante 5, 10 y hasta
15 minutos, para su posterior dispersion mecanica donde se obtuvieron los cardiomiocitos, los cuales se almacenaron en una
solucion llamada Kraft-Briie (KB) hasta su registro (una hora después de la dispersion), ver tabla 1 en el apéndice.

El registro de las corrientes se realizo con la técnica de patch clamp en su version de célula completa, utilizando el programa de
Clampex y Clampfitt version 5. El protocolo para el registro de corrientes marcapasos fue, pulsos cuadrados con potencial de
mantenimiento de -40 mV, y los pulsos de prueba van desde -120 hasta 20 mV, con una duracioén inicial de 2.6 s, disminuyendo en
cada pulso 200 ms. Para el registro de la corriente I¢ se utiliz6 la solucion de cloruro de cobalto (CaCo) suplementada con 0.5 mM
BaCl,. Para el registro de la corriente I se us6 la solucion externa normal (SEN) suplementada con 0.5 mM BaCls,.

Las corrientes de potasio Ig; e I, se utilizo la solucion de CaCo suplementado con 1mM de cloruro de cesio, el protocolo que se
aplico para la corriente I, fue con pulsos cuadrados con un potencial de mantenimiento de -80mV, con un prepulso a -40mV que

durd 50 ms, los pulsos de prueba se aplicaron desde -50 a 40 mV cada 10 mV con una duracién de 2000 ms.

Analisis estadistico

Todos los datos presentados en este trabajo se presentan como valor medio + desviacion estandar, utilizamos la prueba t-student

para datos no pareados con una significancia de p < 0.05



Resultados
Ratas con 8 semanas de tratamiento
Modelo animal

Mediciones morfométricas

Después de 8 semanas de consumir agua con sacarosa al 20%, las ratas tratadas presentaron un incremento en el peso corporal del
33% en los animales con tratamiento, no se encontraron diferencias significativas en la talla del animal con SM comparado con los
animales testigo. Los animales con SM también tuvieron un incremento del 10%, en la circunferencia abdominal, este dato

concuerda con el aumento del peso de la grasa epididimal (3 veces) comparado con el de las ratas testigo, ver figura 6

Parametros bioquimicos

Al medir la glucosa los animales de 8 semanas con SM no presentaron cambios en la glucosa de ayuno, sin embargo presentaron
hiperinsulinemia ya que la concentracion plasmatica de insulina fue una orden de magnitud mayor a la de los animales testigo véase
figura 6. Estas ratas también presentaron dislipidemia ya que se cuantificé una disminucion en el HDL-c del 21%, aunque no hubo

cambios significativos en los niveles de los triglicéridos, ver figura 6.

g

—n— Testigo (=13}
—5—SM (=12)

8

K
2

Concentracion de glucosa (mg/dL)
g
/

150{ |/ .
1(1)-. / __—-\\l/“'
‘\.

Testigo

(n=13)
Peso (g) 366 + 6 488 + 7 *
Circunferencia abdominal 20+ 1 231"
(cm)
Talla (cm) 20% 3 19+ 4
Grasa epididimal (mg) 2+ 1 6+2*
HDL-c (mg/dl) 23+ 1 18+ 1 *
Triglicéridos (mg/dl) 45 47 50+ 10
Glucosa (mM) 5.2 £0.3 54+0.2
Insulina (pmol/L) 24302 | 29.2+45 *

Figura 6. Datos metabdlicos del modelo de SM con 8 semanas de tratamiento. Panel superior,
grafico de CTGI donde se observa en los animales tratados (azul) un aumento significativo en la
concentracion de glucosa comparado con los animales testigo (negro). Panel inferior tabla resumen

de los datos metabolicos. * t de student para datos no pareados p>0.05



Curva de tolerancia a la glucosa

Al hacer la curva de tolerancia a la glucosa intraperitoneal a los animales de 8 semanas, tanto testigo como con SM, mostraron un
incremento de la glucosa en los primeros 30 minutos después de administrar la carga. Sin embargo en los animales con SM la
concentracion fue por arriba de 200 mg/dL y en los testigos fue de 150 mg/dL. Para el minuto 60, la concentracion de glucosa de los
animales testigo ya habia disminuido casi a la concentracion basal y en los animales con SM alcanzo la cifra de 147 mg/dL.

Para el minuto 90 las ratas con SM tuvieron 100 mg/dL y a los 120 minutos increment6 la concentracion de glucosa a 112 mg/dL,
es decir no regreso la concentracion de la glucosa basal que fue de 96 mg/dL, mientras que en los animales testigo la concentracion

de glucosa descendid por debajo de la concentracidn basal, ya que se cuantifico 84 mg/dL, ver figura 6.

Cambios en la actividad eléctrica en el corazén en el animal integro

Electrocardiograma

El 57% de los animales con 8 semanas con SM presentaron arritmias ventriculares, entre ellas una muy vistosa conocida como
bigeminismo’. La frecuencia cardiaca es un signo que nos indica el funcionamiento del corazon, se puede calcular con el inverso del
intervalo de la onda R a la siguiente onda R, las ratas testigo de 8 semanas presentaron un intervalo RR de 237 + 27 y las ratas con
SM tuvieron un intervalo RR mayor, con estos datos calculamos la frecuencia de disparo (1/R-R) y encontramos que en las ratas
con SM la frecuencia disminuy6 de 257 + 1 a 223 + 1 eventos por minuto, de tal manera que los animales con SM presentaron
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Figura 7. Disminucion de la frecuencia cardiaca e incremento en la variabilidad de la
actividad eléctrica en el corazon de las ratas. Registro del ECG panel superior testigo e
inferior SM. Diagrama de Poincaré donde se observa el incremento de la variabilidad en SD2

Panel inferior.

° Se habla del bigeminismo, cuando en una serie de dos o mas complejos sinusales y cada uno de ellos va seguido de una extrasistole. En humanos una extrasistole es normal a
menos que se instituya y se presente con otros sintomas

1 Se considera que hay bradicardia cuando disminuye la frecuencia cardiaca o es lenta.



Variabilidad en el intervalo RR del electrocardiograma

Al graficar en intervalo R-R del ECG en un diagrama de Poincaré, la variabilidad en la desviacion estandar de los animales testigos
fue de SD1 = 5.5+ 0.1 y el valor de SD2 = 26 + 0.5. En ratas con SM el valor aumento 5 veces en SD1 fue 28 + 4.2 y para SD2
aumento 2.6 veces su valor, es decir fue de 69 £ 11.

Se calculd el cociente SD1/SD2 para cuantificar el indice de variabilidad, no se encontraron diferencias significativas ya que en los
animales con SM aumentaron proporcionalmente ambas desviaciones (SD1 y SD2) por lo que, los animales testigo tuvieron 0.25 y

los animales con SM 0.24, figura 7.

Los resultados del ECG vy la variabilidad de la desviacion estandar nos sugieren que el nodo senoauricular estd siendo afectado por

el SM, por lo que se registrd la actividad eléctrica del tejido nodal intacto:
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Figura 8. Actividad eléctrica y distribucién de los potenciales de accion del nodo seno
auricular de rata Wistar testigo. En el panel superior izquierdo se muestra la diseccion utilizada,
el nodo SA se encuentra delimitado entre la vena cava superior (VCS) e inferior (VCI), la crista
terminalis (CT) y el septum interatrial. Se reconocen 4 poblaciones de cé€lulas, la actividad central o
tipo I en negro esté localizada al centro del nodo La tipo II en rojo y III en azul estan distribuidas en

toda el area nodal y la tipo IV en verde se encuentra en el perimetro nodal.



Actividad eléctrica del nodo seno auricular en rata testigo

Se hizo la diseccion del nodo SA en la rata utilizando como referencia la diseccion que se hace para conejo, ademés de usar las
estructuras de la vecindad como son la pared de la auricula derecha, el septum interauricular y la crista terminalis, ver figura 8 [5].

Al hacer el registro se obtuvieron diferentes PA en la zona conocida como central y en la zona transicional o periférica. Los datos se
analizaron aplicando una curva de distribucién normal a todos los parametros del PA descritos en la metodologia, con este analisis

se obtuvieron 4 poblaciones diferentes, ver figura 8 panel superior izquierdo.

De las cuatro poblaciones registradas, solo una presentd la pendiente caracteristica de la fase 4 del PA, el resto pareciera ser
actividad eléctrica transicional o periférica. A los PA con pendiente las llamamos centrales, por sus caracteristicas similares a las ya
reportadas en el nodo de conejo ver figura 4.

Las otras tres morfologias que tuvieron la pendiente de la fase 4 cercana a cero, las llamamos transicionales o latentes tipos II, III y
IV, de acuerdo a la DPA ya que son muy semejantes a las reportadas en rata por Sutyagin en 2010, a las cuales llamo de trabajo o
transicionales, porque segun la literatura reportada solo sirven para la propagacion de la zona central a la periférica y de alli hacia

las auriculas.
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Figura 9. Alteraciones del potencial de accion por el sindrome metabolico. Ubicacion de la
actividad del nodo SA en los animales con tratamiento (panel izquierdo). Comparacion del PA de
las 4 poblaciones de los animales testigo (gris) comparada con PA de los animales con SM donde se
observa un incremento en la pendiente de la fase 4 y disminucion en la frecuencia de disparo

espontanea.



Las caracteristicas que presentaron las cuatro diferentes morfologias fueron: en los PA centrales o tipo I la velocidad maxima de
despolarizacion es mas lenta que en las transicionales, la primera tuvo 31 + 16 milivoltios/milisegundos (mV/ms); las latentes tipo
IT tuvieron 80 + 14 mV/ms; las tipo III tuvieron 127 = 14 mV/ms y las tipo IV fue de 179 + 18 mV/ms. La amplitud del PA fue
menor en las centrales, estas tuvieron 71 = 18 mv mientras que las transicionales tipo II tuvieron 82 £ 5 mV, las tipo Il 92 £ 7 mV
y las tipo IV fue de 104 = 6 mV.

Como se observd a simple vista y después al hacer la funcion de distribuciéon la DRPA al 60% también es menor en las
transicionales, la tipo II tuvo de 47 + 18 ms, la I 37 £ 12 ms y tipo IV 31 £ 9 ms, los demés parametros se pueden observar en la

figura 8 y tabla 2 del apéndice respectivamente.

En cuanto a la localizaciéon de la zona de los PA centrales varia segin lo reportado para nodo de conejo, la localizacion de la PA
tipo I se encuentran en el drea entre la desembocadura de la vena cava superior y hacia 6 mm de la vena cava inferior. El PA

transicional tipo II y III se encuentra en todo el tejido nodal mientras que la tipo IV estd localizada en el perimetro del 4rea nodal,

figura 8
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Figura 10. Incremento de las corrientes marcapaso en las células del nodo SA en los animales
con SM. Miocito nodal en forma de huso que se usaron para los registros de corriente (panel
superior izquierdo), la familia de corrientes marcapaso y el protocolo utilizado. En el panel inferior
izquierdo se observa el aumento de las corrientes marcapaso Ir e Ig. Panel derecho grafica de la
curva corriente contra voltaje A. de la corriente Iy (panel superior) y B. de la corriente Iy (panel

inferior).



Alteraciones por el sindrome metabolico sobre el potencial de accion del nodo SA

En los animales con SM se conservaron las 4 poblaciones de PA registradas en el nodo SA de rata testigo. Los cambios que
presentaron los PA nodales de los animales con SM fueron: en los PA centrales se registré una disminucion del 48% en la velocidad
maxima de despolarizacion.

Los PA transicionales tipo II, III y IV presentaron pendiente de la fase 4 las tipo II pasaron de tener 0 mV/ms a 2 mV/ms; las tipo
Il a 3 mV/ms y en la tipo IV tuvieron 2 mV/ms, sin cambio significativo en el voltaje umbral. Otro parametro alterado por el SM
fue la frecuencia de dispar6 espontanea del PA disminuyd en promedio un 40% en las células transicionales, este hallazgo podria
estar asociado a la bradicardia sinusal observada en el ECG del animal integro.

También disminuy6 la duracion del PA en los potenciales de accion transicionales a los diferentes porcentajes en los tipo II la

DRPA al 10% disminuy6 a 2 ms y en el tipo III la DRPA al 30% disminuy6 a 4 ms y la DRPA al 60% a 13 ms, figura 9.

Los cambios realizados en la actividad eléctrica estan relacionados con alteraciones en las corrientes que participan en cada una de
las fases del PA, por los cambios en la fase 4 y en la duracién del PA nos intereso registrar las corrientes hiperpolarizantes o

marcapaso y las de potasio Iy, la I y la Ix;.
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Figura 11. Incremento en el sistema simpatico en el nodo seno auricular en rata con sindrome
metabdlico. En el panel superior se muestra la fotografia del nodo testigo y en la parte inferior la
fotografia de la fluorescencia del nodo con SM. Gréfica de cuantificacion del area de la

fluorescencia en el panel inferior. T-student * media + desviacion estandar.



Alteraciones en las corrientes marcapaso

Se registraron células nodales caracteristicas es decir las que tuvieron forma de huso y actividad eléctrica espontanea. El numero de
células (n) fue 16 en ambos casos pero se sacrificaron 13 animales testigo y 10 animales con sindrome metabdlico, la capacitancia

de las células fue de 63 = 5 pF en células de animales testigo y de 65 + 2 pF en las células de animales con SM.
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Figura 12. Variabilidad en la actividad eléctrica en el tejido nodal intacto. En panel superior se
muestra el registro del PA en condiciones testigo (gris) y con SM (verde). En el inferior el diagrama

de Poincar¢ del intervalo de disparo del nodo SA donde se observa un incremento.

Al hacer la curva corriente vs voltaje de las células del nodo SA de ratas con SM, se encontré un incremento en la densidad de
corriente Iy del 200% en los voltajes de -120 y -110, en los siguientes voltajes solo se observd una tendencia a incrementar la
corriente sin que fuera significativamente diferente, figura 10.

La corriente marcapaso I tuvo un aumento en los voltajes de -120 a -60 de aproximadamente un 300%, a los voltajes de -50 a -20
se observo un incremento de la corriente pero sin diferencia significativa. Mientras que la corriente marcapaso Ii; solo tuvo una

tendencia a disminuir sin cambios significativos, figura 10.



Se ha reportado que en el SM se altera el sistema nervioso autonomo [44], asi que utilizamos la tincion de la enzima hidroxilasa de
tirosina (TH, por sus siglas en inglés) en el tejido nodal para observar si sucedia lo descrito anteriormente, es decir que
encontraramos un incremento del sistema simpatico en este tejido por el SM. En las laminillas del nodo SA de ratas control se
observo area con fluorescencia pero en los animales con SM aument6 al 200% el area tefiida, ver figura 11.

La enzima TH se encuentra en la via de sintesis de dopamina que es la precursora de las catecolaminas noradrenalina y adrenalina.
Las catecolaminas juegan un papel importante en las corrientes marcapaso ya que producen un aumento del AMPc, el cual modula

positivamente al canal de las corrientes marcapaso Ire .

Dinamica del disparo del potencial de accion del nodo seno auricular completo de rata

Como se sabe cualquier cambio en la morfologia de la actividad eléctrica o en su propagacion podria generar arritmias, por ello
analizamos si en el origen del PA habia variabilidad asi que se graficé el intervalo que hay entre un PA contra el siguiente en un
diagrama de Poincaré, véase la figura 10.

Desde el registro se evidencio que habia diferencia entre los intervalos de aparicion de los PA en los nodos de animales con SM, la
media de los intervalos fue de 481 ms en el registro de los nodos testigo y 675 ms en los nodos con SM. El patrén de disparo de los
nodos con SM, es decir los intervalos del nodo seno auricular, son semejantes al patrén de intervalos de R-R del ECG registrados en
el animal integro lo que nos sugiere que la disminucion de la frecuencia cardiaca tiene origen en el nodo.

Otro resultado relevante que observamos en el diagrama de Poincaré de los intervalos interpotencial, fue el incremento de la
variabilidad de disparo, es decir que la desviacidon estandar es impredecible en los animales con SM, ver figura 12. De tal manera
que en el diagrama de Poincaré de los animales testigo tenemos en promedio una desviacion SD1 = 4.4 y SD2 = 175, mientras que
para los animales con SM la desviacion es de SD1 = 35; SD2 = 624, el coeficiente SD1/SD2 en los testigo es de 0.03 y en el tratado
es de 0.06, figura 12.

Cabe mencionar que el registro de la actividad eléctrica de los animales con SM se complicd, ya que fue mas dificil colocar y
mantener el microelectrodo en la célula que registrdbamos, por lo que consideramos revisar si habia cambios en la matriz

extracelular.

Cambios en la matriz extracelular del nodo senoauricular

Por los resultados de los signos clinicos se evidencio que los animales con SM pudieran tener mayor cantidad de lipidos
almacenados en las reservas como el tejido graso se incrementd 3 veces su valor comparado con el testigo, otro tejido que esta
involucrado en la reserva de los lipidos es el musculo por lo cual se hizo la tincién de rojo oleoso al nodo SA y los resultados fueron
que la infiltracion de lipidos en el nodo se hizo palpable ya que el area de tincion con rojo oleoso fue 3 veces mayor en el animal
con SM, el 4rea de tincion en el tejido nodal del animal testigo fue de 0.1 mm?®, mientras que en el nodo del animal con SM fue de

0.3 mm’, figura 13.
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Figura 13. Aumento de lipidos en el nodo SA de rata con sindrome metabdlico.
Microfotografias de la infiltracion de lipidos (area roja) en el tejido nodal (panel superior). En el
panel inferior se muestra con una grafica de barras la cuantificacion de los lipidos en el tejido de los

animales con SM. T student * media + error estandar n = 6.



Modelo animal con 24 semanas de tratamiento

Mediciones morfométricas del modelo animal con sindrome metabolico

En los animales testigo aumento su peso de acuerdo a su edad, pesaron 488 + 6 g, los animales tratados incrementaron 38% su peso,
en la talla no hubo diferencia significativa en las dos poblaciones, los animales testigo midieron 25.5 £ 2 cm y 26.5 + 2 c¢m los
tratados. Como los animales con SM aumentaron considerablemente de peso, quisimos corroborar que el corazon no sufridé cambios
estructurales por esta razon por lo cual pesamos el corazén y lo correlacionamos con el peso del animal. El peso del corazén no
sufrié cambios a pesar de que las ratas con SM engordaron, los corazones pesaron 2 + 0.1 g en los animales testigo y 2.1 + 0.08 g en

los animales con SM, ver la figura 14 y del apéndice la figura 2.

Figura 14. Datos metabolicos medidos en la rata. Panel superior grafica de CTGI del modelo de
ratas con 24 semanas de tratamiento, se observa alteracion en el metabolismo de la glucosa desde el
minuto cero. Panel inferior tabla resumen de las mediciones morfométricas. *.t de student para

datos no pareados p>0.05.



Parametros bioquimicas que presentaron los animales a las 24 semanas

En la semana 24 del tratamiento, los animales presentaron alteracion en la glucosa de ayuno porque tuvieron un incremento en la
glucosa del 21% comparado con la glucosa de los animales testigo. También los animales con SM presentaron dislipidemia es decir
que hubo un aumento en los triglicéridos y el colesterol mientras que el HDL-c¢ disminuyo, a este tiempo del tratamiento los

animales ya no presentaron hiperinsulinemia como los de la semana 8§ de tratamiento.
Curva de tolerancia a la glucosa

En la curva de tolerancia a la glucosa se observo alteracion en la glucosa ya que los animales con SM presentaron un aumento del
35% desde la glucosa basal o tiempo cero, después de la administracion los animales testigo tuvieron el pico maximo a los 15
minutos, lo mismo que los animales con SM, aunque estos presentaron glucosa por arriba de 300 mg/dL de alli y hasta el minuto 60
se mantuvo por arriba de 200 mg/dL. Para el minuto 90 y 120 disminuyé por debajo de la inicial hasta 110 y 115 respectivamente.
En los animales testigo para el minuto 60 ya habian disminuido hasta 118 mg/dL para el minuto 90 y 120 ya habia regresado al

estado basal, figura 14
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Figura 15 Variabilidad de la actividad eléctrica en el corazon de las ratas. Panel superior,
registro del ECG donde se observa una elevacion de la onda T. Panel inferior diagrama de Poincaré,

donde se observa un aumento en tanto en la SD1 como en la SD2.



Alteraciones electrofisiologicas en el modelo de rata de 24 semanas

Electrocardiograma

En los ECG de los animales testigo de 24 semanas se observd una disminucion en la FC comparada con la de los animales testigo
de 8 semanas, la FC a las 24 semanas fue de 237 + 1 latidos/minuto y a la semana 8 de 257 + 0.8 latidos/minuto. Ademas se
observaron cambios en la morfologia del ECG como alargamiento del segmento QT y un aumento en la amplitud de la onda S,
comparado con los ECG de los animales testigo de 8 semanas.

Por otro lado el SM provoco una disminucion en la FC mayor a esta edad que en los animales con SM de 8 semanas. Ya que los

animales con SM tuvieron una FC de 198 + 1 latidos/min también hubo cambios como una elevacion en el segmento ST del ECG.
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Figura 16 Mapeo y actividad eléctrica del nodo SA con 24 semanas de tratamiento. Panel
superior e inferior izquierdo, se observa que se conservaron las 4 poblaciones descritas

anteriormente. Panel derecho, la localizacion de la actividad eléctrica de las 4 poblaciones en el

tejido intacto se conservo.



Variabilidad de ritmo cardiaco

Al hacer el diagrama de Poincaré se observé que el intervalo de R a R se vuelve regular en los animales con SM, ya que el 50 % de
los datos hacen una linea recta con respecto al eje de SD2 ademaés increment6 el intervalo, por otro lado la dispersion que hay en el
eje SD1 es mayor. Los numeros fueron los siguientes: en animales testigo la SD1 fue de 7 + 0.4 y la SD2 fue de 28 + 1, mientras

que en los tratados la SD1 fue de 16 = 1 y la SD2 69 + 0.3, el coeficiente de la desviacion estdndar es de 0.4 en ambos grupos,
figura 15.
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Figura 17. Cambios en la actividad eléctrica por el SM. En el PA tipo I y II se observan cambios
en la amplitud y en tipo I en la DRPA al 60% en el tipo II incremento la pendiente de la fase 4 del
PA, en la tipo III disminuyo la DRPA al 90%. Se encontraron 2 tipos de actividades extras la silente

en amarillo y la de trenes en magenta.



Registro multicelular del nodo seno auricular

Al registrar el tejido multicelular a los 6 meses en animales testigo, estos mostraron las cuatro poblaciones descritas a los 2 meses,
la actividad eléctrica tipo I esta circunscrita en la vena cava superior y centro del tejido nodal. Los de morfologia tipo IL, Il y VI se
encuentran en todo el nodo SA, por lo que no hubo cambios en la topologia de la actividad eléctrica en el tejido y la morfologia del

PA entre el grupo testigo de las 24 semanas, comparada con las testigo de 8 semanas figura 16.

Cambios en el PA de las células del nodo SA en el tejido

Los cambios que se observaron en el PA del nodo SA de los animales con SM a las 24 semanas fueron: En las células tipo I se
registr6 un aumento en la amplitud los testigo tuvieron 65 + 3 mV, con SM tuvieron 71 = 5 mV, también en este tipo de PA se
registro una disminucion en la DRPA al 60% de 39 +£ 6 a 29 + 6 ms.

En las células transicionales tipo II hubo un aumento en la amplitud del PA, los testigos tuvieron 81 + 3 mV y los animales con SM
tuvieron 91 £ 6 mV, otro pardmetro que cambio fue la pendiente de la fase 4 en los testigo fue de 1.9 = 0.2 mV/ms y los animales
con SM de 5.8 + 2 mV/ms.

En la tipo III registramos una disminucion en la DRPA al 90% en los animales testigo fue de 80 = 5 ms y en los animales con SM

fue de 69 = 7 ms, figura 17.
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Figura 18 Incremento de colageno en el tejido nodal. En panel superior se muestran
microfotografias del tejido nodal, donde se observa un incremento de colageno en el tejido. En el
panel inferior se observa la grafica de cuantificacion de la tincidon de colageno. *t-student media +

desviacion estandar



Cambios en la matriz extracelular por el sindrome metabolico

Cabe mencionar el tejido nodal a los 6 meses con SM se hizo mas duro, ya que al registrar se rompia o tapaba muy facilmente el
microelectrodo. Lo que nos hizo pensar que habria mayor cantidad de tejido conectivo (colageno y elastina) en la matriz
extracelular por la edad del animal, aunque el nimero de microelectrodo rotos aument6 en los tejidos de los animales con SM,

ademas de acumuld mayor cantidad de lipidos infiltrados en el tejido nodal, figura 18.
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Figura 19 Variabilidad en el disparo del PA en el marcapaso y disminucion en la frecuencia
de disparo. Registro caracteristico de la actividad eléctrica del nodo SA se observa una
disminucién de la frecuencia de disparo panel superior. Diagrama de Poincaré donde se observa un

incremento en la dispersion de los intervalos R-R en los animales con SM.
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Por lo que al hacer la tincion para acidos grasos observamos en el nodo SA de los animales testigo un area de tincion de 0.05 mm
mientras que en los animales tratados, de 0.3 mm? es decir la infiltracion de lipidos en el nodo SA de los animales con SM
increment6 600%. El area de tincion colageno en el tejido nodal de los animales testigo fue de 0.125 mm?, mientras que en los

animales tratados fue de 0.26 mm?, el porcentaje de aumento fue de 200% figura 18.



Ademas en la actividad eléctrica se hallaron otros dos tipos diferentes de PA una a la que llamamos silentes y otra en trenes, este
tipo de morfologia no las podemos considerar como una actividad eléctrica "normal marcapaso", por lo que nosotros creemos que
esta actividad es por los cambios en la matriz extracelular. Es decir que el aumento de colageno e infiltracion de adipocitos en la
matriz del tejido nodal harian un bloqueo fisico de los PA tipo I hacia las células transicionales tipo II, III y IV, provocando la

remodelacion en la actividad eléctrica en el nodo SA de las ratas con SM [45].

Dinamica del potencial de accion del nodo seno auricular

Al analizar el diagrama de Poincaré de los intervalos de generacion de los potenciales de accion donde se incluyeron las 4
poblaciones, la dispersidon que presentaron los intervalos tanto en la cuantificacion de SD1 como en SD2, en los animales testigo fue
de SD1 =70 y SD2 = 144 con un coeficiente SD1/SD2 de 0.48, mientras que en el nodo SA con SM fue de SD1 =172 y SD2 =
376, con un coeficiente SD1/SD2 de 0.45, figura 18. De tal manera que en ambos casos se duplica la SD por lo que el coeficiente es
muy semejante en ambas condiciones de tratamiento.

La frecuencia promedio nodal de los animales testigo a las 24 semanas disminuy6 en comparacion con la frecuencia de disparo de
los animales con 8 semanas de tratamiento, por otro lado también se observd una disminucidn en los animales con SM comparado
con los animales testigo. La frecuencia de los PA a las 24 semanas en animales testigo fue de 171 + 50 eventos por minuto y en el

tratado de 105 + 10 eventos por minuto.
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Figura 20 Incremento de la infiltracion de lipidos en el tejido nodal. Se observa un
incremento en la infiltracion tanto en la matriz extracelular alrededor de los miocito como en los
miocitos (panel superior). En el panel inferior se muestra la cuantificacion de los lipidos

infiltrados. *t-student media + desviacion estandar.



El sindrome metabdlico modifica las corrientes nodales marcapaso y las repolarizantes

Las células nodales utilizadas tuvieron una capacitancia de 75 + 5 pF en los animales testigo, en los animales con SM tuvieron 70 +
5 pF. La maxima densidad de corriente If fue al voltaje de -120 mV en los animales testigo fue de 0.5, en los animales con SM fue
de 0.35 pA/pF, la inversion de la corriente fue a -40 mV. Las corrientes marcapaso Iy e Ig; sufrieron una disminucion en su

densidad de corriente sin diferencia significativa, figura 21.

En el registro del PA del tejido intacto de los animales con SM se reporté un incremento en la amplitud, por lo cual decidimos
registrar la corriente I, al hacer la curva corriente contra voltaje se hall6é una disminucion en el voltaje de maxima corriente a los 50
mV. La I, de los animales testigo fue de 0.37 pA/pF y en las células de animales con SM fue de 0.27 pA/pF, la disminucion en la

densidad de corriente se observa desde los voltajes de -10 hasta 50 mV, figura 21.
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Figura 21. Reduccion de las corrientes Iy, Is € Ist en las células de los animales con SM con 24 semanas de tratamiento.
Curvas corrientes contra voltaje de Ir donde hay una reduccion de la corriente con diferencia significativa en los voltajes de -60 a -
120 mV, A. Mientras que en la corriente Iy B (panel inferior izquierdo) se observa una reduccion en la corriente sin diferencia
significativa. En el inciso C se observa una familia de la corriente I, en el panel superior derecho o D se muestra la curva IV de la

corriente de potasio Ito donde se registro una reduccion en la corriente a partir de los voltajes de -10 a 50 mV en las células de los

animales con SM.



Discusion

La sacarosa produce sindrome metabdlico

El tratamiento de sacarosa al 20% en el agua de beber por 8 semanas es suficiente para desarrollar un modelo con SM, cuyos signos
son semejantes a los que se presentan en el humano. Este modelo presenta la ventaja de que la ratas Wistar no tienen la carga
genética para el desarrollo de diabetes, ni las variantes en la alimentaciéon como en los humanos.

El SM inducido en las ratas produce alteracion en el metabolismo de la glucosa, similar al que se produce en los humanos ya que el
deterioro es progresivo. Siguiendo los criterios de la ECDCD ' y segun los resultados mostrados los animales de 8 semanas tienen
alteracion en el metabolismo en la glucosa de ayuno mientras que los animales de 24 semanas ya presentan intolerancia a la
glucosa, ver figura 6 y 14 [26].

La remodelacion que tiene el corazon en los pacientes con problemas metabdlicos esta atribuida en general a los dafios en el sistema
vascular, sobre todo esta relacionado con la hipertension [26,27], los animales con SM en este trabajo solo presentan una discreta
hipertension [37], por lo cual este dato no se relaciona con la alteracion eléctrica en el nodo de los animales con SM. Por lo que la
alteracion en el metabolismo de la glucosa es el origen de los cambios eléctricos sobre el nodo SA.

En los animales de 24 semanas de tratamiento se observa mejor la dislipidemia ya que a este tiempo, aumenta la concentracion de
los triglicéridos en plasma, este hecho incrementa la probabilidad de padecer diabetes mellitus y enfermedades cardiovasculares.

La dislipidemia junto con la discreta hipertension que presentan los animales con SM podrian provocar hipertrofia ventricular
cardiaca, por lo cual se pesoé el corazén y se midieron los ventriculos, corroborando asi que la mediana hipertension [37] no cambia
el tamafo de los ventriculos (véase figural del apéndice) es decir que la cambios en la actividad eléctrica que observamos en este

trabajo son independientes de las posibles enfermedades vasculares [46].

El sindrome metabdlico provoca arritmias cardiacas

La frecuencia cardiaca (FC) es un parametro que nos indica el funcionamiento del corazon, conforme avanza la edad del individuo
la FC va disminuyendo [47]. Como se observo en los resultados las ratas de 8 semanas con SM tuvieron una FC similar a la causada
por el envejecimiento en los animales testigo de 24 semanas y en los animales tratados a ese tiempo el SM exacerb¢ la bradicardia.
Ademas se observan arritmias ventriculares probablemente provocadas por los cambios en el ritmo cardiaco [48], ya que se
presento la bradicardia pero no hubo alargamiento del intervalo QT del ECG, pero si un alargamiento en el intervalo PR, por lo que
proponemos que la bradicardia presente en los animales con SM es por la disminucion en la frecuencia de disparo espontanea vista
en el nodo SA intacto.

La elevacion descrita en el segmento ST del ECG de los animales testigo a las 24 semanas, puede ser por la repolarizacion precoz o

temprana de los ventriculos, este fendmeno sucede fisioldgicamente en algunos pacientes sin causar arritmias mortales [49].

Cambios el ritmo sinusal por el sindrome metabolico

Los cambios que produce el SM sobre la morfologia de los PA transicionales permite una semejanza con los PA centrales, ademas
los PA transicionales se encuentran en areas donde solo se hallaban las células centrales. Este fenomeno puede generar la confusion
de que los PA centrales aumentan y migran hacia otras areas cambiando el sitio marcapaso como lo describid Boyett y cols. para
ratas con envejecimiento. Sin embargo lo que nos ayuda a esclarecer la confusion es la caracterizacion de la actividad eléctrica, que
nos permite diferenciar particularmente entre PA centrales y aunque el SM produzca grandes cambios morfoldgicos sobre el PA.
Entonces con nuestros resultados demostramos que solo cambi6 la morfologia del PA sin cambiar el sitio marcapaso [43], estos
cambios incrementan la probabilidad de arritmias supra ventriculares.

Otros cambios presentados en el tejido nodal por el SM que contribuyen al aumento de arritmias supra ventriculares como sindrome
del nodo enfermo y fibrilacion auricular [50,51] fueron la disminucion en la frecuencia de disparo, la variabilidad del disparo
espontanea y el incremento de la desviacion estandar, también estos resultados nos sugiere que las arritmias ventriculares

observadas en el ECG inician desde el nodo SA.
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Otras células que se vieron afectadas por el SM fueron los fibroblastos estas son células de soporte que hacen posible una
restauracion rapida de la matriz extracelular, también son imprescindibles para la propagacion eléctrica. En el nodo SA, los
fibroblastos que estan alrededor de los cardiomiocitos forman un patréon de propagacion del disparo Gnico anisotrdpico [52], que se
da a través de una abundante presencia de conexinas entre los cardiomiocitos y fibroblastos [53,54]. Segun la evidencia presentada
en este trabajo es que la matriz extracelular efectivamente juega un papel importante en la propagacion del PA en el tejido nodal. El
incremento del colageno en la matriz no solo genera fibrosis en el tejido si no que cambia los patrones de disparo de los PA.
Ademés los lipidos infiltrados en el tejido nodal también podrian generar un cambio en el patréon de disparo y en la propagacion de
la actividad eléctrica de las células centrales hacia las periféricas, aumentando la probabilidad de arritmias de reentrada sinusales,
generadas por focos ectopicos en nodo y tejido auricular. La acumulacion de colageno y lipidos en la matriz extracelular del tejido
nodal forma una barrera fisica que puede generar bloqueos de la propagacion de PA del nodo hacia las auriculas provocando
extrasistoles auriculares que se propagan hasta los ventriculos incrementando la probabilidad de la génesis de una arritmia por
cambio en el patron de propagacion [55] como las observadas en los animales con SM.

Los fibroblastos con senales adecuadas, como un incremento en la concentracion de insulina, pueden producir adipogénesis [56]
entonces donde antes habia tejido de conduccion (fibroblasto con fibroblasto o fibroblasto con cardiomiocito) ahora hay tejido no
conductor (fibroblasto y adipocito) que no permite la propagacion adecuada del PA, produciendo de esta manera la barrera fisica
antes mencionada.

El patron de disparo y la propagacion del PA en el nodo SA sigue la teoria de dos osciladores acoplados, el primer oscilador (zona
central) que comanda al segundo (zona transicional), la propagacion de la actividad es en forma craneal (eliptica) [5], si el origen y
la frecuencia del oscilador primario cambia, genera nuevos patrones de disparo en el oscilador secundario [55] como focos
ectopicos, el desacoplamiento de los dos osciladores genera bloqueos en la propagacion de tal manera que cada célula iniciaria su
propio ritmo figura 8 y 15 como consecuencia un nuevo patréon de disparo [55] generando nuevos osciladores desacoplados. Al no
propagarse la sefal nos daria como consecuencia una disminucion en la frecuencia de disparo nodal por lo tanto una disminucién en
el ritmo cardiaco.

En el modelo de 24 semanas la disminucién en la frecuencia de disparo por bloqueos en el nodo SA de los animales con SM, lo
atribuimos al aumento de coldgeno por la edad mas el incremento de colageno por el tratamiento, tal fue el cambio en la matriz
extracelular que se produjeron zonas donde la actividad era “silente”, es decir que aunque se le colocara un estimulo externo no era
excitable en esa zona (figura 17). La morfologia de PA de trenes que registramos en el nodo SA de animales con SM creemos que
es por el incremento en la infiltracion de lipidos en la matriz extracelular y el cambio en el acoplamiento entre el miocito con

fibroblasto a miocito con adipocito.

Cambios en la actividad eléctrica en célula Gnica

Tradicionalmente la corriente marcapaso es la corriente I¢ [57], pero ahora se sabe que la corriente I e Ix; también juegan un papel
importante en la actividad eléctrica espontanea del nodo SA en rata [58]. Pero recientes investigaciones nos dan a otro mecanismo
importante a considerar que es el reloj de calcio relacionado con la corriente de calcio tipo L. Los cambios en la pendiente de la fase
4 pueden ser por cambios intrinsecos en las corrientes Ik, I € Iro por los cambios en la matriz extracelular que sufrié el tejido de
los animales con SM.

La infiltracion de &cidos grasos que generan la barrera fisica, desacoplan las células promoviendo la generacion de PA en las zonas
de propagacion, de tal manera que se genera en los PA transicionales un aumento en la pendiente de la fase 4. La aparicion de la
pendiente en estas células genera un nuevo oscilador tomando su propio ritmo de disparo. El incremento en la pendiente de la fase 4
nos hizo pensar que tendriamos un incremento en las corrientes I e If 0 una disminucion en la corriente Iy, porque se ha reportado
que cuando la densidad de la corriente Iy; es muy grande, mimetiza a la corriente marcapaso Iy, y como se reportd en este trabajo
efectivamente encontramos un incremento tanto en I como en Ir sin cambios en Ik en las células de los animales con SM.

Por otro lado, se ha propuesto que el aumento de acidos grasos incrementa la densidad de corrientes hiperpolarizantes [59],
entonces como se observo en el nodo SA de las ratas con SM hay 300 veces mas infiltracion de 4cidos grasos, ese podria ser la otra
razoén por lo cual incrementaron la densidad de las corrientes por lo tanto la pendiente de la fase 4. También el aumento de la
inervacion regula la corriente Iy la Iy en ambos casos las aumenta.

En el modelo de 8 semanas con SM tienen hiperinsulinemia, lo cual podria inducir la activacion de PKC regulando a la alta la
corriente Iy, ademds podria activarse el diacil glicerol y el 1, 4, 5 inositol trifosfato los cuales regulan el calcio intracelular regulando
a la alta la corriente I. Otro elemento que nos indicaria que el calcio intracelular estd viéndose afectado es la disminucién en la

velocidad maxima de despolarizacion del PA en las células centrales del nodo SA.



Tanto el incremento en la pendiente de la fase 4 como el aumento de las dos corrientes marcapaso nos daria como resultado un
incremento en la frecuencia de disparo en el nodo SA, sin embargo en promedio la frecuencia disminuyo, este resultado aunque
parece contradictorio se explicaria con el desacoplamiento de los dos osciladores, por el cambio en la morfologia del PA o por el
cambio de ritmo. Ademas del aumento en colageno juega el papel de aislante en el nodo SA, produciendo de esta manera bloqueos
en la propagacion del PA dando como resultado la disminucion de la frecuencia cardiaca.

En los animales de 24 semanas con SM creemos que el aumento en la amplitud del potencial de accion producto de la disminucidon
de la corriente de potasio I, disminuye la DRPA produciendo la disminucion de la frecuencia de disparo [23] nodal. Por otro lado
se sabe que al disminuir la I;,s €l corazon presenta menor vulnerabilidad de presentar taquicardias ventriculares [60], lo que nos hace
suponer que es un mecanismo de defensa por el aumento de probabilidad de arritmias.

Se tiene que remarcar que en la semana 8§ de tratamiento los animales con SM no presentaron cambios en la amplitud del PA por lo
que no fue necesario el registro de la corriente Iy, a este tiempo. Este Gltimo punto nos indicaria que el SM afecta a diferentes

niveles el tejido nodal del corazon logrando remodelar tanto la propagacion y morfologia de la actividad eléctrica cardiaca.



Conclusiones

Este trabajo fue el parte aguas para destacar que la arritmias ventriculares mortales puede tener su origen en el nodo SA y

propagarse hacia auriculas hasta a llegar a ventriculo [61].

1. La actividad eléctrica del nodo SA es diferente en la rata, con respecto al conejo que es la especie mas estudiada, pero
funcionalmente es muy semejante a la del humano, ya que cualquier alteracion en la actividad eléctrica es suficiente para
generar arritmias.

2. El modelo animal permiti6 estudiar los cambios intrinsecos de la actividad eléctrica del marcapaso natural, independiente de
los cambios vasculares.

3. También permitio observar la remodelacion en la actividad eléctrica en el curso temporal del SM.

4. Por otro lado el SM produce cambios morfologicos funcionales, que remodelan la actividad eléctrica del nodo SA dando
como resultado un incremento en la susceptibilidad a sufrir arritmias sinusales que pueden propagarse y dar origen a
arritmias letales.

5. La disminucién del ritmo cardiaco "bradiarritmia" producida en el nodo SA, se propaga hacia las auriculas y ventriculos
provocando tanto arritmias supraventriculares como ventriculares.

6. El SM no solo produce en el nodo sinusal remodelacion eléctrica, si no también remodelacion en la matriz extracelular, lo
que nos sugiere que ambas remodelaciones nos aumentan la probabilidad de arritmias.

7. Los cambios tanto eléctricos como morfoldgicos en el nodo sinusal aumentan la probabilidad de arritmias de reentrada que
pueden terminar en muerte sibita, aunque no se incluy6 en los resultados hubo un 5% de deceso en los animales con 24
semanas de tratamiento sin causa aparente.

8. Este trabajo es el inicio de la busqueda de los cambios que produce el SM sobre el marcapaso natural del corazén y los
mecanismos por los cuales se producen esos cambios.

9. Finalmente se demuestra que esta presente la corriente Iy, en el potencial de accion del nodo SA de la rata.
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Apéndice

Tabla Al.Soluciones utilizadas para el registro de la actividad eléctrica del nodo seno auricular. Soluccion-Briie (KB), solucion

externa normal (SEN), solucion calcio-cobalto (CaCo).

Sal, droga Tyrode Tyrode Tyrode KB CaCo SEN (mM) | Interna
multicelucl célula Cat2 (M) (M) (M)
ar (mM) (M) (M)
NaCl 124 118 118 136 136
KCl1 54 54 54 40 4 4 40
MgCl, 1.05 1.05 1.05 2 2
NaHCO, 24 24 24
NaH,PO, 0.42 0.42 0.42
glucosa 11 11 11 11 11
CaCl, 1.8 1.8 0.1 1.8
taurina 10 10 20
Glutamato de potasio 80
HEPES 10 10 10
Creatina 0.5
EGTA 10 10
MgS0, 5 1
KH2PO, 10 10
Acido succinico 10
CoCly 0.5
Na,-ATP 3
Na-GTP 0.2
Agpartato de potasio 80

Tabla A2. Parametros medidos para la caracterizacion electrofisiologica del PA del nodo SA en tejido intacto

Parametros del Potencial de
accioén

Pendiente de la fase 4
(uV/ps)

Voltaje minimo(mV) -64£8 -72+ 5% 74%£5% 79+ 6**
Voltaje maximo (mV) 9+11 10+5 18+ 5** 24+ 7H¥*
Amplitud (mV) 71£18 82£5 92+7*%* 104+ 6%**
DRPA 10% (ms) 6+3 5+ 3% 3+ 1% 24+ 1%
DRPA 30% (ms) 1847 14+6 10+4* 9+ 4%+
DRPA 60% (ms) 47+12 37+12* 31+9*%% 25+ J1%**
DRPA 90% (ms) 104 + 25 98+ 19 82+ 19** 77 +£13**
Voltaje umbral (mV) -58+11 -68+13* -73 £ 5% -77 £ 9%
Maxima velocidad de 31+£16 80+ 14* 127+ 14** 179+ 18***
despolarizacion (mV/ms)

Frecuencia (eventos/min) 133+49 156+ 32 166+ 40* 170+ 11*
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Figura S1. Comparacion del tamafio del corazon. Grafica del peso de corazon a las 24 semanas
no incremento el peso del corazdn, cortes coronales de la base de los ventriculos donde se observa

que no hubo incremento en la masa muscular.
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