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RESUMEN

Diversos estudios epidemiolégicos sugieren claramente que el consumo de
la manzana en la dieta diaria se relaciona con multiples beneficios para salud y en
particular con afecciones del sistema cardiovascular. Tales beneficios se han
asociado a su composicion quimica, especialmente a los compuestos polifenélicos.
Sin embargo, no existen estudios sistematicos en donde se explore la accién de la
cascara de manzana en las propiedades electrofisiologicas del corazon en modelos
de diabetes. En consecuencia, el presente estudio fue disefiado para examinar los
efectos del liofilizado de la cascara de manzana Red Delicious en musculos
papilares aislados del corazon de ratas macho con induccion de diabetes tipo 1y 2,
en comparacion al control a 30 y 90 dias. El registro de los potenciales de accion,
potencial de reposo, amplitud de los potenciales de accion, los umbrales
intracelulares y la resistencia de entrada se realizaron utilizando métodos
convencionales para microelectrodos.

Los resultados obtenidos indican que el consumo de cascara de manzana a
los 90 dias de tratamiento es capaz de mantener los niveles de glucosa y
hemoglobina glicosilada (HbAic) similares al control e interesantemente disminuir
el aumento de la duracion de potencial de accion (PA) y el periodo refractario
absoluto, en el modelo de diabetes tipo 2.

Estas acciones son, probablemente, el o los mecanismos mediante los
cuales se llevaran a cabo las funciones protectoras de la cascara de manzana

sobre la actividad cardiaca en la cardiopatia diabética.



ABSTRACT

Several epidemiological studies strongly suggest that apple consumption in
the diet is associated with multiple health benefits particularly with diseases of the
cardiovascular system. Such benefits have been associated with their chemical
composition, especially polyphenolic compounds. However, there are no systematic
studies of the action of the apple peel on the electrophysiology of the heart on
diabetes models. Consequently, this study was designed to examine the effects of
lyophilized apple peel Reed Delicious in papillary muscles isolated heart healthy
male rats, diabetic type 1 and 2 with their respective controls at 30 and 90 days.
Recording action potentials, resting potential, amplitude of action potentials, and
thresholds intracellular input resistance were performed using conventional
methods for microelectrodes.

The results indicate that consumption of apple peel after 90 days of treatment
is able to maintain glucose levels and glicated hemoglobin (HbAic) similar to the
control and interestingly reduce the increment of the duration of the action potential

(PA) and the absolute refractory period in type 2 diabetes model.

These actions are probably the mechanisms by which carried out the
protective functions of apple peel on cardiac activity in diabetic heart disease.



1 INTRODUCCION

1.1 Corazdén

El corazdén pesa entre 200 a 425 gramos y €S un poco mas grande gque una
mano cerrada, late 100.000 veces diarias, bombeando aproximadamente 7.571
litros de sangre. Este 6rgano se encuentra entre los pulmones en el centro del
pecho, detrds y levemente a la izquierda del esternén. Una membrana de dos
capas, denominada pericardio envuelve el corazbn como una bolsa. La capa
externa del pericardio rodea el nacimiento de los principales vasos sanguineos del
corazon y esta unida a la espina dorsal, al diafragma y a otras partes del cuerpo
por medio de ligamentos. La capa interna del pericardio esta unida al muasculo
cardiaco. Una capa de liquido separa las dos capas de la membrana, permitiendo
gue el corazén se mueva al latir a la vez que permanece unido al cuerpo.

El coraz6n tiene cuatro cavidades, Figura 1. Las cavidades superiores se
denominan auricula izquierda y auricula derecha y las cavidades inferiores se
denominan ventriculo izquierdo y ventriculo derecho. Una pared muscular
denominada tabique separa las auriculas izquierda y derecha y los ventriculos
izquierdo y derecho. El ventriculo izquierdo es la cavidad méas grande y fuerte del
corazon. Las paredes del ventriculo izquierdo tienen un grosor de poco mas de un
centimetro, pero tienen la fuerza suficiente para impeler la sangre a través de la
valvula adrtica hacia el resto del cuerpo. Las valvulas que controlan el flujo de la
sangre por el corazén son cuatro: la valvula tricaspide, que controla el flujo
sanguineo entre la auricula derecha y el ventriculo derecho; la valvula pulmonar
gue controla el flujo sanguineo del ventriculo derecho a las arterias pulmonares, la
valvula mitral que permite que la sangre rica en oxigeno proveniente de los
pulmones pase de la auricula izquierda al ventriculo izquierdo y la valvula aortica
gue permite que la sangre oxigenada pase del ventriculo izquierdo a la aorta, la
arteria mas grande del cuerpo, la cual transporta la sangre al resto del organismo
(Delmar et al., 2007).



Figura 1. Anatomia del corazon

(http://www.texasheart.org/HIC/Anatomy_Esp/anato_sp.cfm)

A partir de los estudios realizados por Heidenhain y Gollewsky alrededor del
afoa 1900, se considero al corazén de mamifero como un sincicio anatoémico, sin
embargo, los estudios morfoldgicos iniciales no confirmaron esta idea. Fue a
mediados del mismo siglo, que las evidencias experimentales electrofisiolégicas
hicieron posible comprender como es que; todas las células del corazén funcionan

como unidades independientes pero que, a Su Vvez, Se encuentran
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intercomunicadas a través, de uniones de baja resistencia. Estas uniones de baja
resistencia se denominan nexus o “gap junctions” (Sjostrand y Anderson, 1954;
Sjostrand et al., 1958; Dewey y Barr, 1964). Aunado a las evidencias de tipo
morfologico, los hallazgos de tipo electrofisiologico; se orientaron a reconocer que
tales nexus, ademas de permitir el intercambio de substancias entre los miocitos
permiten también el paso de corriente (Weidmann, 1952; Barr et al., 1965;
Weidmann, 1966). Se postulé entonces que, en el corazén todas las células se
encuentran acopladas eléctricamente y que el corazén se comporta como un
sincicio funcional.

Los impulsos eléctricos generados por el musculo cardiaco (el miocardio)
estimulan la contraccién del corazén. Esta sefal eléctrica se origina en el nddulo
sinoauricular (SA) ubicado en la parte superior de la auricula derecha. El impulso
eléctrico de este marcapaso natural se propaga por las fibras musculares de las
auriculas y los ventriculos estimulando su contraccion. Aunque el nédulo SA envia
impulsos eléctricos a una velocidad determinada, la frecuencia cardiaca podria
variar segun las demandas fisicas o el nivel de estrés o debido a factores
hormonales. Los PA generados por células individuales se conducen de célula a
célula a través de las gap junctions que ponen en contacto los citoplasmas de las
células y forman una via de baja resistencia para el flujo de la corriente excitatoria
proporcionada por el potencial de accion PA; bajo este mecanismo, es como se
lleva a cabo la generacién y conduccion de los potenciales en los diferentes tejidos
que conforman al corazén dando como resultado final la activacion y sincronizaciéon
de toda la masa muscular ventricular y una eficiente funcién del coraz6n como
bomba. Sin embargo, para el adecuado proceso de excitacién se sigue un patrén
de activacion secuencial que tiene su inicio en el nodo seno auricular (NSA)
continuandose en las auriculas para terminar en los tejidos ventriculares (Figura 2).
No obstante, las alteraciones en la actividad eléctrica conducen a serios

desordenes que, en ocasiones, pueden ser letales.
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Figura 2. Conduccién de los impulsos eléctricos en el corazon (Papano y Wier,
2013).

1.1.1 Actividad eléctrica del corazén

El origen de la actividad eléctrica del corazdon estd relacionado con los
cambios que se producen en el potencial de reposo de la membrana celular (PRM),
el cudl es la diferencia de potencial que existe entre el interior y el exterior de la
célula. El PRM se genera porque la membrana celular se comporta como una
barrera con conductancia selectiva, es decir, permite soélo el transito de
determinadas moléculas a través de ella por lo que se produce una distribucién
asimétrica de iones entre el espacio intra y extracelular produciendo una diferencia
de potencial (Tabla 1) (Katz, 2011).



No obstante, el valor del PRM no solo es determinando por las diferentes
concentraciones ionicas en los liquidos extra e intracelulares, sino también es
influenciado por la participacion de bombas y transportadores como la ATPasa Na*-
K*, la presencia de aniones no difusibles (proteinas dentro del citoplasma) y la
conductancia selectiva de la membrana al ion K* en condiciones de reposo. La
fuerza impulsora que determina el movimiento de los iones a través de la
membrana es generada por la presencia de dos gradientes: el eléctrico y el de
concentracion. En las células cardiacas ventriculares de trabajo, el PRM es de 80 a

90 mV siendo el interior negativo con respecto al exterior.

Concentracion (Mm)

lon Intracelular Extracelular
Na* 5a15 145
K* 140 5

Ca? 0.0001 laz2
CI 5a15 110

Tabla 1. Concentracion de iones intra y extracelular en miocito cardiacos de

mamiferos

Debido que las células cardiacas son excitables, cuando el potencial de
membrana se hace menos negativo o se despolariza (se aleja del PRM) y alcanza
un valor de potencial critico (potencial umbral) se produce el Potencial de Accion
(DPA), el cual es un cambio transitorio del potencial de la membrana celular
originado por la activacion y el cierre de distintos canales iénicos, es decir, son
cambios en la conductancia de la membrana. Los DPA del corazén son mucho mas
complejos que los de las neuronas y del musculo esquelético los cuales duran sélo
unos milisegundos. La duracion del PA cardiaco es de algunos cientos de
milisegundos que consisten en varias fases que varia de acuerdo del tejido

cardiaco que se estudie (Katz, 2011).



1.1.2 Propiedades activas y pasivas del corazén

La generacion y conduccion de los PA en el corazon depende de sus
propiedades activas y pasivas. Las primeras estan relacionadas con el tipo y
cantidad de canales ibnicos expresados en la membrana celular de los
cardiomiocitos. Estos canales i0nicos generan corrientes de entrada
(despolarizantes) y corrientes de salida (repolarizantes). Por tanto, la morfologia del
PA depende de las propiedades activas y varia entre las diferentes regiones del
corazon. Especificamente, en el tejido ventricular de trabajo, el PA posee cinco
fases originadas por la activacion de diferentes corrientes iénicas, las cuales se
enumeran del 0 al 4 (Figura 2) (Liu, 2014).

Figura 3. Fases del PA en el ventriculo (las corrientes despolarizantes se sefialan

hacia abajo y las corrientes repolarizantes hacia arriba, (Liu, 2014)



La fase 0 es también conocida como despolarizacion rapida o fase de subida
del PA y es generada por la corriente entrante de sodio (Ina). En la fase 1 se
produce una repolarizacion inicial rapida que termina en el inicio de la meseta del
PA. Esta es provocada por la inactivacion rapida de la Ina y la activacion de la
corriente transitoria (lw). La lo determina la repolarizacion rapida y la duracion del
PA. La fase 2 es la meseta del PA, la cual se origina por un fino equilibrio entre las
corrientes entrantes de Calcio tipo L (Ica?'L) y del intercambiador Na*/Ca?" y las
corrientes salientes a través de los canales de potasio del rectificador tardio con
sus tres componentes, ultra rapida (lkur), rapida (lk) y lenta (Iks). Por lo tanto,
pequefios aumentos en las corrientes entrantes o pequefias disminuciones en las
corrientes salientes se manifiestan como aumentos importantes en la duracion del
PA vy viceversa. Segln se inactiven los canales de Ca?', las corrientes
repolarizantes se hacen dominantes y se inicia la fase 3, con lo que se inicia la fase
de repolarizacion, la cual consiste en al menos dos componentes: la Ikr y Iks. En la
ultima porcion de la fase 3 aparece la corriente que presenta rectificacion hacia
adentro (Ik1) que mantiene el PRM. Por ultimo, la fase 4 esta ausente en el musculo
ventricular adulto ya que es tipica de aquellos tejidos cardiacos con actividad

espontanea (Pappano y Wier, 2013).

Incluso en el tejido ventricular se presentan diferencias en la forma vy
duracion de los PA dependiendo de la region (epicardio, endocardio, miocardio) ya
gue la expresion de los canales i6nicos de potasio es heterogénea (Jourdon y
Feuvrai, 1993). SimultAdneamente estos canales idnicos interactian, no de manera
lineal, sino dinAmicamente con los cambios de concentraciones de iones y con las
modificaciones del voltaje de membrana; ademas estan sujetos a procesos
regulatorios (Kléber y Rudy, 2004; Rudy y Siva, 2006).
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Figura 4. Capas que constituyen la pared del corazon

(http://www.rci.rutgers.edu/~uzwiak/AnatPhys/Cardiovascular_System.html).

Las propiedades pasivas estan vinculadas con la propagacion de los PA'y
estan determinadas por el tamafio y la forma de los miocitos, asi como la cantidad
y distribucién espacial de las “gap junctions” o de las uniones comunicantes
(conexinas). Cualquier perturbacion en las propiedades activas, en las propiedades
pasivas y en la interaccién entre ambas puede tener, bajo condiciones fisiolégicas,
un efecto importante en la excitabilidad de los tejidos cardiacos, asi como en la
generacion y la propagacion de los potenciales de accion. En consecuencia, en
situaciones patoldégicas como la diabetes, la funcién cardiaca puede ser

profundamente afectada.
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1.2 Diabetes y cardiopatia diabética

La diabetes mellitus es un conjunto de alteraciones metabdlicas que tienen
por caracteristica comun la hiperglucemia (ADA, 2014). Aproximadamente del 90 al
95% de los casos de diabetes son del tipo 2 y del 5 al 10% del tipo 1. En ambos
tipos de diabetes las complicaciones cardiovasculares son la principal causa de
morbilidad y mortalidad (Cai, 2006). Generalmente la mortalidad por diabetes se
relacionada con una mayor susceptibilidad a presentar arritmias cardiacas que
provocan la muerte subita (Shimoni, 2001). Esta vulnerabilidad del corazén se debe
a la disfuncion eléctrica y contractil que se presenta por la cardiopatia diabética, la
cual es considerada una enfermedad cardiaca independiente de la enfermedad
coronaria (relacionada con la aterosclerosis) (Shimoni et al., 2005). Por ello la
diabetes es considerada como el factor de riesgo mas importante de las
enfermedades cardiovasculares independiente de la hiperlipidemia (Waczykpukova
et al., 2010).

La cardiomiopatia diabética es una complicacién temprana de la diabetes
(Watanabe et al., 2010) e implica anormalidades eléctricas en los ventriculos que
se denominan como remodelacion electrofisiologica (Rahnema et al., 2011). Este
remodelado eléctrico esta relacionado con la repolarizacion anormal y aumento de
la DPA por la alteracion de las propiedades activas del corazon. En la diabetes tipo
1 (D1) y la diabetes tipo 2 (D2) se presenta una disminucion en la densidad de la
corriente de K* saliente transitoria (lo) y de la corriente de K* de estado estable
(Ikss) (Shimoni et al., 2001; Li et al., 2005; Shimoni et al., 2005). Siendo considerada
la disminucién en la densidad de la lw como la alteracion electrofisiolégica méas
notable en el tejido ventricular en la diabetes (Raimondi et al., 2004). Estos
cambios observados en la diabetes se ven reflejados en el electrocardiograma
(EKC) de las personas que padecen esta patologia, donde suele presentar una
prolongacion en el intervalo QT (Figura 5) y un aumento en la dispersién del QT (Li
et al., 2005).

Igualmente la remodelacién también se ha asociado con anormalidades de

las propiedades pasivas especificamente en la conexion intercelular eléctrica
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causada por la laterizacion de la proteina conexina 43 (cx-43). Esta laterizacion de
la cx-43 reduce la velocidad de conduccion incrementando la susceptibilidad del
corazén a presentar arritmias ventriculares (Howarth et al., 2008; Rahnema et al.,
2011; Wright et al., 2012).

La etiologia de la cardiomiopatia diabética no soOlo se atribuye a la
hiperglucemia, hiperlipidemia e inflamacion sino también al estrés oxidante, siendo

éste ultimo el mayor contribuidor (Watanabe et al., 2010).

SA Node |

Atrium |

AV Node |

Purkinje Fiber
Endocardium

Midmyocardium

RV LV Epicardium |

0.2 sec

Qr

Figura 5. Relacion de los DPA del corazon y el electrocardiograma (Nerbonne y
Kass, 2005)

1.2.1 Estrés oxidativo y diabetes

El estrés oxidante se presenta cuando la generacion de las especies

reactivas de oxigeno (EROS) y especies reactivas de nitrogeno (ERNS) superan la
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actividad de los sistemas antioxidantes del organismo encargados de
contrarrestarlos. En la diabetes existe tanto una produccion excesiva de especies

reactivas como una disfuncion del sistema de defensa (Kaneto et al., 2010).

Las especies reactivas son resultado del metabolismo celular que en
condiciones fisiologicas intervienen en varias funciones en la mayoria de 6érganos y
procesos, como el de inflamacién, expresién de genes, detecciéon del oxigeno,
respuesta inmunitaria, asi como sefalizacion, crecimiento, senescencia y muerte
celular (Zhang et al., 2012). No obstante, debido a que los EROS y ERNS son
atomos o moléculas que contienen uno o mas electrones no apareados en su
ultimo orbital, son altamente reactivos e inestables capaces de modificar y dafar
los &cidos nucleicos, proteinas, lipidos y carbohidratos causando por lo tanto dafio
celular. Adicionalmente, las altas concentraciones de éstos pueden acrecentar el
dafio en los compartimentos celulares y tisulares al alterar las cascadas de
sefializacion dependientes del estado de reduccién y oxidacion (redox) celular, el
cual es resultado del equilibrio entre los agentes oxidantes y reductores
provocando disfuncion celular y en ultima instancia la muerte de la misma. Las

principales especies reactivas se muestran en la Tabla 2.

EROS ERNS
Radicales Superoéxido (02) Oxido nitrico (NO’)
libres Hidroxilo (OH") Di6xido nitrico (NO2)

Peroxido (ROO))
Hidroperéxido (HOO)
No radicales  Pero6xido de hidrégeno (H202)  Peroxinitrico (ONOO")
libres Acido hidrocloruro (HOCI) Oxido nitroso (HNO2)
Alcanos de peroxinitratos (RONOO)

Tabla 2. Principales especies reactivas
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Para la inactivacion de las especies reactivas, el organismo posee sistemas
de defensa antioxidante enzimatica y no enzimatica, tanto celular como
extracelular. El primero esta compuesto por varias enzimas siendo las principales:
la superoxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GSH-
px), las cuales actuan respectivamente sobre el Oz, el H202 y con la reduccion de
perdxidos o alcoholes (Oré et al., 2009). Con respecto a las defensas antioxidantes
no enzimaticas, se encuentran los sistemas de la nicotinamida adenina dinucledétido
fosfato (NADPH/NADP), la tiorredoxina (Trx) y el glutation (Grx). El sistema de la
Trx esta compuesto por Trx y tiorredoxina reductasa (TrxR), mientras que el
sistema Grx esta formado por Grx, glutation reducido (GSH) y la glutation reductasa
(GR). Estos sistemas tienen por finalidad el mantener el estado reducido del grupo
tiol o sulfhidrilo (-SH) de las cisteinas de las proteinas por medio de la transferencia

de los electrones de NADPH a las proteinas oxidadas.

El cambio de redox del grupo sulfhidrilo de las cisteinas es muy importante
puesto que esta involucrado con la regulacion de la funcidon celular pues
generalmente determina la estructura y la actividad de las enzimas, los factores de
transmision, las proteinas transportadoras necesarias para la vialidad de la célula
(Li et al., 2006) y ademas estan estrechamente vinculadas a la sefializacion redox
por el estrés oxidativo. El sistema del glutation es el principal responsable del
estado redox de las células puesto que su concentracion es 500 y 1000 veces

superior que la de Trx y NADPH respectivamente (Filomeni et al., 2002).

En la diabetes, la formacion exacerbada de los EROS y ERNS se asocia a la
hiperglucemia cronica e hiperlipidemia. La hiperglucemia aumenta la produccién de
especies reactivas principalmente por cuatro vias: 1) la auto-oxidacién de la
glucosa, 2) la formacién de Productos Terminales de la Glicosilacion Avanzada
(PTGA), 3) la activacion de la via del sorbitol y 4) la activacion de la via de las
hexosas. Todas éstas vias llevan a la sobreproduccion de anion superoxido (O2)
por parte de la mitocondria (Cai, 2006; Zhang et al., 2012). Ademas la
hiperlipidemia aumenta la produccion de EROS por medio de la inhibicion de la

oxidacion de la glucosa. La acumulacion de estas especies reactivas incrementa a
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su vez la produccién de las mismas por un fenbmeno que se le conoce como
liberacién de EROS por EROS (Jeoung et al., 2012) (Figura 6).

NADPH Aldose NAD+ Sovtatol
\ reduciase \ dehydrogenase '
> Fructose

' Glucose > ' Sorbitol
\\ \ !
NADP+ NADH

Glucose-6-P
l Glutamine

GFAT
Fructose-6-P ' Glucosamine.6- —p»

UDP-N-acetyl [elilo il
glucosamine

Glutamic acid
NADH

Dinydroxyacetone t Glycarol- * > D
v phosphate phosphate

Gliceraldehyde-3-P

| AP T _ S

(2]

NAD+

NAD#+ ' Matihyglyoxal
MADH <]
Glyceraldheyde-3° } B, &
Ldehydrogenase RRP:1 "§‘
‘ \
1.3-Diphospho ‘\
glylicerate \ ROS I
Pyruvate
it
f Krebs |
ell2AL/

Figura 6. Vias metabdlicas de la glucosa relacionadas con el estrés oxidativo
(http://www.intechopen.com/books/oxidative-stress-and-chronic-degenerative-
diseases-a-role-for-antioxidants/oxidative-stress-in-diabetes-mellitus-and-the-role-

of-vitamins-with-antioxidant-actions)

La limitacion del sistema de defensa antioxidante en la diabetes esta
relacionada por la activacion de la via de sorbitol que reduce la cantidad de NADPH
disponible afectando la regeneracién del principal antioxidante celular, que es el
GSH. Asimismo, al disminuir la concentracion de GSH se afecta la actividad de
otras enzimas que lo requieren como la oxido nitrico sintetasa (NOS), CAT y
NADPH oxidasa. Por otra parte la disminucion de GSH conlleva a incrementar las

concentraciones de triosas fosfato capaces de aumentar produccion del metilglioxal
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(precursor de PTGA) y del diacilglicerol (DAG) (activador de la protein-cinasa C),
ver Figura 4 (Al-Dallen et al., 2004; Rosado-Perez y Mendoza-Nufez, 2007).
Conforme aumenta la sobreproduccién de especies reactivas, se compromete cada
vez mas la accion del sistema antioxidante y el desbalance del estado redox se
acentua (Vassort y Turan, 2010). Actualmente esta modificacion del estado redox
se ha asociado con la vulnerabilidad del corazén a presentar arritmias en la
diabetes (Jeong et al., 2012).

1.2.2 Remodelacién cardiaca y estrés oxidativo

El estrés oxidante en el miocardio provoca que disminuya el GSH mientras
su forma oxidada (GSSG) se acumula modificando el estado redox celular. Al
cambiar el estado redox las proteinas se pueden oxidar mas facilmente,
especificamente los grupos tiol (-SH) de las cisteinas que son los mas vulnerables
ya que pueden formar uniones con el oxigeno, el nitrégeno, los halégenos y el
selenio originando un rango de modificaciones post-traduccionales (Xu et al., 2002)
las cuales estan estrechamente vinculadas con la sefializacion redox por el estrés
oxidativo. La sefalizacién redox en el corazén esta involucrada en procesos
fisiologicos (el proceso de excitacidon-contraccion, diferenciacion celular),
homeostaticos o0 de respuesta al estrés (adaptacion a hipoxia o isquemia) y

patolégicos (remodelacion cardiaca, fibrosis).

Los cambios en la sefializacion del estado redox producen una respuesta
adaptativa del coraz6n a los cambios en el ambiente celular los cuales involucran a
la quinasa 3-fosfatidilinositol (PI3K), calcio y proteina-cinasa C (PKC) para regular
el metabolismo del corazén. Sin embargo, si estas modificaciones son muy
intensas o se agregan otros estimulos (por ejemplo, la hipertension) la acumulacion
de los metabolitos resulta en una mala adaptacién como sucede en la diabetes
(Young et al., 2002). Esta mala adaptacién puede activar al factor nuclear-k3 (NF-
KB), a la quinasa reguladora de la sefial de apoptosis (ASK, por sus siglas en
inglés), a los genes y proteinas involucrados en la remodelacion cardiaca, como el

factor de necrosis tumoral a (TNF-a), la angiotensina Il (Ang Il), la endotelina, y el
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péptido natriurético atrial (ANP) (Shimoni et al., 2005; Shimoni et al., 2008; Cali,
2006).

Interesantemente, existe evidencia que la remodelacién de los canales de
potasio que se presenta en la diabetes, y especificamente los que regulan la
corriente lo Y lkss, Son controlados de una manera sensible al estado redox celular
por medio de la integracion de los sistemas Trx y Grx (Rozanski y Xu, 2002; Liang
et al., 2008). Por otra parte, Li et al. (2006) observaron que los corazones de ratas
diabéticas muestran una disminucion en la actividad de la TrxR y GR de
aproximadamente 52% y 35% respectivamente en comparacion de las ratas sanas.
También encontraron que al inhibir la TrxR en ratas controles, se suprime el efecto
de la insulina y sus agonistas (dicloroacetato) disminuyendo la densidad de la lo.
De igual forma la reduccion en la amplitud de la corriente lo se puede revertir al
incrementar los niveles de GSH en el miocito (Rozansky y Xu, 2002; Shimoni et al.,
2005). Por lo que se ha postulado que los sistemas Trx y Grx conforman un
mecanismo importante de reparacién en el corazén que protege los canales idnicos

y otras proteinas celulares del dafio irreversible (Li et al., 2006).

Igualmente, las atenuaciones de Ias lwo Y Ikss de los miocitos aislados de ratas
con diabetes se pueden revertir al disminuir el estrés oxidativo por medio de la
adiciéon de la SOD o la apocinina (inhibidor de la NADPH oxidasa) (Shimoni et al.,
2005). A su vez, se ha reportado que la activacion de la PKC por la hiperglucemia
(ver Figura 4) especificamente la isoforma € (que es la mas comun en el ventriculo
de las ratas adultas) puede modular a la lwo y Iss (Shimoni et al., 1994; Shimoni et
al., 1998) y también regula las densidades de la IcaL y la bomba Na*-K* (Pandit et
al., 2003). Mientras que al aumentar los niveles de Ang Il se atenuan las corrientes
de K* e incrementa el estrés oxidativo (Shimoni et al., 2005; Shimoni et al., 2008).
Interesantemente, estos efectos desaparecen al bloquear los receptores de Ang Il
(por medio de Losartan) (Raimondi et al., 2004) o al agregar la enzima convertidora
de angiotensina (ACE) (Shimoni et al., 2005).

Con respecto a la alteracion de las propiedades pasivas, se ha observado

gue el incremento de los EROs por la elevacion de la Ang Il estan implicados en la
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remodelacion cardiaca de las conexinas, provocando la laterizacion que involucra
la difusion de la cx-43 lejos de los discos intercalados hacia las paredes laterales
de los miocitos. Incluso se ha observado que el estrés oxidativo activa al factor de
transcripcion c-Src, el cual regula la cx-43. Los niveles de cx se asocian
inversamente con el riesgo arritmico por lo que esto representa otro mecanismo
dependiente de EROs en que puede aumentar este riesgo (Jeong et al., 2012).
Finalmente, otro mecanismo que también se asocia con la modificacion de las “gap
junctions” es que la activacion de la PKC favorece la fosforilacion post-
tranduccional de la cx-43. En la diabetes se presenta una fosforilacion elevada de
la cx-43 que suprime la comunicacion intercelular y la conduccion eléctrica que
interfiere con la propagacion del PA y en consecuencia puede llevar a presentar

arritmias en el tejido ventricular cardiaco (Howarth et al., 2008).

1.3 Antioxidantes dietarios

La epidemia de la diabetes alcanza alta proporciones en todo el mundo, por
lo que hay una necesidad urgente para el desarrollo de estrategias de prevencion
rentables y eficaces. En este sentido un gran potencial radica en las intervenciones
dietéticas disefladas a gran escala. La composicibn de macronutrientes y el
contenido de calorias de la dieta son los determinantes principales de la
homeostasis de la glucosa y hay una lista cada vez mayor de alimentos, nutrientes
0 compuestos individuales que se han asociado con una incidencia aumentada o

reducida de la diabetes mellitus (Thomas y Pfeiffer-2012).

Las plantas son de enorme importancia en cuestion de los EROs vy
antioxidantes por tres razones primordiales: 1) ellas son las que aportan el Oz, 2)
estan expuestas a altos niveles de Oz y por ello cuentan con suficientes defensas
antioxidantes y sistemas de reparacion contra el dafio oxidativo, y 3) los estudios
epidemioldgicos han demostrado que dietas ricas en productos vegetales (frutas y
verduras) estan asociadas con un menor riesgo de desarrollar enfermedades como

cancer, diabetes, aterosclerosis y demencia (Halliwell, 2009).
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Estos efectos benéficos de las frutas y los vegetales se atribuyen
principalmente a los compuestos polifendlicos, puesto que la ingesta de los
polifenoles en animales y humanos se asocia a disminucion de dislipidemia y
aterosclerosis; disfuncion endotelial e hipertension; activacion de plaguetas y
trombosis; proceso inflamatorio asociado con la induccion y perpetuacion de la
enfermedad cardiovascular (Fraga et al., 2010). Ademés son polifenoles son los
antioxidantes mas abundantes en la dieta y su ingesta es mas elevada con
respecto a otras clases de fitoquimicos y antioxidantes dietarios. En especifico el
consumo de polifenoles es 10 y 100 veces mayor que el consumo de la vitamina C
y E (Scalbert et al., 2005).

Las estructuras quimicas de los fenoles, los hacen ideales para accién
antioxidante, neutralizador de radicales libres y queladores de metales y mas
poderosos en comparacion que la vitamina C y E (kata, 2009). Los polifenoles
comprenden una gran diversidad de compuestos los cuales se clasifican segun se
observa en la Figura 7. Se han identificado més de 4000 flavonoides en las plantas
y aun siguen elucidando mas estructuras nuevas hoy en dia (Cheynier, 2005).
Gracias a sus diferencias en estructura, biodisponibilidad, distribucién vy
metabolismo, los compuestos flavonoides pueden tener diferentes efectos en la
salud (Knekt et al.,, 2002), por ejemplo, algunos de estos antioxidantes han
demostrado prevenir la apoptosis por el estrés oxidativo en las células ya que
inducen la expresion de enzimas antioxidantes como la CAT, SOD, y GSH-px
(Wang et al., 2010).

Existe evidencia que los flavonoides pueden actuar especificamente en
estructuras moleculares como los canales i6nicos cardiovasculares, por lo que
pueden estar involucrados en la regulacién del tono vascular y la actividad eléctrica
cardiaca, siendo los canales ionicos el blanco de los flavonoides para ejercer su

proteccion cardiovascular (Zitron et al., 2005; Scholz et al., 2010).

La prevencion de la diabetes es mucho mas eficiente que el tratamiento de
la enfermedad y sus consecuencias. Aunque no hay medicamentos aprobados

actualmente para la prevencion en individuos de alto riesgo, es evidente que los

20



nutrientes que imitan sus mecanismos de accién podrian representar una
alternativa natural muy util. Con los alimentos que intervienen en la regulacion de la
homeostasis, hay un gran potencial para la identificacibn de estrategias de

prevencion nutricional simples y rentables (Thomas y Pfeiffer, 2012).

Hay evidencia de que la reduccién de las concentraciones de glucosa induce
la pérdida de peso, mejora el perfil lipidico, y el consumo de alimentos ricos en
antioxidantes reduce el riesgo cardiovascular en personas con diabetes tipo 2 (.
Koloverou et al, 2016). Se ha descrito que las concentraciones de de TNF-alfa y la
homocisteina puede ser la base del mecanismo patogénico de la diabetes, lo que
sugiere que la adopcién de la dieta mediterrdnea puede ofrecer su efecto
antidiabético través de una disminucion en el estrés oxidativo y la inflamacién

subclinica (Koloverou et al, 2016).

La dieta mediterranea se ha relacionado con la reduccion de la incidencia de
enfermedades cardiovasculares y la mortalidad. Los componentes de la dieta
mediterrdnea asociada con una mejor salud cardiovascular incluyen bajo consumo
de carne y productos carnicos, el consumo moderado de etanol (en su mayoria a
partir de vino), y el alto consumo de verduras, frutas, frutos secos, legumbres,
pescado y aceite de oliva. Es importante destacar que la dieta mediterranea se
caracteriza por el uso diario de hierbas antioxidantes y especias (tales como ajo,
cebolla, eneldo, orégano, y el curry en polvo) para aromatizar los alimentos y el
consumo de vino tinto (Eposito y Giugliano, 2014). Las evidencias indican que la
sinergia entre estos componentes da como resultado cambios beneficiosos en las
rutas implicadas en el riesgo cardiometabdlico, tales como lipidos, sensibilidad a la
insulina, el estrés oxidativo, la inflamacion y la vasorreactividad (Eposito y
Giugliano, 2014).
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Figura 7. Clasificacion de los polifenoles (Knekt et al., 2002)

1.3.1 Manzana

La manzana (Malus domestica) pertenece a la familia de los Rosacaae para
la cual existen cientos de variedades. En México, Red Delicious es una de las mas
importantes y su produccion correponde a proximadamente a 250 000 toneladas
anuales(http://gain.fas.usda.gov/Recent%20GAIN%20Publications/Fresh%20Decid
uous%20Fruit%20Annual_Mexico%20City Mexico_10-30-2015.pdf). Independiente

de las diferentes variedades, el consumo de la manzana estd ampliamente

difundido en diversas culturas y es una de las principales fuentes de polifenoles en

la dieta occidental (Peri et al., 2005; Valavanidis et al., 2009). En Ameérica se estima

que es la segunda fuente mas importante de flavonoides en la dieta (Lata, 2007).
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La manzana posee excelentes propiedades antioxidantes siendo mayor que otras
frutas que comunmente se consumen como la uva roja, la fresa, el durazno, el
limén, la pera, el platano, la naranja y la pifia (Boyer y Liu, 2004). La capacidad de
neutralizar los radicales libres tiene una relacion directa con el contenido total de
polifenoles (Leontowicz et al., 2002), puesto que la vitamina C solo es responsable
de 0.4% de ésta (Liu, 2002). Por otra parte, la manzana tiene una mayor
concentracion de polifenoles no asociados con azlcares en comparacion de otras
frutas, haciéndolos posiblemente mas disponibles para su absorcion.

La composicion y concentracion de estos fitoquimicos depende de muchos factores
como la variedad de manzana, nutrientes disponibles, temperatura, grado de
madurez (Bizjak et al., 2013), particularmente a la exposicion de la luz (Chen et al.,
2013), la cosecha, la posiciéon del fruto en el follaje del arbol (Feng et al., 2014) el
almacenamiento y procesamiento de las manzanas (Francini y Sebastiani, 2013).
Es de esperarse que los factores ambientales afecten la expresion de los genes
involucrados en las rutas metabdlicas de la sintesis de los compuestos
antioxidantes, asi como ya fue demostrado para la expresion de genes de la
sintesis de antocianinas en la cascara de la manzana (Feng et al., 2013; Peng y
Moriguchi, 2013; Vimolmangkang et al., 2014). A su vez, la concentracion y
también varia entre la pulpa y la cascara, puesto que los flavonoles que se

encuentran en la cidscara no se encuentran en la pulpa (Petti y Scully, 2009).

1.3.2 Manzana y beneficios en su consumo

La evidencia que existe sobre los efectos benéficos de la manzana sobre la
salud proviene principalmente de los estudios epidemioldgicos. En donde se ha
encontrado que el consumo de manzana esta inversamente relacionado con cancer
de pulmon, enfermedades del corazon (Rupasinghe et al., 2008) asma y diabetes
tipo 2 (Konopacka et al., 2010).

En especifico la proteccidon cardiovascular de la manzana se ha evaluado en
estudios in vitro e in vivo a partir de diferentes fuentes: cascara entera, extraccion
de sus polifenoles, o por la utilizacién de un sélo polifenol (que se encuentra en la

fruta). A partir de estudios in vitro se ha demostrado: la capacidad de fracciones
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fendlicas extraidas de la cascara de la manzana de inhibir la oxidacion del aceite
de pescado (Sekhon-Loodu et al., 2013); la capacidad de algunos extractos
fendlicos de funcionar como antihipertensivos (Balasuriya y Rupansinghe, 2012); el
potencial de inhibir la oxidacion del colesterol humano LDL (Thilakarathna et al.,
2013); las acciones benéficas para reducir la oxidacion y la inflamacion intestinal
(Denis et al., 2013); alta capacidad antioxidante de extractos de cascara de
distintas variedades de manzana (Karaman et al.,, 2013; He y Liu, 2008); el
potencial para funcionar como antiproliferativo de lineas celulares tumorales (He y
Liu, 2008); Actividad limpiadora de radicales libres (Chinnici et al., 2004). De los
estudios in vivo su accion protectora se ha relacionado principalmente con: 1)
disminucién de la grasa visceral en roedores (Kobori et al., 2011; Budak et al.,
2011, Nakazato et al., 2008) y en humanos (Nagasako-Akazome et al., 2007); y 2)
disminucién de lipidos sanguineos en roedores (Leontowicz et al., 2003; Bladé et
al., 2010; Shishehbor et al., 2008, Salgado et al., 2008, Osada et al., 2006; Lam et
al., 2008; Aprikian et al., 2001; Aprikian et al., 2002; Aprikian et al., 2003; Sanchez
et al., 2008; Gonzalez et al., 2015, Fhaty y Drees, 2016).

En estudios realizados directamente en humanos muestran resultados
contradictorios. No obstante, existen diferencias entre los resultados obtenidos
primordialmente por los diferentes tipos y cantidades empleadas en cada uno de

ellos.

Por lo expuesto anteriormente, el objetivo principal del presente estudio, fue
cuantificar las acciones de la cascara de manzana sobre las propiedades

electrofisiolégicas del corazon de ratas macho Wistar con diabetes experimental.

1.3.3 La cascara de manzana

Los polifenoles que contiene la manzana generalmente se concentran en la
zona epidérmica (Lata, 2009; Kunradi Vieira, 2009), no obstante, se ha descrito que
la cascara contiene de tres a seis veces mas flavonoides, ademas de glucosidos de
guercetina de los cuales carece la pulpa (Wolfe et al., 2003; Seipel et al., 2009).

Relacionado con estos ultimos compuestos se sabe que el consumo de la
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guercetina esta asociado con la disminucion del riesgo a desarrollar la diabetes
(Knekt et al., 2002; Boyer y Liu, 2004), ademas de que la catequina y la quercetina
tienen efecto directamente sobre canales iénicos del corazon (Scholz et al., 2010).
Otros polifenoles con excelente actividad antioxidante que han sido identificados en
la cascara de la manzana son la epicatequina y la procianidina B2 (Tsao et al.,
2005). Recientemente, se ha propuesto que las antocianinas son los compuestos
fendlicos que mas contribuyen al efecto antioxidante de la cascara de manzana (Bi
et al., 2014).

Los terpenoides (también llamados isoprenoides o terpenos) son una de las
familias de fitoquimicos mas grandes. Biologicamente, los terpenoides tienen
funciones de defensa en la interaccion entre las plantas y su medio ambiente. El
acido oleandlico (3B-hidroxi-Olean-12-en-28-oico; OA) y su isémero, el acido
ursolico (3B-hidroxi-urs- acido 12-en-28-oico; UA), que son los dos principales
triterpenos en la cascara de manzana, se encuentran comunmente en la cera
cuticular de frutos y hojas de oliva, caqui, pera y algunas hierbas. De especial
interés son los efectos beneficiosos para la salud del OA 'y el UA, y una variedad de
patentes se han presentado en todo el mundo describiendo el beneficio de estos
compuestos sobre la salud. Los efectos benéficos por ejemplo, incluyen la
induccion de la apoptosis a través de la apoptosis mediante la inhibicion de NF-kB
y la activacién de p53 y / o la caspasa-3. Otros efectos para la salud que se
sugieren son actividad antidiabética través de la accibn como un agente

sensibilizador a la insulina, asi como efectos antiinflamatorios (Lv et al., 2015).

Es importante mencionar que cada afio se procesan en el mundo millones
de toneladas de manzana generando como desecho también millones de toneladas
de céscara (Henriquez et al., 2010; Lavelli y Coti, 2011). Puesto que se ha
observado que el procesado de las cascaras de manzana tiende a conservar sus
compuestos fendlicos y flavonoides (Boyler y Liu, 2004) resulta interesante utilizar
ésta como un ingrediente en la dieta para incrementar la capacidad antioxidante de

la dieta normal.
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2 JUSTIFICACION

La diabetes mellitus es una enfermedad con alta prevalencia en el mundo
por lo que se ha convertido en un gran problema de salud. México no es la
excepcion, de hecho, se encuentra dentro de las principales causas de mortalidad.
De las complicaciones de la diabetes, la cardiovascular es la primera causa de
morbilidad y mortalidad. Ademés de la enfermedad coronaria y modificacion de la
presién arterial que se asocia a esta patologia, se ha observado que la diabetes
induce, a su vez, el deterioro de la estructura y el funcionamiento del tejido cardiaco
conocido como cardiomiopatia diabética. Esta ultima hace que el corazon se vuelva
mas susceptible a sufrir arritmias que pueden provocar la muerte subita. En la
actualidad se considera al estrés oxidante como uno de los principales causantes
de estas modificaciones en el corazon. El estrés oxidante puede ser contrarrestado
con los antioxidantes dietarios Los estudios epidemioldgicos vinculan el consumo
frecuente de manzana con bajo riesgo a desarrollar diabetes tipo 2 o enfermedades
del corazon. Este efecto protector de la manzana es atribuido a los polifenoles que
contiene e incluso es considerada como una fruta con excelentes propiedades
antioxidantes. Interesantemente, es la cascara de manzana la que es mas rica en
polifenoles y es un producto de desecho en la industria alimentaria. No obstante, a
la fecha, no se han encontrado en la literatura estudios que determinen la accion
directa de la cdscara de manzana sobre la actividad electrofisiol6gica del corazoén,

en condiciones de diabetes.
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3 HIPOTESIS

La ingesta de cascara de manzana atenla los dafios causados por la diabetes

mellitus 1 y 2 sobre el corazon

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar las modificaciones inducidas por la cdscara de manzana en ratas con

diabetes mellitus en:

1) las propiedades electrofisioldgicas del corazén

2) el perfil bioquimico

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Analizar la composicion de la cascara de manzana Red Delicious

o Analizar y evaluar a 30 y 90 dias la accion de la cdscara de manzana en ratas

sanas, con diabetes mellitus 1y 2 y controles sobre:

propiedades electrofisiolégicas del corazon (APA, PRM, PRA, Duracion de

los PA (30, 50, 90%), umbral intracelular y resistencia de entrada).

perfil bioquimico (HbA1c, glucosa, insulina, triglicéridos, colesterol total y c-
HDL).
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Obtencién de la cascara de manzana

La manzana Red Delicious fue adquirida en la central de abastos de Ciudad
Juérez, Chihuahua, producto de la cosecha del 2011 y con el cédigo PLU 4016.
Para la obtencién de la cascara se empledé un pelador de manzanas manual
después del lavado de la fruta. La cascara se deshidrato en un liofilizador Labconco
FreeZone de 6 L y se pulverizé hasta la obtencion de un polvo fino el cual se
empaco al vacio en bolsas de plastico protegidas de la luz a -20°C hasta su

posterior uso.

5.2 Andlisis de la cascara de manzana

5.2.1 Analisis proximal

El analisis proximal de la cascara de manzana se realizé de acuerdo a la
metodologia oficial indicada por la Association of Official Analytical Chemist
(AOAC) de 1995. Brevemente, la humedad se determind por deshidratacion en
estufa a 100°C y las cenizas de este residuo, se calcularon como el peso
remanente después de calcinar la muestra en la mufla a 500°C durante 2 horas. El
nitrégeno total se obtuvo por el método de Kjeldahl y el célculo de la proteina total
se realizé mediante la multiplicacién del nitrégeno total por el factor de 6.25. La
fibra se estim6 después de la digestion acida y alcalina y la grasa cruda se
cuantifico empleando la metodologia de Soxhlet. Los carbohidratos fueron

obtenidos por diferencia de los componentes determinados anteriormente.

5.2.2 Anadlisis estructural por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) vy

Espectrometria de Masas (EM)

El liofilizado de cascara de manzana se suspendié en D20 (700 uL), se
centrifugé a 5000 rpm durante 15 min y el sobrenadante se analizé por RMN de 'H

y 13C en un espectrometro Bruker AVANCE Il a frecuencias de Larmor de 750 MHz
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y 187,5 MHz, respectivamente. Para el analisis de espectrometria de Masas, las
muestras se disolvieron en metanol y se analizaron en un espectrometro de masas
Bruker micrOTOF-Q Il en los modos positivos y negativos con ionizacion quimica a
presion atmosférica. Ambos estudios se realizaron bajo la direccion de en el Centro

de Nanociencias y Micro y Nanotecnologias-IPN.

5.2.3 Evaluacién de los polifenoles

La extraccion de los fenoles se realizé empleando 20 g de la cascara de
manzana en polvo disuelta en 125 mL de metanol al 80%, dicha solucion fue
sonicada (SWBR27 Shel Lab Shaking Water Bath) por 30 minutos protegida de la
luz. Posteriormente, el extracto se centrifugo (2000 x g) por 5 minutos y el
sobrenadante resultante se recolecto realizando este procedimiento por triplicado.
La eliminacién del metanol de los tres sobrenadantes se realizé en un rotavapor
(BUCHI Rotavapor R-3) a 45°C en vacio y el residuo fue liofiolizado en un equipo
Labconco FreeZone por 72 horas. Finalmente, el extracto se almacené al vacio a
menos 20°C.

El contenido total de fenoles se determiné con el método colorimetro de
Folin-Ciocalteu modificado (Singleton et al., 1965). Se mezcl6 0.5 mL de una
solucion de cascara de manzana (8 mg/mL en metanol al 80%) con 2.5 mL de
reactivo Folin-Ciocalteu al 10% dejando reaccionar por 2 minutos a temperatura
ambiente. Se agrego 2 mL de una solucion Na2COs al 7.5% y la solucion se incubo
por 15 minutos a 50°C y se dejé enfriar a temperatura ambiente. La absorbancia se
midié a 760 nm con un espectrofotometro (8452A Aglilent Technologies Canada
Inc). Para la cuantificacion se utiliz6 una curva estandar de acido gélico y los
resultados se expresaron en de mg de equivalente del mismo (EAG) por 100 g de
cascara seca. La determinacion de los isomeros del acido clorogénico y el epi-
catequina se llevo a cabo en los laboratorios de la Compafiia Silliker a Mérieux
NutriSciences en Grand Praire, Texas, EUA.
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5.3 Disefio bioldgico experimental

Se emplearon ratas machos de la cepa Wistar adquiridas en Rismart &
Research Global Solutions en México DF, México. El cuidado de los animales se
realiz6 con apego a la Norma Mexicana Oficial (NOM-062-Z00-1999). Los
animales se mantuvieron a temperatura constante a 25°C con ciclos de luz y
oscuridad cada 12 horas. El alimento (dieta estandar PROLAB RMH 2500) y el
agua se ofrecié ad libitum durante todo el tiempo del experimento.

El procedimiento experimental consistié en dos fases de duracion: la primera

de 30 dias y la tltima de 90 dias. El protocolo se muestra resumido en la Figura 6.

Los subgrupos con cascara (CC) recibieron una dosis diaria de 150 mg/kg
de peso corporal de cascara de manzana. El concentrado se disolvid con agua
destilada en volumenes pequefios y se administré por via oral con una jeringa de
tuberculina. La dosis estuvo equiparada al consumo diario de la cascara de tres

manzanas/dia ingeridas por un hombre adulto con 70 kg de peso corporal.

Mientras que los subgrupos de Glibenclamida (Gli) recibieron una dosis
diaria de 0.25 mg/kg de peso corporal disueltas en agua destilada en volumenes

pequefios con una jeringa de tuberculina en la boca de las ratas.

30



Ratas
Wistar
L

Figura 8. Disefio experimental

STZ=estreptozotocina, NAD=nicotinamida, D1=Induccién con STZ, D2=Induccién con STZ-NAD,
SSC=Sanas sin cascara, SCC=Sanas con cascara, D1SC=Diabetes tipo 1 sin cascara,
D1CC=Diabetes tipo 1 con cascara, D2SC=Diabetes tipo 2 sin cascara de manzana,

D2CC=Diabetes tipo 2 con cdscara de manazana, Gli=Glibenclamida.

5.3.1 Induccion de la diabetes mellitus

La induccion de la diabetes mellitus tipo 1 se realizé mediante la aplicacion
Unica de 45 mg/kg por via intraperitoneal de estreptozotocina (STZ, Sigma
Chemical Company, n° catalogo 104-4) disuelta en buffer de citrato (composicién,
pH 4.8). Para la induccién de diabetes tipo 2 se empled una inyeccién
intraperitoneal de STZ seguida por una inyeccion de nicotinamida (NAD, Sigma
Chemical Company) disuelta en solucién salina 15 minutos después (Pari y Suma,
2010). Debido que el NAD es un antioxidante que ejerce un efecto protector sobre

la accion citotoxica de STZ (mediada por estrés oxidante) no destruye totalmente
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las células B pancreaticas, simulando una diabetes de tipo 2 (con parcial

produccion de insulina).

Con el objetivo de evitar la mortalidad debido a la hipoglucemia consecuente
a la inyeccién con STZ las ratas se mantuvieron con agua azucarada de 60 mM ad
libitum, durante una semana. La glucemia en ambos modelos de diabetes se
confirmo6 ocho dias posteriores a la induccion mediante un glucémetro comercial
(OneTouch® Ultra® 2). Las ratas con una glucemia superior a 150 mg/dL se
utilizaron para el estudio. En casos de no confirmarse la diabetes se procedié a
inducirla nuevamente. Todos los experimentos se llevaron de acuerdo a los
lineamientos establecidos por el Comité de ética para animales de experimentacion

de la Universidad Autébnoma de Ciudad Juéarez

5.4 Andlisis bioquimicos

La hemoglobina glicosilada se evalu6 por espectrometria en el laboratorio
clinico Servalab (Puebla, México) por medio de kit Lavona Check Alc en un HbAic
Analyzer. Los niveles plasmaticos de insulina se determinaron por

guimioluminiscencia en el Laboratorio Italo Gaya (Puebla, México).

5.5 Experimentos electrofisiolégicos

Las ratas se anestesiaron con pentobarbital sédico a una dosis de 50mg/kg
el cual se mezclé con heparina. Una vez que se exploré que el espécimen no
percibia dolor, se realiz6 un corte en toda la longitud de la linea media abdominal
para tener acceso a la cavidad abdominal, posteriormente se realizé la puncién
cardiaca para la obtencion de la sangre. Después se extrajo el corazén el cual fue
colocado en una camara para tejidos aislados y se superfundié con solucién de
Tyrode oxigenado con mezcla de 95% de Oz y 5% de CO2 a temperatura de 37°C.

Finalmente se aislaron los masculos papilares del ventriculo izquierdo.

Los experimentos electrofisioldgicos se realizaron en los musculos papilares.
La preparacién se estimulé a un ciclo basico de 500 milisegundos a través de

electros bipolares de plata recubiertos con material aislante, excepto en la punta y
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fueron colocados en la base del muasculo papilar. Los estimulos fueron pulsos
rectangulares de 1 milisegundo de duracion e intensidad 1.5 veces el umbral,
obtenidos de un generador de intervalos, marca Digitimer modelo D4030 y se
pasaron a traves de unidades de aislamiento marca Digitimer, modelo DS2.
Cuando se determind la propagacion de respuestas prematuras, la preparacion se
estimuld regularmente a un ciclo basico de 500 milisegundos y después de aplicar
ocho estimulos basicos se introdujo un estimulo de prueba a diferentes intervalos

de tiempo a través del mismo par de electrodos de estimulacion.

Los PA intracelulares se registraron con microelectrodos de vidrio llenos con
una soluciébn de KCI 3 M y con una resistencia en la punta entre 10 y 20
Megaohmios. La sefial recogida por los microelectrodos pasaba a través de los
respectivos amplificadores de alta impedancia de entrada, marca WPI, modelo 750
y HV Electrometer, modelo 400E y se registraba en la pantalla de un osciloscopio,
marca Tektronix modelo TDS 3034B, los datos fueron almacenados en una
computadora marca Dell modelo GX 520, para su posterior analisis.

5.5.1 Evaluacién de las propiedades activas

Para evaluar las propiedades activas del miocito cardiaco se procedi6 a la
medicion de la amplitud, la duracién del potencial de accion al 30%, 50% y 90%,
asi como la medicion del Potencial de Membrana en Reposo (ver Figura 7 A).
Ademaés, se determind el Periodo Refractario Absoluto y el inicio del periodo

refractario relativo (ver Figura 9 Panel B).

A B

400 mseq

PRA = Periodo Refractano Absoluto

'R = Penodo Refractaro Relatvo

Figura 9. Mediciones del PA y Periodos Refractarios
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5.5.2 Evaluacién de las propiedades pasivas

La evaluacion de las propiedades pasivas se realizd por medio de la
determinacion de los umbrales intracelulares y la resistencia de entrada de acuerdo
al método de Méndez y Hernandez (2001). La medicién de la corriente umbral
minima necesaria para iniciar DPA se obtiene de manera directa como se muestra
en la Figura 10 (color rojo). La resistencia de entrada se calcula con la funcién
matemética de la forma Y=K/X, la cual corresponde a una hipérbola equilatera
donde la K es una constante y tiene un valor de 30mV vy los valores de Y son los

umbrales intracelulares determinados experimentalmente.
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Figura 10. Mediciones del umbral intracelulares
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6 RESULTADOS

6.1 Composicion de la cascara de manzana

La cascara de manzana esta compuesta principalmente de agua (aprox.
81%), carbohidratos (15%) y fibra cruda (1.6%). El contenido de polifenoles totales
fue de 1100 y GAE/100g en peso seco, mientras que los isbmeros del acido
clorogénico y epicatequina estuvieron presentes a una concentraciéon de 0.148
mg/g y 2.35 mg/g respectivamente. La determinaciéon de los polifenoles totales por
medio del método de Folin-Ciocalteu depende de la técnica empleada para la
extraccion de los polifenoles, asi como las unidades empleadas para reportarlos
por lo que dificulta la comparacién de los resultados. No obstante, la determinacion
del acido clorogénico y epicatequina en la cascara concuerda con los publicados
por otros autores y ambos polifenoles son los mas abundantes en la manzana
(Francini y Sebastiani, 2013).

Componente %
Humedad 81.5
Ceniza 1.45
Proteina cruda 0.02
Grasa cruda 0.35

Carbohidratos 15
Fibra cruda 1.59

Tabla 3. Analisis de la composicion de la cascara de manzana

La fraccion soluble acuosa de la cascara de manzana se analiz6 por H
RMN mostrando un espectro complejo en el que las sefiales de los
correspondientes hidrégenos anoméricos de numerosos azucares fueron evidentes
(Figura 11). Esencialmente, la presencia de glucosa se confirmoé por la presencia

de sefales dobles caracteristicas en 5.22 ppm. El analisis Bayesiano (Hao et al.,
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2014) y la deconvolucion del espectro revel6 también la presencia de fructosa,
sacarosa, D-xilosa, L-alanina, L-aspartato, L-glutamina, L-isoleucina,
metilmalonato, clorogenato y acido cafeico. El espectro de RMN de *3C por su parte
mostro las sefiales correspondientes a los carbonos anomeéricos de fructosa y
sacarosa y las formas de B- y a-glucosa a 98.26 y 102.14 ppm, respectivamente
(Figura 11).
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Figura 11. Espectro de RMN de H en D20 a 750 MHz de la cascara de manzana

36



*'W‘“——Al ()

112 110 o8 14w 104 M2 10 W %6 M W W N M M B N
11 Loper
¥

Figura 12. Espectro de RMN de 3C en D20 a 188.4 MHz de la cascara de

manzana

El espectro de masas de alta resolucion en modo positivo de la cascara de
manzana reveld un pico mas abundante de 203.0562 m/z, que corresponde al
fragmento [CgH1106]*, posiblemente perteneciente al maleato de dietilenglicol. El
siguiente pico mas abundante (219.0302 m/z) correspondié a un fragmento
[C11H7Os]*, el cual es un producto conocido proveniente de la reordenacion de
cumarinas o flavonoides y que se ha descrito en analisis de algunas pieles frutales.
Dichos compuestos generalmente estan unidos a unidades de glucésidos, como
pudo evidenciarse con los picos a 365.1071 y 381.0808 m/z, que representan la
pérdida de un mondémero de azucar. El modo de ionizacién negativo demostré un
patrén de fragmentacion muy caracteristico de al menos dos oligosacaridos. Uno
de ellos compuesto de 5 unidades de glucosa, con un fragmento [CsH1106] de
179.0592 m/z, y el segundo compuesto por 5 unidades de sacarosa, con el
fragmento [C12H21011] de 341.1095 m/z.
(http://lwww.chemcalc.org/mf_finder/mfFinder_em_new revisado enero de 2015)
(Figuras 13y 14).
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Figura 13. Espectro de Masas en MeOH modo positivo de la cascara de manzana
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Figura 14. Espectro de Masas en MeOH modo negativo de la cascara de manzana

6.2 Peso corporal y pardmetros bioquimicos

A los 30 dias, los pesos corporales en los grupos de D1 y D2 no mostraron
diferencia con el grupo C (30d) con o sin tratamiento oral de cascara de manzana.
Por otro lado, a los 90 dias, el grupo D1SC y D1CC evidenciaron un peso mas bajo
gue el control, mientras que para el grupo D2SC esta disminucién del peso fue

revertida por el grupo con el tratamiento, grupo D2CC (Figura 15). Como era de
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esperarse, los grupos tratados con gliblenclamida (G) mantuvieron el peso sin

diferencia de acuerdo con los controles, en ambos tiempos.
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D1SC (30d)
D1SC (90d)
D1CC(30d)
D1CC(90d)
D2SC (30d)
D2SC (90d)=
D2CC (30d)-

Figura 15. Diferencias en peso corporal expresadas en valores promedio y

desviacion estandar

"p<0.1,"p<0.001, ""p<0.0001 vs. Control correspondiente al tiempo.

Los niveles de glucosa para los grupos D1SC y D1CC, fueron elevados
respecto a los grupos control (=400 mg/dL) a los 30 y 90 dias. Interesantemente el
grupo D2SC presentd una elevacion del nivel de glucosa a los 90 dias y éste fue
revertido para el grupo tratado D2CC. Los grupos G en ambos tiempos de
tratamiento, mantuvieron los niveles de glucosa sin diferencia con respecto a los

controles (Figura 16).

40



600 A

400+

200 A

Glucosa (mg/dL)

c (30d)
c (90d)

NAD
G (30d)
G (90d)

D1CC (30d)
D1CC (90d)
D1SC (30d)
D1SC(90d)
D2CC(30d)
D2CC(90d)
D2SC (30d)
D2SC (90d)

Figura 16. Diferencias en niveles de glucosa expresadas en valores promedio y

desviacion estandar

*p<0.1, "p<0.05, ""p<0.001, ""p<0.0001 vs. control correspondiente al tiempo.

Los niveles de HbAic, por su parte, se elevaron con respecto a los grupos
control para el modelo D1 a los 30 y 90 dias con o sin tratamiento, mientras que,
interesantemente para el modelo D2, los valores se elevaron a excepcion del grupo
D2CC a los 90 dias de experimentaciéon. Para los grupos G, se observé un ligero

aumento con el tratamiento a largo plazo (Figura 17).

Hb.Alc (%)

C (30d)
C (90d)
NAD
D1CC (30d)
D1CC (90d)
D1SC (30d)H
D1SC (90d)
D2CC (90d)
D2CcC (90d)
D2SC (30d)
D2SC (90d)
G (30d)
G (90d)

Figura 17. Diferencias en niveles de HbA1ic expresadas en valores promedio y

desviacion estandar

*p<0.1, "p<0.05, ""p<0.001, ""p<0.0001 vs. control correspondiente al tiempo.
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Finalmente, para los niveles de insulina, los grupos D1 presentaron una
disminucién a 30 y 90 dias con y sin tratamiento, y para los grupos D2, dicha
disminucién sélo se observd a los 90 dias, independientemente al consumo de
cascara de manzana. Con el tratamiento con G la disminucion de insulina se

observo solo a los 90 dias (Figura 18).
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Figura 18. Diferencias en niveles de insulina expresadas en valores promedio y

desviacion estandar

*p<0.1, "p<0.05, *"p<0.001, ""p<0.0001 vs. control correspondiente al tiempo

Como se muestra en las Figuras 19-22, para el perfil de lipidos: TC, TG,
HDL y VLDL, el tratamiento con cascara de manzana no mostro diferencias
importantes entre los grupos de estudio. Sin embargo, las siguientes tendencias
importantes se observaron, para el caso del TC (Figura 19), el grupo D1 presenté
niveles altos a 30 dias con o sin tratamiento y el grupo D2 niveles bajos e inclusos
menores con respecto a los controles. Para los TG el grupo D1 presento niveles
altos a 30 dias en el grupo D1SC (Figura 20), mientras que para VLDL
interesantemente, los grupos D1 a los dos tiempos de tratamiento, evidenciaron
niveles altos sin el tratamiento (Figura 21). Finalmente los valores de HDL

permanecieron sin cambios (Figura 22).
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Figura 19. Diferencias en niveles de colesterol expresadas en valores promedio y

desviacion estandar
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Figura 20. Diferencias en niveles de triglicéridos expresadas en valores promedio y

desviacion estandar

*p<0.1, vs. control correspondiente al tiempo.
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Figura 21. Diferencias en niveles de HDL expresadas en valores promedio y
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Figura 22. Diferencias en niveles de VLDL expresadas en valores promedio y

desviacion estandar

*p<0.1, “p<0.05 vs. control correspondiente al tiempo.
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6.3 Potenciales de accion

6.3.1 Caracteristicas de los potenciales de accion del corazén de ratas control

y diabéticas

La diabetes tipo 1 prolongé la duracién del PA a los 30 y 90 dias, no
obstante, a los 90 dias aproximadamente triplic6 la duracion del PA que se
presenté en los 30 dias. La Figura 23 muestra los PA promedios superpuestos,
registrados en los musculos papilares aislados de corazones provenientes de ratas
control o sanas (rombo en azul) y diabéticas tipo 1 (circulo en rojo) de noventa
dias, evocados por un ciclo basico de 500 milisegundos.

0 Sana
o D1SC

40.0 mV

40.0 mseg

Figura 23. Cambios del PA en la diabetes tipo 1

Potenciales de accién representativos obtenidos de una célula del muasculo papilar del ventriculo
izquierdo del corazén de ratas control y diabética a un ciclo basico de 500 milisegundos

Con respecto a la diabetes tipo 2 se observo que a los 30 dias hubo una
reduccion de la duracion del potencial de accion (Figura 24). Mientras que a los 90
dias la diabetes tipo 2 alargé la duracién del PA al igual que la diabetes tipo 1
(Figura 25). La Figura 24 muestra como PA promedios de ratas con diabetes tipo 2

sin cascara son mayores a los presentados por las ratas sanas.
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Figura 24. Cambios del PA en la diabetes tipo 2 a los 30 dias

Potenciales de accion representativos obtenidos de una célula del musculo papilar del ventriculo
izquierdo del corazén de ratas control y diabética a un ciclo basico de 500 milisegundos.
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Figura 25. Cambios del PA en la diabetes tipo 2 a los 90 dias

Potenciales de accién representativos obtenidos de una célula del misculo papilar del ventriculo
izquierdo del corazdn de ratas control y diabética tipo 2 a un ciclo basico de 500 milisegundos.

La Figura 26 muestra como la diabetes, a los 30 dias, alteré significativamente la
duracion de los PA. La diabetes tipo 1 alargé las duraciones del 30, 50 y 90% con
respecto a las sanas un 22.5, 19.1 y 25.2% respectivamente. Por lo contrario, la
diabetes tipo 2 las disminuy6 26.3, 27.4 'y 7.7% la duracion del PA al 30, 50 y 90%
en comparacion a las sanas. El Periodo Refractario Absoluto (PRA) solo se
modificO de manera significativa en las ratas con D1 (aumento un 45.32%) con

respecto a las ratas control.
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Figura 26. Duracion del PA en ratas sanas, diabetes tipo 1y tipo 2 sin cascara (30
dias)
Sanas (n=64), D1SC (n=174), D2SC (n=158); ** p<0.05, (*DPA= duracién de los PA)

A los 90 dias ambos tipos de diabetes aumentaron la duracion de los PA
(Figura 26). No obstante, la tipo 1 afecté en mayor medida el PA al 30 y 50% con
un aumento de 65% para la primera y 57.2% para la segunda, en comparacion de
las sanas. De igual forma la diabetes tipo 2 aumenté significativamente la duracion
del PA al 30, 50 y 90% pero en menor media (14.8%, 12% y 6.3%,
respectivamente). Los PRA aumentaron 34.8% en la D1 y 16.3% en la D2 en

comparacion al control.
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Figura 27. Duracion del PA en ratas sanas, diabetes tipo 1 y tipo 2 sin cascara (90
dias)

Sanas (n=255), D1SC (n=276), D2SC (n=120); ** p<0.05 (*DPA= duracién de los PA)

Dado que los efectos de la diabetes son mas evidentes a los 90 dias en las
propiedades electrofisioldgicas del corazon y por ende, la accion de la cascara de
manzana es mas notoria en este periodo, a continuacién se expondran Unicamente

los resultados a los 90 dias.

6.3.2 Caracteristicas de los potenciales de accion del corazén de ratas
diabéticas sin y con céscara

La Figura 27 se observa que las ratas con diabetes tipo 1 que recibieron la
cascara de manzana por 90 dias presentaron PA al 30, 50 y 90% significativamente
menores a las mostradas por las ratas con diabetes tipo 1 pero que no recibieron la
cascara (9.53%, 45.18% y 13.24%, respectivamente). Por lo consiguiente, el PRA

fue 18.53% menor en las ratas con cdscara en comparacion a las sin cascara.
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Tiempo (msec)

Figura 28. Duracion de los PA de ratas control, diabetes tipo 1 sin cascara y con

cascara por 90 dias
Sanas (n=255), D1SC (n=110), D2SC (n=169); **p<0.05.
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Figura 29. Duracion de los PA en ratas con diabetes tipo 2 con Glibenclamida, sin

y con cascara (90 dias)
Gli (n=73), D2SC (n=120), D2CC (n=216); ** p<0.05, (*DPA= duracién de los PA)

En la Figura 29 se puede ver como el subgrupo que no recibié la cascara en
la diabetes tipo 2 aument6 9.4% en el PA 30%, 10.4 en el PA 50% y 13.4% en el

PA 90% con respecto a las duraciones del subgrupo de glibenclamida (grupo
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control para ratas con diabetes tipo 2). También los PRA aumentaron un 31.4% en
las ratas sin cascara, mientras que las ratas que recibieron la cascara soélo

aumento 1.7% en comparacion a las de glibenclamida.

La Figura 30 es el resultado del promedio de los PA de ratas diabéticas con y sin
150 mg/kg de cascara de manzana por 90 dias.

40.0mV

40.0 mseg

Figura 30. Accion de la cdscara de manzana sobre PA de ratas diabéticas tipo 1
(90 dias)

Potenciales transmembrana tipicos obtenidos en los musculos papilares del corazén de ratas
diabéticas y diabéticas con cascara de manzana a un ciclo basico de 500 milisegundos.

El efecto de la cascara de manzana se puede observar en la Figura 30
donde estan superpuestos los DPA promedios de ratas diabéticas tipo 2 con y sin

150 mg/kg de cascara de manzana por 90 dias.

-
l

Figura 31. Accion de la cascara de manzana sobre PA de ratas diabéticas tipo 2
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6.4 Resistencia de entrada y de los umbrales intracelulares en los musculos
papilares

6.4.1 Relacion resistencia de entrada vs corriente umbral en corazén de ratas
sanas control y diabéticas

La Figura 32 sefiala los cambios entre los valores de resistencias de entrada
y corrientes umbrales debidos a los efectos diabetogénicos. En los musculos
papilares de ratas diabéticas se encuentran amplias variaciones de resistencias de
entrada que oscilan entre 24 a 814.1 KQ; y de corrientes umbral de 36 a 1232
nanoamperios. Obsérvese el desplazamiento hacia valores altos en la resistencia
de entrada y umbrales bajos en el corazén de ratas diabéticas.
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Figura 32. Relacion resistencia de entrada vs corriente umbral en las ratas control

y ratas diabéticas

Relacién obtenida en los musculos papilares del corazén de ratas control y con diabetes. La linea
continua corresponde a la hipérbola equilatera teérica Y=30/X. Simbolos llenos, ratas control;
simbolos vacios, ratas diabéticas

En la diabetes tipo 2 se emple6 como grupo control a las ratas que
recibieron glibenclamida para observar los cambios entre los valores de
resistencias de entrada y corrientes umbrales debidos a los efectos diabetogénicos
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(Figura 33), en donde se puede apreciar que las ratas que recibieron glibenclamida
presentan resistencias de entrada que oscilan entre 30 a 170 KQ; y de corrientes
umbral de 17 a 1232 nanoamperios. Mientras que las ratas con diabetes tipo 2 pero
sin glibenclamina ni cascara los valores de resistencia de entrada varian de 30 a
290 KQ.
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Figura 33. Comparacion de la relacion corriente umbral-resistencia de entrada de

ratas con diabetes tipo 2 con glibenclamida y diabetes tipo 2 sin cascara (90 dias)

6.4.2 Cambios en la relacion resistencia de entrada-corriente umbral en ratas
diabéticas tipo 1y 2 con y sin cascara de manzana (150 mg/kg) durante 90

dias

La Figura 34 muestra los efectos de la cascara sobre los valores de
resistencia de entrada-corrientes umbrales obtenidas en musculos papilares de
ratas diabéticas y ratas diabéticas tratadas con cascara. Resulta evidente observar

la reduccion de los efectos diabetdégenos debido a la administracion de la cascara.

A los 90 dias, como lo muestra la Figura 35, se aprecia que las ratas con
diabetes tipo 2 tratadas con cascara presentaron mas datos con resistencias de
entrada mas altos hasta llegar a 33 x 10* Q, mientras que las ratas sin cascara
hasta 29 x 10* Q.
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Figura 34. Cambios en las relaciones de resistencia de entrada-corriente umbral en

ratas D1SC y D1CC durante 90 dias. Simbolos llenos, D1SC; simbolos vacios,

D1CC
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Figura 35. Comparacion de la relacion corriente umbral-resistencia de entrada de

ratas con diabetes tipo 2 con glibenclamida, con y sin cascara (90 dias)
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6.4.3 Relacién resistencia de entrada vs corriente umbral en corazén de ratas

sanas control y diabéticas

La Figura 36, nos muestra las relaciones entre masculos papilares de ratas
sanas sin cascara y con cascara de manzana a una dosis de 150 mg/kg, durante
un periodo de 90 dias. Los valores para la resistencia de entrada encontrados en
las ratas control van de 24 a 316.5 KQ y sus correspondientes corrientes umbral
van de 94 a 1232 nanoamperios. Se observan valores similares de resistencia de

entrada y corrientes umbrales en ambos grupos.
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Figura 36. Relacion resistencia de entrada-corriente umbral en ratas sanas sin 'y

con cascara (150 mg/kg)

Los valores de la resistencia de entrada fueron calculados usando la ecuacion de la hipérbola
equilatera Y=K/X; donde Y es la corriente umbral cuantificada experimentalmente y K=30 mV es el
valor de la constante. Simbolos llenos, SSC; simbolos vacios, SCC.

6.4.4 Propagacion de respuestas prematuras y actividad re-entrante en ratas
diabéticas

Las modificaciones en la resistencia de entrada y los umbrales intracelulares
encontrados en los musculos papilares de ratas con diabetes, pueden hacer que la
propagacion de los PA se vuelva critica y, en estas condiciones, pueda suscitarse
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actividad bioeléctrica re-entrante que origine fibrilaciones ventriculares y muerte
subita.

La Figura 37, muestra la respuesta evocada por la aplicacion de una
extrasistole temprana en el masculo papilar de ratas diabéticas. El trazo superior
corresponde a los PA registrados en la zona proximal al sitio de los electrodos de
estimulacién externa; el trazo inferior, a los PA registrados en un sitio distal a los
electrodos de estimulacién. La primera respuesta corresponde al ultimo de una
serie de ocho potenciales de accion evocados por estimulos basicos. La segunda
respuesta corresponde a la actividad generada por un estimulo de prueba aplicado
40 milisegundos después del ultimo estimulo basico. Se observa que al PA
evocado por el pulso de prueba, le siguen dos potenciales de accion (asteriscos)
gue no fueron iniciados por estimulacion, lo cual demuestra la hipersensibilidad del
sincicio ventricular de las ratas diabéticas a generar actividad de potenciales de
accion re-entrantes.

80.0 mseg

Figura 37. Actividad re-entrante iniciada por la aplicacién de una extrasistole

temprana

Los trazos mostrados correspondes a potenciales de accién registrados en misculos papilares de
ratas diabéticas, en zona proximal (trazo superior) y zona distal (trazo inferior) al sitio de
estimulacién, a un ciclo basico de 500 milisegundos. Observe que posterior a la aplicacion de la
extrasistole, aparecen dos respuestas (asteriscos), no evocadas por estimulacién las cuales
corresponden al tipo de actividad re-entrante.
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En la Figura 38, se muestra otro ejemplo de actividad re-entrante. El
resultado proporciona evidencia adicional en favor de que, cuando se aplica un
pulso de prueba temprano, la respuesta evocada va seguida de actividad re-
entrante multiple. En este caso, los tres ultimos potenciales de accion re-entrantes

se conducen en direccion retrograda.

T

Figura 38. Cambio de direccion en la propagacion del frente de onda

Observe que las tres primeras respuestas (basico, prueba y primera re-entrante) se propagan del
sitio de estimulacion hacia el resto de la preparacion; en tanto que, las Ultimas tres respuestas re-
entrantes siguientes se propagan en direccion opuesta.
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7. DISCUSION

7.1 Acciones de la cascara de manzana sobre el perfil bioquimico

La investigacion sobre los beneficios de los alimentos para la salud ha ido en
aumento durante los ultimos afos. Estos estudios se han asociado a la ingesta de
macro y micronutrientes para la prevencion y/o tratamiento de una enfermedad,
mas alla de las funciones nutricionales basicas (Fulton et al., 2014). Los resultados
han tenido un impacto positivo para la industria de alimentos, especialmente en la

industria de suplementos dietéticos, alimentos enriquecidos y funcionales, etc.

Existen hoy en dia datos epidemiolégicos, ensayos clinicos, in vitro e in vivo,
gue demuestran que los micronutrientes pueden ser Utiles en el control de los
trastornos metabdlicos asociados con el envejecimiento como la obesidad y el
cancer. Entre los trastornos metabolicos, es evidente que la diabetes mellitus es
una de las principales enfermedades que va en incremento afio con afio y su
prevalencia es probable que aumente a 552 millones personas en 2030 a nivel
mundial (Scully, 2012). La enfermedad cardiovascular es una de las principales
complicaciones derivadas de la diabetes debido a que mas del 50% de los
pacientes sufren de eventos cardiovasculares (Laakso y Kuusisto, 2014; Cox et al.,
2014). Como resultado hay un creciente interés en la busqueda alimentos como
métodos profilcticos o preventivos para cardiopatias derivadas de la diabetes. En
consecuencia, el presente estudio fue disefiado para evaluar los efectos positivos
del consumo cascara de manzana en dos modelos de ratas diabéticas, STZy STZ-
NA, asi como también su efecto positivo en los problemas cardiovasculares

secundarios.

El modelo de induccion de la diabetes con STZ es uno de los modelos
animales mas importantes a nivel mundial ya que simulan la diabetes mellitus
humana. La accién diabetogénica potente de la STZ resulta al dafio de las células
B pancreaticas, que son la Unica fuente de insulina y por lo tanto este modelo se

considera que comparte caracteristicas de la D1. Una de las variaciones de este
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modelo fue desarrollado por Masiello (Masiello et al., 1998) basado en la
administracion de dos compuestos STZ y NA, éste Ultimo protege parcialmente las
células B contra STZ, y por tanto se relaciona con los cambios observados en la
D2.

Los resultados de este estudio estuvieron de acuerdo con la pérdida de
peso, la hiperglucemia, hipoinsulinemia y niveles altos de hemoglobina glucosilada
caracteristicas para la D1, a 30 y 90 dias de la induccién. Para el grupo D2, estos
cambios se observaron so6lo a los 90 dias y estan de acuerdo con estudios previos
utilizando éste mismo modelo de induccion (Godwin y José, 2014). Sin embargo, es
importante sefialar que la mayoria de los estudios con el modelo STZ-NA se han
llevado a cabo a 30 o 45 dias post-induccién, y hay muy pocos informes de los
efectos de este modelo en periodos de induccién mas largos, este trabajo por lo
tanto, contribuye a proporcionar mas informacion a la caracterizacion completa de

este modelo experimental de diabetes mellitus.

Los principales resultados de este estudio demostraron que el consumo
diario de cascara de manzana puede tener un efecto anti-hiperglucémico y capaz
de mantener el peso corporal y los niveles de HbAic cerca de los niveles normales
en los animales de experimentacion, en el modelo D2. Este resultado, puede
deberse a una posible interferencia en la absorcion de la glucosa por el alto
contenido de fibra en la cascara de manzana, la cual fue demostrada por la
presencia de azlcares y oligosacaridos complejos observados en el andlisis
proximal (Tabla 1) y con los resultados de RMN y MS (Figuras 11-14). Ademas, es
conocido que la fibra dietética reduce la velocidad de la absorcion de glucosa
segun estudios para la especie Hanes Averrhoa en los cuales se observé que la
fibra adsorbe cantidades de glucosa a partir del almiddn y retrasa la hidrélisis de la
a-amilasa (Chau et al., 2004). Con respecto a la mezcla compleja de hidratos de
carbono que se encuentra en la piel de manzana, junto con la presencia de
polifenoles y oligosacéridos éstos pueden dar lugar a la inhibicion de diferentes
hidrolasas que se encuentran en el tracto gastrointestinal, como ha sido

documentados (Chau et al., 2004). Adicionalmente, la existencia de
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glicoflavonoides, sugeridos por las técnica de RMN y MS, se puede inhibir la -
glucosidasa y la reduccion de la absorcion de monosacaridos en el intestino
(Schmidt et al., 2012). Asimismo, el medicamento acarbosa el cual contiene tres
unidades de monosacaridos y un aminoazucar ya se utiliza con éxito en el
tratamiento de la diabetes (Hoffmann y Spengler, 1997). Por lo anterior, la
existencia de oligosacaridos complejos en el cultivar Red Delicious sugiere que su

consumo puede ser Util en el tratamiento de la D2.

Por otro lado, el metabolismo lipidico alterado es un sello distintivo de la
diabetes, esta se caracteriza por la disminucién de HDL y LDL y aun aumento en
TG y CT. Estos efectos combinados con la hiperglucemia resultan en una amenaza
significativa de complicaciones cardiovasculares en pacientes diabéticos. En el
modelo de diabetes D2CC, es decir los animales que consumieron cascara de
manzana, mostraron una mejoria modesta en el perfil de lipidos en suero, TG y

HDL especificamente en al final del periodo de 90 dias.

7.2 Actividad eléctrica del corazén con diabetes

7.2.1 Propiedades activas

Los pacientes con diabetes tipo 1 y 2 presentan el sindrome de QT largo, el
cual esta asociado al aumento de la duracién de los potenciales de accion del
musculo ventricular.

Los resultados obtenidos muestran claramente que la duracién de los
potenciales de accion aumenta en los musculos papilares del corazén de ratas
diabéticas tipo 1. El retardo en la fase de repolarizacion cuantificado en los
potenciales de accion en las ratas control y con diabetes es significativo y
concuerda con las obtenidas por otros autores (Fein et al., 1983; Magyar et al.,
1992; Jourdon y Feuvray, 1993; Shimoni et al.,, 1994; Shimoni et al.,, 1995).
Adicionalmente, el alargamiento en la duracion del potencial de accion fue mas
acentuado al 30% que al 90%. Son varias las corrientes i6nicas que intervienen
para la repolarizacion del potencial de accion en el miocardio ventricular de la rata.
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La fase temprana de la repolarizacién ventricular se lleva a cabo por la activacion
de dos corrientes de potasio (Ik*), la lo y la Ik (Apkon y Nerbone, 1991), mientras
gue la fase tardia de la repolarizacién es debida a la activacion de la corriente del
intercambiador Na*/Ca?*, responsable del alargamiento final de la repolarizacion
del potencial de accion (Mitchell et al., 1984). Asimismo, el aumento observado en
la fase temprana de la repolarizacion de los potenciales de accién en las ratas
diabéticas, es debido a la disminucién de las corrientes de potasio (Magyar et al.,
1992; Shimoni et al., 1994; Shimoni et al., 1995); en tanto que, el retardo en la fase
final de la repolarizacion se atribuye a un aumento de la corriente del
intercambiador Na*/Ca?* originando una sobrecarga de Ca?* en los miocitos
ventriculares (Lopez et al., 1988; Nobe et al., 1990; Lagadic-Gossman et al.,1996).

El modelo de diabetes tipo 2 en nuestro trabajo present6é un acortamiento de
la duracion del PA a los 30 dias, mientras que a los 90 dias incrementé
significativamente la duracion del PA con respecto al control. Estos resultados
coinciden con lo reportado por un modelo de diabetes tipo 2 inducido por una dieta
alta en fructosa ofrecida por 4 a 10 semanas (Shimoni et al., 1998) y el modelo de
diabetes tipo 2 espontanea de ratones (db/db) a las 12 semanas de edad (Shimoni
et al.,, 2001; Shimoni et al., 2003, Shimoni et al., 2004), respectivamente. La
diferencia estriba en el progreso de la primera etapa de la diabetes tipo 2 existe un
aumento de la insulina capaz de incrementar la corriente de potasio
(especificamente la Ikss) disminuyendo la duracion de los PA (Shimoni et al., 1998).
No obstante, conforme progresa la D2 existe una atenuacion de las corrientes de
potasio provocando el incremento de la duracion del PA comparable a la observada
en la D1 a pesar de mostrar niveles de insulina mayores a los encontrados en las
ratas con D1 (Shimoni et al., 2001; Shimoni et al., 2003, Shimoni et al., 2004),
como se mostro nuestro estudio. Estos resultados confirman que a pesar que la
insulina puede modular la repolarizacion del miocardio a través de las corrientes de
potasio (Shimoni et al., 1998), existen otros mecanismos que modulan de estas
corrientes como la angiotensina Il (Ang Il), la proteina-cinasa C (PKC) o el estado
redox que son alterados en la diabetes (Shimoni et al., 2003; Shimoni et al., 2005;

Shimoni et al., 2008; Rozanski y Xu, 2002; Liang et al., 2008).
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7.2.2 Organizacion del sincium ventricular (propiedades pasivas)

El conocimiento de la organizacion estructural del sincicio ventricular se hace
posible a través del estudio de sus propiedades funcionales pasivas y activas. Lo
anterior implica determinar primero las caracteristicas de la generacion y
propagacion de sus PA. Con ello se favorece la comprension de su
comportamiento como sincicio funcional; y la importancia que representa la
geometria estructural de la organizacion del sincicio ventricular cardiaco. Este
estudio se llevé a cabo en musculos papilares aislados del ventriculo izquierdo del
corazbn de ratas. En consecuencia, antes de considerar la discusion e
interpretacion de los resultados obtenidos en los experimentos en donde
analizamos la organizacion del sincicio funcional ventricular, debemos de

considerar las siguientes acepciones:

Méndez y Hernandez 2001 establecieron un método experimental que
permitié explorar al sincicio ventricular del corazén de mamifero, desde punto de un
punto de vista electrofisiolégico. Los resultados obtenidos por estos autores
pusieron de manifiesto las siguientes caracteristicas del sincicio funcional

ventricular:
1.- La resistencia de entrada y corriente umbral se relacionan de forma inversa.

2.- La organizacion funcional del sincicio de los tejidos ventriculares en el masculo
papilar del ventriculo izquierdo del corazén de la rata, es irregular en términos de
los valores de la resistencia de entrada y de la corriente umbral para iniciar un
potencial de accién, no obstante que mantienen el mismo valor de la constante,
K=30 mV.

3.- La excitabilidad celular en términos de corriente umbral, es diferente en cada

uno de los sitios explorados de la preparacion del masculo papilar.

Considerando estos hallazgos concluyeron que la masa ventricular constituye un
sincicio ventricular heterogéneo bajo condiciones fisiologicas, y que tal

heterogeneidad del sincicio se debe a que la distribucion espacial de los nexus no
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es uniforme en los diferentes sitios del corazon. Esta aseveracion no implica
alteraciones del funcionamiento del sincicio ventricular en condiciones fisioldgicas
durante la propagacién del latido cardiaco. No obstante, en condiciones patoldgicas
(diabetes tipo 1) la heterogeneidad del sincicio podria acentuarse (Figura 30) y
presentarse las condiciones para el desarrollo de arritmias letales. La mayor
heterogeneidad encontrada en el corazén de las ratas diabéticas tipo 1 incluye
zonas de tejido en el musculo papilar con valores de resistencia de entrada mas
altos y menores umbrales intracelulares. Esto ultimo implica, la existencia en el
musculo papilar, de zonas de tejido con menor densidad de nexus. Este fenomeno
observado con altos valores de resistencia de entrada y bajos valores de corriente
umbral estd firmemente respaldado por los estudios que reportan que en la
diabetes tipo 1 disminuye la expresion de conexina 43; ademas, de la redistribucion
de sus nexus (Okruhlicova et al., 2002; Lin et al., 2006).

Las modificaciones acentuadas de los valores de resistencia de entrada y
umbrales intracelulares encontrados en los musculos papilares de ratas diabéticas,
vuelven critica la propagacion de los potenciales de accion. En estas condiciones,
un frente de onda proveniente de zona de resistencia baja (alto umbral) hacia otra
de resistencia alta (bajo umbral) se propaga facilmente. Sin embargo, el caso
contrario de una zona de alta resistencia (bajo umbral) en contacto con otra de baja
resistencia (alto umbral), encontrara mayor dificultad de propagaciéon, ya que la
corriente despolarizante proporcionada por el frente de onda, es insuficiente para
alcanzar el umbral. Por consiguiente, se lleva a cabo el bloqueo de propagacion en
el sitio de baja resistencia, y se facilita la actividad re-entrante (Sayniuk y Mendez,

1971). Las Figuras 34 y 35 muestran claramente que esto es lo que ocurre.

A partir de los resultados obtenidos en los musculos papilares de ratas
diabéticas, se desprende que, los fenbmenos exhibidos en la propagacion de
respuestas prematuras son el resultado de propagacion discontinua. En estas
condiciones, se afiaden dos factores que pueden causar bloqueo de conduccién en
el sincicio ventricular: 1) La pequefia eficacia de los potenciales de accién

prematuros, como estimulo fisiolégico y 2) La irregularidad en la resistencia de
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entrada y los umbrales intracelulares para iniciar potenciales de accién propagados
(excitabilidad celular). Es bien sabido, que la propagacion del PA en zonas de tejido
cuya excitabilidad se encuentra disminuida (resistencia de entrada baja), se realiza
mediante potenciales electroténicos (Mendez y Moe, 1966) y que la magnitud y
desarrollo temporal de tales potenciales, depende de la geometria de organizacion

del sincicio.

El estudio actual presenta dos hallazgos importantes: 1) Modificaciones
concomitantes en la resistencia de entrada—umbrales intracelulares en el corazén
de ratas diabéticas y, 2) Las alteraciones en la propagacion de respuestas
prematuras. Estos fendmenos, nos permiten proporcionar una explicacion
adecuada al fendmeno arritmogénico mostrado por el corazon en situaciones
patolégicas como la diabetes; y crea una comprension parcial respecto a la alta

vulnerabilidad del corazon a presentar fibrilacion ventricular y muerte subita.

7.3 Acciones de la cascara de manzana

La cascara de manzana a una dosis de 150mg/kg disminuyo
significativamente el aumento de la duracién del potencial de accion que se
presenta en la diabetes en ambos tipos (1 y 2) (Figuras 29-31), y
consecuentemente el periodo refractario disminuy6. Resultados similares a los
nuestros han sido obtenidos por otros autores (Sunagawa et al., 2014), en donde
muestran que su extracto de polifenoles de la manzana disminuye la duracion de
los potenciales de accion, en los miocitos ventriculares del corazén del raton con
cardiopatia dilatada. Tal disminucién en la DPA, es el resultado del aumento que
origina el extracto de polifenoles sobre la corriente de K* (lki). Los resultados
obtenidos en los musculos papilares de ratas diabéticas con tratamiento pueden
ser explicados si asumimos que, la cascara de manzana tiene el o los mismos tipos
de polifenoles y a similares concentraciones a los reportados por Sunagawa et al.
(2014) en sus extractos de manzana. En consecuencia, podrian causar un aumento
en la corriente de K* transitoria saliente (lkw), que es la mas afectada en los
miocitos ventriculares del corazon de ratas diabéticas (Shimoni et al., 1994;

Shimoni et al., 1995). Desde luego es necesario medir esta corriente, en los
63



miocitos ventriculares de las ratas diabéticas, para poder proporcionar una

afirmacion sélida.

A su vez, la céscara atenua el aumento de la resistencia de entrada y la
disminucion de la corriente umbral en la diabetes tipo 1 donde se ve fuertemente
afectada por la diabetes (Figura 35). El aumento en la heterogeneidad del sincicio
ventricular en las ratas diabéticas tipo 1, ocurre por una disminucion en la
expresion de la conexina 43 y por ende ocurre redistribuciéon espacial de los nexus
(Lin et al., 2006; Okruhlicova et al., 2002). Sunagawa et al. (2014) presentan
evidencias respecto de algunos polifenoles presentes en un extracto de manzana
gue causan aumento en la expresion de conexina 43, la cual aumenta la densidad
e interconexion de nexus en los miocitos cardiacos. Es probable que esa misma
accion de los polifenoles contenidos en el extracto de manzana sea semejante a la
accion de los polifenoles en el liofilizado de la cascara de manzana en nuestras
ratas con diabetes tipo 1 y en consecuencia, el aumento de la expresién de la

conexina 43 disminuya la vulnerabilidad del corazén a las arritmias.

En cuanto la diabetes tipo 2, no se observo este efecto puesto que para este
tipo de diabetes no hubo cambios significativos en el aumento de la resistencia de
entrada (Figura 35). Cabe mencionar que los estudio de la expresion de conexina
43y su redistribucién espacial Unicamente se han realizado en diabetes tipo 1.

Por dltimo a las ratas sanas que recibieron la misma dosis de cascara se
puede observar que se mantuvo la heterogeneidad del sincicio ventricular,

observado en los muasculos papilares de ratas sanas (Figura 36).
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8. Conclusiones

e La cascara de manzana Red Delicious estd compuesta principalmente de
agua (81%), carbohidratos (15%), fibra cruda (1.6%), polifenoles (1100 p
GAE/100g) y glucésidos.

e En los perfiles bioguimicos la cascara de manzana mantiene los niveles de
glucosa y HbAic similares al control a los 90 dias de tratamiento para el
modelo de diabetes tipo 2, demostrando un beneficio de su consumo para

estas condiciones.

e La cascara de manzana tiene los siguientes efectos en los musculos
papilares aislados del corazon de ratas diabéticas:
Disminuye significativamente el aumento de la duracién del potencial
de accion
Disminuye el periodo refractario absoluto.
e Por lo anterior, el consumo de cascara de manzana tiene un efecto protector

gue puede disminuir la probabilidad de arritmias cardiacas.
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This study was designed 10 examine the effects of Iyophilized red deficious appie peel (RUP) an the action potentials (APs) and the
inpat resistance-threshold current relationship, The cxperiments were performed on isolited papillary heart muscles from healthy
male rats, healthy male rats trested with ROP, diabetic male rats, snd diabetic male rats treated with RDP. The proparation was
superfused with axygenated Tyrode's solution at 37°C. The stimulation and the recording of the APy, the inpul resistance, and
the threshold current were made wsing conventional clectrophiysiological methods. The RDP presented no significant effect in
normal rats. Equivalent doses in diabetic rats reduced the AI'D unid ARP. The relationahip between trput resistance and threshold
current established an inverse correlation. The results indicate the follawing: (1) The functional structure of the cardiac ventricular

in healthy rats is heterogeneous, in terms of input resistence and threshold current, Diabetes further accentustes the
Beterogeneity. () As & cunsequence, conduction block occurs and ocreases the possibility of reentrunt srehythmias, (3) These
madifications in the ventricular syneytium, coupled with the increase in the ARY, are the adequate substrate so thay, with diabetes,
the beart becomes more archythmaogenic. (1) RDP decreases the APD, the ARP, and mast syncytium frregularity caused by diabetes.

1. Introduction

The cultivation of the apple (Malus domestica) for human
consumption dates back centuries, and apples are now
estunuted to be the third most commonly coasumed fruit,
after bananas and citrus [1]. Ppidemiological studics have
related the ingestion of one apple or more a day to the
prevention of pulmonary and colon cancers (2], cardlovas-
cular disease, type 2 diabetes, pulmonary disorders, and
Alzheimer's disease [3]. Some apple huve even
been found to have beneficial effects with regard to cognitive
loss with ageing, osteoporosis, gastrointestinal protection,
und the muintenence of body weight [4]. The protective

effects are attributed 1o phytochemical compounds such as
triterpenes and polyphenols due 1o their antioxidant proper-
tles. Furthermore, the apple contains large amounts of free
polyphenals (5], However, the composition of phytochem-
icals depends on factors including the variety, cultivation
conditions, harvesting, soil, and dimate, in addition to the
type of fruit tissue that is considered (peel, pulp, and seed).
The peel containg the greatest amount of polyphenols becanse
it is the main physical, chemical, and biological protection of
the fruit from the external environment [1].

The relationship between oxidative stress with diabetes
and its micro- and macrovascular complications has been
known for years, but the mechanisms involved have only
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relatively recently begun to be understood. Interestingly: the
redox state and diabetic that involves both
mechanical and electrical cardiac dysfunction {6] dre closely
refated [7] and are responsible for an Increased

to developing heart arrhythmias and sudden death. Nonethe-
less, to date, there has been only one study, which indicates
that red deliclous apple peel (RDP) has direct actions on the
heart’s electrical activity with disbetic cardiomyopathy [8].
Within this context, the objectives of this study are (1) to
evaluute and compare the action of the 50 mg/kg dose of RDP
on the duration of cendiac action potentials (APs) &t 30, 50,
and 90% in pormal and diabetic rats and (2) to analyse the
functional ceganization of the ventricular syncytium through
the input resistance versus threshold current curve of the
hearts of control rats, control rats with RDP, diabetic rats, and
disbetic rats with RDP administered dadly for 90 days, The
results obtained Indicate that (1) RDP induced a significant
decrease in action duration (APD) and absolute
refractory period (ARP); (2) the cardiac ayncytium in healthy
animals and (o those with diabetes is heterogeneons, in terms
of input resistance and intrucellular thresholds, However, in
snimals with diabetes, this is more accentuated;
snd (3) RDP administered orally to di rats atlenuates
the mrregularities of the relationship between input resistance
and threshold current,

2. Methods

2.1 Apple Peel. “The production of apple varieties in Mexico

mainly concentrated on the Golden Delicious and Red
Delicious varieties [9]. Only red apple varicties contain
anthocyaning these flavonoids are respousible for the red
and blue tones occurring in varlous fruits, such as grapes,
berries, and figs, For this reason we decided to use the Red
Delicious variety, which also has the highest concentration of
froe polfyphenols [10-12].

Red Delicious apples, harvested in 2011, were purchased
in the market of Cindad Juarez, CHIH. To obtain the
apple peals, a manual peeler wus employed once the fruit
was washed. The peels were immediately stored at -80°C.
mwmm“pdmmumumo

FreeZone lyophilizer. Once the peeds were lyophilized, they
were pulverized 10 obtain & fine powder that was vacuum
packed in plastic bags. shiclded in black plastic bags, and
stared at -20°C until being utilized. Thus, the hiological
activity of the polyphenals was preserved.

The proximate analysis of the RDP was performed
according to the official methodology outlined by the Aso-
cisstion of Official Analytical Chemists (AOAC] [13}, The total
nitrogen was determined by the Kjeldahl technique, and the
crude protein was calculated by multiplying the total nitrogen
by 6,25, The crude ft was quantified by the Soxhiet technique.
The carboliydrates were quantified by means of the difference
of the other compunents, The fibre was quantiGed after their
acid and alkaline digestion.

Phenol extraction was performed using 20g of RDP
dissolved in 125mi. of B0% methanol. The total phenolic
content was determined with the modified Folin-Ciocalteu
colorimetric method [14]. The measurement was compared to
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a standard curve of gallic acid, and the results were expressed
in units of mg of gallic acid equivalent (GAF) per 100 g dry

The determination and quantification of the isomers of
chlorogenic acid and epicatechin were performed in the
laboratories of the Stlliker Corupuny at Mériewux NutriSciences
in Grand Prairie, TX, USA.

22 Animal Model The male Wistar rats that were used
were ucquired from Rismart and Reswarch Global Sohutions
in Mexico City. The rats were maintained at 2 constant
temperature of 25°C with 4 LD 12:12 cyde, Both food and
water were always offered ad kbitum. The trestment period
was equivalent to 90 days, and 36 rats were utilized. They were
divided into four groups: control (n = 10), control with RDP
treatment (n = 4), type 1 diabetes (n = 11), and type | diabetes
with RDP treatment (n = 11).

22.1. Groups with Apple Peel. The groups treated with RDP
received a daily dose of 150 mg/kg. The concentrate was is-
sotved in distilled water (o small volumes and adminisered
orally with a tuberculin . The dose was equated to the
daily consumgption of the peels of three spplesiday ingested
by an adalt man weighing 70 kg,

222 Induction of Diabetes Mellitux. The induction of dia-
betes mellitus type 1 was accomplished using a single
intraperitoneal administration of 45 mg/kg of streptozotocin
(STZ, Sigmu Chemical Company) dissolved in & citrate buffer
ut pH 4.8, To decrease the mortality due to the hypoglycaemia
generated by the STZ, 60 mM of sugar water was provided ad
dibtum for one week. The glycaemis of the blood was deter-
mined at eight days after STZ njection using 4 commercial
blood giucose metre {OneTouch Ultra 2). For this study, only
those rats with glycaemia values above 150 my/dL were used,
All expertments were performed according to the guidelines
established by the Ethics Commnittee for Experimental Ani-
mals of the Autonomous University of Ciudad Juirez

Experiments. ¢
tation, the rats were anesthetized with sodium pentobarbital
at 50 mgfky and 0.2 units of heparin/ml. Once an animal
was anesthetized, its abdamen was opened; from this ares,
curdiac puncture was performed, und a 4 ml. blood sample
was obtained, Then, proceeding to the isolation of the heart,
it was placed in an isolated tissue chamber and

with oxygenated Tyrodes solution at 37°C, Under
these conditions and by dissection of the left ventride,

bipolar siver electrodes coated with Insulating material,
except for the tip, at 3 basic cyde of 500 milliseconds.
The stimull were rectangular pulses of one millisecond in
duration and an iotensity 15 times the threshold, obtained
from  Digitsmer mode DA030 pulse generator and passed
through a Digitimer model DS2 stimulus isolation umit,
When the propagation of premature responses (extrasystoles)
was explored. the preparation was stimulated regularty at
a basic cycle of 500 milliseconds and. after applying cight
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basic stimuli, & test stimulus was Introduced throagh the
same pair of stimulation dectrodes ut different time intervals.
The intracellular action

A Glucose PAP kit (ELITech Clinical Systems) was used n
a Vitras DT60 System, whereas the HbA,, was
performed with a LabanaCheck A, kit inan HbA,, Analyser,
The evaluation of the plasma insulin levels was performed
by chemiluminescence in the ltulo Gays Laboratory (Puebla,
Mexico).

2.3, Statistical Amalysts. The data were analysed with Gruph-
Pad Pristo version 4.00 for Windows (GraphPad Software, La
folla, California, USA). The numerical results are expreased
as moan values + SEM (standard error of the mean). The
differences observed between the control and the trested
groups were assessad using unpaired two-talled Student’s ¢
test. Values were considered statistically significant at p <
0.05.

3. Results

11, Analysis of the Apple Peel Table 1 shows the principal
components and their values in % of RDP. The polyphenol
content was 1,100 ug GAE/00 g dry weight. Specifically, the
1somers of acid and eplcatechin were present ot
4 concentration of 01148 and 235 mg/g dry weight, respec-
tively. The determination of the total potyphenols by means

and epicatechin are the most abundant polyphenols in the
upple [4].

32 Critenla for Considering Diibetogenesis in Wistiar Rals,
Table 2 presents vartables refating

3

Tanty 1 Anslysis of the compostion of the lpophitized spple peel
(RD)

Campancnt N
Moisture ms
Ash 145
Crude protein 0oz
Crude fat 035
Carbobydrates 15
Crude fiboe L59
|
0
danmy
0.0 mwcc
[
0 Comtrol vt
O Dishetic rat

Fraaar 1: Changes m the action g | with dishetes. R
mmmmwm-anamwm
of the Teft ventricle of the heart of control rats and disbetic rats o 4
basse cycle of 300 millisecomds.

diamvond) end the disbetic rats {red cirde), evoked by a basic
500- millisecond cyde.

Figure 2 shows the result of averaging the APs of the
diabetic rats and the diabetic ruts treated for 90 days with
150 mg/kg of RDP.

3 summarizes the APD t 30, 50, and 90% and the
ARP of the conteol vats, the diabetic rats, and the diabetic rats
treated with RDP.

3.4. Modifications Occurring tn the Ventricular
Syseytisvm Muscle with Diabetes

34,1 Determunation of the Input Resistance and Intracellsilar
Theresholds in the Muscles of Control Rats and Dia-
betic Rats Using the Method [14). Concisely, (1) the papillary
beart muscies of the rat present a syncytial geometric orga-
nization and (2) to evaluste the possible potential changes
of this syncytial organization, it is necessary to quantify the
parameters of the input resistance and the threshold current
(necessary 1o evoke a propagated AP).

To quantify the inpat redstance and the threshald cur-
rent, two microelectrodes penetrating the same cefl were
wsed. The microelectrodes were cemented or plued, aligned
under & microscope, and separated between their tips af a
distance of approximately 10 um, The microdectrodes were
mounted in 3 double micromanipulator (Narishige MD-4)
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Tanes 2: Body welght and biochemical pacametess of the rats afier 90 days of treatment.

Weight (g) (ucowe (gL} Tnsulin (pUT/m1) HhAL (%)

Control (= 1) 50100 +13.22 19650 = 100 013455 = 0.01575 4282 1 3009
D~ 11) 34320 £ 2040 AKTI0 4 2298° 01545 = 003123° £.009 + 0.1984°
1+ RDF (= 8) 366.40 £ 10.67" SIL50 + S8.35° 0.1500 1 005727 6,000 £ 11753

Mean = SEM. * p < (L5, control verves dishetes

“anmy

|

* Digbetic rat + RID
© Disbeuc rat

Froums 2: Action of the apple peel on the actine potentials of diabetic
ruis. Typicul transmembrane potentials obtained in the paplilary
muscles of the beart of diabetic rats and diabetic rats with apple pecl
at & hasic cycle of 500 millisacnnds.

Figure 4 shows the steps that were followed 1o quantify
the input resigance and the intracellular thresholds in the
papillary muscles of the control rats. The top trace In
Figure 4(a) shows the injection of three congtam current
hyperpalarizing pulses, in late diastole, with a duration of
70 milliseconds and intensities of 35, 68, and 100 nanoam-

is 8055 panvamperes. Figure 4(c) shows the simulluneily
and the same configurution of the depolarization phase of
the action potentials recorded In the same cell by both
of the microclectrodes. Finally, in Figure 4(d), the rero
potential of both action potentials recorded in the seme cell
is obtalned. Therefore, it s lmpattant (o note that the value of

m L
w D
e D /oY

Praune 3: Mean values £ SEM of the quantified parameters of the
action posentials recarded in the paplllary muscles of the hearts of
control rats (n = 225), dishetic rats (= 110), and disbetic rats
recciving apple poed for 90 days (n = 169) a1 & hasic cycle of 500
milliseconds, The symbals (» » ) indicste that the differences between
the diffcront groups are synificant (p < 0.08),

the input resistance of the cell will be valid provided that the
requirements shown in Figures 4(c) and 4(d) wre met.

Using thix procedure, sutficient data on the input resis-
tance and threshald current were obtained in the control rats
to show that their product (ohms x amperes = volts) equals
2 mean value of 30 mV. In other words, the experimental
results are fitted 1o the theoretical curve of an equilateral
hyperbola in the form ¥ « K/X, where K is 4 constunt with
i value equalling 30 mV; and the XY product (resistance x
current) is the drop in potential that corresponds to the value
of the constant, K, with units in volts. These experimental
redationships are shown in Figure 5, with & function, F, and
p < 005 In this graph, the values of the
Input resistance ranged between 24 and 1704 K(1, and the
minimum current threshold necessary (o initiate propagated
responses ranged from 175 to 1,220 sancamperes.

Because the preparation of the papillary muscle of the rat
heart maintains is force of conteaction, the duration of the
impaiement of the microelectrodes is brief, Determining the
threshold is uchieved by small amplitude steps of increasing
curcent until initiating an AP; consequently, our threshold
values lacked absolute precision, Therclore, if the input
reststance and threshold current are adequately refated, with
the equation of an equilateral yperbola with constant valae,
K =30mV, then we can quantify the intracellular threshalds
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Prause 4: Procedure for

)

the input resistance. Steps followed w quantify the iput resistance andd the intraceliular thresholds in

the papillary muscles of the hearts of the contral rats: {a) imjection of the pulse current in lste diastole to evaluate the input e (h)
determunation of the intracefular threshold: (¢) simultancity and shape of the depolarization phiasc of the action potcatials (d) zoro potential

of hath reconds obtained from the sume cell

mmmmmdmc&mmm

inpat resistance values can be calculuted with
the equation of the eyuilateral hyperbola: Y = K/X.

4.2 Relationskip & Inpul Resistance and Threshold
Current in the Hearts of the Control Rats and the Control Rats
with Treahment. To make the dedrode impalement tech-
nique mare efficient, obtain a greater amount of experimental

the control ruts trested with 150 mg/kg of RDP over « 90-
day period. The values for the inpur resistunce found in
the control rats are between 24 and 3165K0O. and their
corresponding threshold currents range from 94 to 1,232
nanoampercs. Similar input resistance and threshold current
values were observed in both groups.

3.4.3. Relationships between Input Resistances and Threshold
Currents i the Comtrol Rats and the Diabetic Rats. Figure 7
shows the changes between the inpat resistance and threshold
current values due to the diabetogenic effects. Wide varia-
tions in input resistances, ranging from 24 to B41KQ, in
threshold currents, runging from 36 1o 1,232

mdlhcmlqmwaﬂdd-ﬂsuzn.bs!mv
(n = 109) were found in the papillary musdes of the dinbetic
rats, while in the control rats the variations in input resictance
range from 24 to 3165K0Q and ding threshold
current ranges from 1231 to 94 nanoamps with a resting
membrane of ~76.62 ¢ 05664 mV (n = 252),
Observe the displucement towards higher input resstance
values and low thresholds in the hearts of the diabetic rats.

.44, The Input Resistance-Threshold Current Relationsiip in
the Diabetic Rats and the Diabetic Rats with RDP Treatment.
Figure 8 shows the effects of RDP on the input resistance-
threshold current values obtained in the papillary muscles of
the diabetic rats and the diabetic rats treated with RDP. The
results clearly indicate 2 reduction in effects due
to the administration of the RDP, based on the values of the
nput reststance and threshold current.

14.5 Propagation of Premature Responses and  Reentrant
Activity in the Dicbetic Rats. The modiBications in the input
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current threshald vadues (blue) with respect 1o the theoeetical curve
(black). Vies obtaired in the edls of the papillary muscle of the
heart of the contral rats. The contimuogs curve corresponds (o an

curve, which is established by the statistical snalysis of B = 0.92 and
p< 005

proamal to the site of the external stimulation electrodes; the
Iower trace corresponds to the APy recorded in a site distal
10 the stimulation electrodes, The first response cortesponds
to the last of a series of cight APs evoked by basic stimuii.
The second response corresponds to the activity generated
by i test stinlus applied 40 milliseconds after the last basic
stimaius. It is observed that the AP evoked by the test palse
is followed by two APs (asterisks) that were not infttated by
stimulation, which demonstrates the hypersensitivity of the
ventricular syncytium of diabetic rats to generate reentrant
action potential activity.

Another cxample of reentrant activity is shown in
Tigure 10. This result provides additional evidence that when
atest pulse is applied early, the evoked response is followed by
multiple reentrant sctivity. In this case, the last two recotrant
action potentials are conducted in a retrograde direction.
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4. Discussion

This study was designed with the purpose of
solid expertmental evidence of the effects of RD)
bm:mdumMAndl-emNMmo&l
induced by streptozotocin in the rat was used for
purpou [15, 16), The effects olRDPmrqulmﬁed

the electrophysiological parameters of the papillary muscle

Frawme 10 Change of direction in the propagation of the wavefrnt,
Observe that the first three responses (baséc. test, and first reentrant)
are propagaed frum the simuluion sle towards the rest of the
preparation, whereas the last three following reentramt responses
propagate in the opposite direction.

of the hearts of male Wistar rats. The electrophysialogical
properties studled included (1) the duration of the ARP and
APs at 30, 50, and 90% of their repolarization and (2) the
roescle i terms of

in control
raty, control rats treated with RDE, dinbetic rats, and diabetic
ruts treated with RDP,

It is important and necessary to clarsfy that we are unable
to provide an adequate explanation of oe the mechanisms
that are involved in the actions and effects of the RDP for
the following reasons: (1) This is the firet study in which the
action of RDP 15 assessed, (2) All of the biologically active
mmdemwhwu(S)Mmmm
and pharmacokinetic and pharmacodynamic properties
vent us from formulating an explanation, dedennglhe
foregoing and with the aforementioned reservations, we
interpret the actions of RDP on the hearts of diabetic rats.

41, Action Potentials. The results obtamed clearly show that
the duration of the action potentials increases in the papillary
heart muscles of the digbetic rats compared to the control
raky (Figures 1 and 3) [16-20]. Additionally, the inczease in
the duration of the action potential is more pronounced
at 30% than at 90%. There are several jonic currents that
Intervene spatially and in the repolarization of
the action potential in the ventriculur myocardium of the rat.
The early phase of ventricular repolarization is performed by
currents (I '), the transient
outward current (1) and the delayed rectifier current (Jy )
a1, whmthelm!,bmednpohmnimhdnem
the activation of the Na'/Ca’" exchanger current, which is

for the final clongation of the repolarization of
the action potential [22]. Furthermore, the increase observed
in the early phase of the repolarization of the action potentials
in the diabetic rats is due to the decrease ia the potassium cur-
rents, f, and I [16, 18, 20]. whereus the increase in APD, fs
attributed to the increase in the Na' /Ca* exchunger current,
causing an overioad of Ca’* in the ventricular myocytes [23-

),
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Figures 2 and 3 show that the supplementation of apple
peels to the diabetic rats for 90 days after induced
disbetes decreased the duration of the action
potentials and the ARP. Resulty similar to those shown in
this study have been obtained by other authoss [26], It has
been reported that the polyphenols contained n apple extract
decrease the duration of the action patential in the ventricular
myocytes of the mouse heart with dilated cardiomyopatiny.
Such & decrease in the APD is the result of an increased
K' current (Ix), induced by the polyphenols extract. The
results obtained in the papillary muscles of diabetic rats with
treatruent can be explained of we assume tha the RDP has the
samc types of polyphenols end is ot concentrations similar to
those found in the apple extracts tested [25]. Consequently,
the RDP could cause un increase in the transient outward
X' current (J, ), given that it is the principal K current
affected in the ventricular myocytes of the hearts of diabetic
suts (16, 20]. Indeed, it is necessary to measure this current
i the ventricular myocytes of the diabetic rats to provide 1
more sustaimable affirmation,

42 Organization of the Vemtricular Syncytium of the Rat
Heart. Our study was conducted in the tsolated papillary
muscles of the left ventricle of the rat heart. Before congider-
ing the interpretation of the results, in which the organization
of the ventricular functional syncytium was analysed. we
st consider the following factors;

(1) The first work it which the organization of the
ventncular functional syncytium was analysed [27]
mwmwmm«mmme

arcas in the right unterior muscle of the
dog heart 28], The proximal and middle thirds are
composed of muscle tissue and conduc-

tion tissue. The distal third contains only ventricular
musde, The same authors designated the end portion
of the conduction tissue as terminal Purkinje Gbres.
The terayinal Purkinje fibres establish low-resistance
electrical contact with the ventricular muscle fibres
and give rise to the Purkinje muscle junctions. In this
manoer, the preparation of the papillary muscle of
the dog provides a syncytium composed of different
cellular elements that can be easily identified.

(2) Nunetheless, the ral bs an experimental model widedy
used in cardiac dectrophysiology studies. To date,
there 15 no interest in the dassification
made in the anterior papillary muscle of the dog in
the papillary musde of the left ventride of the rat
{28, With that condition, it is assumed that there is
a similar functional structure in their proximal and
middle thirds (composed of specialized conduction
fibres and ordinary ventricular muscle cells). This
asseveration is supported by the similarity of the input
resistance values evaluated in the proximal and mid-
dle thirds (high reststance values and low thresholds).

Journal of Disbetes Research

Low resistance valuexs and high threshalds are found
in the distal third, which indicates that the distal
third may possibly be composed exclusively of musde
tissue, Thus, the homology is conudered applicable in
all mammals.

4.2.2. The Input Resistence Threshold Current Relutionship in
the Pupiliary Muscies of the Comtrol Rats. The knowledge of
the structural organization of the ventricular syncytium is

syneyt
to the lmportance that it represents for the structural geom
etry of the organization of the cardiac ventricular syncytium,
i also helpy to explain, under normal conditions, the proper
propagation of the APs, even when there is u low margin of
safety for the propagation {25].

It was observed that the experimental data on the input
resistance-threshold current obtained in the cardlac syncytial
system of the rat fit an oquilateral hyperbola (Figuses 5, 6,
7, and 8) and that the vafues of the Input reststance and
intraceilular thresholds change, with relatively broad ranges.

These results show the following characteristics of the
mammaliun ventriculer functional syncythum [27];

(1) The inpwt resisance and threshold current are
inversely related.

(2) The functiona of the vemricular syn-
cysium in the lefi papillary muscle of the rat heart is
ireegular in terms of the values of the input resistance
and the current threshold for initiating an action
potential, However, they maintain the same constant
value; K » 30 mV.

(3} In terms of the threshold current, the cellular
excitability is different in each of the explored sites of
the papillary muscle preparation.

Therefore, in relatively small areas, the extension of the
abundance of low resistance junctions can be an important
parameter that can determine and explain the hyperbolic
nuture of the between the input resistance and
the current threshold [27]. With this experimental evidence,
1t is possible to explain the results obtained. We conclude that
the papillary heart muscles from the contzol rats constitute an
leregular syncytium and that the principal cause for this lack
of homogeneity is the possible nonuniformity of the spatial
distribution of the mexus (Figures 5 and 6). Similarly, the
experimental data indicate that the smaller the value of the
input resistance, the higher the threshold current. The only
way we can explain this fact is by assuming that the density
of the nexus varies from one small area to the next. The small
areas that we refer to would be the amount of cells needed to
permit the formation of the wavefront [30], and, under these
circumstances. every initiation of a wavefront will have a
different threshold and, consequently, will present a different
nexus density. The results shown in Figures 5 and 6 indicate
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the lack of homogeneity in the ventricular syncytium of the
hearts of the control rats.

4.22 The Input Resistance- Threshold Current Relationship in
the Papillary Muscles of the Diabetic Rats The

bacs(l‘wn).thehnavpdtydtbemdhcmqﬂm
Is accentuated in these new conditions and increases the
probability of the development of lethal arrhythmias The
geeater heteragencity found in the heart of the diabetic rats
includes areas of tissue in the papillary muscle with higher
input resistunce values and lower intraceliular thresholds,
which implies the existence of areas of tissue with less sexus
deasity in the papillary muscle. This phenomenon, observed
with high tnput resistance values and low threshold current
values, is firmly supported by studies (n diabetic rats in which
the decreases in the expression of connexin 43 were found, in
addition to the redistribution of their nexus [31, 32).

4.2.3. Reemtrant Activity in the Ventricular Syncytium of the
Diabetic Rats. The accentuated changes in the values of the
input resistance and the intracellular thresholds found in
the papillary muscles of the diabetic rats become critical
to the propagation of the APs. Under these conditions,
3 wavefront originating from a low-resistance area (high
&mbdd)tnhlghmemﬂwthnﬁdd)ma
casily. However, the oppaosite case, in which un arca of high
resistance (low threshold) comes into contact with an arca
of low resistance (high threshold), faces greater difhculty
in propagation because the depolarizing current provided
by the wavefront is insufficient for reaching the threshold.
Consequently, blocking of the propagation occurs at the site
of low resistance, and reentrant activity is facilitated [33].
Figures Y and 10 clearty show that this phenomenon occurs.
With regard to the results obtained in the papillary
muacles of the dabetic rats, 1t follows that the phenomena

two factors that can cause conduction block in the ven-
tricular syncytium are added: (1) the small of the
premture action potentials, s physiclogical 5, and
(2) the urregularity in the input resistance und the intracellular
threshold for initiating propagated action potentials (cellolar
excitability). [t ts well knowen that the propagation of the AP (n
areas of tissue whose excitability is found to be reduced (low
inpur resistance) is performed through electronic potentials
|30] and that the magnitude and temparal development of
such potentinls depend on the organizational geometry of the
syncytiom.

This study presents two tmportant findings: (1) stmul-
taneous modifications In the nput resistance-intracellular
threshuld fn the hearty uf disbetic ruts und (2) the allerstions
in the propagation of premature responses. These phenomena
ullow us to provide an adequate explanation of the arrhyth-
mogenic shown by the heart in pathological
situations such us diabetess furthermore, they produce &
partial understanding with respect to the high vuluerability

9

of the heart in presenting ventricular fibrillation and sudden
death.

424, Action of the RDP on the Input Resistance-Threshold
Current Relationskip i the Pupillary Muscles of the Hearts
of the Control Rats and the Diabetic Rats. Under normul
conditions, the daily ingestion of at Jeast one apple ks sufficient
mdmthcmdduucdmmﬂuduuemdla
mdimnhymedmedml’pmd«llodu
hdhymfumdm“mnmd hetezogeneity of the
ventriculur syncytium observed ia the papillary musdes of

the bealthy rats (Pigure 6). However, the oral
dmﬂRDPmthewcmmdlhemh
the fnput resistance and the decrease in the threshold current
(Figure 8). We noted above {Figure 7) that the increase in
the heterogeneity of the ventricular syncytium in the diabetic
ratx occurs due to a decrease in the density of the mexus,
which causes an increase in the input resistance values and

the spatial redistribution of the mexss occurs 31,
32). In the papillary muscles of the dishetic rats with RDP,
Jower input resistance values and higher current thresholds
were found. These magnitudes wese similar to those obtained
in the control rats. The latter Indicates that, in the papillary
muscles of the diabetic rats with RDP, there are areas of tissue
with a greater density of nexis, This observed phenomenoa
can be explatned if we consider that the alterations that accur
in the diabetic rats miy also occur in dilated cardiomyop:
in the mouse. In this model of dilated cardiomyopathy {26],
It was reported that oral supplementation of the mice with
an extract of polyphenols contained in the apple Increased
the cxpression of connexin 43; consequently, there was an
increase in the density and interconnection of the nexus in
!hcanhu:
‘inally, the m the amplitudes of the hetero-

Wcmchdcdﬂlpplewdhawmmd&mmm:
curdiomyopatiry.

5. Conclusions
(1) The ventricular syncytium of the control rats Is
heterogeneous.

(2) In diabetic cardiomyopathy, the organization of the
ventricular syncytium musce peocesds with func.
tomal mudifications (et are evaluated in terms of
tnput resistance and threshold current,

(3) The propagation of prematire responses is associated
with conduction blocks,

(4) The hearts of rats with induced diabetes are more
vulnerahle to reentrant arthythmias.

{5) The apple peel achieves ity protective action by reduc-
wng the ARP and sttenuating the modifications thar
the ventricular syncytium suffers during diabetes.
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Abbreviations

APD: Action potentlal duration
GAE: Gallic acid equivalents
STZ: Streptozotocin

AP:  Actlon potential

ARP: Absolute refractory period
RDP: Red Delicious apple peel.

Conflict of Interests
The authors declare that there is no conflict of interests
regarding the publication of this paper.

Acknowledgment

The authors would like to express their gratitude to the
Consejo Nacianal de Ciencia y Tecnologia (CONACYT, Mex-
ico) (National Council of Schence and Technology) for the
economic scholarship swanded {no, 60485).

References
(1] T-X. McGhie, S Hudsul, K. € M, Lanken, and | T. Chrisielier,

ESLQTOF-HRMS! hwuﬂnjﬁ;mhmtwkdmmny
val 64, no. L pp. 482-491, 2002

2] A Francind and L. Schasttanl, “Phenolic compounds in apple
(Makus x domestica Borkb,): compounds characterszation and
stability during postharvest and after processing” Antiondants,
vol L no 3, pp. (85193, 2043,

[3] 0. A Hyson, ‘Awmunmdmnlwk
comapanents and their rebationship to haman health” Ady

Journal of Diabetes Research

{10} U. Tmek and 8. Khokhar, "Distribation of canjuyated and free
phenols in frmts: anooecddant actvity and cultivir vartations
Jowrwal of Agricubtvral and Food Cheststry, vol. 50, no. 22, pp
6316306, 2002

U] R Tsan, B Yang: | €. Young. and H. Zbu
profiles m cight apple caltivars wsing high performance tiguid
chimmatography (HPLCY" Jowrmal of Agricultural and Feod
Chermistry, wal. 58, 00, 21, pp. 6347-A353, 2003

[12] K Walfe, X, Wy, and U H. Lis, “Antioxidant sctivity of apple
pocls)’ hmlddpﬁuMﬂMMq\nlSLml
PR MOY-614, 2008

[13] Assuciation Official Amalyvical Chemists (ADAC), Official
Methods of Anmlysts, AOAC, Wawshington, DC, USA, 16th
edition, 1995

4] VLmuﬂl A. Rassi Jr., "Colosimetry of total phenolics

with phosphomaltybidic weid reagents) Amer-
can fournal of Enology and Vitkowlture wol, 16, nec 3, pp. 144158,
1965,

[15] S Pein L8, xmm.mm;ucmmwr.u
Sunnenhiick, “Alered A"

MMMﬂun&me

[IA] ¥ Shimont, L, ik, © Severson, and W, Giles, “Shart-
term dishetes aliers K° curvents in rat ventricular myncytes”
Circuliation Research, vol 74, oo, 4, pp. 620628, 199¢

[17] E & Fein, R, §. Arcasen, €. Nordim, B Miller Green, and
E I Sonoenblick, “Alered myocandtal response 10 oushaln
i diabete rats: mechanics and ¢ < Jowrnad of
Molecuher anid Cellwlar Cardiology, vol 15, mo. 11, pp 760-784,
1983

(18] 1. Magyar, Z. Rusenik, P. Szentesd, G. Szlcy, und 1. Kovicy,
“Action potentials and potassium currents in rat ventricular
mascle during experiosontal diabetes,” Jourmal of Modecubar amf
Celluler Cardiology, vol. 14, no. & pp. 841853, 1942,

{19) vmunmw-ammu

in Nutrition, vol. 2, no. 5, pgt, 408420, 2011
4] C M Andre, | M. Greenwosd, 1 G Walker o al, "Awii-
procyuniding and trilerpencs in 109 spple vari-
etiea” Jumrmal of Apricultural and Food Chermistry, vol, &0, no
AL pp. 10346-10554, 2012,

(5] } Bigjak. M. Mikalic-Tetkoveck, T, Stumpar, and R Veberic,
“Changes in primary metabolites and palyphenals in the poc
of hrachurn’ apples (Malus domextica Borkh,) during advanced
maturation” foermal of Agricultweal and Food Chemistry, wal, 61,
10, 43, pp. 10283-10292, 2083,

[6) A Nygren, M. L Olsom, K. Y, Chen, T Emmets, G. Kargacin, and
Y. Shimoni, “Propagation of the cardiac impalse in the dishetic
rat heart: reduced conduction reserve” fourmal of Phydology,
vul. S84, nu. 2, pp. S43-564, 2007

71 N T Aggarwal and | C. Makielsld, “Redox control of cardlac
excitablity” Antioxidimals unad Redox Signuling, vol. 18, no. 4, pp.
432-468, 2003,

[8] £ Martines-Ladron de Guevara, N. Pérex-Hernindes, M. A
Villadobos-Lopez. 1. Felix Durin, and V. Heninder Garcla,
“Actions of the apple peel on dectrical activity of the heart of
ruls with type 1 diahetes” in Procveitings of the ! PunAmerium
Congress of Physiological Scionces, sbstract 0436, p. 83, Fox do
guaguy, Brazil, 2004

141 \amdbmundhﬂklmh.'hmmdhmh
Apnil 2008, htpe/ e fi

- N2 N2020M)

myocyies inolsted from dabetic rats” The fourmal of

Physiology, val 470, no. 1, pp. 11-429, 1993

120] Y. Shamond, 1. Severson, and W, Giles, “Thyroid status and
diabetes modulate regiana differences fn potassism carrents in
vt ventricke” The Jowrmal of Physiology. vol. 488 oo, 3, pp. 673~
A8Y, 1995,

(2] M. Apkon and ). M Nerbonne, “Charsclorieation of two
distnct depolarization-activated K carremts (n isolated adubt
at venericelar myncytes” foursal of General Pipsology, val. 97,
. 5, pp. Y73-101L 1941,

[2] M, R Michell T Powedl, D. A, Torrwr, and V. W Twist,
“Ihe effocts of ryanodine, LGTA and low sodium oo action
potentiali in rat and guines-pig ventricular myocytes evidence
for two inward currents during the plasean” British fournal of
Pharmucology, vol. ML, na. X pp 543550, 1984

23] | R Lopex, T Banyase, T, Kavacs, ¥ A Sreler, and G. Snlcs,
“Defective myoplasmatic Ca™ bomeostass in vetrscular muscle
I diabetic cardiomyopathic rats” Biophysical fournal vl 53,
articie 1fila, WES, {abstract).

|24 S, Nobe, M. Aomine. M, Arita, S. fo, and 8. Takaki, "Chronic
diahctos mellitus prolongs action potential duration of rat
veatricular muscles: circumstantial evidence v impaised Ca''
channel” Canfovascular Research, vol. 24, no. 5. pp. 381389,
1990,

125] D, Lagaddic-Gissmann, K. | Buckler, K. Le Prigent, and 1. Feu-

vray, Altered Ca™ haming in ventriculsr myocytes tsclated
ﬁme The Americmn Journai of Physiology ~ Heart

88



Journal of Diabetey Research

mmwrm.um.m.smmum
j26] TSwam‘l‘.S:nhu.A Msmnmsd.'ﬂm\usd«uu
physivlogical

2044, Article ID 704291, 12 pages, 2014,

127] . Mender and V. Hermunder, “Inverse relation between input
veststance and threshold current in canine cardiac syncytiom,”
Jonrmal of Cardiovascular Electraphysiology, vol. 12. no. 3. pp.
337342, 2008,

(28] K Matsuida, A, Kamdllara, and T [Tosbi, "Configuration of the
transmetabrane posential of the Purkinge muscle ber junction
and Its analysis” in Electrophysiviogy and Ultrastracture of the
Teart, pp. 177-182, Grunc & Stration, New York, NY, USA, 1967,

[29] €& Meender, W. | Mucller, and X Urgutage, “Propagation of
impulses across the Purkinge fiber-musde junctioas in the dog
heart” Circudation Research, wol. 26, no. 2, pp. 135154, 19/,

[30) €. Mender and G. K. Moe, "Some characteristics of trams-
tnembeane potentials of AV nodal cells during propagation of
precature heats” Circulation Research, vol. 19, no. 6, pp. 933~
10D, 1966,

P18 ML Lin, K, Ogawa, 1 Imanaga, and N Tribulova, “Remodehing
of connexin 43 in the dlabetic rat Beart” Molrewdar and Cellular
Biockemtstry, vol. 290, no. 42, pp. 69-78, 2006.

[32] 1. Ofcruhbicova, N. Tribulova, M. Milejkova et at,, “Gap janction

Irt, vol 104, no. 4, pp. 387-391, 2002,

(331 B L Sasyniuk und C, Mender, “A mechanism for reentry in
cunine verdricular tisue” Circulition Research, vol. 28, pp. 5-
15,1971

89





