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RESUMEN

La obesidad es un problema de salud publica. Se ha demostrado el desarrollo directo de
falla cardiaca secundaria, con manifestaciones clinicas precoces y sutiles, como por ejemplo una

mayor frecuencia de episodios de arritmia en sujetos obesos.

En modelos de ratones alimentados con una dieta rica en acidos grasos saturados (HFD),
que se hacen obesos a las 8 semanas, se produce alteraciones del equilibrio redox en el corazén
lo que aumenta la actividad de los Receptores de Ryanodina (RyR) in vitro, pero no se ha

estudiado su correlacion con la actividad eléctrica del corazdn in vivo.

En este estudio, registramos el electrocardiograma de ratones alimentados con dieta rica
en acidos grasos saturados en reposo y luego de un estrés con cafeina y epinefrina para estudiar
la tendencia a producir arritmias de estos animales. También estudiamos el efecto de apocinina,
un inhibidor de la NADPH oxidasa (NOX) que normaliza la actividad de los RyR in vitro, sobre

la frecuencia de arritmias en estos animales.

Se utilizaron ratones alimentados con dieta rica en grasas saturadas (HFD, 60% de las
calorias proviene de grasas saturadas), desde las 3 semanas de vida, por 8 semanas, versus un
grupo control alimentado con dieta normal (C, 10% de calorias proviene de grasas saturadas).
Algunos animales HFD y algunos controles recibieron apocinina (0.5 mg /ml) en el agua de
bebida desde el inicio de la quinta semana, (grupo HFD+APO y C+APO respectivamente). Se
realizaron mediciones basales de segmentos del ECG (Onda P, PR, RR, QRS, QT) y se
registraron de arritmias ventriculares, en condicion de reposo y frente a stress farmacoldgico

proarritmogeénico (Cafeina + Epinefrina).

Encontramos que el grupo HFD presentd un aumento de fendbmenos arritmogénicos
malignos durante el periodo de registro en reposo comparados con el grupo control. La adicién
de apocinina al agua de bebida disminuyd estos eventos en forma significativa; sin embargo, no
logro evitar el desarrollo de arritmias durante la prueba de stress farmacoldgico. Registramos

un acortamiento del QRS en ratones HFD, sin modificacion del segmento Qt.

Consideramos que los presentes resultados son muy sugerentes de la asociacion entre

disfuncién de RyR2, dieta alta en grasas, y desarrollo de arritmias malignas.
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ABSTRACT

Obesity is a public health issue. Secondary heart failure has been proven, with early and

subtle clinical manifestations such as a higher frequency of arrhythmias in obese subjects.

In a model of mice fed with a high fat diet (HFD), they become obese after 8 weeks,
developing redox imbalance and increased activity of Ryanodine Receptors (RyR) in vitro; but
their correlation with the heart electric activity in vivo hasn't been studied.

In this study, we registered electrocardiogram of mice fed with a diet rich in saturated
fat during rest, and during stress using caffeine and epinephrine, to analyze the risk of
arrhythmia in these animals. We also studied the effect of Apocynin, a NAPDH oxidase (NOX)
inhibitor which normalizes RyR2 activity in vitro, over the arrhythmia frequency in these

animals.

We used mice fed with a diet enriched in saturated fat (HFD, 60% calories from saturated
fat), from week 3, for 8 weeks, versus a control group fed with control diet (C, 10% calories
from saturated fat). A subgroup of UFD and control animals received apocynin (0.5 mg/ml) in
their drinking water, from week 5 (Groups HFD+APO and C+APO respectively). Basal
measurements of ECG segments (P wave, PR, RR; QRS, Qt), and ventricular arrhythmias during

rest and pharmacological stress condition (caffeine + epinephrine) were registered.

We found that the HFD group presented an increase of malignant arrhythmias during
rest, compared with control group. Addition of apocynin in the drinking water diminished these
event significantly; however, it could not prevent these arrhythmias during pharmacological

stress. A shortening of the QRS segment, without changes in segment Qt was registered.

The results are suggestive of association between RyR2 dysfunction, a high fat diet, and

development of malignant arrhythmias.



11

INTRODUCCION

La muerte subita cardiaca (SCD) representa un treinta por ciento de todas las muertes
(1). Las arritmias ventriculares, como taquicardia ventricular y fibrilacion ventricular, que
previenen la actividad normal de bombeo de sangre del corazon, son causas prevalentes de SCD
y los sujetos obesos tienen un mayor riesgo de muerte stbita que los sujetos no obesos (2-4). La
obesidad se asocia con frecuencia a dislipidemia, resistencia a la insulina y diabetes tipo 2, y
todas estas condiciones aumentan aun mas el riesgo de presentar arritmias (5). Las arritmias se
producen por defectos de la apertura y/o cierre de alguno(s) de los canales idnicos que
contribuyen a la actividad eléctrica del corazon.

Los receptores de la Ryanodina (RyR2) son los canales de liberacion de calcio del
reticulo sarcoplasmatico (SR), y en el corazdn su apertura esta estrechamente controlada por la
corriente de calcio de tipo L que entra en la célula durante el potencial de accion que recorre los
tubulos transversales. La apertura de los RyR2 en respuesta a la corriente de entrada de calcio
por los canales L constituye lo que se conoce como liberacidn de calcio inducida por calcio, que
es como ocurre el acoplamiento entre la excitacion y la contraccion del muasculo cardiaco. Para
que ocurra la relajacion, los RyR2 se deben cerrar para permitir que la bomba de calcio del SR
recapte el calcio y su concentracion vuelva a los niveles de reposo. Los RyR2 deben permanecer
cerrados hasta el proximo potencial de accion. Si el cierre no ocurre adecuadamente, la
liberacion de calcio a través de RyR2 durante la didstole activa al intercambiador Na/Ca de la
membrana de la célula, lo cual genera una corriente de entrada de sodio que puede provocar la
despolarizacion de la membrana e iniciar un potencial de accion que no sigue el ritmo sinusal

normal, generando arritmias.

Los RyR2 contienen cisteinas hiperreactivas que sufren modificaciones oxidativas por
especies reactivas de oxigeno (ROS). Numerosos estudios demuestran que la oxidacion de
RyR2 favorece la liberacion de calcio y genera arritmias en cardiomiocitos aislados (6, 7) y en

modelos de insuficiencia cardiaca en los que se produce un aumento del estrés oxidativo (8,9).

La obesidad se caracteriza por un aumento del estrés oxidativo (10,11), y los RyR2
aislados de corazones de ratones obesos presentan una mayor activacion por calcio que los

controles.
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El objetivo de este trabajo fue evaluar si la mayor activacion de los RyR2 aislados de
corazones de ratones obesos se correlaciona con una mayor predisposicién a generar arritmias

in vivo en condiciones basales y/o stress farmacoldgico.

Mecanismos moleculares de la sefializacion de Calcio y Receptor de Ryanodina

El acoplamiento entre la excitacion y la contraccion en el musculo cardiaco (EAC)
ocurre por un proceso llamado liberacidn de calcio inducida por calcio (12-15). La activacion
de Canales de Na+ dependientes de voltaje en el cardiomiocito desencadena la fase O del
potencial de accion, que a su vez abre los canales de Ca* dependientes de voltaje tipo L o
receptores a dihidropiridinas (DHPR) localizados en el tdbulo T (Figura 1) (16), que genera una
corriente entrante de Ca*?(lcs), que activa al Canal/Receptor de Ryanodina (RyR) (17), el canal
liberador de Ca*?del reticulo sarcoplasmico (RS). El Ca*? liberado a través del RyR se une a la
troponina C de los miofilamentos, lo que genera un cambio conformacional en el complejo de
troponinas/tropomiosina, activando la contraccion. Por otro lado, la relajacion requiere que la
concentracion de calcio citosolico ([Ca*?]i) disminuya a su nivel de reposo, via la Ca*>-ATPasa
del reticulo sarcoplasmico (SERCA), mientras que una cantidad equivalente al Ca*? que entrd
como lca debe ser extruido por el intercambiador Na+/Ca*?de la membrana plasmatica. Este
aumento y posterior disminucion de la concentracion de calcio intracelular es lo que conocemos

como “sefial transitoria de Calcio” (18).
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FIGURA 1: Acoplamiento E-C en el Musculo Cardiaco. La corriente de Ca*2 que entra via los canales de Ca*
dependientes de voltaje tipo L o receptores a dihidropiridinas (DHPR) de tGbulos T, activa a los receptores de
ryanodina (RyR) localizados en el RS, lo que induce la liberacién de cantidades mayores de Ca*? de los reservorios
intracelulares, aumentando rapidamente la concentracién citoplasmética de Ca2+. Esto permite que se active la
maquinaria contractil. Luego del cierre de los RyR ocurre la relajacion. La remocion de Ca*?se lleva a cabo
principalmente por la Ca*?ATPasa del RS (SERCA), cuya funcion esta regulada por fosfolambano (PLB) y que se
encarga de recuperar los reservorios para el siguiente ciclo del EAC; el intercambiador Na+/Ca*? (Na-CaX)
transporta parte del Ca*?hacia al exterior de la célula. La Ca*?ATPasa ayuda a la mantencion de la concentracion
de calcio durante el reposo. Las flechas indican la direccion de los flujos de Ca* via los canales idnicos (DHPR,
RyR), intercambiadores (Na-CaX, este Gltimo genera una corriente de entrada al inicio de la contraccidn y de salida
al final de la contraccion) y bombas (SERCA, Ca-ATPasa). (16)

Potencial de accion ventricular y Electrocardiograma

El nodo sinoauricular determina la generacion ciclica de potenciales de accion los que
se conducen al sincicio miocéardico auricular y ventricular, depolarizandolo en forma secuencial,

generando la contraccion de las auriculas y ventriculos cardiacos (19).

El potencial de accion ventricular se compone de 5 fases, cada una de ellas caracterizada
por corrientes de entrada y salida, que a su vez dependen de canales especificos, y se
corresponden con segmentos especificos del ECG (Figura 2). La entrada de calcio (lca) ocurre
durante la fase 2, segmento que coincide con la liberacion de calcio de calcio desde el RS, y por

ende con la contraccion muscular en condiciones fisiologicas.
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FIGURA 2. Potencial de accion miocardico, corrientes
asociadas a cada fase, y correlacién con ECG.

Fase 0: Fase de rapida despolarizacién, mediada por INa.
Fase 1: Repolarizacion rapida, por corriente Ito (K+).
Fase 2: Meseta de equilibrio, mediada por a) una

| FOAAACEIAR Ry ORI AR ACRFRAIANOE, MR AR PO b Ll A i LTy gl 2 N
o) corriente lenta de entrada de Na+ por canales no
Fase 3 inactivados (INaL), b) Una de Ca2+ a través de canales
Fase 0 (s Txe Twr) tipo-L que genera la corriente I1Ca (que libera Ca del RS

-85 mV

Fasc 4
(It Iv)

via RyR2, activando la contraccion miocardica); y 3
corrientes rectificadoras tardias de salida de K+ de
activacion ultrarrapida-1Kur, répida-IKs y lenta-IKs.
Fase 3: Inactivacién de la corriente de entrada de Ca+2,
predominio de corrientes repolarizantes de K+,
activacion de otras dos corrientes de K+: IK1 e IKATP.

EGG Fase 4: Repolarizacion, corresponde a diéstole.

La actividad eléectrica registrada durante la activacion secuencial del sincicio auricular y
ventricular se puede registrar, en forma no invasiva, a través del Electrocardiograma (ECG)
(Figura 2), donde la onda P representa la despolarizacion auricular, el segmento QRS la
despolarizacion ventricular (enmascarando la repolarizacion auricular), y la onda T que

representa la repolarizacion ventricular.
Alteraciones del funcionamiento de RyR y rol proarritmogénico

Ante una falla de los mecanismos que producen el cierre de RyR2, se puede producir
salida de Ca* durante la diastole (Fuga de Calcio), lo cual puede generan ondas de Ca*? que
activan al intercambiador Na+/Ca*? de la membrana plasmatica, generando una corriente de
entrada neta de Na+, que produce una despolarizacion (20-24). Si se alcanza el umbral de
activacion de los canales de Ca*? dependientes de voltaje tipo L, se desarrollan postpotenciales
de accién tardios (DAD) (Figura 3) (25-27). Los DAD son capaces de generar actividad
gatillada, durante la fase 4 del potencial de accion, traduciéndose en alteraciones del ritmo
ventricular, tales como Extrasistoles Ventriculares y Taquicardia Ventricular (Figuras 4 y 5)
(28). Este es el mecanismo de generacidn de arritmias en la Taquicardia Ventricular Polimorfica
Catecolaminérgica (TVPC) (29-31), donde una falla genética de RyR produce una mayor
actividad durante el ejercicio o stress emocional, gatillando los eventos moleculares antes

descritos.
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Figura 3. Post Potenciales Tardios (DAD),
en potencial de accion miocardico,
determinados  por  alteraciones de
corrientes durante fase 4 del potencial de
accion.

Figura 4. Extrasistole Ventricular (ESV), con
comparacion de ECG normal. Se puede observar
la presencia de un complejo adicional, no
precedido de onda P, y en relacion temporal a la
onda T precedente. Generalmente el complejo
QRS tiene una amplitud mayor en la ESV que en
los complejos normales, y posee un vector de
repolarizacion distinto al de un complejo normal.

Figura 5. Taquicardia Ventricular, donde se
genera un ritmo determinado por al menos 4
ESV  seriados.  Arritmia  maligna,
potencialmente mortal.
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Modificaciones de la actividad de RyR. Modificaciones covalentes y efecto de dieta rica en

grasas saturadas.

Diversas modificaciones posttraduccionales, tales como la fosforilacion o la oxidacion
del RyR2 (32-34) generan canales méas sensibles a la activacion por calcio produciendo
liberacion espontanea de “sparks” en diéstole (35-38).

Estos mecanismos también se asocian a falla cardiaca, a través de remodelamiento

cardiaco patoldgico (39-41). Algunos de vias mas estudiados son:
Ca*?/Calmodulina (CaM) — Factor nuclear de células T Activadas (NFAT)(42);

Kinasa Il dependiente de Ca-CaM (CaMKII)(43); esta kinasa se ha demostrado que es
responsable de la fosforilacion y aumento de la actividad arritmogenica del RyR2 en varios
modelos experimentales (34,44), y también participa en el desarrollo de hipertrofia, regulando
factores transcripcionales como MEF2, CREB y NFAT (45,46).

Dado el rol central de oxidacién del RyR en la regulacion de su actividad es importante
conocer si esta se modifica en situaciones en las que se observa un estrés oxidativo como por

ejemplo en los modelos de dieta rica en grasas saturadas (dieta alta en grasas, HFD).
Estrés oxidativo y dieta alta en grasas saturadas.

Al aumentar el contenido de &cidos grasos en la dieta, la oxidacién de acido grasos
(RCOOH) también aumenta, pudiendo producir hasta el 95% del ATP a partir de ellos (47).
Esto se traduciria en un aumento del stress oxidativo, ya que los RCOOH se metabolizan en
peroxisomas y mitocondrias. Los peroxisomas oxidan acidos grasos de cadena larga y generan
peréxido de hidrégeno en su primera reaccion de oxidacion. La via mitocondrial no genera
perdxido de hidrogeno directamente, pero las mitocondrias producen 25% mas de perdxido de
hidrogeno cuando metabolizan palmitato en lugar de piruvato (48). El peroxido de hidrégeno
aumenta en la mitocondria durante la oxidacion de los AGL debido a las altas concentraciones
de FADH2 y NADH que entran a la Cadena Transportadora de Electrones (CTE, Figura 6), lo
que incrementa la reduccion de la Coenzima Q, lo que a su vez lleva a un aumento de la
generacion de anién superédxido (que es rapidamente dismutado a peroxido de hidrogeno) por

el complejo | de la CTE debido a un incremento en la vida media de sus compuestos reducidos
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(Figura 7). Por ende, el estrés oxidativo es una consecuencia normal de la oxidacion de los

acidos grasos.

ACIl(n) graso-CoA
Enz-FAD
ATP

1)

Cadena de
transporte
electrénico

4 reacciones
de ﬁ-oxidacién

Enz- FADH2
Ciclo
de

NAD+
NADH + H*
k Krebs
ACIl(n z)grasoy‘
acetil-CoA

PROCESS: ELECTRON TRANSPORT CHAIN

Intermembrane
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Figura 6. B-oxidacion de &cidos grasos,
resultando en generacion de FADH, y
NADHj, que entran en la cadena
transportadora de electrones.
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2" + 2H* + 1/ 02

Complex Il
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Figura 7. El ingreso de NADH, y FADH; a la cadena transportadora de electrones, lleva a la
reduccion de Coenzima Q (Q), sistema que, al saturarse, lleva a un aumento de anion superéxido,
por un incremento en la vida media de sus compuestos reducidos. Anion superdxido es dismutado

rapidamente a perdxido de hidrogeno.

Ratones alimentados con una dieta con 60% grasas saturadas tienen incrementada la

actividad de la catalasa mitocondrial (que indica incremento de la produccién de peréxido de
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hidrogeno), que es evidente después de solo 2 semanas tras iniciar la dieta (48). Aun maés,
animales obesos son generalmente insulino-resistentes, lo cual se asocia a un incremente de

ROS mitocondrial y disfuncion mitocondrial (49,50).

También hay evidencia que la dieta rica en grasas activa la NADPH Oxidasa (NOX),
una familia de enzimas especialmente dedicadas a la generacion de anion superoxido (51,52).
Pese a que los mecanismos de aumento de la expresién de la NOX aln no estan totalmente
esclarecidos, tanto NOX2 como NOX4, ha demostrado estar aumentadas en musculo
esquelético, tejido vascular y rifiones de ratas HFD via Protein Kinasa C (PKC) (51-54) (Figura
8).

Figura 8. Via propuesta para actividad

PKC sat fat directa de acidos grasos saturados en
\ activacion de NOX2 en musculo
cardiaco. La generacion de ROS en las
ROS w mitocondrias, derivado de la B-

NOX2 - Q oxidacidon de AG, generaria activacion
—> " ROS de PKC, activacién de NOX2 y un
consiguiente aumento exponencial de

A
/f—\ ﬁCa mitochondria ROS. (54)
SR Ryr&in

Recientemente, se ha determinado que una actividad aumentada de NOX, se traduce en
oxidacion de RyR (55-58), lo que aumenta de su actividad de canal. También se ha demostrado
que el uso de un inhibidor de la actividad de NOX (Apocinina), revierte el aumento de actividad
de RyR (55). Hasta el momento, no se ha establecido si el aumento de actividad de RyR2

observada in vitro se correlaciona con un aumento de la actividad del RyR2 in vivo.

El propdsito de esta tesis fue investigar si ratones alimentados con dieta alta en grasa
presentan in vivo una mayor actividad de RyR2, la que se evidenciard como una mayor

propension a generar arritmias.
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HIPOTESIS

Una dieta rica en grasas saturadas, con la consecuente modificacion de RyR, se traducira
en un aumento de la presencia de eventos arritmogénicos, como manifestacion de falla cardiaca.
La presencia de apocinina, un inhibidor de una de las vias de oxidacion de RyR2 (NOX),
reducird o normalizard la probabilidad de arritmogeénesis en esta situacion patoldgica.

OBJETIVOS
1. Objetivos Generales

Determinar y cuantificar fenomenos arritmogénicos en 4 grupos de ratones: Dieta control, Dieta

control + Apocinina, HFD, HFD + Apocinina.

2. Objetivos Especificos Realizados

- Establecer un protocolo para medicion de electrocardiografia en ratones

- Establecer un protocolo de sedacién y monitorizacion acorde

- Medir variables electrocardiogréaficas en ratones alimentados con dieta rica en AGS
y controles

- Realizar mediciones electrocardiograficas en los 4 grupos, bajo estimulos

proarritmogénicos farmacologicos (cafeina y epinefrina).
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MATERIALES Y METODOS
Modelo experimental: Animales

Utilizamos ratones C57BL/6, una cepa especialmente susceptible a desarrollar obesidad
al ser alimentados con una dieta rica en grasas. Los ratones fueron mantenidos a 23°C, en un
ciclo dia-noche de 12 horas, y alimentados a libre demanda, con una dieta control (Calorias de
10% grasa, 20% proteinas, carbohidratos 70%), y una dieta rica en grasas saturadas (Calorias
de Grasa Saturadas 60%, 20% proteina, 20% Hidratos de Carbono) (HFD) por 8 semanas.

Se utiliz6 el modelo animal de raton, dado su extenso uso en protocolos experimentales
proarritmogénicos, y que pese a poseer caracteristicas propias, en términos electrofisiolégicos
es muy similar a la humana. Se adjunta tabla de valores normales electrofisioldgicos en ratones

(59), en comparacion a valores humanos (Tabla 1).

Humano Raton
Morfologia ECG
FC basal reposo 56-101 Ipm 500-724 Ipm
Intervalo PR 120-200 mseg 0-56 mseg
Segmento QRS 84-110 mseg 9-30 mseg
Segmento QT 385 mseg 29-109 mseg
Qt corregido 398-430 mseg 30-124 mseg

Tabla 1: Caracteristicas ECG (Morfologia ECG, FC basal, duracion de segmentos
del ECG) en reposo, en humano y raton.
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Todos los manejos animales y experimentos propuestos en este estudio fueron aprobados
por el Comité de Bioética sobre Investigacion en Animales, CBA#0398 FMUCH, de la Facultad
de Medicina, Universidad de Chile y por el Comité asesor de Bioética de FONDECYT
N°018/FONDECY T/Medicina/0097.

Los experimentos recibiendo financiamiento de Proyecto Fondecyt N° 1160704.

Calculo de Tamafio Muestral

La literatura describe una amplia variedad de modelos similares, dado por
grupos experimentales con ratones mutantes, con alta prevalencia de arritmias. También amplia
variabilidad de tamafios muestrales (Entre 5y 20 por grupo, segun el caso).

Finalmente, se consider6 como referencia un articulo con un modelo similar
(intervencidn dietaria, test de stress, intervencion farmacoldgica protectora) (60), por lo que
consideramos 6 animales por grupo, para un estudio inicial (Con un poder de 90% y un a de
0.05). A medida que progresamos con los registros, observamos diferencias entre grupos en el
periodo en reposo, pero no significativas, por lo que decidimos aumentar el tamafio muestral
inicial, incluyendo finalmente 10 ratones controles, 13 ratones HFD, 7 ratones Control +

Apocinina, 9 ratones HFD + Apocinina.

Sedacion y Registro de Electrocardiograma en Reposo

Se realizd sedacion con Isoflurano (Induccion con Isoflurano 4% en Caja de induccion,
1-1.5% Mantencion) (Figura 9) (61-63), manteniendo ventilacion espontanea del animal
(Hocico descubierto, conexion de gases a narina a través de mascarilla y sistema de no

recirculacion). Flujo de gases frescos desde concentrador de oxigeno, a 0.5-1 It/min.
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Figura 9. Montaje de equipo de Anestesia. Vaporizador de Sevoflurano, caja de induccién y circuito
para mantencion de sedacion.

Tras obtener sedoanalgesia completa (Verificacion via estimulo tactil y punzante en
cola), se instalaron electrodos de registro electrocardiografico en extremidad anterior derecha
(Polo negativo) y extremidad anterior izquierda (Polo positivo), de manera de obtener una
derivacion de ECG DI, segun lo descrito en trabajos similares (64). Se realizd monitorizacion
continua de temperatura via rectal (Figura 10). La profundidad de la sedacion fue evaluada por
parametros clinicos subjetivos (Movimiento espontaneo, patrén respiratorio). Se mantuvo

temperatura constante (35-37°C), a través del uso de calefactores.

Figura 10. Animal en
placa de registro, con
mascarilla de circuito de
anestesia, electrodos en
extremidad cefalica
derecha e izquierda (tierra
en extremidad caudal
izquierda). Termometro
rectal con medicion digital
continua de temperatura.
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Registro ECG basal y Stress farmacologico inducido

Se realiz6 registro basal por 5 minutos tras obtener sedacion completa y mantencion de
parametros fisiologicos. Tras completar el periodo de registro basal, se administré via I.P.
Epinefrina (1.6 Mg/kg) y Cafeina (120 mg/kg) segun descritos (64), en un volumen de dilucion
maximo de 0.2 ml., y se realiz6 registro ECG por 15 minutos.

Registro de Variables Electrocardiogréaficas y Anélisis

Se realiz6 registro de ondas ECG con LabChart 7.0, con una frecuencia de muestreo de
10 kHz, utilizando filtro Notch con frecuencia central 50 Hz (Filtro Bajo a 40 Hz y Filtro Alto
a 60 Hz).

Se realiz0 andlisis estadisticos de las ondas de ECG y segmentos significativos
(Segmento QRS, Segmento Qt). Dado dificultades de observar onda T en ratones, se determind
segmento Qt desde la primera inflexion negativa que precede al QRS hasta el regreso a la linea

isoeléctrica de base, segun lo descrito en modelos experimentales similares (61).

Se registro presencia y frecuencia de eventos arritmogeénicos en periodo de reposo basal
de 5 minutos, y en stress farmacoldgico. Los eventos registrados fueron: Extrasistole Ventricular
(ESV), Taquicardia Ventricular (TV), Fibrilacion Ventricular (FV).
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RESULTADOS
Efecto arritmogénico de dieta rica en grasas saturadas en condicion de reposo

En latabla 2, se presenta el peso y las caracteristicas electrocardiograficas de los 4 grupos
en estudio. Los animales alimentados con dieta rica en grasas saturadas aumentaron
significativamente de peso comparado con los controles. La administracion de apocinina no
afectd el peso de los ratones. En las variables electrocardiograficas, se encontrd acortamiento
del QRS y una menor frecuencia cardiaca basal en animales alimentados con dieta rica en grasas

saturadas respecto al resto de los grupos.

Tabla 2. Efecto de la dieta sobre el peso y variables electrocardiograficas en reposo

Control (n=10) | HED (n=13) CO”t(LOZ';)APO H':([r’;gpo
Peso (gr) 27,8+0,48 37,41+1,3* 28,27+0,6 40,26+1,91*
Onda p (ms) 10.89+0.78 10.92+0.57 10.29+0.80 11.44+0.70
Segmento PQ (ms) 40.56+1.64 42.58+0.95 41.43£1.06 40.67£1.55
Intervalo QRS (ms) 17.1+0.82 13+0.53* 14.57+1.13 13.22+0.46*
Intervalo QT (ms) 54.67+3.25 52.83+1.68 46.86+3.75 46.67+3.28
FC (Ipm) 455+9.52 412.6+13.3 452.9+20.06 437.8+12

Valores expresados como promedios, con desviacion media standard (DMS). FC: frecuencia cardiaca, Ipm:

latidos por minuto. *p < 0.01 versus control.

En condiciones basales, los ratones controles presentaron mayoritariamente ritmo
sinusal, con algunas extrasistoles ventriculares. Los ratones alimentados con dieta alta en grasa
saturada presentaron arritmias tales como Extrasistoles Ventriculares, Taquicardia Ventricular.

Registros representativos se muestran en la Figura 11.
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Figura 11: Registros ECG basales: (A) Ritmo sinusal en ratén control; (B) Extrasistoles Ventriculares (ESV),
que determinan ritmo de trigeminismo ventricular, en ratén HFD (C) Taquicardia Ventricular (TV) No sostenida,
en ratén HFD. (D) Taquicardia Ventricular Bidireccional en ratén HFD.
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La administracion de Apocinina en el agua bebida de los animales HFD no disminuyd

el porcentaje de ratones con extrasistoles ventriculares (Figura 12). En tanto, previno la

aparicion de taquicardia ventricular, tanto en ratones HFD como en controles (Figura 13).

100+

80+

604

% Ratones con ESV en Basal (5 min)

Figura 12: Porcentaje de ratones que presentaron
al menos una ESV durante reposo. Sin
diferencias

<
£
v 1004
F
& 80
o -
& 604
E * p < 0.05 versus Control
c 40- # p < 0.05 versus HFD+APO
8
8 204
S
g Nl . .

) o\ N N
2 ,,'\Q ,;{5 (\/,'\ ("Q’

& SEE O
o Q < <
$ X s v
X X
0& Q‘ A Q
(¢) &° Q3
N
o

Figura 13: Porcentaje de ratones que presentaron al menos
una TV durante reposo. 46% de ratones HFD presentaron al
menos un episodio de TV en reposo, en comparacion a 10%
de ratones control. Grupo HFD+APO sin eventos de TV.

Ademas de disminuir el porcentaje de animales que presentaron eventos arritmicos, la

apocinina también disminuyo el nimero de eventos de extrasistoles ventriculares (Figura 14) y

Taquicardia ventricular (Figura 15) en comparacion a los que no la recibieron.
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Figura 15: NOmero de episodios de TV promedio por
grupo. Grupo HFD present6 un nimero significativamente
mayor de TV en comparacion a los otros grupos.
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Efecto arritmogénico de dieta rica en grasas saturadas en condicion de stress Farmacolégico

Durante una prueba de stress inducido farmacolégicamente con cafeina méas epinefrina,
el porcentaje de ratones que presentd extrasistoles ventriculares es similar en 0s cuatro grupos
estudiados (Figura 16). En tanto, los animales alimentados con dieta alta en grasas saturadas
presentaron taquicardia ventricular, que no fue prevenida por el tratamiento con apocinina.
Ninguno de los animales alimentados con dieta control presentd eventos de taquicardia
ventricular. (Figura 17).
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Figura 16: Porcentaje de ratones que presentaron  Figura 17: Porcentaje de ratones que presentaron TV
ESV durante stress farmacoldgico. Sin durante stress farmacolégico. Diferencias significativas de
diferencias. animales HFD y HFD+APO versus controles.

Los animales alimentados con dieta alta en grasas, con y sin apocinina, también
presentaron eventos de fibrilacion ventricular, la cual no ocurrio en animales con dieta control.
Los eventos de fibrilacion ventricular (Muerte) no alcanzaron a ser estadisticamente
significativos, probablemente debido al bajo nGmero de animales (1 en dieta HFD, 2 en dieta
HFD+APO) (figura 18).
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DISCUSION

El objetivo principal de este trabajo fue estudiar la incidencia de eventos arritmogénicos
en ratones alimentados con una dieta rica en grasas saturadas y evaluar el rol de Apocinina, un
inhibidor del NOX2 que ademas tiene propiedades antioxidantes y anti inflamatorias, en la

generacién de estos eventos.

Numerosos trabajos en la literatura demuestran que la desregulacion del proceso de
aperturay cierre de los RyR2 juega un rol central en la iniciacion y/o mantenimiento de arritmias
ventriculares en humanos y animales (31, 64-67). La desregulacion de la apertura y cierre de
RyR2 predispone a una liberacion espontanea, no sincronizada, de Ca?" desde el SR que activa
al intercambiador sodio-calcio, generando una corriente de entrada al alcanzar el umbral, y
gatilla un potencial de accion llamado despolarizacion tardia (delayed after depolarization -
DAD) (68).

La posibilidad de generar DAD se incrementa por aumentos de la fosforilacion de RyR2
dependiente de la CAMKII (34, 60,69). También se ha descrito que la oxidacion de RyR2
dependiente de NOX2 aumenta su actividad (55), por lo que la activacion de esta enzima

también podria contribuir a la generacion de arritmias.

Los RyR2 aislados de corazones de ratones alimentados con dieta alta en grasas
saturadas, presentan una mayor activacion por calcio cuando se estudia su actividad in vitro. La
actividad se normaliza cuando los ratones reciben apocinina en el agua de bebida, lo que sugiere
que el aumento de actividad se debe a una modificacion oxidativa de los RyR2. La
normalizacién de las arritmias en estos mismos animales, en la presente tesis, es altamente
sugerente que el mismo mecanismo, es decir, una mayor actividad de RyR2 producida por una

modificacion oxidativa, es responsable de las arritmias.

La apocinina es un compuesto que se ha usado ampliamente en la literatura para inhibir
NOX2 porque impide el reclutamiento de sus subunidades regulatorias a la membrana. Sin
embargo, mas recientemente se ha demostrado que Apocinina también es un scavenger de
radicales libres, por lo tanto, el efecto inhibitorio observado no necesariamente se debe a su

efecto sobre NOX2, sino que puede existir otra fuente de radicales libres de oxigeno que
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modifique al RyR2. En un modelo de isquemia-reperfusion (con la consiguiente generacién de

radicales libres), se ha demostrado el efecto beneficioso de apocinina (70).

La respuesta a un estimulo proarritmogénico consistente en un bolo de cafeina y
epinefrina fue mayor en los animales alimentados con la dieta alta en grasas. Apocinina no logro
disminuir las arritmias generadas durante stress farmacologico, al carecer de influencia sobre la
activacion adrenérgica en el miocardiocito. La estimulacion beta adrenérgica por epinefrina
activa a la fosfoquinasa A (PKA), que fosforila a una serie de proteinas tales como RyR2; en
tanto, cafeina aumenta la probabilidad de apertura de RyR2. Al sumarse ambos mecanismos, se
genera una sobreestimulacion de RyR2, el cual ya se encontraria en un grado de actividad por

oxidacion.

En el caso de los ratones HFD, encontramos una disminucion de la frecuencia cardiaca
promedio, en comparacion al resto de los grupos. Se ha descrito en la literatura el rol de RyR2
dentro de la regulacion del ritmo cardiaco, dado por liberacion y secuestro de calcio regulado
por tiempo, en un fendmeno llamado “reloj de calcio” (71). Es asi como se plantea que RyR2
también tendria un rol en el desarrollo de arritmias supraventriculares como la fibrilacion
auricular (72,73).

También encontramos en los ratones HFD un acortamiento del QRS, que fue
significativo respecto de los demas grupos estudiados. El segmento QRS del electrocardiograma
corresponde a la despolarizacion secuencial y organizada del sincicio contractil ventricular. En
este caso, un aumento de la corriente depolarizante de Na* (aumento de afinidad de canal,
aumento de numero de canales), o una mayor velocidad de propagacion de la corriente
depolarizante a través del sincicio (mayor cantidad de gap junction) podria explicar este
fendmeno. Es poco probable que la dieta alta en grasas saturadas afecte en forma aislada a RyR2;
el stress oxidativo podria afectas a otras proteinas dentro de la célula cardiaca, tales como otros

canales y receptores involucrados en la despolarizacion.
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