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RESUMEN

TITULO: Variabilidad de la frecuencia cardiaca en ratas Wistar expuestas a dos niveles de
iluminacién ambiental bajo los efectos del diazepan

AUTOR: Heidy Torres

PALABRAS CLAVE: Laberinto en cruz elevado (LCE), variabilidad de la frecuencia cardiaca
(VFC), Intervalo R-R, taquicardia, bradicardia.

CONTENIDO

Algunas investigaciones sugieren que las ratas Wistar evaluadas en condicién de oscuridad
presentan mayor exploracion de los brazos abiertos del laberinto en cruz elevado (LCE), asociando
esta respuesta comportamental con menores indices de ansiedad. Sin embargo recientes estudios
afirman que las ratas evaluadas en oscuridad, si presentan aversion a los brazos abiertos del
laberinto en cruz elevado, cuando son expuestas un mayor tiempo a éste. El objetivo del presente
trabajo es evaluar el efecto de dos niveles de iluminacién y de un ansiolitico sobre la variabilidad
de la frecuencia cardiaca, como un indicador de la respuesta autonémica producto de una
condicién de ansiedad asociada con la iluminacién. Se sometieron 30 ratas macho de la cepa
Wistar a dos condiciones farmacolégicas y de iluminacidon en una caja de plastico, y se calcul6 la
magnitud y la variabilidad de los intervalos R-R, junto con variables de actividad locomotora. Los
resultados muestran que durante la condicion de oscuridad el animal presenta mayor variabilidad
de la frecuencia cardiaca. Adicionalmente el ansiolitico disminuye la variabilidad de la frecuencia
cardiaca y la actividad locomotora independientemente de las condiciones de iluminacién. Se
concluye que bajo estas condiciones experimentales la oscuridad induce la taquicardia y el
ansiolitico a la bradicardia en las ratas.

" Proyecto de grado
Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Director: Carlos Arturo Conde Cotes Ph.D. Fisiologia.
Codirectora: Diana Martinez Rangel, M.Sc.
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ABSTRACT

TITLE: Heart rate variability in Wistar rats exposed to two levels of ambient lighting under the effect
of diazepam

AUTHOR: Heidy Torres"

KEYWORDS: Elevated plus maze (PME), heart rate variability (HRV), intervals R-R, tachycardia,
bradycardia.

CONTENT

Some research suggests that Wistar rats evaluated in dark condition present higher increase in the
exploration of the open arms of the elevated plus maze (LCE), associating this behavioral response
to lower levels of anxiety. However, recent studies claim that rats evaluated in darkness have an
aversion to the open arms of the elevated plus maze, when they are exposed more time to it. The
aim of this study is to evaluate the effect of two illumination and anxiolytic levels in heart rate
variability, as an indicator of autonomic response, product of anxiety associated with lighting. 30
Wistar rats underwent two pharmacological and lighting conditions in a plastic box, in which we
calculated the magnitude and variability of RR intervals, along with variables of locomotor activity.
The results show that during the dark condition the animal presents an increase in heart rate
variability. In addition, anxiolytic reduces the variability of the heart rate and locomotor activity
independently of lighting conditions. We conclude that under these experimental conditions the
darkness induced tachycardia and the anxiolytic induce bradycardia in rats.

" Thesis
" Faculty of Sciences. Biology Department. Director: Carlos Arturo Conde Cotes Ph.D. Physiology
Codirector: Diana Martinez Rangel, MSc
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ABREVIATURAS

AV: Nodulo auriculoventricular
BDZ: Benzodiacepinas

ECG: Electrocardiograma

EPM: Elevated plus maze

FC: Frecuencia cardiaca

HRV: Heart rate variability

LCE: Laberinto en cruz elevado.
Ms: Milisegundos

Ref: Referencia

SA: Nédulo sinusal o sinoauricular
SNA: Sistema nervioso autbnomo

VFC: Variabilidad de la frecuencia cardiaca
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INTRODUCCION

Los modelos animales son dispositivos experimentales desarrollados para el
estudio de fenbmenos comportamentales, fisiologicos y farmacol6gicos. Estos
modelos incluyen la investigacion con primates, peces, felinos y caninos, entre
otras especies, siendo la rata comun de laboratorio (Rattus norvegicus) la que ha
favorecido la investigacion por mas de un siglo (Blanchard et al, 2008). El analisis
del comportamiento defensivo en estos roedores frente a predadores, ha llevado a
asociarlos con ansiedad y a entender ésta Ultima como una respuesta
comportamental y fisiol6gica, generada por un ambiente novedoso 0 amenazante
para su supervivencia. Los comportamientos descritos en los roedores han sido
agachar, estirar el cuerpo, abrir los ojos, levantar orejas, olfatear constantemente y
retraer la cabeza de forma vigorosa, acompafado de cambios en la frecuencia
cardiaca, presion sanguinea, frecuencia respiratoria y cambios en la conductancia
de la piel (Graeff, 1994; Depino y Gross 2007).

Dentro de los modelos animales para estudiar la ansiedad no condicionada se
destaca el laberinto en cruz elevado (LCE) que evalla la libre exploracién de
roedores en ambientes novedosos, consta de dos brazos abiertos y dos brazos
cerrados (Griebel, et al; 1993). En este modelo el animal maneja un conflicto entre
la tendencia por explorar el ambiente novedoso y evitar el peligro potencial,
entrando y saliendo de los brazos abiertos y cerrados del LCE (Pereira, et al,
2004). A patrtir de lo anterior, se consideran las entradas y tiempo de permanencia
en los brazos como un indice de ansiedad, a mayor ansiedad menor nimero de
entradas y permanencia en los brazos abiertos (Garcia, et al; 2005). Ansiolitico
clasicos evaluados en LCE han sido las benzodiacepinas (BDZ), que reducen la
aversion por los brazos abiertos, promoviendo que el animal explore mas en ellos
(De Arauijo,et al; 2007).
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Si bien, se ha hablado de los aspectos comportamentales y farmacolégicos en
relacion a la ansiedad en roedores, hay investigaciones que se han orientado a
comprender el(los) evento(s) que “disparan” la tendencia a explorar o evitar los
brazos abiertos del LCE, estos estudios han sumado evidencia experimental
demostrando que al exponer los animales durante cinco minutos (tiempo estandar)
en oscuridad, hay un aumento significativo en tiempos de permanencia y
frecuencias de entrada a los brazos abiertos del LCE (Bertoglio y Carobrez, 2002;
Jones y King, 2001). Adicionalmente se ha reportado que estas condiciones de
oscuridad impiden ver el efecto del clordiazepdxido (ansiolitico derivado de la

benzodiacepina) en los brazos abiertos (Garcia, et al., 2011).

El proyecto donde se anida esta investigacion, permiti6 una exposicién de los
animales al LCE por quince minutos, evaluandolos en luz y oscuridad total. Los
resultados muestran que los animales aunque sean evaluados en oscuridad
presentan aversion por los espacios abiertos (Martinez, 2013). Este trabajo
también evalud la activacion de sustratos neuronales, asi como los niveles de

corticosterona relacionados al fendmeno, pero no evaluo la respuesta autonémica.

Estudios en animales y humanos, han informado sobre la influencia de los
estimulos estresantes en las respuestas autonémicas (Zhang, et al; 2004). Los
cambios inducidos por estrés en el sistema nervioso autbnomo alteran la
frecuencia cardiaca, siendo la variabilidad la frecuencia cardiaca (VFC) un método
no invasivo para evaluar dicha alteracion (Sgoifoa, et al; 1999).Es asi como se
pretende aportar a la discusion existente, realizando la medicion de VFC que
tienen lugar cuando los animales estan en oscuridad con y sin el efecto del

ansiolitico. Con este fin se formularon las siguientes preguntas basicas:

¢,Cuando los animales son evaluados en oscuridad aumenta o disminuye la

variabilidad de la frecuencia cardiaca?

16



¢,Cuando los animales son evaluados en oscuridad bajo la benzodiacepina qué

sucede con la variabilidad de la frecuencia cardiaca?

Es muy dificil medir de forma simultdnea los comportamientos de tipo ansioso y
las respuestas autondmicas cardiacas asociadas a ellos sin afectar la validez del
LCE, por tal razéon la medicion de la VFC no se realiz6 en este modelo sino en
cajas plasticas (plexiglas). Adicionalmente, la locomocién de las ratas puede
afectar la variabilidad de la frecuencia cardiaca independientemente de la
condicion luminica y farmacoldgica. Por tal razon se midié la locomocién

simultdneamente con el registro electrocardiografico en las cajas plasticas.

REGISTRO Y ANALISIS DE LA VARIABILIDAD EN LA FRECUENCIA
CARDIACA.

El funcionamiento del corazén depende de un sistema propio de generacion y
transmision del impulso eléctrico que provoca la contraccion del musculo
cardiaco. Los componentes mas importantes de esta excitacién y sistema de
conduccion especializados se muestran en la figura 1. Hacen parte el nédulo
sinusal o sinoauricular (SA), el nédulo auriculoventricular (AV), el fasciculo de His

con su rama derecha e izquierda y las fibras de Purkinje

Figura 1. Sistema de Conduccién eléctrica del corazon.

Nodulo (SA) Nédulo (AV)

Rama lzquierda del haz

Fibras de Purkinje

Fuente: http://www.fisiomedicvalencia.com/imgs/fotos/69.jpg
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El control neural de la actividad cardiaca esta a cargo de la divisibn simpatica y
parasimpatica del sistema nervioso autonomo. Los nervios simpaticos liberan
noradrenalina aumentando la frecuencia de contracciones del corazon, la fuerza
de las contracciones y la velocidad de conduccién del impulso eléctrico, mientras
gue los nervios parasimpaticos liberan acetilcolina disminuyendo la frecuencia de
contracciones del corazon, la contractilidad cardiaca y la velocidad de conduccién
del mismo (Luca, 1997). La actividad eléctrica que se desarrolla en el corazon, es
lo suficientemente potente para propagarse por todo el organismo y captarse
desde la superficie de la piel en puntos distantes del coraz6n mediante el llamado

electrocardiograma (ECG).

Figura 2. Nervios simpaticos y parasimpaticos cardiacos. Los nervios vagos

que se dirigen al corazdn son nervios parasimpéaticos.

Cadenas simpaticas

Vagos

Nervios
simpaticos

Nervios
simpaticos

Fuente: Fisiologia de Guyton, decimoprimera edicion

Cuando esta sefial de tipo bioeléctrico, esto es, cuando tiene su origen en los
fendmenos eléctricos existentes en las membranas celulares, la captacién se
realiza mediante sensores denominados electrodos. Las convenciones para el
registro y analisis de ECG lo encabezan los procedimientos de tres derivaciones
bipolares estandar, llamadas convenciones electrocardiogréaficas de Einthoven. La

eleccion de una derivacion u otra tiene repercusiones tanto en la forma de la sefial
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como en la amplitud de sus distintos componentes. La derivacion tipo Il es la mas
utilizada, dado que aporta una onda R de cuya deteccion depende la obtencién del
periodo cardiaco expresada en milisegundos y su reciproco que es la frecuencia

cardiaca (Castelar y Guerra, 2009).

El electrocardiograma requiere el uso de filtros de paso de banda que permiten el
paso de los componentes de frecuencia que caen dentro de un rango
determinado, atenuando los que caen fuera de los limites (Luca, 1997), también
necesita el factor de amplificacion, que suele oscilar entre mil y cinco mil veces el
valor de la sefial original, y finalmente la frecuencia de muestreo dependiente de
los componentes de frecuencia de la sefial que se desea registrar. Una vez filtrada
y amplificada, la sefal presenta unas ondas ----- P,QR,S, T-—--—--- gue reflejan los

sucesos que ocurren en el corazon en cada latido. Resumidos asi:
— -Despolarizacion eléctrica auricular (onda p)
— -Despolarizacion eléctrica de los ventriculos (complejo QRS)

— -Repolarizacion ventricular (onda T).

Figura 3. Ondas basicas del electrocardiograma.

Fuente: http://www.eccpn.aibarra.org/temario/secciond/capitulo54/6.jpg

El andlisis de la sefial cardiaca se puede hacer en términos de frecuencia cardiaca
(latidos por minuto) o periodo (milisegundos), pero de manera secuencial latido a
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latido. El tiempo que transcurre entre un latido y otro muestra sutiles diferencias de
duracién, estos cambios en el tiempo se le conoce como estudio de la variabilidad
de la frecuencia cardiaca o VFC. La variabilidad de la frecuencia cardiaca se mide
a partir del ECG, y el punto de referencia que se utiliza es el pico de la onda R, por
esta razdon es frecuente que los tiempos entre latidos sean referidos como
intervalos R-R (Migliaroet al; 2001). La interaccion entre las células del (SA) o
células marcapasos es responsable de una primera forma de variabilidad, muy
pequefia, si se le compara con los grandes cambios via sistema nervioso
autbnomo (SNA). Vistos por separado la division parasimpatica aumenta la

duracién de los intervalos R-R, mientras que la division simpatica los disminuye.

Figura 4. Variacion de la Frecuencia Cardiaca (FC) latido a latido. A Partir del
ECG, se calcula el intervalo entre picos R-R y se expresa la VFC en
segundos (s) y la FC en latidos por minuto (p/m). Circulos azules
corresponden alos picos R.

8395 193 126

10 p/m 16 p/m 83p/m

Fuente: Rodas, et al; 2007).

Existen diferentes métodos para analizar la VFC, que permiten obtener multiples y
variados parametros. Actualmente, los métodos mas utilizados son los que se
basan en el dominio del tiempo. Definimos las variables de tiempo como los
diferentes pardmetros estadisticos que resultan dela medicién electrocardiogréafica
de los intervalos RR normales en el tiempo (Rodas, et al; 2008).
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1. MATERIALES Y METODOS

1.1 SUJETOS

Treinta ratas macho (Rattus novergicus) mas conocida como rata Wistar de tres
meses de edad y pesos comprendidos entre 250- 373 g fueron usadas. Estos
animales se criaron en el bioterio del laboratorio de Neurociencias vy
Comportamiento de la Universidad Industrial de Santander. Alojados en grupos de
cuatro, en cajas de acero inoxidable con dimensiones (40x30x17cm) y piso con
cascarilla de arroz o tamo, el cual se cambia cada tres dias garantizando las
condiciones higiénicas del medio; una rejilla del mismo material de la caja, la tapa
y asegura, a la vez que permite la ubicacion de los tarros de agua y comida al libre
consumo. Los animales son mantenidos en ciclos de luz/oscuridad de 12 horas
cada uno (Mechiel, et al; 1990) empezando luz a las 7 a.m.; a una temperatura

promedio de 23 °C, humedad relativa de 66 + 5% y poco ruido.

1.2 MANIPULACION Y MARCAJE

Diariamente se ubicd una caja con cuatro ratas en el estante que estan en un
cuarto separado en la zona de experimentacion, con agua y comida al libre
consumo y condiciones ambientales controladas similares a las del Bioterio. Cada
una de las ratas fue manipulada tres dias antes del experimento durante un
minuto por el experimentador, el control del tiempo se llevd a cabo con un
cronometro (Procalc), finalizado el minuto se les hizo una marca en la cola con
marcador indeleble y se devolvieron al estante dentro de la caja. La manipulacion

y marcaje se realizd entre las 6:15 y 6:30 p.m.
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1.3 PESAJE DE ANIMALES E INSERCION DE ELECTRODOS

Cada caja se saco del estante y se llevo cuidosamente al meson del laboratorio
donde se pesaron los animales en una balanza mecanica de triple brazo (Ohaus),
una vez pesadas se les ubico los electrodos.

El cobre se caracteriza por ser uno de los mejores conductores de la electricidad,
debido a ello, se extrajo de un alambre eléctrico (ref.: TFF 16) hilos de cobre de 10
cms. Cada hilo se metié en un extremo de una aguja hipodérmica Rymco calibre
23G (25X 0,6 mm), con una pinza quirdrgica se aseguro la aguja y se inserté con
el bisel hacia arriba en la piel del animal, después que el hilo atraviesa la piel se
retira la aguja y se unen las dos puntas del hilo. Este hilo de cobre funciona como
electrodo de la sefial bioeléctrica procedente de las membranas celulares del

miocardio.

En cada rata se implantaron tres hilos, el primero en la region escapular derecha
de la rata, el segundo en la regién escapular izquierda, y el tercero en la region
lumbar (Delgado, 2008).Esta ubicacion corresponde a la convencion del triangulo

de Einthoven.
Insertados los tres electrodos por rata, se devolvieron a su caja y se llevaron al

estante nuevamente. Tanto el pesaje como la ubicacién de los hilos de cobre se

realizaron entre las 6:30 y 8:30 a.m.
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Figura 5. Disposiciéon de electrodos segun convenciones de Einthoven en la

rata.

Fuente: Autora

1.4 MEDICAMENTOS ADMINISTRADOS

El medicamento usado en este estudio fue diazepam. El vehiculo y control para el
diazepam fue solucién salina al 0.9% (p/v). Las inyecciones se aplicaron
intraperitonialmente, el diazepam a una dosis de 2 mg/Kg de peso en un volumen
de 1 ml/Kg de peso y la solucién salina al 0.a9% (p/v) en un volumen de 1 ml/Kg

de peso.

1.5 REGISTRO DEL ECG

Para la toma del registro ECG fue necesario la elaboracion de un sistema eléctrico
compuesto por tres cable coaxiales (ref.. RG6U) de 6,24 mts de largo, al extremo
de los cables se soldaron tres cables de menor tamafio (ref.: TFF 77), de 60 cms,
estos cables tienen en sus puntas caimanes, los cuales se conectaron a los
electrodos implantados en la rata utilizando adicionalmente un gel conductor para
mejorar la conductividad en el contacto de estas partes, se adopt6 el color amarillo
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para identificar el cable que conecta al electrodo positivo, el color verde que
conecta al electrodo negativo y el azul al electrodo a tierra. Al otro extremo de los
cables se soldaron tres cables (ref.. AWG 1X14) de 70 cms, terminados en
broches metélicos diferenciados por las mismos colores que van conectados al

amplificador de sefial Power Lab 16/30.

El cable coaxial posee un nucleo de cobre envuelto por un material aislante,
ademas tiene una pieza de metal trenzado, el cual realiza la absorcién de ruidos y
protege la informacién que viaja por €l y una cubierta de pléstico la cual no tiene

capacidad de conduccion.

Figura 6. Cable coaxial usado paralatoma del ECG.

Cubierta protectora

Nucleo de Cobre

Malla metalica
Aislante

Fuente: Autora

El registro computarizado se obtuvo mediante el software Lab Chart 6 en un
computador (Dell optiplex 740), a una tasa de muestreo de 2 Kilohercios y con un

filtro de paso de banda entre 1Hz y 1KHz.
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Figura 7.Montaje general del experimento.

Fuente: Autora

1.6 ANALISIS DE ECG

Mediante el software LabChart 6 en un computador (Dell Optiplex740) se registré
la frecuencia cardiaca a partir de la onda R, la mas estable y de mayor amplitud. El
analisis consiste en medir el intervalo temporal entre ondas R sucesivas (un ciclo
cardiaco), lo que proporciona una medida del periodo cardiaco de un latido. La
disminucién de tiempo entre ciclos consecutivos suelen asociarse principalmente a
la actividad parasimpéatica y el aumento de los mismos a la actividad simpética del
SNA (Mechiel, et al; 1990).

En el programa Excel se realiz6 el calculo de las diferencias de los intervalos R-R,
ademas de los otros pardmetros estadisticos en el dominio del tiempo, se tomaron
los valores que estuvieron por dentro de tres desviaciones estandar del conjunto
de datos, los demas fueron descartados porque generalmente correspondian a

defectos en la claridad del registro.
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1.7 EVALUACION DEL COMPORTAMIENTO

El registro del comportamiento se logro mediante una video-camara con sensor de
infrarrojo, ubicada en un cuarto de la zona experimental a una altura de 2 metros
aproximadamente de la caja de plexiglas donde esta el animal conectado. En la
habitacion adyacente se pudo monitorear y gravar de los movimientos de la rata
en cada fase del experimento, mediante el editor de video Ciber Link Power

Director, en un computador (Dell optiplex 740).

1.8 ANALISIS DEL COMPORTAMIENTO

Fue necesario escoger y describir previamente los movimientos corporales a

evaluar (Martin y Bateson, 1993).

1.8.1 Quieto. El animal permanece en una posicion fija en la caja, aunque mueva

la cabeza hacia los lados, olfatee, se acicale o levante la cabeza.

1.8.2 Camina. El animal se desplaza con sus cuatro patas hacia adelante o hacia

atras, también si el animal realiza un giro completo quedando en el mismo lugar.

1.8.3 Levanta. Cuando el animal se levanta sobre sus dos patas traseras, asi

camine apoyando sus patas delanteras alrededor de la caja de plexiglas.

1.8.4 Escarba. Cuando el animal introduce las patas delanteras o traseras y

escarba en el tamo de forma profunda y rapida, asi lo haga caminando.

Se midié el nimero de veces y la duracion de cada uno de ellos con el programa

PROSTCOM (conde, et al; 2000), a través de cada fase experimental.
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1.9 PROCEDIMIENTO

El nivel de iluminacion se midié con un luxémetro (YF-172 digital light meter), el

cual registré en luz 308 lumen/m? y en oscuridad 000 lumen/m?.

Las ratas se asignaron aleatoriamente a cuatro grupos, llamados G1, G2, G3 Y
G4, cada grupo con un orden diferente de las fases experimentales excepto la
fase llamada basal que fue comun para todos y al comienzo de cada experimento.
El tiempo de registro del ECG fue de 60 minutos para cada rata en los diferentes

grupos.

Se ubicé la rata en una caja de plexiglas de (23x23x33), con piso en acero
inoxidable cubierto con cascarilla de arroz (tamo) sobre una plataforma de madera
gue separa la caja de plexiglas del piso a una altura de 70 cms, se agreg6 gel
electrolitico (Parker ref.: 15-60) a los caimanes electrénicos y a los electrodos
antes de conectarlos con el fin de mejorar la conductividad de la corriente eléctrica
procedente del animal, se inici6 el registro del ECG, con su respectiva filmacion.
Cada uno de los grupos se compone de una fase basal de 10 minutos, pasado
este tiempo se aplicé la primera inyeccion de solucién salina, se continué con
cinco minutos de luz y cinco minutos de oscuridad en el orden que lo indico el
grupo, se inyectd con diazepam y se registré 30 minutos en luz u oscuridad segun
correspondiera, se registré cinco minutos mas de la fase anterior y por ultimo cinco

minutos en luz si la fase anterior era oscuridad, o luz si la fase era oscuridad.

Mediante el software LabChart6é es posible dejar una marca con el nhombre de

cada fase en el registro de ECG en tiempo real.

Una vez terminado el registro de la primera rata, se desconecto de los cables y se
regresd a la caja junto con las otras ratas, se apago el video y se grab6 con el

mismo codigo la filmacién y su registro electrocardiografico.
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Se someti6 a prueba cuatro ratas por dia entre las 2 p.m. y 6:00 p.m.

Diariamente, antes de iniciar con una nueva caja, se revisaron las conexiones de
los cables y se limpiaran con alcohol al 70 % los caimanes de residuos de gel
electrolitico y de grasa, también se cambi6 la cascarilla de arroz (tamo) de la caja

de plexiglas.

En total fueron 28 ratas se descartaron dos por problemas técnicos.

Tabla 1. Fases experimentales, tiempos de los diferentes grupos y animales

usados en cada grupo.

Fases de una sesion Fasel Fase2 | Fase3 | Fased | Fase5 | Faseb
Farmaco Basal Salina Dzp #animales
Minutos de la fase 10 5 5 30 5 5
Grupo 1 Luz Luz  [Oscuridad| Luz Luz  [Oscuridad 6
Grupo 2 luz  |Oscuridad| Luz  [Oscuridad|Oscuridad| Luz 9
Grupo 3 Luz Luz  |Oscuridad|Oscuridad [Oscuridad|  Luz 7
Grupo 4 luz  |Oscuridad| Luz Luz Luz  |Oscuridad 6
Total de animales 2

Fuente: Autora

Tabla 2. Distribucion del peso de los animales por grupo experimental.

Grupos G1 G2 G3 G4
Prom+SD | 321,17+24,64 | 301,22+26,04 | 314,71+20,87 | 325,67+35,97
n 6 9 7 6

Fuente: Autora

1.9.1 Legislacion bioética. Todos los procedimientos realizados a los animales
dentro de este proyecto de investigacién, estan de acuerdo al estatuto nacional de
proteccion de los animales en la ley 84 de 1989 del Congreso de Colombia, y a la
resolucion N° 008430 de 1993 del Ministerio de salud, asi como a la directiva
2010/63/UE del parlamento europeo y del consejo del 22 de septiembre de 2010

relativa a la proteccion de animales para fines cientificos, también a la aprobacion
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del comité de ética para proyectos de investigacion de la Universidad Industrial de

Santander para el proyecto identificado con codigo CB12005.

1.9.2 Estadisticos. A partir de los registros de ECG exportados a Excel, se
identificaron los periodos o tiempos entre cada pico R-R, durante las diferentes
fases experimentales o tratamientos a lo largo del registro. En Excel se calculo
para cada animal el promedio de la mediana, el rango, y el indice RMSSD en cada
fase experimental. Si bien, este abordaje aporta informacién acerca de las
tendencias centrales y de dispersion de los intervalos R-R, la variabilidad
individual incluida en el andlisis global de los diferentes segmentos, puede
“ocultar” diferencias atribuibles a los tratamientos y a caracteristicas propias de
cada animal, por tal motivo, con cada rata, se procedi6 a realizar un analisis de las
diferencias pareadas con respecto al basal de las promedios de las medianas,
rangos y RMSSD de cada uno de los animales, de manera que se obtuvieron
indices de la proporcién en que cada variable cambié con respecto a la misma

variable en el segmento basal. Utilizando la siguiente formula.

(Vsp —Vb)/Vb = Diferencias pareadas respecto al basal

Donde

Vsp: Representa el valor de la variable en el segmento problema (por ejemplo en

condicién de salina - oscuridad 6 diazepam - luz) y

Vb: Representa el valor de la misma variable en la fase llamada basal.
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Tabla 3. Parametros de anélisis de la VFC en el dominio del tiempo.

Parametro Unidad Definicién
R-R ms Intervalo entre dos latidos (picos de R en el ECG). Duracion de un
ciclo cardiaco.
MEDIANA R- Representa el valor que divide la muestra _d_e intervalos en
R ms frecuencias acumuladas del 50%. Ayuda a identificar la tendencia
del efecto globlal de los tratamientos sobre la frecuencia cardiaca.
RANGO ms Se define como la diferencia entre el mayor y el menor intervalo R-
R-R R. Informa sobre la variabilidad.
Es la raiz cuadrada del promedio de las diferencias al cuadrado de
RMSSD ms los intervalos RR sucesivos. Informa sobre las variaciones a corto

plazo de la frecuencia cardiaca.

Fuente: Autora

Se calcularon anovas de dos factores para saber si las diferencias son atribuibles

a los factores farmaco o iluminacion, o a la interaccion de los dos. Cuando las

anovas mostraron algun nivel de significancia, se realizaron las comparaciones

multiples corregidas mediante el test de Bonferroni.

También se realizaron analisis de regresion lineal multiple buscando estimar la

magnitud del efecto de las variables explicatorias (iluminacion, farmaco y

comportamiento) sobre cada variable del ECG.
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2. RESULTADOS

2.1 RESULTADOS ELECTROCARDIOGRAFIA

Los resultados se agruparon teniendo en cuenta las cinco fases experimentales
para la medicién del electrocardiograma: Basal, salina (ss) luz, salina (sS)
oscuridad, diazepam (Dzp) luz y diazepam (Dzp) oscuridad. Se realiz6 un analisis
de los promedios de las diferencias pareadas de las medianas, rangos y RSSMD
de cada fase experimental con respecto al basal en cada animal, con el fin de
conocer las diferencias pareadas de los intervalos RR inducidas por cada

tratamiento.

Figura 8. Promedio % un error estandar de las diferencias pareadas de la
mediana de los intervalos R-R con respecto al basal obtenidas de las cuatro
fases. *Diferencias significativas entre SS-LUZ y SS-OSC, ° Diferencias
significativas entre DZP-OSC vy SS-OSC, # Diferencias significativas entre
DZP-LUZy SS-LUZ (Test de Bonferroni, p <0,05).

Diferencias pareadas de las medianas de los intervalos R-R con

respecto al basal
0,015
u

0,01 -

0,005 :Jf

——t—

%]
=]
o
S 0 T
o
n *
-0,005
T
-0,01 - 1
| |
-0,015 - o

LUZ 0SC LUZ 0SC ‘

Fuente: Autora
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Debido a que la mediana divide en dos partes iguales la distribucién de
frecuencias de las diferencias pareadas de los intervalos R-R con respecto al
basal en la muestra, es por consiguiente util para representar la tendencia central
de los efectos de las diferentes fases experimentales sobre dichos intervalos,
mucho méas cuando los datos no presentan, como en nuestro caso, una
distribucion normal. A partir del promedio de las medianas se realizaron las

siguientes observaciones.

La figura 8 indica que las diferencias pareadas de los intervalos R-R en la fase de
salina oscuridad son mas grandes respecto a la fase de salina luz, se deduce que
el animal present6 una tendencia hacia la taquicardia bajo oscuridad (disminucion
de las distancias de los intervalos R-R).Pero al comparar salina oscuridad con
diazepam oscuridad, las diferencias pareadas de los intervalos R-R son mas
grandes en esta ultima (aumento de las distancias entre los intervalos R-R), lo cual
demuestra una tendencia hacia la bradicardia en el animal, que también se

evidencia en diazepam luz comparado con salina luz.

Figura 9. El promedio+ un error estadndar de las diferencias pareadas de los
rangos de los intervalos R-R con respecto al basal. "Diferencias
significativas atribuibles al diazepam comparado con salina independiente

del nivel de iluminacién, (Test de Bonferronni, p < 0,05).

Diferencias pareadas de los rangos de los
intervalos R-R con respecto al basal

0,15 -

0,1 4

0,05 o {%

-0,05 -

-0,15 - 1
-0,2 - ‘{ ‘(
-0,25 -
I
-0,35 -

Luz osc ‘

segundos
=]
[
L

ss ‘ pzp ‘

Fuente: Autora

32



Ademas de conocer la representatividad de la mediana de las diferencias de los
intervalos RR respecto al basal, necesitamos un indicador que de alguna forma,
nos cuantifique el grado de separacion o dispersion de los valores de esta variable
respecto a la mediana en cuestion. Para tal fin hallamos los rangos de las
diferencias pareadas de los intervalos R-R respecto al basal durante cada fase
experimental en todas las ratas. Esta medida es un indicador de la variabilidad de

la frecuencia cardiaca.

La figura 9 sefiala que hay una disminucién de las diferencias pareadas de los
rangos de los intervalos R-R con respecto al basal en diazepam independiente de
la condicion de iluminacién, en otras palabras disminuye la variabilidad de la

frecuencia cardiaca por efecto del diazepam, en relacion a salina luz y oscuridad.

Figura 10. Promedio = un error estdndar de las diferencias pareadas de
RMSSD con respecto al basal. *Diferencias significativas entre SS-LUZ y SS-
OSC, -°Diferencias significativas entre SS-OSC y DZP-OSC (Test de
Bonferronni, p < 0,05).
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Otro indicador de la variabilidad de la frecuencia cardiaca, pero ahora entre ciclos
consecutivos (variabilidad “instantanea” a corto plazo de la frecuencia cardiaca) es
el RMSSD, es uno de los estadisticos mas importantes en el dominio del tiempo, y
representa la raiz cuadrada del valor medio de las diferencias al cuadrado de

todos los intervalos R-R sucesivos a lo largo del registro electrocardiografico.

En la figura 10 se observa que las mayores variaciones de RMSSD con respecto
al basal se registran durante la fase salina oscuridad en relacion con salina luz,
donde no hubo diferencias de este indice con respecto al basal, y también en
relacion a diazepam oscuridad. En otras palabras la oscuridad se asocia mas con
los cambios en la variabilidad de la frecuencia cardiaca instantanea a corto plazo
que el diazepam.

2.2 RESULTADOS COMPORTAMENTALES

Los resultados de los resgistros comportamentales, complementan la informacion
procedente de los registros electrocardiogréficos, para conocer si los cambios en
la variabilidad de la frecuencia cardiaca estan siendo afectados por la actividad

locomotora.

Figura 11. Promedios = un error estandar de las frecuencias y tiempos

relativos de los comportamientos registrados.
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La figura 11 demuestra que los animales permanecieron mas tiempo quietos en la
fase de diazepam independiente del nivel de iluminacién, y se movieron mas en
las fases basal y salina bajo luz y oscuridad predominantemente caminando,

aunque también escarbaron y se levantaron pero en menor porcentaje.

Figural2. Promedios = un error estandar de las frecuencias y tiempos
relativos con actividad locomotora.

Frecuencia relativa de comportamientos con actividad

Tiempo relativo de los comportamientos con actividad
locomotora

locomotora

~
o

35
~ 60 2
8 - KX =
- Q)

2507 ] S
3
© >
240 +— 2 T
o oLz 820 T oLz
© 1 [}
230 o
[*) 4
H gosc  g15 —l— @osc
S20 - £
§ 1] 10
10 +— .

0 : : ) 0

Basal SALINA DzP

Basal SALINA DZP

Fuente: Autora

La figura 12 corrobora lo mencionado en el parrafo anterior, mostrando mayor
actividad locomotora en las fases basal y salina independientemente del nivel de
iluminacién, comparado con una clara disminucion de la misma en la fase
diazepam bajo las mismas condiciones. En este caso, se llamo6 actividad

locomotora a la suma de los comportamientos “camina”, “levanta” y “escarba”.

Con base en estas observaciones comportamentales preliminares, se realizaron
andlisis de regresiones mudltiples lineales buscando identificar en qué medida, los

cambios en las variables electrocardiograficas se podrian explicar por los
indicadores comportamentales.
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Tabla 4. Andlisis de regresion lineal multiple para la mediana R-R con P<0,05.

R-Mediana Adjusted R?: 0,278 R-Mediana Adjusted Rz 0,266 R-Mediana  Adjusted R?: 0,342
variables coefficients |p-value variables | coefficients | p-value |variables coefficients | p-value
intercept -0,00862583 |5,2293E-05 intercept | -0,00855862| 7,79E-05 [intercept -0,0074 | 0,00023515
lluminacion | 0,00749165 |0,00263269 | lluminacion | 0,00709991 | 0,00417789 [lluminacion 0,0055 | 0,01926564
Férmaco 0,00845365 |0,0073874 Farmaco | 0,01179538 | 1,008E-05 |Férmaco 0,0076 | 0,00385045
%FA-Camina | -0,00011568 |0,15766496 [%FA-Escarbal 9,8369E-05 | 0,39113939 |%TA-Actividad |-0,00021375 | 0,00275126

Fuente: Autora

A partir de este andlisis de regresion lineal multiple, observados en la tabla 3, se
deduce que los cambios en las medianas de los intervalos R-R se explican por las
variables iluminacién farmaco junto con el % de la actividad locomotora total
respectivamente (en rojo los valores de p-value). El % de camina y el % de

escarba no explican los cambios en la mediana de los intervalos.

Tabla 5. Analisis de regresidn lineal multiple para el RMSSD con P<0,05.

RMSSD Adjusted R? 0,089 RMSSD Adjusted R? 0,086 RMSSD  Adjusted R? 0,103
variables coefficients | p-value |variables coefficients | p-value  |variables coefficients p-value
intercept 6,3948 0082 lintercept 6,4527 0084 Jintercept 6,2220 ,0093
lluminacién -5,6907 0472 [lluminacion -5,9060 0380 [lluminacion -5,3301 0614
Férmaco -7,8867 0314 |Férmaco -6,2080 0355 [Férmaco -4,6934 1354
%FA-Camina | -0,0594 5334 |%FA-Escarba] 0,0441 7404 |%TA-Actividad | 0,052 2145

Fuente: Autora

Los cambios en el indice RMSSD se explican por la variables iluminacion y
farmaco solamente, no se ven afectados ni por el % de camina, ni el % de

escarba ni el % total de actividad locomotora.
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Tabla 6.Analisis de regresion lineal multiple para los rangos de los intervalos
R-R con P<0.05.

RANGO Adjusted R? 0,010 RANGO Adjusted R2 0,016 RANGO Adjusted R? 0,032
variables coefficients | p-value  |variables coefficients |  p-value  |variables coefficients p-value
intercept -0,0598 5300 |intercept -0,0708 4605 |intercept -0,0739 0,4317
[luminacién -0,0014 9905 |lluminacién 0,0031 9779 [lluminacién 0,0236 0,8341
Férmaco -0,2342 1097 [Férmaco -0,1954 0966  |Férmaco -0,1415 0,2599
%FA-Camina | -0,0007 8529 |%FA-Escarbal  0,0037 A859  |%TA-Actividaq  0,0045 0,1865

Fuente: Autora

En este orden de ideas, se muestra los resultados para el rango de los intervalos

R-R, cuyos cambios no se explican por ninguna de las variables de este analisis
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3. DISCUSION

Los resultados obtenidos a partir del analisis de las diferencias pareadas de las
medianas de los intervalos R-R respecto al basal, muestran que hay diferencias
estadisticamente significativas entre salina oscuridad y salina luz asociadas con el
nivel de iluminacion, en estas condiciones el animal present6é una tendencia hacia
la disminucion de las distancias de los intervalos R.R, lo cual se relaciona con el
aporte autonémico simpatico y/o a una “retirada” parasimpatica (Borell, et al; 2007)
pero, las diferencias significativas entre la fase salina oscuridad y salina luz con
diazepam oscuridad y diazepam luz, se asocian al farmaco, es decir, a la
benzodiacepina administrada, y por ende los animales en esta fase aumentan la
duracion de los intervalos R-R, lo cual nos indicaria el aporte de tipo autonémico
parasimpatico (Sgoifo, et al; 1999).

Estas tendencias se ven mejor reflejadas en el analisis de las diferencias
pareadas de los rangos con respecto al basal, donde se evidencid claramente la
disminucién de la variabilidad de la frecuencia cardiaca en diazepam oscuridad y
diazepam luz asociados al farmaco como tal, de manera independiente al nivel
de iluminacién. Esta disminucion de la variabilidad de la frecuencia cardiaca, se
relaciona con un mayor aporte de tipo parasimpatico y con el efecto bradicardico

en los sujetos evaluados.

El andlisis con las diferencias pareadas respecto al basal del RMSSD, muestra
como la oscuridad se asocia con mayores cambios en la variabilidad instantanea
de la frecuencia cardiaca a corto plazo, asociadas posiblemente con la actividad
del sistema vagal (Bernfried, et al; 1996).En este caso se compara salina
oscuridad con salina luz, donde no se presentaron cambios con respecto a este
parametro de la variabilidad, pero la variabilidad instantanea en salina oscuridad
disminuye drasticamente en diazepam oscuridad, sugiriendo un menor efecto de

tipo parasimpatico por parte del farmaco. Es interesante notar que no hubo

38



cambios en la variabilidad instantanea de la frecuencia cardiaca en salina luz
comparada con su fase basal o de control, donde se ha encontrado que la

inyeccion intraperitoneal de salina tiene un efecto ansiogénico (Lapin, 1995).

Finalmente los andlisis de regresion lineal multiple los cuales incluyen (ademas de
las variables anteriormente mencionadas) los registros de los comportamientos de
los animales durante cada fase de registro, nos confirman que, las tendencias de
la variabilidad de la frecuencia cardiaca son afectados por los niveles de
iluminacion, el farmaco vy la actividad locomotora en general, pero la variabilidad
instantdnea de la frecuencia cardiaca (RMSSD) s6lo se ve afectada por la
iluminacion y el farmaco. Los analisis de regresion lineal también indican que en
los fendbmenos analizados en esta investigacion hay muchas mas variables que

deben ser evaluadas ya que el R ajustado no supera el 50 %.
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4. CONCLUSIONES

Sobre la base de los datos obtenidos y su posterior procesamiento estadistico se
puede concluir que la condicion de salina-oscuridad produce cambios
electrocardiogréficos y comportamentales en los animales mostrando taquicardia
o disminucion de las distancias de los intervalos R-R, lo que produce el aumento
de la variabilidad de la frecuencia cardiaca, asociadas a una mayor actividad
locomotora. Por el contrario los animales expuestos a las condiciones de
diazepam muestran la misma tendencia de las variables electrocardiograficas y
comportamentales tanto bajo la condicion de luz como de oscuridad, mostrando
una tendencia a la bradicardia o aumentos de las distancias de los intervalos R-R,
lo que conlleva a una disminucion de la variabilidad de la frecuencia cardiaca,

asociadas a un menor actividad locomotora.

Los animales bajo la condicion de salina-luz parecen no diferenciarse de la
condicion basal, lo cual resulta favorable para experimentos en los que los

animales controles reciben salina como solucién vehiculo.

Los andlisis de regresion lineal multiple también nos indican que asociados a este
fendmeno hay muchas mas variables que deben ser evaluadas, no obstante el
conocimiento que el RMSSD fue afectado por iluminacion y farmaco sin actividad
locomotora, aporta informacién util para el disefio de futuros experimentos
enfocados en comprender los agentes “activadores” de la ansiogenicidad de las

ratas asociadas a los brazos abiertos del LCE.
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ANEXOS

ANEXO A. Resultados de Regresion lineal multiple de la mediana R-R.

Tabla 1. Con respecto al % de camina

Regression Analysis

Rz
Adjusted R?
R
Std. Error
80
3

ANOVA table

0,306

0,278

0,553

0,011
observations
predictor variables

PENEEERal is the dependent variable

Source sSs df Ms F p-value
Regression 0,0038 3 0,0013 11,14 3,84E-06
Residual 0,0085 76 0,0001
Total 0,0123 79
Regression output confidence interval
variables coefficients std. error t (df=76) p-value 95% lower 95% upper
intercept -0,0086 0,0020 -4,288 ,0001 -0,0126 -0,0046
Luz 0,0075 0,0024 3,110 ,0026 0,0027 0,0123
INYECC 0,0085 0,0031 2,753 ,0074 0,0023 0,0146
%FA-Camina _ -0,00011568 0,00008106 -1,427 1577 -0,00027712 0,00004577
Tabla 2. Con respecto al % de escarba
Regression Analysis
R2 0,294
Adjusted R?2 0,266
R 0,542
Std. Error 0,011
80 observations
3 predictor variables
is the dependent variable
ANOVA table
Source SSs df MS F p-value
Regression 0,0036 3 0,0012 10,54 7,12E-06
Residual 0,0087 76 0,0001
Total 0,0123 79
Regression output confidence interval
variables coefficients std. error. t (df=76) p-value 95% lower 95% upper
intercept -0,0086 0,0020 -4,177 ,0001 -0,0126 -0,0045
Luz 0,0071 0,0024 2,954 ,0042 0,0023 0,0119
INYECC 0,0118 0,0025 4,732 1,01E-05 0,0068 0,0168
% FA-Escarba 0,00009837 0,00011405 0,862 ,3911 -0,00012879 0,00032553

Tabla 3. Con respecto al % de Tiempo de actividad total

Regression Analysis
R2 0,367
Adjusted Rz 0,342
R 0,606
Std. Error 0,010
80 observations
3 predictor variables
_is the dependent variable
ANOVA table
Source Ss df MSs F p-value
Regression 0,0045 3 0,0015 14,67 1,25E-07
Residual 0,0078 76 0,0001
Total 0,0123 79
Regression output confidence interval
variables coefficients std. error t (df=76) p-value 95% lower 95% upper
intercept -0,0074 0,0019 -3,861 ,0002 -0,0112 -0,0036
Luz 0,0055 0,0023 2,391 ,0193 0,0009 0,0101
INYECC 0,0076 0,0026 2,982 ,0039 0,0025 0,0127
%TA-Actividad  -0,00021375 0,00006905 -3,095 ,0028 -0,00035129 -0,00007622
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ANEXO B. Resultados de laregresion lineal multiple del RMSSD

Tabla 1. Con respecto al % de camina

Regression Analysis
R* 0,124
Adjusted R 0,089
R 0,352
Std. Error 12,408
80 observations
3 predictor variables
_is the dependent variable
AMOVA table
Source 38 af Ms F p-value
Regression 1.651, 1662 3 550,3887 3,58 L0178
Residual 11.700,5383 75 153,9545
Total 13.351,7045 79
Regression output corfidence infenal
variabies coelficiernts std. emor I (df=78) p-value 95% lower 83% upper
intercept G,3948 2,3557 2,715 0082 1,703 11,0865
Lz -5,6007 28210 -2,017 0472 -11,2091 40,0723
INY ECC -7, 8867 33,5965 2,193 L0314 -15,0497 0,7237
%F A-Camina -0, 0594 0,0949 -0, 526 5334 -0,2485 0, 1297

Tabla 2. Con respecto al % de escarba

Regression Analysis

R2 0,120
Adjusted R? 0,086
R 0,347
Std. Error 12,431
80 observations
3 predictor variables
is the dependent variable

ANOVA table

Source Ss df MSs F p-value
Regression 1.607,9680 3 535,9893 3,47 ,0202
Residual 11.743,7365 76 154,5228
Total 13.351,7045 79
Regression output confidence interval
variables coefficients std. error t (df=76) p-value 95% lower 95% upper
intercept 6,4527 2,3838 2,707 ,0084 1,7050 11,2004
Luz -5,9060 2,7969 -2,112 ,0380 -11,4764 -0,3355
INYECC -6,2080 2,9005 -2,140 ,0355 -11,9849 -0,4310
%FA-Escarba 0,0441 0,1327 0,333 ,7404 -0,2202 0,3084

Tabla 3. Con respecto al % de Tiempo de actividad total

Regression Analysis

R* 0,137
Adusted RF 0,103
R 0,370
Std Error 12,313
80 observations
3 predictor variables
is the dependent variable

AMOVA table

Source 55 af MS F o-value
Regression 1.828,4335 3 509 4778 4,02 0104
Residual 11.523, 2710 sl 151,6220
Total 13.351,7045 79
Regression output corfidence irtenal
variables coefficients std. emor t (af=78) p-value 95% lower 895% Lpper
intercept 6, 2220 23328 2,667 L0093 1,5758 10,8682
Luz 65,3301 2,8073 -1,899 0614 -10,9213 0,2611
INY ECC -4, 6934 23,1096 -1,509 .1354 -10,8867 1,4998
%% TA-Actividad 0.1052 0.0840 1,252 .2145 40,0622 0,2726
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ANEXO C. Resultados de laregresion lineal multiple respecto alos rangos R-
R

Tabla 1. Con respecto al % de camina

Regression Analysis
R2 0,047
Adjusted Rz 0,010
R 0,218
Std. Error 0,499
80 observations
3 predictor variables
_is the dependent variable
ANOVA table
Source Ss df MS F p-value
Regression 0,9443 3 0,3148 1,26 ,2931
Residual 18,9400 76 0,2492
Total 19,8843 79
Regression output confidence interval
variables coefficients std. error t (df=76) p-value 95% lower 95% upper
intercept -0,0598 0,0948 -0,631 ,5300 -0,2486 0,1290
Luz -0,0014 0,1135 -0,012 ,9905 -0,2274 0,2247
INYECC -0,2342 0,1447 -1,618 ,1097 -0,5224 0,0540
%FA-Camina -0,0007 0,0038 -0,186 ,8529 -0,0083 0,0069

Tabla 2. Con respecto al % de escarba

Regression Analysis
R2? 0,053
Adjusted R2 0,016
R 0,231
Std. Error 0,498
80 observations
3 predictor variables
_is the dependent variable
ANOVA table
Source Ss df MS F p-value
Regression 1,0571 3 0,3524 1,42 ,2428
Residual 18,8271 76 0,2477
Total 19,8843 79
Regression output confidence interval
variables coefficients std. error t (df=76) p-value 95% lower 95% upper
intercept -0,0708 0,0954 -0,742 ,4605 -0,2609 0,1193
Luz 0,0031 0,1120 0,028 L9779 -0,2199 0,2262
INYECC -0,1954 0,1161 -1,683 ,0966 -0,4267 0,0359
%FA-Escarba 0,0037 0,0053 0,700 ,4859 -0,0069 0,0143

Tabla 3. Con respecto al % de Tiempo de actividad total
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Regression Analysis

R2

Adjusted R?
R

Std. Error
80

3

0,262

0,494
observations
predictor variables

_is the dependent variable

ANOVA table
Source SS
Regression 1,3686
Residual 18,5156
Total 19,8843

Regression output

variables coefficients std. error t (df=76) p-value 95% lower 95% upper
intercept -0,0739 0,0935 -0,790 -0,0739 -0,2602 0,1123

Luz 0,0236 0,1125 0,210 0,0236 -0,2005 0,2478

INYECC -0,1415 0,1246 -1,135 -0,1415 -0,3898 0,1068
%TA-Actividad 0,0045 0,0034 1,333 0,0045 -0,0022 0,0112

df MS F p-value
3 0,4562 1,87 ,1414
76 0,2436
79

confidence interval
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