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l.Introduccién

La funcion del corazén es contraerse y bombear sangre oxigenada hacia la aorta y
sangre desoxigenada hacia la arteria pulmonar. Para lograr este objetivo, un
corazén humano debe latir de forma regular y continua durante toda la vida. Los
latidos del corazon se originan de la descarga ritmica del nodo seno auricular (NSA).
En la ausencia de influencias hormonales o nerviosas extrinsecas, el NSA presenta
una frecuencia de alrededor de 100 Ipm. La frecuencia y el gasto cardiaco, sin
embargo, deben variar en respuesta a las necesidades de las células del cuerpo
para oxigeno y nutrientes en diferentes condiciones. Con el fin de responder
rapidamente a las necesidades cambiantes de los tejidos del cuerpo, la frecuencia
y contractilidad cardiaca son reguladas por el sistema nervioso, hormonas y otros
factores.

En ausencia de estimulos externos, el corazén cuenta con un sistema eléctrico y de
conduccién intrinseco especializado capaz de generar y propagar impulsos
eléctricos de manera ordenada por todo el miocardio, provocando su
despolarizacion y por ende su contraccion. Esta propiedad cardiaca denominada
automatismo, la presentan todas las células cardiacas, aunque de forma normal, las
células del NSA son capaces de generar oscilaciones periddicas de su potencial de
membrana, por lo que se denominan células "marcapasos” (Mangoni y Nargeot,
2008). ElI NSA determina el ritmo y frecuencia cardiaca intrinseca debido a que su
velocidad de generacion y disparo del impulso eléctrico es mayor al del resto de las
células cardiacas (von Borell y cols., 2007).

En comparacion con el resto del sistema de conduccion, el NSA genera la

automaticidad intrinseca mas rapida, inhibiendo la automaticidad del nodo



auriculoventricular (NAV) y la red de fibras de Purkinje. Sin embargo, en caso de
falla del NSA, el NAV puede asumir el papel de marcapasos dominante (Dobrzynski
y cols., 2013).

La generacion del evento eléctrico en las células marcapasos es debida a la
despolarizacion diastélica, una fase lenta de despolarizacién espontanea del
potencial de accion. Durante esta fase el potencial de membrana se vuelve menos
negativo progresivamente hasta que alcanza el umbral para la activaciéon de un
nuevo potencial de accion. La longitud del periodo del potencial de accién del NSA
determina la frecuencia cardiaca (Mesirca y cols., 2015). A nivel celular, diferentes
clases de canales i6nicos, contribuyen a la generacion y regulacion de la
automaticidad, pero sus respectivos papeles funcionales e interacciones no estan
en el alcance de esta tesis.

Finalmente, el potencial de accion generado en el NSA es propagado hacia la
auricula derecha, hacia la auricula izquierda por el haz de Bachman y hacia el NAV
por las vias internodales donde se genera un retraso en la conduccion.
Posteriormente el potencial de accién sera transmitido del NAV hacia la masa
ventricular a través del sistema His-Purkinje con lo cual se inducird la contraccion
ventricular y eyeccion sanguinea hacia las arterias. El siguiente ciclo cardiaco estara
en funcion de la velocidad de disparo del NSA, hecho que determinaré el valor de
la frecuencia cardiaca.

La actividad eléctrica cardiaca se visualiza a través del registro del
electrocardiograma (ECG). En un registro de ECG normal, la onda P refleja la
despolarizacion auricular, el complejo QRS refleja la despolarizacion ventricular y la

onda T refleja la repolarizacion ventricular (Gordan y cols., 2015).



En un sujeto sano la FC en reposo presenta valores de 60-90 latidos/minuto, es
decir, valores que difieren de los impuestos por el NSA. Esta diferencia se debe a
que el NSA se encuentra bajo la regulacion del sistema nervioso autonomo (SNA)
a través de la accién conjunta del sistema nervioso parasimpético (SNP) y del
sistema nervioso simpético (SNS) (Rajendra y cols., 2006, Gordan y cols., 2015).
Por lo tanto, la FC de una persona sana bajo condiciones de reposo representa las
interacciones netas entre la regulacion parasimpatica, la cual reduce la FC y la
simpética, la cual la aumenta, con un predominio de la influencia parasimpéatica
(Hainsworth y cols., 1995). El proceso mediante el cual el SNA modula la FC se
denomina regulacion extrinseca de la frecuencia cardiaca y se pone de manifiesto

a traves del baroreflejo arterial.

1.1 Sistema nervioso autbnomo.

El sistema nervioso simpatico es el componente del SNA que se encarga de
controlar la respuesta del cuerpo humano a situaciones de estrés o de emergencia
(también conocida como la respuesta de "lucha o huida"), mientras que el sistema
nervioso parasimpatico es generalmente responsable de la funcion basal del 6rgano
(Gordan y cols., 2015). A diferencia del sistema nervioso somatico, donde una sola
neurona originada en la médula espinal normalmente conecta al sistema nervioso
central y un muasculo esquelético mediante una unién neuromuscular, las vias
simpéticas y parasimpaticas se componen de una cadena de dos neuronas; una
neurona pre ganglionar y una neurona pos ganglionar.

En el sistema simpatico, los nervios se originan de la region toracolumbar de la

médula espinal (T1-L2) e irradian hacia los 6rganos diana. En contraste, los nervios



del sistema parasimpatico se originan dentro del mesencéfalo, puente y bulbo
raquideo ademas de la region sacra (nervios espinales sacros S2-S4) de la médula
espinal. Mientras que los nervios simpdéticos utilizan una neurona pre ganglionar
corta seguida de una neurona pos ganglionar relativamente larga, los nervios
parasimpéaticos (por ejemplo, el nervio vago, que lleva alrededor del 75 por ciento
de todas las fibras parasimpaticas) tienen una neurona pre ganglionar larga, seguida
de una neurona pos ganglionar corta (Gordan y cols., 2015).

El SNA, controla la contraccion del masculo cardiaco, actividades viscerales y las
funciones glandulares del cuerpo; especificamente a nivel cardiaco, regula la
frecuencia cardiaca y la presion arterial.

En el sistema cardiovascular, la regulacién autonémica ejercida por las neuronas
simpéticas y parasimpdticas ejerce efectos antagonicos en el corazon. El sistema
nervioso simpatico libera noradrenalina (NA), mientras que el sistema nervioso
parasimpatico libera acetilcolina (ACh). La estimulacion simpéatica aumenta la
frecuencia cardiaca y la contractilidad del miocardio. En contraste, la estimulacién
parasimpatica disminuye la frecuencia cardiaca. La mayoria de los vasos
sanguineos, carecen de inervacion parasimpatica, por lo que una disminucion de la
estimulacién simpética permite la vasodilatacion. Durante el reposo, al dormir o bajo
tranquilidad emocional, el sistema nervioso parasimpatico predomina y controla la
frecuencia cardiaca en un ritmo de 60-75 Ipm. En un momento dado, el efecto del
SNA en el corazon es el saldo neto entre las acciones opuestas de los sistemas

simpatico y parasimpatico.



Regulacion Extrinseca de la Frecuencia Cardiaca.

El sistema cardiovascular se encuentra sujeto a una precisa regulacion refleja la
cual busca mantener un valor de presion arterial constante para el suministro
adecuado de sangre oxigenada al cerebro y a los distintos tejidos bajo un amplio
rango de circunstancias (Purves y cols., 2001). Este proceso se consigue mediante
una continua modulacién de la FC y del tono vascular a través del SNA, el cual
integra informacion mecanica y quimica aferente y responde modificando la
actividad del SNS y del SNP sobre el corazén y los vasos sanguineos (Albaghdadi,
2007, Gordan y cols., 2015). El reflejo baroreceptor o baroreflejo desempeia un
papel vital en la regulacion de la funcion cardiovascular. La informacion mecénica
proviene de los baroreceptores localizados en el cayado adrtico y en el seno
carotideo, los cuales detectan variaciones de la presion arterial. Ante algdn cambio
de presion, los baroreceptores generan descargas aferentes hacia el sistema
nervioso central, el cual responde modificando el tono vascular y la FC mediante

respuestas eferentes autonémicas.

El incremento en la presion arterial sistémica activa a los baroreceptores cuando
son distendidos y entonces se incrementa la descarga aferente de potenciales de
accion al nucleo ventrolateral rostral del bulbo raquideo que propaga la sefiales a
través del SNA, ajustando la resistencia periférica total a través de vasodilatacion
(inhibicion simpéatica) y la reduccion de gasto cardiaco mediante regulacion
inotropica y cronotrépica negativa del corazén por la activacion parasimpatica
(Gordan y cols., 2015). Caso contrario se presenta ante una caida de la presion

arterial, donde los baroreceptores responden reduciendo las descargas aferentes,



a lo cual el SNA responde aumentando la modulacion simpética e inhibiendo a la
parasimpéatica con el consiguiente efecto cronotrdpico e inotrépico positivo, ademas
del incremento de la resistencia vascular (Lanfranchi y cols., 2002), que dan lugar
al retorno de la presion arterial a su valor inicial. Durante una disminucion de
presion, también se activan baroreceptores localizados dentro de las venas cavas y
venas pulmonares. Este sistema de receptores da como resultado la liberacion de
la hormona antidiurética y la activacion del sistema renina-angiotensina-
aldosterona. El consiguiente aumento en el volumen de plasma sanguineo entonces
resulta en aumento de la presion arterial. El reflejo también involucra a los
receptores de estiramiento situados dentro de las auriculas; como los
mecanoreceptores en el arco adrtico y senos carotideos, los receptores auriculares
se activan cuando son distendidos, sin embargo, tras su activacion, los receptores
en las auriculas aumentan la frecuencia cardiaca a través de mayor activacion
simpética, por lo tanto aumentando el gasto cardiaco y disminuyendo la presién
causada por el volumen de sangre creciente en las auriculas (Hakumaki, 1987).

Por otro lado, los cambios en la pO2 y en el pH son detectados por los
quimiorreceptores localizados principalmente en el seno carotideo. Ante una
situacién de hipoxemia, los quimiorreceptores generan descargas aferentes hacia
el SNC, el cual responde aumentando el tono simpatico en vasos sanguineos y el
tono parasimpatico sobre el corazon (Kara y cols., 2003). Entonces, el SNA, en
respuesta a la informacion procedente de los baroreceptores y quimiorreceptores
periféricos mantiene la presion sistémica sin fluctuaciones criticas que pudieran
resultar en algun evento cardiovascular o cerebrovascular (Lanfranchiy cols., 2002).

En la figura 1, se esquematiza la via por la cual el SNA regula la FC y la



contractilidad cardiaca en funcién a la informacidon recaudada a través de los

distintos sistemas de receptores.
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Figura 1. Regulacion extrinseca de la Frecuencia Cardiaca. La informacion de los cambios
detectados en el sistema de receptores que viaja por vias aferentes, convergen en el nacleo
del tracto solitario. La respuesta eferente, alcanza al corazon, determinado los cambios
necesarios para mantener la homeostasis del sistema cardiovascular. Modificada de Purves
y cols. 2001.

1.2.1 Modulacién autonémica de la Frecuencia Cardiaca.
Las fibras del SNS que se dirigen hacia el corazén se originan en el asta intermedio
lateral de los segmentos toracicos superiores (T1-T5). Los receptores simpaticos, al

igual que los parasimpaticos son conocidos por ser receptores acoplados a



proteinas G (GPCR). En el corazon, la via de sefializacién proteina G-AMPc-PKA
interviene en el control catecolaminérgico sobre la frecuencia y contractilidad
cardiaca (Gordan y cols., 2015). La activacion eferente del SNS provoca la
liberacién de NA sobre los receptores 1 localizados en las células marcapasos del

NSA. La union ligando receptor, activa a la proteina G (Gs) causando un cambio
conformacional en la proteina Gs, por lo que la subunidad as se une a la adenilato
ciclasa. Luego la activacion de esta enzima cataliza la conversion de ATP a
adenosin monofosfato-3",5 ciclico (AMPc). Este segundo mensajero provoca un
cambio conformacional de la proteina quinasa A (PKA) con su consiguiente
activacion, la cual fosforilard canales de Ca?* tipo L, favoreciendo la corriente
entrante en las células marcapaso. Adicionalmente, el AMPc se une directamente a
canales ionicos responsables de la corriente I, aumentando la frecuencia cardiaca
(DiFrancesco y Tortora; Gordan y cols., 2015). Esta serie de eventos aumentan la
pendiente de despolarizacién del potencial de accion del NSA, lo que resulta en el
aumento de la velocidad de disparo y por lo tanto de la FC (Triposkiadis y cols.,
2009). En la figura 2 se detalla la via noradrenérgica por la cual se genera un
aumento de la FC.

Las fibras del SNP se originan en el ntcleo ambiguo, en el nicleo del tracto solitario
y en el ndcleo dorsal motor. Los efectos inducidos por la estimulacion parasimpatica
sobre el corazon resultan de la activacion de los receptores muscarinicos Mz. La
ACh se une a receptores Mz activando proteinas G inhibitorias (Gi) causando un
cambio conformacional en la subunidad Gi, entonces la subunidad Gai se une e

inhibe a la adenilato ciclasa.



Figura 2. Via de sefializacion simpatica y parasimpatica sobre el NSA. La activacién del
receptor 31 por la NA, induce la formacion del AMPc a través de la adenilato ciclasa. La activacion
de la PKA que a su vez fosforila canales de Ca?* tipo L determina el incremento en la corriente
entrante de calcio, favoreciendo el aumento de la FC. La activacion del receptor M2 por la Ach,
disminuye la formacién de AMPc; ademas favorece la activacion de la corriente lkach, favoreciendo
la hiperpolarizacion celular; esta via induce la disminucion de la FC. Tomada de Gordan y
cols..2015

La inhibicion de la PKA resultante, ejerce un efecto contrario al de la estimulacion
simpatica sobre los canales de Ca?*, proteinas y maquinaria contractil. La activacion
eferente del nervio vago produce liberacion de Ach que al unirse al receptor M2 en
el NSA, abre canales de potasio muscarinicos (IKach) generando una corriente
saliente de K* (Krapivinsky y cols., 1995), esta corriente hiperpolarizante se opone
a la corriente marcapasos de entrada. Al mismo tiempo se inhibe la via de
sefalizacion del AMP¢, lo que provoca una disminucion de la pendiente de

despolarizacion del potencial de accion del NSA debido al decremento de la entrada



de Ca?* a través de los canales de Ca?* tipo L. El resultado final es la disminucion

de la FC (Olshansky y cols., 2008).

1.2.2. Regulacién autonomica cardiaca y la variabilidad de la frecuencia
cardiaca

En la antigliedad, en la cultura china, se sabia que, cuando un anciano presentaba
un pulso muy regular, era inequivoco de que le quedaban pocos dias de vida. Hoy
en dia se consideraria a este cuadro como neuropatia autonémica cardiaca. La
frecuencia cardiaca es un evento fisiolégico que no presenta un valor fijo o
estacionario; mas bien, se considera como una sefial oscilante dependiente de las
interacciones entre las fibras simpaticas y parasimpaticas sobre el marcapasos
cardiaco (Kleiger y cols., 2005, Rajendra y cols., 2006). Esta caracteristica se
conoce como variabilidad de la frecuencia cardiaca (VFC) y se define como la
variacion en el intervalo RR entre latidos cardiacos consecutivos. En la época
moderna, la relevancia clinica de la VFC fue apreciada por primera vez por Hon y
Lee en 1965 al notar que la muerte fetal era precedida por alteraciones en los
intervalos entre latidos cardiacos sucesivos. La influencia autonoma sobre la VFC
se pone de manifiesto al bloquear tanto la modulacion simpéatica como la
parasimpatica sobre el marcapaso cardiaco. La administracion intravenosa de
propanolol seguida por la administracion de atropina en sujetos sin ninguna
alteracion cardiaca, elimina la VFC (Goldberger, 1999). De acuerdo al consenso de
Toronto, el andlisis de la VFC mediante la variacion de los intervalos RR del
electrocardiograma es una herramienta no invasiva util y especifica que evalua el

estado general del SNA y es un indicador precoz de la neuropatia autonémica
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cardiaca (NAC) con utilidad especial para la identificaciébn de pacientes con riesgo
de sufrir eventos cardiovasculares adversos (Billman y cols., 2011).

Para evaluar la presencia de NAC se utilizan al menos 7 parametros: analisis
espectral en bandas de muy baja frecuencia (VLF), de baja frecuencia (LF) y alta
frecuencia (HF) y cuatro pruebas propuestas por Ewing, frecuencia cardiaca como
respuesta a la maniobra de Valsalva, a la respiracion profunda, al cambio de
posicion a bipedestacion y la respuesta de la presion arterial al adquirir la posicién
de bipedestacion (Gutiérrez y cols., 2012; Monteiro y cols., 2014).

El analisis de la VFC se lleva a cabo por diversos métodos, siendo las medidas en
el dominio del tiempo y en el dominio de la frecuencia las técnicas mas empleadas
a nivel clinico y experimental. Asimismo se han venido utilizando medidas no
lineales, dada la naturaleza no estacionaria de la FC, entre los que destaca el
método no lineal de Poincaré. El analisis espectral y en el dominio del tiempo son
muy sensibles ya que los cambios en la VFC pueden ser registrados antes que las

alteraciones de los reflejos cardiovasculares sean evidentes.

1.2.3. Indicadores de la variabilidad de la frecuencia cardiaca.

Andlisis en el dominio del tiempo. A partir de un registro electrocardiografico
continuo con una duracibn minima de 5 minutos se obtiene una representacion
gréfica de la VFC en el dominio del tiempo. En este grafico denominado tacograma,
se grafican los intervalos RR o la FC instantanea en funcion del tiempo (Figura 3);
el grafico se caracteriza por su dispersion, la cual es directamente proporcional a la
VFC (Rodas y cols., 2008). Ademas del tacograma, se utilizan los indices del

dominio del tiempo para la cuantificacion de la VFC. Estos indicadores meramente
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estadisticos son, la desviacion estandar de los intervalos RR (DERR) y la raiz
cuadrada de la media de las diferencias entre intervalos RR sucesivos al cuadrado
(RMSSD). La DERR refleja todos los componentes responsables de la variabilidad
en un periodo, es decir refleja la VFC total; el indice RMSSD, estima las variaciones
latido a latido reguladas por la actividad vagal (von Borell et al 2007).

Se debe enfatizar que la varianza se incrementa conforme a la longitud del trazo
electrocardiografico analizado. Por consiguiente, en la practica, es inapropiado
comparar medidas de DERR obtenidas de registros de distinta duracion; por ello la
duracion del registro utilizado para calcular las variables en el dominio del tiempo
ha sido estandarizado y dividido en registros de corta duracion (5 minutos) y de larga
duracion (24 horas) (Task Force of The European Society of Cardiology and The

North American Society of Pacing and Electrophysiology, 1996).

Andlisis en el dominio del tiempo. El analisis de la VFC en el dominio de la frecuencia
consiste en descomponer el tacograma en ondas mas simples que lo conforman,
las cuales difieren entre si en cuanto a amplitud y a frecuencia. Con la frecuencia
se logra identificar el componente mientras que con la amplitud se cuantifica la
contribucion de cada componente sobre la FC. Kitney y cols., en 1980 fueron los
primeros en utilizar y describir el poder espectral de la FC. Sus estudios fueron
llevados al cabo en personas sanas y se lograron identificar tres picos a distintos
rangos de frecuencia. El primero se localiza en un rango de frecuencias <0.04Hz, el
segundo se aprecia cerca de 0.1Hz y el ultimo se observa en un rango de

frecuencias >0.15Hz (Figura 3). En el trabajo referido se demuestra ademas, que
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tanto la frecuencia como la amplitud de los picos cambian constantemente en

respuesta a perturbaciones hemodinamicas.

Figura 3. Analisis de la VFC. A laizquierda, se observa el tacograma de la FC. A la derecha,
se observa la descomposicion del intervalo RR. Se identifican tres componentes de
frecuencia, componente de muy baja frecuencia (0- 0.04Hz), de baja frecuencia (0.05- 015Hz)
y de alta frecuencia (>0.15Hz). Modificada de Saul y cols., 1990.

La regulacion del SNA a través de sus ramas simpaticas y parasimpaticas sobre el
NSA determina las fluctuaciones de la FC en distintos rangos de frecuencia.
Especificamente, las fluctuaciones de la FC dadas por componentes de alta
frecuencia (HF) >0.15Hz son mediadas por cambios en la actividad del nervio vago
(Akselrod y cols., 1981), mientras que fluctuaciones de la FC dadas por
componentes de baja frecuencia (LF) <0.15Hz son mediadas por cambios tanto de
la actividad simpatica como parasimpatica, aunque a la fecha aun se discute si este
componente representa la influencia simpatica exclusivamente (Figura 4). Ademas
las fluctuaciones originadas por componentes de muy baja frecuencia (VLF)
<0.04Hz son mediadas por cambios en los niveles plasmaticos neurohormonales,

como la renina, la angiotensina y hormonas tiroideas (Pagani y cols., 1986).
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Figura 4. Regulacién autonoma de la Frecuencia Cardiaca. La informacion aferente proveniente
de los baroreceptores y quimiorreceptores periféricos determina la regulacién de la FC a través de
componentes de alta frecuencia o mediante ondas de baja frecuencia.

El SNA recibe informacién de forma constante, a través de una variedad de
receptores, de las fluctuaciones en los pardmetros cardiovasculares incluyendo la
presion arterial, el volumen vascular y la oxigenacién. EI SNP responde rapidamente
mediante componentes dentro de un amplio rango de frecuencias, mientras que la
respuesta del SNS se caracteriza por una respuesta tardia y Unicamente mediante
componentes de baja frecuencia (LF). Por consiguiente, solo el SNP puede mediar
la FC por arriba de 0.15Hz, mientras que ambos sistemas pueden mediar
fluctuaciones por debajo de 0.15Hz. A pesar que ambos sistemas pueden ser
responsables de cambios en LF, si se presenta una disminucion de las oscilaciones
HF y un aumento de las LF, este aumento se puede atribuir principalmente a la
modulacion simpatica. Los componentes LF y HF son considerados entonces como

marcadores de la actividad simpética y parasimpatica sobre la funcién cardiaca
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respectivamente (Saul y cols., 1990). Por lo que la relacion cuantitativa dada por el
cociente LF/HF es un indicador del “balance simpatico-vagal’ que describe los
efectos antagonicos de los sistemas simpatico y parasimpatico sobre la funcién

cardiaca (Chiou y cols., 1998).

Andlisis no lineal de la variabilidad de la frecuencia cardiaca. El en método no lineal
de Poincaré se grafican cada intervalo RR en funcion al intervalo RR que le precede.
Wooy Zipes, en 1992 fueron los primeros en demostrar la utilidad visual del método
no lineal de Poincaré sobre la VFC al notar que la dispersion de los puntos adoptaba
patrones distintos entre sujetos sanos y sujetos con insuficiencia cardiaca. En el
grupo sano observaron un aumento de la variabilidad latido a latido al tiempo que la
dispersion se alargaba, creandose una apariencia caracteristica de un cometa.
Mientras que en el grupo con fallo cardiaco avanzado lograron visualizar distintos
patrones, principalmente en forma de torpedo y de abanico, los cuales indicaban
que para cualquier intervalo RR, el intervalo RR que le sucedia tendia a desviarse
minimamente (Figura 5).

Posteriormente se introdujo la técnica de acoplar una elipse al grafico de Poincaré
con el fin de caracterizar su forma matematicamente. En referencia al nuevo sistema
de ejes que conforman la elipse, la dispersion alrededor del eje mayor se asocia con
la VFC a corto plazo, expresada como SD1, mientras que la dispersion alrededor
del eje menor de la elipse se asocia a la VFC a largo plazo, expresada como SD2
(Brennan y cols., 2001). Matematicamente SD1 y SD2 son las desviaciones

estandar de la sumatoria de las distancias de todos los puntos con respecto al eje
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Figura 5. Caracteristicas del analisis no lineal de la VFC. En los graficos de Poincaré (A) se
observa gura la elipse acoplada al grafico, donde SD1 representa la VFC a corto plazo y SD2 la VFC
a largo plazo. B) Forma de cometa del grafico de Poincaré caracteristico de un sujeto sano. C) y D)
se observan graficos en forma de torpedo y de abanico, respectivamente, ambos de sujetos con
insuficiencia cardiaca, se puede observar una variabilidad de la frecuencia cardiaca disminuida en
relacion a la del sujeto sano. Modificada de Woo y cols.,1992 y Brennan y cols., 2001.

mayor y menor de la elipse respectivamente. También, surgié el concepto de la linea
de identidad, la cual corta diagonalmente el grafico por la mitad y tiene una simple
interpretacion fisiologica: todos los puntos sobre la linea corresponden a intervalos
RR consecutivos de misma duracién, todos los puntos por arriba de la linea
corresponden a desaceleraciones de la FC y los puntos por debajo de la linea
corresponden a aceleraciones de la FC. A partir de la linea de identidad se pueden
estimar las contribuciones simpaticas y parasimpaticas para determinar el

predominio de alguna de ellas sobre la FC (Piskorski y cols., 2007). Estudios
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posteriores demuestran que en sujetos sanos las desaceleraciones de la FC tienen
una contribucién significativamente mayor que las aceleraciones sobre la VFC a
corto plazo (Guzik y cols., 2010). Este hecho se ha definido como asimetria de la
frecuencia cardiaca. En la figura 5 se muestra un gréfico de Poincaré caracteristico
de un sujeto sano, representdndose en el todos los componentes antes
mencionados. El grafico de Poincaré es una herramienta visual y cuantitativa capaz

de resumir la VFC latido a latido.

1.3 Diabetes Mellitus

La diabetes mellitus (DM) es un grupo de enfermedades en las cuales una persona
presenta un incremento en su glucosa sanguinea debido a que el pancreas no
produce suficiente insulina o porque sus células no responden a la insulina que es
producida (Chen y cols., 2012). La DM es una epidemia mundial que afecta al
menos al 8,3% de la poblacion. Globalmente, mas de 366 millones de personas
estan afectadas por la DM, con una proporcién significativa (50%) restante no
diagnosticada. Su incidencia incrementa rapidamente y para el 2030, el numero
estimado es de 522 millones (http://www.idf.org/diabetesatlas/5e/the-global-
burden). Adicionalmente, se estima que casi 1 de seis personas se encuentra
actualmente en riesgo de desarrollar complicaciones relacionadas con la DM.

En el aflo 2007, en los EE.UU la poblacion con diabetes diagnosticada oscilaba en
aproximadamente 17,5 millones personas, cifra mayor a la estimada en el 2002. El
namero neto de personas con diabetes diagnosticada en ese pais es
aproximadamente de 1 millon de personas por afio reflejando el aumento de la

poblacidon que la padece. Un analisis del 2004 al 2006 sugiere que el 5,6% de la
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poblacion sin seguridad social ha sido diagnosticado para diabetes, con una tasa de
prevalencia de diabetes similar a la poblacién con que cuenta con seguridad social
(ADA, 2008). Se estima que la DM es responsable para el 16% de las muertes
donde las enfermedades cardiovasculares (excluyendo los eventos cerebros

vasculares) son la primera causa de muerte (Kanaya y cols., 2002).

En México, los resultados de la ENSANUT 2012, indican que 6.4 millones de
personas refirieron haber sido diagnosticadas con diabetes. La proporcion de
adultos con diagnéstico previo de diabetes es de 9.2% (ENSA 2000 fue de 4.6%;
ENSANUT 2006 fue de 7.3%). Los estados con prevalencias méas altas son el
Distrito Federal, Nuevo Leon, Veracruz, Tamaulipas, Durango y San Luis Potosi.

El total de adultos mexicanos con diabetes podria ser el doble (de acuerdo a la
evidencia previa sobre el porcentaje de personas con diabetes que no conoce su
condicién). De la proporcién de adultos con diagndstico previo de diabetes (9.2%),
afortunadamente poco mas del 80% recibe tratamiento, aunque el 24.7% esta en
riesgo alto (HbAlc entre 7% y 9%) y 49.8% esté en riesgo muy alto (HbAlc > 9%)

de padecer las complicaciones propias de la enfermedad (ENSANUT, 2012).

1.3.1. Costo social de la diabetes Mellitus.

La Organizacion Mundial de la Salud estima que entre el 4 y 5% de los presupuestos
de salud se gastan en las enfermedades relacionadas con la diabetes. Ademas, se
considera que los gastos médicos de una persona con diabetes son de dos a cinco

veces mas altos que los de una persona sin esta enfermedad.
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Los individuos con diabetes presentan mayor numero de consultas, ingresos al
hospital, ingresos al servicio de urgencias, atencion de enfermeria, interconsultas y
prescripcion de medicamentos que los sujetos sin diabetes. Ademas la poblacion
con DM presenta mayor riesgo de presentar sintomas neuroldgicos, enfermedad
vascular periférica, enfermedad cardiovascular, complicaciones renales, oftalmicas
y endocrinas (ADA, 2008); entonces, parte de los gastos en la atencion de las
complicaciones crénicas seran atribuidas a la diabetes. Por otra parte, los costos
intangibles, o psicosociales, tienen un gran impacto en la vida de los individuos con
diabetes y en sus familias; los cuales incluyen estrés, dolor y ansiedad. La

expectativa y calidad de vida pueden resultar muy deterioradas por la diabetes (IDF)

En los Estados Unidos de América, el costo total estimado de la diabetes en el afio
2007 fue de 174 billones de dolares, los cuales incluyen 116 billones por sobre costo
en gastos médicos y 58 billones en reduccion de la productividad nacional. Del total
de los gastos, 58 billones de délares se emplearon para la atencion de las
complicaciones crénicas atribuidas a la diabetes. En ese pais, las personas con
diabetes diagnosticada incurren en un gasto promedio de 11744 délares por afio;
en general un paciente diabético gasta 2.3 veces mas en procesos médicos que lo
que gastaria un sujeto sin diabetes. Ademas el costo se incrementa si se consideran
factores relacionados como ausentismo laboral, reduccion de la productividad y la
discapacidad relacionada con la enfermedad (ADA, 2008).

En nuestro pais, la atencion de los pacientes con diabetes, representa un gasto de
3,430 millones de ddlares al afio en su atencion y la de sus complicaciones

(ENSANUT, 2012).
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La mayoria de los pacientes con un curso largo de DM (DM2 principalmente) son
diagnosticados con enfermedad coronaria, debido a enfermedad arterial esclerética.
A menudo, el curso de enfermedad coronaria se complica por la combinacion de
hipertension, dafios a nivel vascular renal, retinopatia y afectacion de extremidades
inferiores. Las Alteraciones metabdlicas en el miocardio estan combinadas con la
aterosclerosis coronaria precoz; estos cambios en el corazén ocurren por la
duracion prolongada de la DM entre una edad adulta media y la vejez (afectacién
de las coronarias, cambios en el miocardio, neuropatia autonémica cardiaca
diabética y la enfermedad arterial esclerética) y son asociados con el término
"corazon diabético o cardiomiopatia diabética". Condicionalmente, hay dos formas
principales de enfermedad cardiaca en el caso de DM: cardiopatia diabética
(génesis no coronaria) y enfermedad isquémica cardiaca. Hay una etapa metabdlica
(cardiomiopatia); etapa metabdlica isquémica; infarto de miocardio; cardioesclerosis
coronaria distréfica y neuropatia autondémica cardiaca (NAC) (Serhiyenko y

Serhiyenko, 2015).

1.3.2. Neuropatia durante la Diabetes Mellitus.

Una de las complicaciones crénicas de la DM es la neuropatia. Esta se caracteriza
por dafio local o difuso sobre fibras nerviosas somaticas y/o autondémicas. Las
neuropatias locales son poco comunes, usualmente agudas y auto limitadas, en
cambio, las neuropatias difusas son mas comunes, cronicas y progresivas. Entre
las neuropatias difusas se encuentran la poli neuropatia diabética (PND) y la

neuropatia autonomica diabética, las cuales infligen dafio progresivo en las
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funciones sensitivo-motora y autondmica simpética y/o parasimpatica
respectivamente (Edwards y cols., 2008).

La PND aparece primeramente en las porciones distales de las extremidades,
progresando proximalmente en funcién a la duraciéon y gravedad de la DM. Los
sintomas y signos varian dependiendo del tipo de fibra involucrada. Por ejemplo, la
alteracion de las fibras largas se relaciona a la incapacidad del sujeto a percibir
estimulos ligeros sobre la piel y pierde la capacidad de propiocepcion. Mientras que
alteraciones en fibras cortas dafian la percepcion de temperatura y dolor, llevando
al sujeto diabético a parestesias, disestesias y/o dolor neuropatico (Edwards y cols.,
2008).

1.3.3. Neuropatia autonémica diabética.

Las manifestaciones tempranas de la neuropatia autonémica diabética tienden a
estar asociadas a la amplia disfuncion parasimpatica y por ende al predominio
simpético en los diversos sistemas causando su disfuncion. Los sistemas mas
afectados son el gastrointestinal, el genitourinario y el cardiovascular (Boulton y
cols., 2005; Oakley y cols., 2011; Gordan y cols., 2015). Las propiedades mas
comunes, sintomas y manejo de la disautonomia se muestran en la tabla 1. Los
sintomas deben ser explorados cuidadosamente ya que algunos de ellos son
potencialmente tratables. Las principales manifestaciones clinicas de la
disautonomia incluyen taquicardia en reposo, intolerancia al ejercicio, hipotension
ortostatica, estrefiimiento, gastroparesia, disfuncion eréctil, disfuncion sudomotora
y deterioro de la funcidon neurovascular. La NAC es la disfuncion autonémica mas

prominente debido a sus consecuencias y la disponibilidad de pruebas directas de
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funcién autonémica cardiovascular (Li y cols., 2014). Una reducida VFC tendiendo

una frecuencia fija es un sintoma inequivoco de NAC.

Tabla 1. Caracteristicas de la disautonomia.

SINTOMAS

TRATAMIENTO

CARDIACO

HIPOTENSION ORTOSTATICA

INTOLERANCIA AL EJERCICIO.

IECAS, BETA BLOQUEADORES

CLONIDINA, MIDODRINA, OCTREOTIDO

GASTROINTESTINAL

GASTROPARESIS
CONSTIPACION
DOLOR ABDOMINAL

DIARREA

COMIDAS PEQUENAS FRECUENTES
AGENTES PROCINETICOS
FIBRA, RESTRICCION DE GLUTEN Y

LACTOSA, ANTIBIOTICOS, CLONIDINA

DISFUNCION SEXUAL

DISFUNCION ERECTIL

TERAPIA SEXUAL, SILDENAFIL,

VEJIGA URINARIA
RETENCION URINARIA

INCONTINENCIA

BETANECOL, CATERIZACION

INTERMITENTE

ANHIDROSIS
INTOLERANCIA AL CALOR
HIPERHIDROSIS

DISFUNCION SUDOMOTORA

EMOLIENTES Y LUBRICANTES DE PIEL,
ESCOPOLAMINA, TOXINA BOTULINICA,

VASODILATADORES

1.3.4. Neuropatia autondémica cardiaca.

Esta complicacion comun de la DM es la forma mas importante y estudiada de

disautonomia diabética que resulta del dafio a las fibras nerviosas autdbnomas que
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inervan al corazon y los vasos sanguineos. De acuerdo a la subcomision de la NAC
del consenso de Toronto sobre la neuropatia diabética (Tesfaye y cols., 2010), la
NAC se define como el deterioro del control autonémico cardiovascular de los
pacientes con DM establecida tras la exclusion de otras causas (Serhiyenko y
Serhiyenko, 2015). Cabe mencionar que esta enfermedad no afecta solo a los
pacientes diabéticos sino también a otros grupos de la poblaciéon como los ancianos,
pacientes con hipertension, sindrome metabdlico y desordenes del tejido conectivo.
(Garruti y cols., 2012).

La NAC puede limitar la capacidad fisica y dar origen a anormalidades en el control
del ritmo cardiaco y dinamica vascular lo que incrementa el riesgo a presentar un
evento cardiovascular adverso, ya que es un factor de riesgo independiente para
mortalidad cardiovascular tanto en pacientes con DM tipo 1 como en pacientes con
DM2; sin embargo, a pesar de que la NAC esté asociada al aumento de la morbi-
mortalidad cardiovascular, permanece sub diagnosticada.

La presencia de NAC puede estar indicada por taquicardia en reposo, hipotension
ortostéatica (caida de la presién sistélica mayor a 20 mmHg al ponerse de pie) sin
una apropiada respuesta de la frecuencia cardiaca. La NAC en los pacientes con
DM2, se caracteriza por lesion de las fibras nerviosas simpéticas y parasimpéaticas
del SNA y puede ser acompafiada de hipotension postural severa, disminucion de
la tolerancia al ejercicio y es una de las principales causas de arritmias cardiacas,
isquemia coronaria, infarto silente y sindrome de muerte subita. (Boulton y cols.,
2005; Serhiyenko y Serhiyenko, 2015). A la fecha es posible identificar
objetivamente etapas tempranas de NAC durante la DM con el uso de indicadores

de la funcién autonomica como la presencia de taquicardia en reposo (Vinik y cols.,
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2003; Monteiro y cols., 2014, Tang y cols., 2014) y la disminucién de la VFC (Ziegler,

1994, Tang y cols, 2014).

1.3.5. Epidemiologia.

La prevalencia de la NAC esta aumentando rdpidamente en todas las poblaciones
a lo largo del mundo, particularmente en los paises en vias de desarrollo. La
prevalencia reportada de NAC presenta variaciones amplias dependiendo de la
cohorte estudiada y del método empleado (Liy cols, 2014; Serhiyenko y Serhiyenko,
2015). En funcién de los criterios de la metodologia y de diagnéstico, la prevalencia
de la NAC oscila desde 2.6 hasta 90% en los pacientes con diabetes y su
prevalencia aumenta con la edad (alcanza aproximadamente 38% en pacientes
entre 40-70 afnos de edad con DM tipo 1 y 44% en pacientes con DM2) (Bellman,
2014), la duracién de la diabetes, y el control glucémico inadecuado y puede estar
asociada con la neuropatia periférica (hasta el 62.5% de los casos) y la presencia
de otros factores de riesgo cardiovascular, como hipertension, dislipidemia,
nefropatia, retinopatia diabética, rigidez arterial, hipertrofia ventricular izquierda y
disfuncién diastolica.

Datos del continente asiatico, reportan que en pacientes chinos con DM, la
prevalencia de NAC es del 30 al 60% (Tang y cols., 2014). Algunos datos reportados
en América, muestran que en Perq, la prevalencia de la NAC es del 41% (Aguirre y
cols, 2007); en una muestra de pacientes brasilefios con DM tipo 1, la prevalencia
de NAC reportada fue de 30.5%; la neuropatia fue asociada de forma independiente
con la frecuencia cardiaca en reposo y con la retinopatia y nefropatia diabética.

Finalmente en México, en el 2012, un ensayo reporto que la NAC tuvo una
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prevalencia de 60% entre pacientes con diabetes mellitus. Esta cifra es mayor a la
reportada a nivel mundial (Gutierrez y cols., 2012).

La NAC resulta en una alta morbi-mortalidad que puede conducir a la muerte a los
pacientes diabéticos. En el 2011, alrededor de 4.6 millones de personas entre 20 y
79 afios fallecieron a causa esta patologia, representando un 8.2% de la mortalidad
mundial (IDF). De acuerdo a estudios epidemioldgicos realizados en sujetos con
diagndstico de diabetes, la tasa de mortalidad de 5 afios de esta complicacién es
cinco veces mayor para las personas con NAC que para las personas sin ninguna
implicacion autonémica cardiovascular (Ziegler, 1999).

Ewing y cols reportaron una tasa de mortalidad (2.5 afios) de 27,5% que aumento
a 53% después de 5 afios en pacientes diabéticos con pruebas de funcion
autondmica anormal en comparaciéon con una tasa de mortalidad de 15% durante
un periodo de 5 afios entre pacientes diabéticos con resultados normales de las
pruebas de funcién autonémica. Cabe sefalar que la mitad de las muertes en
individuos con pruebas anormales de funcién autondmica fueron de falla renal y el
29% fueron de muerte subita. Un estudio de O'Brien reporto una tasa de mortalidad
de 5 afios del 27% en los pacientes con neuropatia autonémica asintomatica en
comparacién con una tasa de mortalidad de 8% en sujetos con diabetes con

pruebas de funcion autonémica normales (Vinik y cols., 2003)

1.3.6. Manifestaciones de la NAC.
Intolerancia al ejercicio. Se ha demostrado que los individuos con NAC presentan
disminucion de la tolerancia al ejercicio. Estos pacientes presentan una disminucion

en la respuesta de la frecuencia cardiaca y presion sanguinea durante el ejercicio
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(Kahn y cols. 1986). Esta respuesta es acompafiada ademéas de disminucion del
gasto cardiaco, disminucion de la fraccion de eyeccion y disfuncion sistélica y
diastélica (Mythri y Rajeev, 2015). En base a estos datos, se ha sido sugerido que
los pacientes diabéticos que tienen probabilidades de tener estrés cardiaco
deberian realizarse pruebas antes de adherirse a un programa de ejercicios.

Hipotension ortostatica. Esta se define como una caida en la presién sanguinea
mayor a 20 mmHg para la presion sistolica o 10 mmHg para la presion diastdlica en
respuesta a cambios posturales, de decubito supino a bipedestacion (Oduwole,
2014). En pacientes con diabetes, la hipotension ortostatica es generalmente debida
al dafio de las fibras vasomotoras eferentes simpaticas, particularmente en la
vasculatura esplacnica (Low y cols., 1975). La hipotension postural, en la presencia
de pruebas de funcién autonémica anormal lleva particularmente un prondstico

pobre.

1.3.7. Asociacién de la NAC con eventos cardiovasculares.

Estudios recientes consideran que las microangiopatias estan asociadas con las
macroangiopatias y pueden tener un papel importante en la patogénesis de estas.
Aunque los mecanismos que vinculan a ambas angiopatias, no son claros, algunas
evidencias sugieren que los efectos de las microangiopatias pueden estar
vinculadas a la ateroesclerosis subclinica. En este contexto, la NAC es una
determinante de ateroesclerosis subclinica durante la DM2. La presencia de NAC
esta asociada con ateroesclerosis de la carétida cuantificada por la presencia de
engrosamiento de la pared intima-media y presencia de placa de ateroma

independientemente de los factores de riesgo cardiovasculares tradicionales. Los
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niveles de engrosamiento de la carétida tienen una correlacion positiva con la
presencia de NAC, esto es, los niveles de engrosamiento aumentan con la
severidad de la NAC (Jung y cols., 2013). Ademas, se han reportado evidencias de
la relacién existente entre la NAC y la aparicion de eventos cardiovasculares
mayores; en concreto, la relacion entre la NAC basal y la subsecuente incidencia de
un evento cardiovascular fatal o no fatal como un infarto, insuficiencia cardiaca,
reanimacion de taquicardia ventricular o fibrilacion, angina, o la necesidad de
revascularizacién coronaria (Vinik y cols., 2003); sin embargo, el tamafio de la
muestra poblacional en los ensayos realizados, hace aun necesario la realizacion

de estudios, que fortalezcan esta asociacion.

1.3.8. Patogenia de la neuropatia autonémica cardiaca.

Si bien no estan claros los mecanismos fisiopatolégicos que subyacen a NAC, se
sabe que el resultado final es una destruccion progresiva de las fibras nerviosas del
sistema nervioso autbnomo. Al parecer, se presentan cambios en el estado
oxidativo de la neurona, mediados por la hiperglicemia y los mecanismos

metabdlicos asociados a ella.

Multiples factores han sido implicados, entre estos se incluyen, isquemia
endoneural, hipoxia, acumulacion de proteinas glicosiladas, desordenes en el
metabolismo de los polioles, ausencia de factores de crecimiento, también como
dafio autoinmune. Sin embargo, los desordenes del metabolismo son considerados
el mayor problema (figura 6). La hiperglucemia tiene un efecto perjudicial directo a

nivel neuronal, por lo que se ha asociado la patogénesis de la neuropatia con la
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activacion de vias metabdlicas alternas inducidas por el estado hiperglucémico.
Entre las principales vias se encuentran la via aldosa reductasa o via de los polioles,
la acumulacion de productos avanzados de glicosilacion, la via de la hexosamina,
la sobrexpresion y activacion de la proteinquinasa C (PKC) y la activacion de la Poli
ADP-Ribosa Polimerasa (Edwards et al., 2008). Mientras que cada via puede ser
perjudicial por su cuenta, conjuntamente provocan un desbalance en el estado
redox mitocondrial de la célula, lo que conlleva a una formacion excesiva de
especies reactivas de oxigeno (Vinik et al., 2003). A su vez este incremento del
estrés oxidativo dentro de la célula conduce a la expresion de genes involucrados

en la promocion de reacciones inflamatorias y disfuncién neuronal.

Activacion de la via del poliol: en la via de los polioles, la glucosa es convertida de
manera secuencial en sorbitol (mediante la aldosa reductasa) y posteriormente en
fructosa (mediante la sorbitol deshidrogenasa). La aldosa reductasa es activada en
presencia de concentraciones elevadas de glucosa; para su funcionamiento
requiere como cofactor el NADPH (el cual se convierte en NADH). A su vez, el
NADPH es el cofactor necesario en el manejo de los radicales libres de oxigeno,
por lo cual el aumento en la sintesis de sorbitol (con el subsiguiente consumo de
NADPH) imposibilita el manejo de los radicales libres.

Activacion de la proteincinasa C: la hiperglicemia favorece la sintesis de diacil-
glicerol, el cual es el segundo mensajero en la activacion de la proteincinasa C, lo
que se traduce en una disminucion en los niveles de 0xido nitrico. Esto favorece la

vasoconstriccion y el subsiguiente dafio isquémico a nivel del tejido nervioso.
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Acumulacion de productos avanzados de glicacion (PAG): la hiperglicemia favorece
la acumulacion de PAG, los cuales contribuyen al aumento en los niveles de
angiotensina y de proteincinasa C (a través del aumento en la sintesis de acidos
grasos libres); estos dos mecanismos estan involucrados en la vasoconstriccion y

disfuncién endotelial.

Figura 6. Mecanismos fisiopatolégicos involucrados en la neuropatia
autondmica cardiovascular.

1.3.9. Alcances terapéuticos de la neuropatia autonémica cardiaca

A la fecha, no existe ningun tratamiento satisfactorio para la ninguna de las
entidades de la neuropatia diabética, a excepcion de un buen control de la glucemia,
el cual retrasa mas no previene la progresién (Van Dam et al., 2013). A pesar de
nuevas opciones terapéuticas, la expectativa de vida de los pacientes con DM es
inferior en comparacion al promedio de la poblacion. La NAC, en las primeras
etapas, puede ser subclinica y hasta que la enfermedad progresa, se hace evidente

clinicamente. Por lo tanto, el tratamiento eficaz de NAC es particularmente
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relevante; el tratamiento de la NAC incluye: dieta equilibrada y actividad fisica;
control estricto de la glucemia; tratamiento de la dislipemia; correccion de las
alteraciones metabdlicas en el miocardio; prevencion y tratamiento de trombosis;
uso de inhibidores de la aldosa reductasa; acido gama linoleico, acetil L-carnitina,
antioxidantes (especificamente el acido alfa lipdico), uso de acidos de cadena larga

poliinsaturados, vasodilatadores, vitamina B1, y amino guanidina, entre otros.

Los inhibidores de la aldosa reductasa

A partir de la determinacion de NAC por ensayos de 5 pruebas se ha corroborado
la utilidad de los inhibidores de la aldosa reductasa. Estos se emplean para
enlentecer o revertir la progresion de la NAC especialmente media o asintomatica.
Una revision de 10 ensayos clinicos controlados y aleatorizados mostro que los
inhibidores de la aldosa reductasa, mejoran al menos 3 de las 5 pruebas de funcién
autonomica, las cuales fueron, el radio 30:15, el cambio de presion sistolica ante el
cambio postural, y la relacion expiracion/inspiracion, estos cambios benéficos no se
relacionan con la glucemia ya que no hubo cambios en el control glucémico (Hu y

cols., 2014).

La presencia de DM, tanto en seres humanos como en modelos animales de
experimentacion, se asocia con el incremento del estrés oxidativo. La Hiperglucemia
conduce a un aumento en el estrés oxidativo y se considera el factor fisiopatologico
de las complicaciones micro y macrovasculares. La peroxidacion lipidica de las
membranas ha sido sugerida como un mecanismo por el cual la isquemia e hipoxia

en las fibras periféricas podrian causar neuropatia. Estudios realizados empleando
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agentes inhibidores de la peroxidacion lipidica y de especies reactivas de oxigeno
como el &cido lipdico presentan resultados aun no totalmente satisfactorios. En un
grupo de pacientes con neuropatia diabética, el nivel de peroxidacion de lipidos, fue
menor de forma significativa respecto al grupo que no recibioé tratamiento con &cido
lipéico (600 mg/dia/70 dias). Sin embargo en una cohorte de pacientes con diabetes
tipo 1 y con NAC moderada, un tratamiento antioxidante con &cido lipoico por 2
afos, no impidio la progresion de la NAC, ni se presentaron efectos beneficiosos en
la perfusion miocardica (Pop-Busui y cols., 2013). Por otra parte, en un estudio
aleatorizado y controlado, en pacientes con DM1 y NAC, la administracion de acido
alfa-lipéico por 600mg/iv/10 dias resulto en una mejoria significativa en la NAC. La
puntuacion en los indicadores de las pruebas de Edwin mejor6 de forma significativa
en el grupo que recibio tratamiento en relacién al grupo que recibié placebo. Estos
resultados se han asociado a la disminucion del estrés oxidativo inducida por la
terapia; la actividad sérica de la SOD, y los niveles de SOD eritrocitaria

incrementaron significativamente (Tankova y cols., 2004).
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2. Antecedentes.

En el corazon, el desequilibrio autonémico neural se asocia con la sefializacion
anormal de la noradrenalina y/o la acetilcolina, con consecuencias directas en la
génesis de mayor heterogeneidad electrofisiolégica, aumentando la susceptibilidad
a sufrir arritmias ventriculares y muerte subita cardiaca (Kuehl y Stevens, 2012;
Viniky Ziegler, 2007, Xuan y cols., 2015).

Estudios clinicos han demostrado que el componente parasimpatico del baroreflejo
puede ser deteriorado durante la diabetes, de forma similar a la mayoria de las
enfermedades que afectan al sistema cardiovascular (Thayer y Lane, 2007).
Ademas, se ha sugerido que una disminucién de la VFC, que es un indicador de la
influencia de actividad eferente parasimpatica sobre el corazén, puede ser el signo
mas temprano de la NAC en diabéticos (Chessa y cols., 2002). Desde la década de
los 90°s una gran cohorte de pacientes con DM tipo 1 y tipo 2 Ziegler y cols., (1993)
encontraron una asociacion de la diabetes con la disminucion en la modulacién
parasimpéatica del corazén y un cambio hacia un tono simpético aumentado. Este
hecho condujo a la aceptacion de la existencia del desequilibrio en la inervacion
simpético-vagal en el corazén diabético (Shotton y cols., 2003).

Estudios realizados en modelos animales de DM se han conducido en direccion a
establecer la relacion temporal entre las alteraciones estructurales y funcionales de
los nervios autonémicos cardiacos ya que la duracion del cuadro diabético impacta
de forma directa en el dafio de la inervacion autonomica cardiaca.

El modelo experimental de rata con DM inducida por STZ, presenta caracteristicas
adecuadas para el estudio de NAC (Howart y cols., 2005; Lin y cols., 2008). Este

modelo presenta disminucion de la VFC, cambios en las oscilaciones de alta y baja

32



frecuencia de la frecuencia cardiaca, y desbalance simpatico vagal; por lo que se
considera como un modelo de estudio para la NAC. Como en el humano esta
disautonomia se asocia con dafios cardiovasculares, en el modelo animal, la
disautonomia presente, precede a la presencia de rigidez arterial, disfuncion
sistlica y diastdlica e hipertrofia cardiaca. (Al-Shafei y cols., Lin y cols., 2008).

En el modelo de rata con diabetes inducida por STZ con 3 meses de evolucion, se
presenta denervacién parasimpatica del miocardio distal con dafio minimo del
miocardio proximal, mientras que a los 6 meses, se presenta tanto denervacion
simpética como parasimpatica (Xuan y cols., 2015). Esta situacion conduce al
desequilibrio simpéatico vagal y un aumento en la inducibilidad de arritmias
ventriculares (Xuan y cols., 2015).

En el mismo modelo de estudio, después de 20 dias de la administracion de STZ,
se observa la deplecion de las vesiculas de neurotransmisores y la degradacion de
las terminaciones nerviosas parasimpaticas (Sanyal y cols., 2012); después de 2
meses, la respuesta refleja de bradicardia y taquicardia a hipertensién e hipotension
respectivamente, ya se encuentran deteriorados en el animal diabético (Khalig y
cols., 2012). Ademas, se presenta disminucion del poder espectral total y de las
oscilaciones de alta frecuencia. Después de 16 semanas de evolucion de la DM, se
presenta degradacion de las terminaciones nerviosas tanto simpaticas como
parasimpaticas (Sanyal y cols., 2012).

Estudios realizados en el modelo experimental en cuestion, aportan evidencias que
apoyan la hipoétesis de que en la DM, el aumento del estrés oxidativo favorece la
aparicion de NAC. En la rata diabética, la administracion de extractos de plantas

como la Terminalia arjuna presenta efectos terapéuticos asociados a su haturaleza

33



antioxidante. La administracion, resulta en la mejoria significativa de la bradicardia
refleja pero no en la taquicardia refleja. El efecto protector del extracto, es atribuido
al mantenimiento de la actividad enzimatica antioxidante similar a la observada en
ausencia de DM. Sin embargo, este tratamiento antioxidante no presenta mejoria
sobre la disminucion de peso, frecuencia cardiaca, presion arterial y glucemia
elevada registrada en ratas diabéticas (Khaliq y cols., 2013).

El &cido alfa lipdico, un antioxidante previene los cambios en los nervios autbnomos
inducidos por la DM en el modelo de ratas diabéticas inducida por STZ. El acido alfa
lipdico (80 mg/kg/dia) evita la disminucién de noradrenalina en el corazén, un
indicador de dafio de las terminaciones simpéaticas. La efectividad del tratamiento
de la neuropatia autonémica diabética no se presenta por igual en los nervios
autonomos de diversos érganos ya que el efecto del acido alfa lipéico no se
presentan en otras fibras autbnomas como las del tracto digestivo o del pene
(Shotton, 2003)

Una caracteristica muy importante del modelo estudiado en relacién a los dafios
autondémicos es que la rata con DM, presenta un incremento del estrés oxidativo en
el sistema cardiovascular, indicado por el incremento de la expresion de la NADPH
oxidasa en aorta (subunidad p22 (phox)), en arteria pulmonar (subunidad p47
(phox)) y en el corazén (subunidad p22 (phox) (Hink y cols., 2001; Lépez-Lépez
2008; Matsuki y cols., 2013). A nivel vascular, el incremento del estrés oxidativo se
ha asociado como un elemento importante para la aparicion de disfuncion endotelial.
A nivel cardiaco, el incremento del estrés oxidativo, se ha relacionado con el dafio
en las terminaciones simpaticas evaluada por la disminucion de la captura de

I1?>metaiodobenzilguanidina, observada en el mismo modelo experimental. La
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administracion de 10 mg/Kg/dia de fluvastatina (un poderoso efecto antioxidante
(Suzumura y cols., 2000), favorece la disminucién de la expresion de la subunidad
p22 (phox) de la NADPH oxidasa (Matsuki y cols., 2010) y la captura normal de
I1?>metaiodobenzilguanidina. La disminucion del estrés oxidativo atenla la

neuropatia simpatica cardiaca inducida por la el cuadro diabético.

Por otra parte, el 6xido nitrico (NO) ademas de participar en la regulacion de la
presion arterial, también participa en el mantenimiento del tono autonomico
cardiaco; el NO inhibe el tono simpético e incrementa la influencia parasimpética
(Schultz 2009); la deficiencia de NO produce hipertension y disfuncion autonémica
cardiaca a través de un incremento del tono simpatico. En modelos animales se ha
reportado que la inhibicion de la eNOS por administracion cronica de L-NAME (50
mg/kg/7dias/v.0) produce un incremento de la presion arterial, taquicardia,
atenuaciéon del baroreflejo y disminucion en los indicadores del dominio de la
frecuencia de la VFC. En la rata diabética, el incremento del estrés oxidativo
derivado de la produccion de aniones superoxido durante el incremento de la
expresion de la NADPH oxidasa, conduce a una disminucion de la biodisponibilidad
del NO (Hink y cols., 2001; Lépez-L6pez 2008; Matsuki y cols., 2013). Estos eventos
explican en parte la alteracion del control sobre el tono autbnomo cardiaco y la
aparicion de NAC en un estado de alto estrés oxidativo como ocurre durante la

diabetes.
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3. Justificacion.

En el 2011, la federacion internacional de la diabetes publicé que alrededor de 4.6
millones de personas entre 20 y 79 afios fallecieron a causa de la DM,
representando un 8.2% de la mortalidad mundial. Ademas, la mortalidad por
enfermedades cardiovasculares en pacientes con DM tipo 1 se ve incrementada
hasta en un 50% por cada unidad de incremento en la hemoglobina glucosilada
(Schnell y cols., 2013). La hiperglucemia crénica en la DM tipo 1 y 2 es la causa
principal que da lugar a las complicaciones micro y macrovasculares. El dafio
microvascular afecta principalmente a la retina, rifiones y al sistema nervioso
autonomo y periférico; el corazén en particular es afectado tanto por micro como por
macroangiopatias.

La neuropatia autondmica cardiaca es una de las complicaciones crénicas mas
comunes de la DM, esta patologia se presenta en aproximadamente 20% de los
individuos diabéticos y su valor aumenta del 35 a 65% en pacientes con diabetes
prolongada (Spallone et al., 2011). La NAC resulta de dafio de la inervacién
cardiovascular simpatica y parasimpatica y es un factor de riesgo independiente
para presentar enfermedades cardiovasculares, entre ellos infarto del miocardio,
arritmias ventriculares, evento cerebral vascular y muerte subita entre otras.

La hiperglucemia induce la sobre produccién de superoxido a partir de la activacion
de rutas alternas de metabolismo de la glucosa. Esta via es considerada una pieza
clave en la patogénesis de las complicaciones diabéticas. Diversas evidencias
publicadas apoyan la hipétesis de que el incremento del estrés oxidativo presente
en los pacientes diabéticos es el estimulo que da lugar a la neuropatia diabética. En

pacientes diabeticos, la concentracion de marcadores de estrés oxidativo como el
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MDA o productos de la lipoperoxidacion lipidica se encuentran incrementados en
fibras nerviosas, corazon y vasos sanguineos incluyendo el lecho pulmonar y se
correlacionan con el nivel de dafio observado.

El incremento de estrés oxidativo principalmente a partir del incremento del radical
superoxido, reduce la biodisponibilidad del éxido nitrico, originando una disminucién
de la perfusion hacia diversos lechos vasculares (Hink y cols., 2001; Lépez-Lépez
2008; Matsuki y cols., 2013); que podria generar dafios por hipoxia e isquemia a las
fibras autonomas cardiacas. De acuerdo al consenso de Toronto de 2013, aun no
existe un tratamiento adecuado para la NAC, la estrategia recomendada se basa en
el cambio de estilo, correcciéon del nivel de glucemia y el tratamiento para los
sintomas de la neuropatia. Ademas, aunque existen algunas estrategias
terapéuticas con la administracion de antioxidantes, los resultados aunque
prometedores aun no son contundentes y se ven minimizados por los efectos
toxicos colaterales por ejemplo durante la administracion de acido alfa lipbico o
estatinas. Por otra parte, algunos agentes que facilitan la via de sefializacion del
oxido nitrico (como el sildenafilo) presentan efecto cardioprotector y mejoran los
indicadores de estrés oxidativo por lo que es pertinente realizar estudios que
conduzcan a la bdsqueda de una alternativa terapéutica antioxidante y que no

represente efectos colaterales.
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4. Hipétesis

En el modelo de diabetes mellitus con incremento del estrés oxidativo, el tratamiento

con un agente antioxidante previene el desarrollo de neuropatia autondémica

cardiaca.
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5. Objetivos.
5.1 General.
Evaluar el efecto del tratamiento con un agente antioxidante sobre la cardiopatia

autonomica cardiaca en un modelo de rata diabética inducido por estreptozotocina.

5.2 Particulares.

Evaluar los cambios sobre los indicadores de funcién autbnoma cardiaca durante la
diabetes mellitus en un modelo de rata diabética.

Evaluar el efecto del acido ascérbico sobre los indicadores de funcion autbnoma

cardiaca durante la diabetes mellitus.
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6. Material y Método.

Se emplearon ratas macho de la cepa Sprague-Dawley con un peso de 200 g.
adquiridas en el Bioterio “Claude Bernard” de la BUAP. Los animales fueron
divididos de forma aleatoria en cuatro grupos de 6 integrantes: el grupo control
(CTRL), el grupo diabético (DM), el grupo control con acido ascorbico (ASC) y el
grupo diabético con acido ascorbico (DM-ASC). Los animales tuvieron acceso a
comida y agua ad livitum durante todo el estudio. El uso y cuidado de los animales

estuvo regido segun la NOM-062-Z0O0-1999.

6.1 Generaciéon del modelo experimental

El peso de los roedores y los niveles de glucosa sanguinea fueron cuantificados en
el dia cero y a las 8 semanas. En el dia cero la diabetes fue inducida mediante la
administracion de STZ por via intraperitoneal a una dosis Unica de 50mg/Kg de peso
previamente disuelta en una solucién buffer citrato pH 4.5. Los grupos CTRL Y
CTRL-ASC fueron administrados con vehiculo. 72 horas después de la
administracion se cuantificaron los niveles plasméaticos de glucosa mediante un
glucometro (Contour®TS, Bayer). Se empled una muestra de sangre venosa
obtenida por puncion de la cola del roedor. Valores de glucosa 2350mg/dL fueron

considerados como hiperglucemia (Howarth et al., 2005).

6.2 Tratamiento antioxidante
El tratamiento con acido ascorbico se inicid una vez que los animales presentaron
hiperglucemia y se siguio por 8 semanas. La administracion se realizo por via oral

empleando una dosis de 2mg/Kg/dia.
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6.3. Registro de electrocardiograma.

Los animales fueron trasquilados desde la region tordcica hasta la region epigastrica
donde se colocaron los electrodos de acuerdo a la derivacion 1l del plano frontal
(electrodo negativo en la extremidad derecha delantera y el electrodo positivo en la
extremidad izquierda trasera). El animal fue colocado en un cepo para roedor. El
registro se obtuvo a través de un bioamplificador (BIO Amp CF, ADInstruments). La
sefal generada fue digitalizada por el equipo Powerlab 4/35 (ADInstruments) y
transmitida al software LabChart 7 (ADInstruments) para su captura,
almacenamiento y andlisis posterior. El registro fue efectuado siempre en un horario

de 8-12 am el dia previo a la administracion de STZ (dia cero) y 8 semanas después.

6.4. Obtencién de los parametros electrocardiograficos.

A partir del registro electrocardiografico se obtuvo de forma manual el intervalo PR,
intervalo QRS y el intervalo QT. Los datos fueron obtenidos con ayuda del software
LabChart 7 (ADInstruments) y fueron expresados en milisegundos. Para cada caso,
se consider6 como valor real el promedio de 3 mediciones obtenidas de 3 ciclos

consecutivos.

6.5. Analisis de la Variabilidad de la Frecuencia Cardiaca

El analisis de la VFC fue realizado en el dominio del tiempo, en el dominio de la
frecuencia y por el método no lineal de Poincaré. Para este fin, a partir del registro
de 60-70 min se selecciono un periodo central de 5 minutos de cada ECG para su

analisis con el software Kubios HRV 2.1 (University of Eastern Finland). Previo al
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andlisis se eliminaron eventos arritmicos o intervalos RR con perturbaciones
derivados de artefactos mecanicos.

En el analisis en el dominio del tiempo se obtuvo la desviacion estandar de los
intervalos RR (DERR) y la raiz cuadrada de la media de las diferencias al cuadrado
de los intervalos RR adyacentes (RMSSD). Ambos indices fueron expresados en
milisegundos.

Para el andlisis en el dominio de la frecuencia, se cuantificaron los componentes LF
(0.19-0.74Hz) y HF (0.75-2.5Hz) (Aubert y cols., 1999).

Para cada uno de los indices se obtuvo el poder total expresado en % y el poder
total expresado en unidades normalizadas (UN). Los porcentajes se calcularon en
base a las contribuciones de cada componente con respecto al poder total. Las

unidades normalizadas se calcularon en base a la ecuacion siguiente:

LF 0 HF (%)
Poder total (%) — VLF(%)

LF o HF (un) = (Seyd y cols., 2008).

El cociente LF/HF, indicador del balance simpético vagal, se obtuvo a partir de los
valores expresados en unidades normalizadas.
Para el analisis por el método no lineal de Poincaré se obtuvieron los indices SD1y

SD2, los cuales representan la VFC a corto y largo plazo, (Brennnan y cols., 2001).

6.6. Andlisis estadistico.

Para cada uno de los parametros, los resultados obtenidos fueron expresados como

la media + el error estandar de la media. El contraste entre los grupos fue realizado
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mediante una prueba t de student para datos no pareados y valores de p<0.05

fueron considerados como diferencia estadisticamente significativa.
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7. Resultados.

7.1. Caracteristicas del modelo de diabetes inducida por estreptozotocina.
Los pesos de los animales en el dia cero fueron similares y no se presentaron
diferencia significativa en el promedio entre los grupos estudiados. La induccién y
desarrollo de la DM, provoco una disminucion significativa en el peso del grupo DM
y un incremento significativo en la concentracion de glucosa plasmatica (p<0.05) en
relacion al grupo CTRL. Los valores de peso obtenidos fueron 201 £13 vs 292 +11g,
mientras los valores de glucosa plasmética fueron de 109 +6 vs 390 +10 mg/dL, en
los grupos CTRL y DM respectivamente (Figura 7). El grupo CTRL-ASC, no
presento diferencia significativo respecto al grupo CTRL (305£9 vs 292 £11g,). Sin
embargo en el grupo DM-ASC los animales perdieron menos peso que el grupo DM
sin tratamiento. Los valores obtenidos fueron 245+ 16 vs 292 +11g en los grupos

DM-ASC y DM respectivamente.

7.2. Parametros electrocardiogréficos.

El desarrollo de la DM modifico la FC cardiaca y duracion de los intervalos del
electrocardiograma (figura 8). La FC del grupo DM disminuyo de forma significativa
respecto al grupo CTRL (280 £32 vs 404+ 20 Ipm, respectivamente). La duracion
del intervalo PR no presento diferencia significativa en el grupo DM respecto al
grupo CTRL (60 +3 vs 65+ 4ms). La duracion del intervalo QT del grupo DM fue
mayor significativamente respecto al grupo CTRL (120 £ 3 vs 95 +ms,
respectivamente). No se obtuvo diferencia significativa en la FC ni en los intervalos
PR y QT de los grupos CTRL y CTRL-ASC. Sin embargo, el grupo DM-ASC si

presento diferencia significativa en el intervalo QT respecto al obtenido en el grupo
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Figura 7. Efecto del acido ascorbico en el modelo de diabetes inducida por STZ. Se observa
qgue la DM indujo la disminucion de peso (A) y el incremento de glucosa (B). El tratamiento
antioxidante no ejercié ningun la glucosa y solo presento un ligera disminucién en la pérdida de peso
en el grupo DM-ASC. Los datos se representan como la media + EEM con una n=6 para todos los
grupos. *p<0.05.

Figura 8. Efectos de la DM sobre los parametros electrocardiograficos. Se observa un
registro de ECG obtenido de una rata del grupo CTRL (A) y a partir de un animal del
grupo DM. Se observa que la DM favorece el aumento del intervalo RR con la
consecuente disminucién de frecuencia cardiaca.
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DM sin tratamiento (107 +2 vs 120+ 3ms, respectivamente). También se observo
una tendencia de mejora en la FC del grupo tratado pero no se obtuvo diferencia
significativa. La frecuencia cardiaca del grupo DM-ASC fue 310 + 27 Ipm mientras
en el grupo DM fue de 280 £ 32Ipm.

Los resultados observados en el grupo diabético indican que el estado
hiperglucémico no induce alteraciones en la conduccion auriculo ventricular
(intervalo PR) y que el principal cambio se presenta en el intervalo QT, asociado al

cambio de frecuencia registrado.

7.3. Variabilidad de la frecuencia cardiaca. Dominio del tiempo.

En el tacograma de la figura 9 se grafica la duracion de los intervalos RR obtenidos
a partir del electrocardiograma en funcién del tiempo de registro. Se observa en el
grupo DM la disminucién en los valores del intervalo asi como una menor dispersion
de los valores del mismo en relacion a lo que se observa en el grupo CTRL y en el

grupo DM-ASC.
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Figura 9. Efectos de la DM sobre la variabilidad de la frecuencia cardiaca.
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El intervalo RR obtenido en el grupo DM presenta un incremento significativo
respecto al valor obtenido en el grupo CTRL (Figura 9). El intervalo RR fue de 217
+10 en el grupo DM y 150 +8ms en el grupo CTRL. No se obtuvo diferencia
significativa en el intervalo RR entre los grupos CTRL y CTRL-ASC. El tratamiento
antioxidante, en el grupo DM-ASC resulto en un una disminucién del intervalo RR
en relacion al grupo DM, el cual no recibio tratamiento. En el grupo DM-ASC el
intervalo RR fue de 180 + 10ms.

Por otra parte, la desviacion estandar del intervalo RR (DERR), presento una
disminucién significativa (p<0.05) en el grupo DM contrastado con el grupo CTRL;
es decir, durante la DM la VFC total disminuye como se observa en la fig. 9y 10.
En el grupo DM el valor de DERR fue de 3 £0.37ms mientras en el grupo CTRL fue
de 5.4 + 0.5ms. No se obtuvo diferencia significativa en la DERR entre los grupos
CTRL y CTRL-ASC. El tratamiento antioxidante, en el grupo DM-ASC resulto en un
incremento en el valor de la DERR en relacion al grupo DM como se observa en la

figura 9y 10. En el grupo DM-ASC el valor de DERR fue 4.2 £ 0.4ms.
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Figura 10. Efecto de la DM sobre los indicadores de la VFC en el dominio del tiempo. Tanto DERR
como RMSSD, disminuyen durante la DM, ambos muestran una recuperacion parcial con el
tratamiento antioxidante.
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El indice RMSSD también presento una disminucion significativa (p<0.05) en el
grupo DM contrastado con el grupo CTRL (Fig.10B). El valor de RMSSD fue de 4
0.5 ms en el grupo DMy 6.26 £ 0.7ms en el grupo CTRL. No se obtuvo diferencia
significativa en el valor de RMSSD entre los grupos CTRL y CTRL-ASC.

La reduccién de ambos indices del analisis de la VFC en el dominio del tiempo
sugiere que durante la DM se genera una disminucion de la VFC asociada a una
disfuncién de la modulacién parasimpética sobre la funcién cardiaca. El tratamiento
antioxidante, en el grupo DM-ASC resulto en un incremento en el valor de este
indice en relacion al grupo DM como se observa en la figura 10B. En el grupo DM-

ASC el valor de RMSSD fue 5.1 + 0.6ms.

7.4. Dominio de la frecuencia.

La DM indujo la modificacion de las oscilaciones de baja (LF) y alta frecuencia (HF),
las cuales estan asociadas a la influencia del SNS y SNP sobre la FC. En la figura
11 se observa que el indice HF disminuyo de forma significativa (p<0.05) en los
animales de grupo DM en comparacién con los animales del grupo CTRL. El valor
de HF fue de 60 +2 en el grupo DMy 73 £ 2.5 en el grupo CTRL (Figura 11.).

El indice LF del grupo DM presento un incremento significativo en relacién al grupo
CTRL. El valor de LF fue de 33 + 3 en el grupo DMy 23 + 2 en el grupo CTRL (Figura
11). Por otra parte, no se obtuvo diferencia significativa en el valor de LF entre los
grupos CTRL y CTRL-ASC. La disminucion del indicador HF se relaciona
positivamente con la disminucion del indice RMSSD del dominio del tiempo,
reflejando que durante la DM, existe una alteracion del control autonémico sobre el

corazon, principalmente del tono parasimpatico.
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El tratamiento aplicado en el grupo DM-ASC resulto en un efecto protector hacia
ambos indicadores de la VFC en el dominio de la frecuencia. Los valores tanto de

HF como de LF del grupo DM-ASC son similares a los obtenidos en el grupo CTRL

(figura 11).
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Figura 11. Efecto de la DM sobre los indicadores de la VFC en el dominio de la
frecuencia. A. Durante la DM, se presenta una disminucion del indicador de la regulacién
parasimpatica sobre el corazén (HF). B. El indice LF presenta un incremento en su valor
en el grupo DM. C. El tratamiento con acido ascérbico muestra un efecto protector sobre
ambos indices de la funcién autonémica a nivel cardiaco.
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Finalmente, como se esperaba, durante la DM, el cociente LF/HF considerado como
el indicador del equilibrio simpatico-vagal sobre la funcion cardiaca, presento un
incremento significado respecto al grupo CTRL. El valor obtenido de LF/HF fue de
0.6 £0.07 en el grupo DM y 0.32 £.04 en el grupo CTRL (Figura 12). Por otra parte,
no se obtuvo diferencia significativa en el valor del cociente entre los grupos CTRL
y CTRL-ASC. Estos datos indican que la DM induce la presencia de un desbalance
simpético vagal con predomino del tono simpético. Sin embargo, el grupo de
animales diabéticos que recibieron tratamiento con &cido ascorbico (DM-ASC), no
presentaron el incremento en el cociente, mejor aun el valor obtenido fue similar al
encontrado en el grupo control (figura 12). El valor de LF/HL en el grupo DM-ASC

fue de 0.38 +.07.

7.5. Andlisis no lineal.

En este analisis, a partir de los graficos de Poincare visualmente se aprecié una
dispersion disminuida de los puntos a lo largo y ancho de la linea de identidad,
hecho que esta en congruencia con lo descrito en el tacograma de la figura 9. Los
indices cuantitativos obtenidos en este analisis, fueron SD1 y SD2 que reflejan la
variabilidad de corto y largo plazo respectivamente. En el grupo DM, se observé una
disminucién significativa (p<0.05) tanto en SD1 como en SD2 respecto al grupo
CTRL (figura 13). En el grupo CTRL SD1 presento un valor de 3 + 0.5ms y en el
grupo DM el valor obtenido fue de 1.10 £ 0.5ms. Por otra parte, en el grupo CTRL
SD2 presento un valor de 7 £1 ms, mientras en el grupo DM el valor obtenido fue
de 3.2+ 0.65 ms. Es importante recalcar que los datos de SD1 y SD2 en los grupos

CTRL y CTRL-ASC no presentaron ninguna diferencia significativa.
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Sin embargo, el grupo de animales diabéticos que recibieron tratamiento con acido
ascorbico (DM-ASC), presentaron una mejoria significativa en SD1 y una ligera

mejoria (no significativa) en SD2 respecto al grupo DM como se observa en la figura

13.
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Figura 12. Efectos de la DM sobre el balance simpatico vagal. La diabetes, genera un desbalance
en el equilibrio simpatico vagal, por disminucién de la influencia parasimpatica sobre el corazén. El
tratamiento antioxidante con acido ascorbico, evita el dafio autonémico inducido por la DM.
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Figura 13. Efecto del tratamiento antioxidante sobre los indicadores del analisis no lineal de
la VFC. El grupo CTRL present6 una mayor dispersion de los valores del intervalo RR alrededor de
la linea de identidad, a diferencia del grupo DM donde esta se encuentra disminuida. En el panel de
la izquierda, se observa el valor de los indices SD1 y SD2 de los grupos estudiados. El grupo DM-
ASC presenta una mejoria en la dispersion de los intervalos RR como se observa en el gréfico de
poincare y se constata en el valor de SD1. Los datos se representan como la media + EEM. *p<0.05.
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8. Discusion.

La presente tesis fue realizada para determinar el efecto del tratamiento con un
agente antioxidante sobre la neuropatia autonémica cardiaca en un modelo de
diabetes inducida por estreptozotocina. Los resultados obtenidos muestran que el
tratamiento, previene el dafio de la regulacion autbnoma cardiaca durante la DM
como lo muestran los indicadores de la variabilidad de la frecuencia cardiaca.

Los resultados obtenidos, han reproducido en primera instancia los efectos
inducidos por el cuadro de diabetes, reportados para este modelo experimental. El
modelo de rata diabética inducida por STZ es utilizado para investigar las hipétesis
fisiolégicas y moleculares responsables de las complicaciones cardiovasculares
durante la DM. Después de la induccion del estado hiperglucémico en el grupo DM,
se presenté una mayor concentracion de glucosa plasmatica y un peso menor a lo
observado en el grupo CTRL. El primero es atribuido a la destruccion selectiva de
las células B-pancreéaticas mediado por la STZ y con ello la incapacidad de producir
insulina. La STZ entra en la célula B mediante un transportador de glucosa (GLUT?2)
y provoca la alquilacion del ADN. El dafio del ADN induce la activacion de la poli
ADP-ribosa polimerasa, agotamiento de celular de NAD+ y ATP y la formacion de
radicales superoxido O2:. Ademas, la STZ libera cantidades téxicas de 6xido nitrico
que inhibe la actividad de aconitasa y participa en el dafio del ADN. Como resultado

de la accién de STZ, las células 3 se necrosan (Szkudelski, 2001).

La capacidad reducida para transportar y metabolizar a la glucosa para la obtencion
de energia, permite que las células utilicen a los acidos grasos como principal fuente

de energia, causando el consumo de los depdsitos de grasa, pérdida significativa
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de peso y reduccion en la tasa de ganancia de peso. Es conocido que la diabetes
se asocia con deficiencia calérica que se traduce en una reduccién marcada en el
peso corporal (DallAgo y cols., 1997). En este trabajo, no se aplico insulina a un
grupo de animales pero esta documentado que la reduccién de peso y niveles de
glucosa se corrigen después de la terapia de insulina por lo que estos efectos no

pueden ser atribuibles a la STZ (Khalid y cols., 2013).

Por otra parte, se ha documentado que las ratas tratadas con STZ presentan
hipoinsulinemia, glucosuria, poliuria (de Angelis y cols., 2002), niveles
significativamente elevados de colesterol total y triglicéridos en el suero, incremento
en la concentracion de colesterol LDL y disminucion de colesterol HDL. En este
trabajo no se evaluaron estos pardmetros metabdlicos.

Ademas de las caracteristicas ya descritas, el mismo modelo experimental presenta
diversos signos asociados a la alteracion del control autonémico sobre la funcién
cardiaca, entre los que se encuentran la bradicardia, el prolongamiento del intervalo
QT y disminucion de la VFC (Wei y cols., 2003, Howarth y cols., 2005, VanHoose y
cols., 2010). Nosotros, registramos una reduccién significativa de la frecuencia
cardiaca y de la VFC y un incremento en el intervalo QT del electrocardiograma a
las 8 semanas después de la administraciéon de la STZ.

Los mecanismos por los cuales la frecuencia cardiaca disminuye pueden ser debido
a la modulacion simpético vagal afectada (regulacion extrinseca, reportada también
en este trabajo) o a defectos en la funcion del NSA (regulacion intrinseca). Varios
estudios han reportado disminucion en la frecuencia cardiaca en la preparacion de

corazoén aislado de rata tratada con STZ, y la magnitud del cambio es dependiente
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del tiempo de tratamiento (De Angelis y cols., 2000; Nemeth y cols., 2001). Una
reduccion en la frecuencia basal espontanea ha sido reportada en preparaciones
superfundidas de auricula derecha 12 semanas después del tratamiento con STZ,
hecho que sugiere una alteracion especifica a nivel del NSA (Hicks y cols., 1997).
Este efecto sobre la frecuencia cardiaca es revertido por el tratamiento con insulina,
lo que demuestra que la bradicardia observada es dependiente de la hiperglucemia
y no es efecto de la STZ (Li y cols., 1989; Hicks y cols., 1998; Zhang y cols., 2002).
Por otra parte el incremento del intervalo QT obtenido durante la diabetes, puede
ser atribuido a una prolongacion de la duraciéon del potencial de accion (Shimoni y
cols., 1994) que se asocia a la disminucion de la corriente transitoria de salida
acarreada por potasio, I1to1 (Shimoni y cols., 1994; 1998).

En este trabajo, la VFC, un indice de modulacion simpatico vagal de la funcion
cardiaca (Aubert y cols., 1999; Howart y cols., 2005) disminuyo después del
tratamiento con STZ; indicando entonces la presencia de NAC. Al realizar el analisis
en el dominio del tiempo se obtuvo que los indices DERR y RMSSD disminuyeron
significativamente en el grupo diabético tras la administracion de STZ. La
modificacién del primer indice refleja Unicamente la disminucién de la variacion del
periodo de tiempo entre latidos cardiacos consecutivos; sin embargo, la disminucién
del indice RMSSD apunta a la posibilidad de que esta disminucion de la variabilidad
se encuentre asociada a una alteracion de la actividad parasimpéatica sobre la FC
(Von Borell y cols., 2007). En el grupo DM-ASC se obtuvo que el indice RMSSD,
que refleja el tono vagal, presento un incremento después del tratamiento, la misma
tendencia mostro la DERR. El indicador RMSSD también se correlaciona con las

oscilaciones de alta frecuencia HF, reflejando la modulacion parasimpatica (Cowan,
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1995). Por lo tanto, el analisis de la VFC en el dominio del tiempo mostré mayor
actividad parasimpética en los animales diabéticos con tratamiento antioxidante que
los animales diabéticos sin tratamiento. Los indices del dominio del tiempo de la
VFC no son considerados especificos ya que son meramente estadisticos, por lo
que solo se puede expresar que se detecté una anormalidad de la regulacion
autondmica cardiaca mas no se le puede atribuir a cambios especificos de la
actividad simpatica o parasimpatica (Rodas y cols., 2008). Es por ello la importancia
entonces del analisis de la VFC en el dominio de la frecuencia.

El componente de HF de la VFC se considera como el indicador del control vagal
sobre la frecuencia cardiaca (Park y Watanuki, 2005). Algunos autores han sugerido
que el componente LF es un marcador cuantitativo de la modulacion simpética (Goit
y cols., 2014) y otros que es un marcador de modulacién tanto simpatico como de
la vagal; por lo tanto, es indebido utilizarlo como marcador especifico de alguno de
los sistemas mencionados. La relacion LF/HF refleja el equilibrio simpético vagal
(Montano y cols., 1994).

En este trabajo, el analisis espectral mostro un aumento en el poder de LF, y una
reduccion en el poder de HF en el grupo de animales DM en comparacién con los
animales del grupo CTRL. La relacién LF/HF aumento de forma significativa a las 8
semanas del inicio de la diabetes; este resultado se debe principalmente a la
reduccion en el poder de HF; esta reduccion sugiere una depresion de la regulacion
parasimpatica sobre la frecuencia cardiaca. El incremento en el componente LF es
dificil de atribuir a un cambio especifico sobre una de las ramas autonomas ya que
este componente parece ser una complicada mezcla de influencias simpaticas y

vagales. El tratamiento antioxidante en el grupo DM-ASC muestra la ausencia de
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dafio en la balance simpatico vagal, como lo ilustran los valores obtenidos en los
indicadores HF y LF.

A partir del analisis de los graficas de Poincaré, se observo que el grupo diabético
presentd un menor numero de desaceleraciones cardiacas que orientan a un
predominio del SNS durante la DM, caso contrario al predominio del SNP observado
en el grupo CTRL. Estos sucesos han sido observados y cuantificados por Guzik en
el 2010; sin embargo en el presente trabajo dichas contribuciones no se pudieron
cuantificar, por lo tanto las contribuciones parasimpaticas y simpaticas en los grupos
diabético y control solo quedan determinadas cualitativamente. El tratamiento con
acido ascérbico al grupo de animales diabéticos, resulto en un incremento de la
dispersion de los intervalos RR, de hecho la nube de puntos tiende a parecer a la
obtenida en el grupo CTRL. El indice SD1, asociado a la VFC a corto plazo, se vio
reducido significativamente en el grupo diabético al compararse con el grupo control,
tal y como se ha reportado (Contreras et al., 2007; Guzik et al., 2010). Por otra parte,
el tratamiento antioxidante favorecio el incremento en el valor del indice SD1 en los
animales del grupo DM, mientras que SD2 no fue afectado significativamente
después del tratamiento. SD1, que refleja el nivel de VFC a corto plazo, es
equivalente a RMSSD; mientras que el indice SD2, que refleja el nivel de VFC a
largo plazo, es equivalente a DERR (Brennan y cols., 2002). Por lo tanto, también
se muestra una mayor influencia vagal en los animales diabéticos con tratamiento
antioxidante que en los animales sin tratamiento (Goit y cols., 2014). Los resultados
observados por el analisis no lineal de la VFC se relacionan positivamente con los

obtenidos en el dominio del tiempo y de la frecuencia.
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Durante la hiperglucemia cronica, el metabolismo de la glucosa resulta en la
generacion de radicales libres. En el modelo de rata con DM inducida por STZ se
observa un incremento de indicadores de estrés oxidativo como el malonaldehido
(MDA) y hidroxialquenales. El incremento de los niveles de radicales libres del
superoxido y peroxido de hidrégeno es perjudicial y tiene un efecto neurotoxico
directo (Zieglery cols., 2004)]. Algunos agentes antioxidantes (como el &cido lipdico
y algunas estatinas) reducen la formacion de radicales libres, presentado resultados
positivos al disminuir la progresion de la NAC cuando se administra durante la
diabetes; sin embargo, se ha reportado que causan efectos adversos como
toxicidad muscular, incluyendo miopatia y rabdomidlisis (Gotto, 2006); por lo que el
tratamiento con un agente antioxidante e inocuo es una propuesta que favoreceria
la proteccion del dafio de las fibras autbnomas cardiacas.

Aungue la patogenia de la NAC es multifactorial, una hipétesis plantea que las
neuronas autbnomas presentan dafios a causa de la diminucion del flujo sanguineo
derivado del incremento del tono vascular inducido por la disminucion del efecto
relajante mediado por el 6xido nitrico, ya que en la DM, el incremento del estrés
oxidativo, disminuye la biodisponibilidad del NO. Entonces el acido ascérbico al
neutralizar el O2, evita la disminucion de la biodisponibilidad del 6xido nitrico y la
disfuncién endotelial resultante; esto evitaria el dafio isquémico de las neuronas
autonomas. Recordemos que durante la DM la biodisponibilidad del NO se
encuentra disminuida por un aumento de O2- Hink y cols., 2001; Lopez-Lopez 2008;
Matsuki y cols., 2013), lo que induce disfuncion vascular y con ello menor perfusion

a los distintos tejidos, incluyendo el sistema nervioso.
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El &cido ascorbico, un agente inocuo, actia como antioxidante debido a su habilidad
para reaccionar con radicales libres, experimentando la oxidacion de un solo
electron, para producir el radical ascorbico. Por lo tanto el acido ascérbico puede
reducir la toxicidad, de especies reactivas al oxigeno como el anion superoxido O2:
y el radical oxidrilo, asi como los oxi radicales organicos RO2: y nitrégeno (NO2).
Entonces si durante la DM el incremento de la expresion de NADPH oxidasa
conduce al incremento de la produccion de O2:- (Hink y cols., 2001; Lépez-Lopez
2008; Matsuki y cols., 2013), el acido ascorbico al reaccionar con el disminuye su
concentracion y con ello el dafio de las fibras autbnomas evitando asi la presencia
de neuropatia autondmica cardiaca.

Entonces si la neuropatia diabética se origina por el dafio neural causado por
procesos isquémicos, inflamatorios y por la expresién de vias de sefalizacién que
conducen a la muerte celular, todas ellas dependientes al aumento de especies
reactivas al oxigeno durante la DM, la administracion de acido ascoérbico prevendria
el dafio neural a través de la neutralizacion de la generacién de O2-.

Nuestros resultados muestran que el tratamiento con acido ascorbico previene la
presencia de NAC posiblemente por la neutralizacion de los radicales libres
producidos en exceso durante la hiperglucemia; sin embargo, una debilidad del
presente trabajo es que no se determinaron los niveles séricos de marcadores de
estrés oxidativo, ni la actividad del sistema antioxidante, es decir, GSH, SOD y
catalasa. El equilibrio alterado de las enzimas antioxidantes, causado por la
disminucién de la actividad de catalasa, SOD y GSH puede ser el responsable de
la deficiencia en la defensa antioxidante contra el dafio mediado por radicales libres.

(Parveen y cols., 2011). El tratamiento con acido ascoérbico pudo ayudar al
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mantenimiento de la actividad de enzimas antioxidantes y asi disminuir la
concentracion de radicales libres generados durante la diabetes. Relacionando los
resultados obtenidos en el dominio del tiempo, en el dominio de la frecuencia y por
el método no lineal se puede argumentar que en el modelo de rata diabética
inducida por STZ se presenta NAC debida a la disfuncidn parasimpatica y que este

efecto es prevenido por el tratamiento con acido ascorbico.
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9. Conclusion.
El tratamiento con acido ascorbico por 8 semanas en el modelo de rata con diabetes
inducida por STZ previene la aparicion de neuropatia autonémica cardiaca evaluada

por los cambios en la VFC, un indicador de funcién del sistema nervioso autobnomo.
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