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RESUMEN

Marco teérico: La Fibrilacion Auricular (FA) es la taquiarritmia sostenida mas frecuente,
y un problema cuya prevalencia ha ido en aumento en los ultimos afios. El conocimiento parcial
de los mecanismos que originan esta patologia y la imposibilidad de revertir la remodelacion,
tanto estructural como eléctrica del corazén, asociado a la gran morbimortalidad, disminucién
de calidad de vida y altos costos para el sistema de salud, la convierten en objeto de estudio
en la actualidad. Los canales HCN son canales catidonicos no selectivos, permeables
principalmente a cationes monovalentes y cumplen un papel fundamental en el automatismo
cardiaco, encontrandose altamente expresados en células del nodo sinoauricular, en
comparacién con los cardiomiocitos auriculares en condiciones fisiolégicas. Sin embargo,
diversos trabajos han demostrado que la expresion de las isoformas HCN2 y HCN4 aumenta
en cardiomiocitos auriculares de pacientes con FA, sin existir consenso de como este
incremento de expresion podria estar relacionado con el desarrollo de esta enfermedad. A nivel
celular, la FA presenta alteraciones en el manejo del Ca?* intracelular, con una mayor
frecuencia de eventos conocidos como sparks, los que reflejan la activacién de un numero
reducido de receptores de ryanodina, generando la liberacion local de Ca?* desde el reticulo
sarcoplasmatico y la activacion del intercambiador electrogénico Na*-Ca?* (NCX). De esta
forma, la mayor frecuencia de sparks llevaria a la despolarizacion de la membrana plasmatica
y a la aparicién de post-potenciales tardios, mecanismo reconocido en la FA. Sin embargo,
cdmo el aumento de expresién de los canales HCN2 y/o HCN4 esta relacionado con la
alteracion de la dinamica del Ca?* intracelular aun no ha sido establecido.

Hipétesis: Si se sobre-expresan las isoformas 2 0 4 del canal HCN en cardiomiocitos
de rata neonata entonces, se modificara el manejo de Ca?* intracelular y se correlacionara con
eventos clinicos de FA en pacientes.

Objetivo general y metodologia: el objetivo de este proyecto fue determinar el efecto
de la sobreexpresion de las isoformas del canal, en particular, HCN2 o HCN4, en el manejo de
Ca?* intracelular de cardiomiocitos de rata neonata, y su asociacién con la aparicion de eventos
clinicos de FA en pacientes. Con el uso de técnicas de bioquimica, biologia molecular y
fluorescencia fueron registrados los cambios en el manejo de Ca?' intracelular en
cardiomiocitos de rata neonata aislados sobre-expresando los canales HCN2 o HCN4, lo cual
fue realizado mediante la infeccidon con adenovirus recombinantes para evaluar los cambios

en la dinamica de Ca?* intracelular, tanto en un grupo control como en otro sobre-expresando,
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ya sea HCN2 o HCN4, y adicionando ademas Ivabradina, un inhibidor especifico de HCN. Los
cambios en el manejo del Ca?* intracelular fueron determinados con el uso de una sonda
fluorescente sensible a Ca?* en presencia y ausencia de lvabradina, durante el proceso de
infeccion. Finalmente, fue disefiado un estudio clinico para evaluar los cambios de expresion
geénica y proteica, a través de qPCR y WB, para la deteccion y evaluacion de la expresion de
las isoformas del canal HCN y del intercambiador NCX1.

Resultados: Se logré generar sobre-expresion de la isoforma hHCN2 en cardiomiocitos
de rata neonata. El analisis de los transitorios de Ca?* sobre-expresando HCN2 mostré una
menor amplitud en este grupo, asi como mayor tau al aplicar cafeina, sin cambios en las otras
variables. Ademas, HCN2 fue capaz de inducir calcium waves, que se revertian al co-incubar
con lvabradina. En relacion con el estudio clinico, se reclutaron 18 pacientes (nueve por rama),
todos con fraccion de eyeccion preservada y adultos menores a 65 afos. No fueron
encontradas diferencias en la expresion génica ni proteica para ninguna de las isoformas de
HCN evaluadas (HCN1, HCN2 y HCN4), ni tampoco para el intercambiador NCX1 o su
proporcion entre la fraccion clivada y el total, entre los grupos con FA permanente comparado
con los pacientes en ritmo sinusal.

Conclusioén: La sobre-expresion de HCN2 en cardiomiocitos de rata neonata determina
una alteracion en la dinamica de Ca?* y sustrato proarritmico. De la misma forma, en pacientes
con FA permanente no existe diferencia en cuanto a la expresidon génica o proteica de las
isoformas del canal HCN o del intercambiador NCX1 comparado con pacientes sin alteracion
del sistema excito-conductor (ritmo sinusal). Nuestros resultados sugieren que la sobre-
expresion de HCN2 podria ser suficiente para la generacion de un sustrato arritmogénico a
nivel de celular, sin embargo, en pacientes con FA de origen valvular y fraccién de eyeccion
preservada no es necesaria la sobre-expresion de este canal para la génesis y progresion de

la enfermedad.



ABSTRACT

Background: Atrial Fibrillation (AF) is the most frequently sustained tachyarrhythmia
and a problem whose prevalence has increased in recent years. The partial knowledge of the
mechanisms that originate this pathology and the impossibility of reversing the heart's structural
and electrical remodeling, associated with high morbidity and mortality, decreased quality of
life, and elevated health system costs, make it an object of study. HCN channels are non-
selective cation channels, mainly permeable to monovalent cations, and play a fundamental
role in spontaneous cardiac beat, being highly expressed in cells of the sinoatrial node,
compared to atrial cardiomyocytes under physiological conditions. However, previous works
have shown that the expression of the HCN2 and HCN4 isoforms increases in atrial
cardiomyocytes from patients with AF, without a consensus as to how this increase in
expression could be related to the development of this disease. At the cellular level, AF presents
alterations in the management of intracellular Ca?*, with a higher frequency of events known as
sparks, which reflect the activation of a reduced number of ryanodine receptors, generating the
local release of Ca?* from the sarcoplasmic reticulum and activation of the Na*-Ca?* (NCX)
electrogenic exchanger. Thus, the higher frequency of sparks would lead to depolarization of
the sarcolemma and the appearance of delayed afterdepolarizations, a mechanism recognized
in AF. However, how the increased expression of the HCN2 or HCN4 channels is related to the
alteration of intracellular Ca?* dynamics has not yet been established.

Hypothesis: If HCN channel isoforms 2 or 4 are overexpressed in neonatal rat
cardiomyocytes, then intracellular Ca2+ handling will be modified and correlated with clinical
events of AF in patients.

General objective and methodology: This project aimed to determine the effect of
overexpression of the HCN isoforms, in particular HCN2 or HCN4, on managing intracellular
Ca?* of neonatal rat cardiomyocytes and its association with the occurrence of clinical events
in AF patients. With the use of biochemistry, molecular biology, and fluorescence techniques,
the changes in the management of intracellular Ca?* were recorded in isolated neonatal rat
cardiomyocytes over-expressing the HCN2 or HCN4 channels, which was carried out through
infection with recombinant adenoviruses, both in a control group and in another over-expressing
either HCN2 or HCN4, and adding Ivabradine, a specific HCN inhibitor. Changes in the
management of intracellular Ca?* were determined using a fluorescent probe sensitive to Ca?*

in the presence and absence of Ivabradine during the viral infection process. Finally, a clinical
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study was designed to evaluate gene and protein expression changes through g°PCR and WB
to detect and evaluate the expression of the HCN channel and NCX1 exchanger isoforms.

Results: It was possible to generate over-expression of the hHCN2 isoform in neonatal
rat cardiomyocytes. The analysis of the Ca?* transients over-expressing HCN2 showed a lower
amplitude in this group and higher tau when applying caffeine without changes in the other
variables. In addition, HCNZ2 induced calcium waves, which were reversed by co-incubating
with Ivabradine. In the clinical trial, 18 patients (nine per arm) were recruited, all with preserved
ejection fraction and under 65 years old. No differences were found in gene or protein
expression for any of the HCN isoforms evaluated (HCN1, HCN2, and HCN4), nor for the NCX1
exchanger or its ratio between the cleaved fraction and the total, between the groups with
permanent AF and sinus rhythm.

Conclusion: HCN2 overexpression in neonatal rat cardiomyocytes determines an
altered Ca?* dynamics and proarrhythmic substrate. Similarly, in patients with permanent AF,
there is no difference in gene or protein expression of the isoforms of the HCN channel or the
NCX1 exchanger compared with patients without abnormalities in the cardiac conducting
system (sinus rhythm). Our results suggest that HCN2 overexpression could be sufficient for
generating an arrhythmogenic substrate at the cellular level; however, in patients with AF from
valvular etiology and preserved ejection fraction, overexpression of this channel is not

necessary for the origin and progression of the disease.
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1. MARCO TEORICO

1.1. Fibrilacién Auricular: Impacto clinico-epidemiolégico

La Fibrilacion Auricular (FA) es la taquiarritmia sostenida mas frecuente en la poblacion
general, alcanzando una prevalencia entre 2-4% de la poblacién mundial [1], y con expectativa
de seguir aumentando 2 a 3 veces dado el aumento de la longevidad de los paises alrededor
del mundo, asi como también por el aumento en el diagnéstico de esta enfermedad dado el
avance de la tecnologia en clinica. La FA genera gran morbimortalidad, con disminucién de la

calidad de vida de los pacientes y aumentos en los costos para los sistemas de salud[2].

La FA se caracteriza por una velocidad rapida de conducciéon eléctrica intracardiaca,
siendo la edad del paciente su mayor determinante, ya que su prevalencia se duplica cada 10
afos [2], [3]; otros factores que inciden son la hipertension arterial [4], [5] y la insuficiencia
cardiaca [6], entre otras. En la actualidad, a los pacientes con FA en etapas avanzadas sélo
les es ofrecido control de la patologia mediante tratamiento farmacoldgico, sin poder revertir
los mecanismos fisiopatoldgicos que generan la remodelacion estructural y eléctrica de manera
progresiva [7], [8]. Dentro de las hipdtesis postuladas para explicar el mecanismo inicial de
esta enfermedad estan el aumento de la expresion de los canales HCN (Hyperpolarization-
activated Cyclic Nucleotide—gated) en los cardiomiocitos auriculares lo que ha llevado a
considerar la inhibicion farmacoldgica de estos canales como parte de su tratamiento [9], [10].
Clinicamente se ha utilizado un inhibidor selectivo llamado Ivabradina que bloquea este canal,
y que ha sido aprobado actualmente por la Food and Drug Administration (FDA) para el
tratamiento de pacientes con insuficiencia cardiaca con fraccidén de eyeccion reducida para la
reduccion de la frecuencia cardiaca (ya que tiene impacto en sobrevida de los pacientes) como
farmaco de segunda linea en caso de no haber respuesta Optima con antagonistas -
adrenérgicos [11]-[13]. Este hecho, contrasta con los resultados dispares en FA tanto para el
manejo del ritmo, como de la frecuencia cardiaca, donde a pesar de algunos ensayos clinicos,
no se ha encontrado evidencia suficiente para ser incluido en las guias clinicas [14], [15]
haciéndose necesarios nuevos estudios como los que aun se encuentran en curso
(NCT04308031, NCT03987204).
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1.2. Nodo sinoauricular, automatismo cardiaco y el canal HCN

Desde el punto de vista eléctrico cardiaco, la conduccién del impulso comienza en el
nddulo sinusal (NSA), conocido como “el marcapaso” y que se encuentra conformado por un
grupo de células automaticas especiales ubicadas a lo largo de todo el trayecto del sistema
excito-conductor [16], [17], cuya caracteristica principal es la capacidad de generacion
espontanea de potenciales de accién que culminaran con la contraccion ventricular. La
generacion de este impulso depende de corrientes catiénicas mediadas por el canal HCN y
sus 4 isoformas que lo conforman (HCN1-4) disponiéndose clasicamente como un homo o
heterotetramero para adquirir su configuracién funcional en la membrana plasmatica de los
cardiomiocitos del nodo sinusal [18]. La propiedad central de HCN es su capacidad de
aumentar su probabilidad de estado abierto a potenciales hiperpolarizantes (-80 a -100 mV),
desencadenar el impulso eléctrico [19]-[22]. A nivel de tejido humano, ademas, ha sido
demostrada su propiedad para conducir iones Ca®*, a pesar de su clasico rol como canal
cationico monovalente no selectivo, observandose una permeabilidad para este cation
divalente de 1%, a concentraciones fisioldgicas [23]-[25]. De las 4 isoformas mencionadas,
HCN1 es considerada como la mas especifica de NSA, con una proporcion NSA:atrio de 125:1,
mientras que para HCNZ2 y 4, la proporcion respecto a atrio es 6:1 y 4:1, respectivamente, sin
haberse demostrado presencia de HCN3 en tejido excito-conductor o auricular cardiaco

humano desde un punto de vista fisioldgico [26].

Ha sido descrito, en modelos de animal, que HCN2 y 4 aumentarian su expresién en
condiciones patoldgicas como la FA, particularmente en sitios conocidos como “gatillo” que
corresponden a la regién de las venas pulmonares u la orejuela izquierda, regiones que
clasicamente son susceptibles de manejar clinicamente con ablacion por calor o frio,

permitiendo en algunos casos, devolver al paciente a ritmo sinusal [3], [27]-[30]

Por lo tanto, se ha hipotetizado que la sobre-expresion de estas isoformas tendria un
papel fisiopatoldgico en el inicio de la FA[31], en parte debido a un mayor influjo de Ca?*, el
que se almacenaria a nivel del reticulo sarcoplasmatico (RS) (principal reservorio de Ca?*
intracelular), promoviendo eventos de liberacion espontanea a través del intercambiador NCX
[32].
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El proceso de contraccion del cardiomiocito se inicia con la entrada de Ca?*
promoviendo la apertura de los canales de ryanodina (RyR) del RS lo que induce la liberacion
de Ca?* al espacio intracelular (proceso conocido como CIRC, calcium induced calcium
release), con su posterior recaptura por varios mecanismos celulares dentro de los cual
destaca la bomba SERCA (sarco/endoplasmic reticulum Ca?*-ATPase). Esta secuencia de
eventos corresponde a un “transitorio de Ca?*” [33]. Segun esto, los niveles de Ca?* intracelular
del cardiomiocito son muy relevantes en la dinamica eléctrica cardiaca, por lo que, alteraciones
de su contenido, podrian ser desencadenantes de una arritmia [34]. Ademas, la concentracién
de Ca?* intracelular tiene un efecto regulador de la transcripcion de genes que conducen a
remodelacion estructural cardiaca [35]; por ello, es esperable que el aumento de expresion de
las isoformas del canal HCN en células auriculares, observado en pacientes con FA, lleve a
una entrada de Ca?*, ausente en condiciones fisioldgicas, en el rango del potencial de reposo,
produciendo alteraciones en el manejo de Ca?* intracelular, que se traducirian en un aumento
de Ca?* en el RS, mayor amplitud de transitorios de Ca?* y una mayor frecuencia de eventos

de liberacion espontanea de Ca®*desde el RS.

1.3. Manejo intracelular de Ca?*

Cuando se produce un evento despolarizante a nivel de estas células excitables es
inducido un influjo de Ca?* a través de los canales de Ca?* tipo L (IcaL), para posteriormente
devolver a los cardiomiocitos a su nivel de Ca?* basal, producto de la actividad de la bomba
reticular SERCA, y al intercambiador Na-Ca?* (NCX) que, de forma electrogénica, permite
intercambiar tres iones de Na* desde el extracelular al intracelular, mientras que se produce el
eflujo de un ion de Ca?". Este mecanismo permite mantener la concentraciéon de Ca?*
intracelular diastdlico constante. De forma contraria, y cuando el RS alcanza un estado critico
de sobrecarga de Ca?*, se produce la liberacion del exceso de Ca?* a través del proceso
denominado SOIC (store-overload induced Ca?* release) [36]. Esta liberacion de Ca?* desde
un RS sobrecargado es conocida como chispas de Ca?', o “sparks” [37]. En términos
moleculares, la liberacion inespecifica de Ca?* desde el reticulo provoca la activacién de un
numero reducido de canales RyRs, provocando una liberacién localizada de Ca?* y permitiendo
regular la cantidad de Ca?* intrareticular de manera fisiologica [38], [39]. EI Ca?* liberado es
extruido de la célula principalmente por el intercambiador NCX, y dado que este intercambiador
es electrogénico, la extrusiéon de Ca?' conlleva a la despolarizacion de la membrana,
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mecanismo propuesto en la aparicidon de post-potenciales tardios (DADs), uno de los

principales mecanismos descritos de arritmia cardiaca [7], [40]-[43].

1.4. Rol del manejo intracelular de Ca?* en Fibrilacion Auricular

Ha sido descrito que el manejo intracelular del Ca?* es de interés para la compresion de
los fendbmenos fisiopatoldgicos implicados en la FA [44], [45]. Dentro de estos destaca el
aumento de “sparks” de Ca?* en muestras de pacientes con FA, desencadenando el
mecanismo fisiopatologico que fue explicado anteriormente [46]. Este aumento ha sido
asociado a la alteracién de los procesos involucrados en el control del transitorio del Ca?* y, a
su vez, a proteinas involucradas en la liberacion y recaptura de este cation, como son RyRs y
SERCA, respectivamente [47]. En el primer caso, la hiperfosforilacion de esta proteina, en un
sitio especifico (Ser2814) dependiente de CaMKI|I, predispondria al aumento de episodios de
liberacion espontanea de Ca?*; este mecanismo ha sido ya demostrado en pacientes con FA
[48]. En el segundo caso, la desregulacion de la bomba SERCA es debida, en parte, a la
inhibicion de su proteina inhibidora, fosfolambano, la cual es fosforilada también por CaMKII;
lo anterior determina un aumento en la recaptura de Ca?* y a su vez, a una sobrecarga del RS,
lo que predispone al aumento de sparks de Ca?*, y eventos proarritmicos como fue demostrado

con muestras de tejido atrial en modelo murino, asi como de pacientes con FA [49], [50].

CaMKIl ademas esta involucrada en la regulacion del principal mecanismo de ingreso
de Ca?* al medio intracelular, el canal de Ca?* tipo L (LTCC) [51], [52], lo que se traduce en
una mayor cantidad de Ca?* intrareticular como fue demostrado previamente [33], por lo que
seria esperable que el aumento en el ingreso de Ca?* proviniera de esta via. Sin embargo, fue
reportado que IcaL estaria disminuida en pacientes portadores de FA [48], [53]. Este fendmeno
podria traducir que la modificacién puede corresponder a la funcion del canal sin cambios en
la entrada de Ca?* en este grupo de pacientes [54], lo que incluso seria contrario al fendomeno
observado en células miocardicas ventriculares, donde la inhibicién de CaMKII reduce lcaL [55].
Es por este hecho, que es factible que exista una via alternativa de ingreso de Ca?* al medio
intracelular, lo cual podria estar en asociacion con la sobre-expresion de las isoformas 2 y 4
del canal HCN en cardiomiocitos atriales de tejido de pacientes con diagndstico de FA, hecho
ya probado en modelo murino transgénico [56], involucrandolo en el mecanismo inicial de
aumento progresivo de Ca?* intracelular.
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A modo de resumen, en este proyecto se determiné el impacto en el manejo de Ca?*
intracelular producto del aumento en la expresion de sus isoformas, y en particular, HCN2 y
HCN4 en cardiomiocitos de rata neonata, permitiendo establecer si la sola sobre-expresion de
estas isoformas era suficiente para la generacién de un sustrato proarritmico a nivel celular de
manera aislada (sin efecto del sistema B-adrenérgico y toda la cascada de activacién de
proteinas de su via de sefalizacidn como ocurre en el modelo de organismo completo). Esta
propuesta podria constituirse en el mecanismo original de iniciacion de FA producto de un
aumento de flujo de este catiébn al intracelular, promoviendo una sobrecarga de RS
transformandose en el sustrato celular para generar sitios de gatillo, como es reconocido en
FA.

Por otro lado, y enlazando nuestras propuestas al nivel clinico, era interesante conocer
si una vez demostrada la suficiencia en cuanto a la sobre-expresion de las isoformas 2 y 4 de
HCN, estas eran necesarias para generar FA en un subgrupo de pacientes cuyo origen era por
enfermedad valvular. Para esto se observé en tejido atrial (orejuela izquierda) de pacientes
con FA clinica versus pacientes sin arritmia, los cambios en la composicién de las isoformas
de HCN, tanto a nivel gendmico como proteico, para establecer una correlacion entre el
desbalance de la composicion de isoformas en este tejido y la presencia de FA, proyectando
desarrollar modelos animales de FA, y el empleo de agentes terapéuticos, ya probados en
otras patologias, que permitirian anular el efecto deletéreo del aumento del Ca?* intracelular

[57], incidiendo en una nueva forma de manejo de la FA en nuestros pacientes.
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2. HIPOTESIS

Basado en que:
- Las isoformas 2 y 4 del canal HCN se encuentran sobre-expresadas en tejido cardiaco
en modelo animal y humano de FA.
- La sobrecarga de Ca* es un mecanismo reconocido en Fibrilacion Auricular
- Existen eventos de liberacidon espontanea de Ca?* que permiten regular la sobrecarga

de Ca?* desde el intracelular y son mas frecuentes en pacientes con Fibrilacién Auricular

Nos planteamos la siguiente pregunta de investigacion:

¢ Sera suficiente y necesaria la sobre-expresion de las isoformas 2 6 4 de HCN para

generar alteraciones en la dinamica de Ca?* intracelular y eventos clinicos de FA en

pacientes?
Dado lo anterior la hipétesis planteada en este proyecto es:
Si se sobre-expresan las isoformas 2 6 4 del canal HCN en cardiomiocitos de rata

neonata, entonces se modificara el manejo de Ca?* intracelular y se correlacionara con

eventos clinicos de FA en pacientes
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General
Determinar el efecto de la sobre-expresion de las isoformas 2 0 4 del canal HCN en el manejo
del Ca?* intracelular de cardiomiocitos de rata neonata y su asociacion con la aparicion de

eventos clinicos de FA en pacientes.

3.2. Objetivos Especificos

1. Sobre-expresar las isoformas 2 y 4 del canal HCN mediante un vector adenoviral en
cardiomiocitos de rata neonata.

2. Evaluar los cambios en la dinamica intracelular de Ca?* a través del registro de
transitorios de Ca?* en cardiomiocitos infectados con las isoformas 2 6 4 del canal HCN
y cardiomiocitos control.

3. Determinar los cambios en la expresion de las isoformas del canal HCN vy el
intercambiador NCX1, a nivel de transcrito y de proteina, en muestras de tejido auricular
humano obtenidas de pacientes con FA de origen valvular mitral en comparaciéon a

pacientes en ausencia de enfermedad clinica (ritmo sinusal).

18



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Aprobacion Comité de Etica para protocolo humano y animal

Esta tesis cuenta con la aprobacién de su protocolo por el Comité de Etica en
Investigacion en Seres Humanos (CEISH) de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Chile (N° 164-2019); del Comité de Etica del Hospital San Juan de Dios para la obtencién de
material de pacientes desde el centro asistencial (N°110-2022); del Comité de Etica sobre
Investigacion en Animales (N°0996 FMUCH); y con el consentimiento informado de cada uno

de los pacientes que aceptaron voluntariamente participar del estudio.

4.2. Seleccion de pacientes

Las muestras fueron obtenidas del pabellon de Cardiocirugia del Hospital San Juan de
Dios. Los pacientes fueron seleccionados a través del acceso a la ficha clinica de aquellos,
segun las caracteristicas de inclusion y exclusion pre-establecidas. Dentro de los criterios de
inclusion para los casos fueron elegibles pacientes con las siguientes caracteristicas: edades
comprendidas entre 18-65 afios con valvulopatia mitral (insuficiencia o estenosis)
diagnosticada por ecocardiografia transtoracica y cuya fraccién de eyeccién fuera >50%, con
FA permanente clinica (registro de episodios en ficha clinica o pulso irregularmente irregular o
ECG acorde), y que fueran a ser sometidos a cardiocirugia para recambio valvular mitral. Para
los controles fueron seleccionados pacientes candidatos a cardiocirugia para revascularizacion
miocardica, en edades comprendidas entre 18 — 65 afos, con ausencia de enfermedad
primaria del sistema excito-conductor por antecedente clinico, en ritmo sinusal demostrado a
través de ECG, con ecocardiografia transtoracica que demostré una fraccién de eyeccién

>50% vy auricula izquierda dentro de limites normales.
Fueron excluidos de la muestra aquellos que salieron de la edad comprendida en los

criterios de inclusion (menor de 18 o mayor de 65 afos) y aquellos diagnosticados con

cualquier enfermedad del sistema excito conductor no FA.
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4.3. Protocolo de aislamiento de cardiomiocitos auriculares humanos

Los cultivos primarios de cardiomiocitos auriculares humanos en esta tesis fueron
generados a partir de muestras de pacientes que ingresaron electivamente a cirugia de
revascularizacion cardiaca. Se seleccionaron aquellos que presentaban ritmo sinusal segun
su trazado electrocardiografico, y cuya anatomia auricular izquierda, demostrada por

ecocardiografia, mostraba dimensiones normales segun estandares imagenoldgicos.

El protocolo empleado para la extraccién de cardiomiocitos a partir de una muestra de
tejido de aproximadamente 200 mg fue realizado a partir del trabajo de Voigt et al (2013). Esta
técnica permite la digestion de la muestra de auricula izquierda a partir de una solucién

enzimatica que contiene Colagenasa tipo | y Proteasa tipo XXIV.

El protocolo comienza una vez obtenida la muestra desde pabellén y continua con su
transporte al laboratorio en una solucién estdndar de almacenamiento de &rganos
abdominales, conocida como SPS-1® (UW Solution, Organ Recovery Systems) cuya base

proviene de la solucion original denominada Solucién de Wisconsin (componentes en TABLA

1).

Componente Concentracion (gr/L)

Hidroxietil-almidon (HEA) 50

Acido Lactobiénico (como Lactona) 35,83
Fosfato de potasio (monobasico) 3,4
Sulfato de magnesio (heptahidratado) 1,23

Rafinosa (pentahidratada) 17,83
Adenosina 1,34

Alopurinol 0,136

Glutatién (forma reducida) 0,922
Hidroxido de potasio 5,61

Tabla I. Composicion solucion de transporte de muestras auriculares de pacientes desde pabellon (SPS-1)
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Para su traslado, fue disefiado un sistema de inclusion y recoleccion de muestras
asistidos por el equipo de Anestesia del Hospital San Juan de Dios, quienes informaban la
evaluacion preanestésica de los pacientes que ingresaron a cardiocirugia en cada jornada
quirurgica, lo que permitié definir si el paciente cumplia los criterios previamente establecidos.
Si éste cumplia los criterios, se procedia a informar al equipo de ayudantes-alumnos de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, a quienes se entregaba un termo con
nitrogeno liquido o solucion SPS-1 previamente mencionada, dependiendo de los
experimentos planificados en el dia. Los ayudantes llegaban a pabellon donde inicialmente
recolectaban la informacidén necesaria de la ficha clinica del paciente incluido en el estudio, y
cuando el paciente estaba en circulacion extracorpérea (CEC), el cardiocirujano procedia a
tomar una muestra de orejuela izquierda, la que era colocada en el medio de transporte.
Finalmente, el ayudante se trasladaba al Laboratorio de Fisiopatologia Cardiovascular
Molecular, donde entregaba la muestra recolectada, la que se almacenaba para experimentos
de extraccion de RNA y/o proteinas, o para la generacion de cultivos primarios de
cardiomiocitos auriculares humanos. Todo el sistema de inclusion y recoleccion de muestra

utilizado en esta tesis es resumido en la FIGURA 1.

Ya en nuestro laboratorio, sila muestra estaba destinada para cultivo primario, entonces
era procesada a través de un protocolo modificado de Voigt N et al 2013 [58], para lo cual era
depositaba en una placa y embebida en una solucién de lavado libre de Ca?* a 4°C. En este
punto era removido todo el contenido de grasa de la muestra, la que posteriormente se
disecaba en trozos pequefios de aproximadamente 1 mm3. Posteriormente todos los trozos
eran depositados en un vaso de doble capa con chaqueta de 100 cc de volumen para realizar
los siguientes pasos a 37°C, gaseando con Oz de forma continua, evitando burbujeo fuerte en
el proceso. Luego, eran realizados 3 lavados consecutivos que consistian en mantener la
solucion conteniendo los trozos de la muestra en agitacion magnética por 3 minutos, para

posteriormente ir reemplazando la solucion libre de Ca?* progresivamente.

Una vez completado el tercer lavado, se adicionaba una solucién similar, pero con
Colagenasa tipo | y Proteasa tipo XXIV (Solucion A) manteniéndola en agitacion por 10
minutos, para posteriormente agregar CaCl, para una concentracion de 20 uM de Ca?* final en

la solucion y agitar 35 minutos mas.
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Luego de eliminar la solucién A, se introducia una solucion similar libre de Ca?*,
incluyendo soélo Colagenasa tipo | (Solucion B) a una concentracion de 20 uM de Ca?* final,
manteniéndose en agitacion por 5 minutos. Pasado este lapso, una muestra era tomada con
una pipeta Pasteur para evaluar la disociacion de las células, repitiéndose cada 2-3 minutos,
hasta que eran observados los cardiomiocitos mediante un microscopio. Después, el
sobrenadante era guardado en un tubo Falcon de 50 ml (Tubo I) y la solucién era reemplazada
por una con alto contenido en potasio, mas creatina y acido L-glutamico (solucion de
conservacion), la cual realizaba la digestion mecanica del tejido restante usando una pipeta de
20 mL, de manera suave, evitando la formacién de burbujas en el proceso, el que tomaba 5-
10 minutos. Posteriormente, el sobrenadante era depositado en un segundo tubo Falcon de 50
mL (Tubo Il). Ambos tubos Falcon (I y Il) eran centrifugados a 95 g por 10 min a temperatura

ambiente, lo que permitia precipitar los pellets conteniendo las células viables.
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Protocolo 164-2019 del CEISH FMUCH / Protocolo 110 del CEC Hospital San Juan de Dios

Figura 1. Sistema de inclusién, recoleccion y transporte de muestras de orejuela izquierda humanas extraidas desde pabellon del Hospital
Clinico San Juan de Dios (HSJD) utilizadas para esta tesis. Inicialmente, en (1) el equipo de anestesia informa las caracteristicas clinicas de los
pacientes para evaluar criterios de inclusion/exclusion. Si el paciente era incluido, se realiza consentimiento informado y se activa el equipo de ayudantes
que acude al HSJD para recolectar la muestra (2). El ayudante ingresa a pabellén y adquiere la informacién necesaria desde la ficha clinica del paciente.
Una vez que el procedimiento comienza el periodo de circulacién extracorpérea (CEC) el cirujano toma la muestra de orejuela izquierda del paciente en
estudio y se almacena en un termo con nitrégeno liquido o con solucién SPS-1 (3). Finalmente, en (4) el ayudante se traslada al laboratorio de
Fisiopatologia Cardiovascular Molecular donde la muestra se almacena a -80°C para experimentos de proteina/RNA o cultivos primarios humanos. En la

figura se indica los protocolos de comité de ética humana aprobados para la realizacion de este trabajo.
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Para concluir, ambos pellets eran resuspendidos en solucién de almacenamiento (10
mM Creatina, 10 mM Glucosa, 70 mM Acido L-Glutamico, 20 mM KCI, 10 mM KH2PO4, 10 mM
Taurina, 1% Albumina), y se exponian a concentraciones progresivas de Ca?*, de manera
escalonada, crecientes. Para ello se adicionaba dos veces 7.5 uL de una solucion 10mM Ca?*,
dejando incubar por 10 minutos en cada paso, y finalmente 15 uL de la solucion de Ca?*
sefalada hasta alcanzar una concentracion de 0.2 mM. Aquellas células viables
(birrefringentes, que mantienen su estructura en forma de tronco y no persisten contrayéndose)

fueron utilizadas para experimentacion.

4.4 Protocolo de extraccion de cardiomiocitos de rata neonata

Los cultivos primarios de cardiomiocitos de rata neonata se obtuvieron a partir de un
protocolo estandarizado en nuestro laboratorio [59]. Las ratas neonatas (dia postnatal P0-1)
fueron eutanasiadas y se extrajo quirurgicamente su corazoén y aorta, los que fueron lavados.
Luego, el corazon fue disgregado en solucion salina (en mM, 0.8 Mg>SO4 (7H20), 116 NacCl,
5.4 KCI, 0.8 NaH2PO (4H20), 5.6 glucosa y 20 HEPES, pH 7.4) hasta obtener una suspension
homogénea. Las células miocardicas fueron disociadas a través de digestion enzimatica
usando una solucién salina que contenia 3 U/ml papaina y 0.2 mg/ml colagenasa tipo Il
(Invitrogen) en 100 uM CaCl.. Esta mezcla fue incubada a 37°C bajo agitacion constante.
Posteriormente, el sobrenadante fue removido y las células fueron lavadas con solucién salina
(sin CaCl2) entre tres a cinco veces. Luego las células son incubadas a 37°C por 15 minutos
en agitacién en una solucion salina que contiene 1.2 mM Ca?*, 1.6 mg/ml pancreatina (Sigma)
y 0.2 mg/ml colagenasa tipo Il (Invitrogen). Después, el sobrenadante es retirado y
centrifugado, y las células resuspendidas en medio Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) (Invitrogen) suplementado con 5% suero fetal bovino (SFB) y antibidtico
(penicilina/estreptomicina) al 1%. Este ultimo paso es repetido 5 veces. Finalmente, las células
fueron sembradas en placas de cultivo y mantenidas en incubadora (95% O2 — 5% CO.) a 37°.
Cada dia, las placas fueron lavadas con PBS, reemplazando el medio de cultivo DMEM 5%
SFB por medio fresco para evitar el sobrecrecimiento de los fibroblastos hasta que las células

fueron usadas en experimentos.
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4.5. Diseio y generacion del vector adenoviral de las isoformas de HCN2/HCN4

Los cDNAs para las isoformas 2 y 4 del canal HCN fueron cedidos gentilmente por el
Dr. Leandro Zufiiga, de la Universidad de Talca y fueron utilizados para el desarrollo del vector

adenoviral a través del sistema AdEasy (Moreno et al, 2015) [60].

HCNZ2/HCN4 fueron subclonados en el vector comercial pAD/RFP utilizando la enzima
T4 DNA ligasa (Promega®. El producto de la ligacion HCN2-pAD/RFP o HCN4-pAD/RFP fue
utilizado para transformar células quimiocompetentes de la linea XL1-Blue y amplificar el nuevo

producto.

Una vez comprobada la obtencién de los plasmidios objetivo, HCN2-pAD/RFP y HCN4-
pAD/RFP, a través de secuenciacion y con el apoyo del programa SnapGene® v9.0 con el que
fue verificado el DNA plasmidial obtenido a través del alineamiento del producto secuenciado
con respecto a la secuencia de referencia, se procedié a realizar una recombinacion homéloga,
proceso en el cual fue insertado nuestro plasmidio recombinante conteniendo el gen de interés
(HCN2 o HCN4) en el vector de destino conteniendo la secuencia adenoviral para generar
particulas en células mamiferas (como HEK293). Con este fin fue realizada la transformacion
de células E.Coli electrocompetentes BJ5183 con cada cDNA linealizado con la enzima de
restriccion Pmel (NEB®) a través de electroporacion. De las colonias obtenidas posterior a la
electroporacion fueron seleccionadas al menos 10, de las cuales fue extraido el DNA
plasmidico, el que fue digerido con la enzima de restriccion Pacl, seleccionando aquellas que
demostraron la recombinacion del genoma. Esto fue comprobado a través de la observacion
de 2 bandas, una >30 kpb y otra (sitio de la recombinacion) de 4.5 kpb en un gel 0,8% agarosa.
El DNA obtenido de la colonia recombinada fue transformado en la linea XL10-Gold® para su
almacenamiento en glicerol stock. El genoma viral recombinante obtenido fue digerido con la
enzima Pacl (NEB®) y luego transfectado en células HEK (AD293) con lipofectamina para dar
inicio al proceso de generacion del vector adenoviral. Luego de aproximadamente 10-14 dias
desde la transfeccidon comenzaron a observarse los efectos citopaticos en el cultivo de células
HEK, y bajo microscopia de fluorescencia fue detectada fluorescencia roja a partir de la
expresion del gen RFP (proteina fluorescente roja) incluido en el vector comercial. Luego, para
purificar las particulas adenovirales, fueron realizados 4 ciclos de congelamiento y

descongelamiento a través del uso de bafio con hielo seco y metanol, intercalado con
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exposicion a bafo termorregulado a 37° por breve segundos para despegar el hielo del
contenedor, y posteriormente continuar el descongelamiento por agitacion. El sobrenadante
obtenido a partir de este proceso fue utilizado para amplificar la expresién del vector hasta
obtener 4 generaciones, siendo esta ultima generacidon utilizada para la infeccion de los

cardiomiocitos de rata neonata.

4.6. Infeccion de cardiomiocitos de rata neonata

El numero de particulas virales para cada adenovirus, determinado a través de
absorbancia a 260-nm de longitud de onda, fue del orden de 10" particulas virales por mililitro.
Previamente en nuestro laboratorio el nivel de infeccion apropiado fue determinado a través
de la monitorizacién de la fluorescencia de RFP (proteina fluorescente roja) y del efecto
citopatico en cardiomiocitos infectados con distintos titulos virales; el titulo viral efectivo fue
determinado al 90% de eficiencia de infeccion (fluorescencia) en ausencia de efecto citopatico.
La infeccion de los cardiomiocitos fue realizada en el momento de la siembra en placas de
cultivo aplicando la cantidad de particulas virales previamente estandarizada al medio DMEM
con SFB al 5%. Luego de 16 hrs de incubacion, la placa de cultivo fue lavada con PBS, y se
agregé medio DMEM SFB 5% fresco, cada dia, hasta el momento de su utilizacién para

experimentos.

4.7. Medicion de Ca?* intracelular

Con el fin de evaluar la dinamica del Ca?* intracelular, los cardiomiocitos, previamente
sembrados sobre cubre-objetos e infectados con virus RFP o con HCN2-RFP, fueron
incubados con la sonda afin a Ca?* Fluo 4 AM (1 uM, Molecular Probes) por 1 hora, y a 37° C,
para luego mantenerlos en una solucién Hank's con 2 mM Ca?*. Posteriormente, los cubre-
objetos conteniendo las células cargadas con la sonda fueron montados en un microscopio
invertido (Olympus 1X-81). Los experimentos fueron realizados en una camara de perfusion
(RC-27NE Warner Instruments) con un dador de pulso externo fijado a 10 V, de 2 ms de
duracion, y con una frecuencia de 0,2 Hz durante un total de 420 segundos. La sonda Fluo-4
AM fue excitada a 494 nm y la fluorescencia emitida, filtrada a 510 nm, la cual fue recolectada
con una frecuencia de 12 Hz, usando una camara sCMOS (pco-EDGE). Para cada

experimento la senal fue grabada, y la intensidad de fondo sustraida, usando una regién de
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interés (ROI) ubicada fuera de las células. Inicialmente, los cardiomiocitos fueron mantenidos
por 120 segundos en la solucién inicial, posteriormente la solucion externa fue reemplazada
por una con 10 uM de Ivabradina durante 2 minutos, para luego cambiar a una solucion sin
Ca?* externo (y con 5 mM EGTA) y el estimulo eléctrico fue suspendido. Finalmente, fue
agregada 10 mM de cafeina a la solucion externa para promover la apertura de los RyR2 y por

ende, la liberacion de Ca?* desde el RS.

Este ensayo permite estudiar la intensidad del cambio de la sefial de Fluo-4 de cada
transitorio (amplitud de Ca?* maxima o Ca?* sistdlico), la velocidad de disminucion de la
concentracion de Ca?* o tau (medida necesaria para establecer la actividad de la SERCA2),
ajustando este proceso a una exponencial simple, y el valor minimo del transitorio que se

correlaciona con el Ca?* en diastole.

La liberacion maxima de Ca?* del RS fue determinada por la intensidad del cambio en
la sefial de Fluo-4 luego de la aplicacion de 10 mM cafeina, mientras que el tiempo (tau) de
decaimiento de la sefial de Ca?* corresponde a la actividad de NCX principalmente y en menor
medida a la actividad de SERCA. De esta ajustando una exponencial simple al decaimiento de
esta sefal y utilizando la relacion de las constantes de velocidad de [Ca?*]i descenso de los
transitorios obtenidos en la misma célula como indice de la actividad de un transportador

respecto al otro [60].

4.8. Medicion de RNAm en cardiomiocitos auriculares humanos

Las muestras de corazon obtenidas desde el pabellon quirdrgico fueron almacenadas
en contenedores con nitrégeno liquido para su crio-preservacion, y posteriormente
transportadas al laboratorio de Fisiopatologia Cardiovascular Molecular, en donde se realizé
la medicién de RNAm. Para ello, se extrajo el RNA total del cardiomiocito a través del kit de

extraccion de RNA EZNA (Omega, Inc.) de acuerdo con las indicaciones del fabricante.

Antes de la sintesis del DNA complementario (cDNA) las muestras fueron tratadas con
DNAsaH | (Invitrogen, Inc.) para eliminar el DNA gendmico. EI cDNA fue transcrito de forma
reversa, a partir de un total de 250 ng de RNA, mediante RT-PCR usando el kit de sintesis de
cDNA gPCR AffinityScriptTM Il (Stratagene Inc.), de acuerdo con las indicaciones del
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fabricante. Luego, se realiz6 una PCR semicuantitativa en tiempo real utilizando el
termociclador Stratagene MX300P. La amplificacion del RNA h18S fue usada como control
interno. Las reacciones de PCR fueron realizadas con SYBRgreen (Agilent technologies), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Posteriormente, fue realizada una electroforesis
en geles 1% agarosa al y paralelamente se analizaron las curvas de fusion para confirmar la
especificidad de los productos de PCR obtenidos.

Para cada gen fueron utilizados dos oligonucleétidos, uno en sentido (S) y uno en
antisentido (AS). En la Tabla Il son detallados los cebadores utilizados para cada gen en

estudio.

Oligonucleétido Secuencia sentido (S) Secuencia antisentido (AS)
hHCN1 TGGCCCTCACTTGCACTGTTTA | GCCCATGTTTCTTTCCCATGGT
hHCN2 TCCAGACCAAAGCCATGCCATT | GAACTGAGGCACCGAGGTGAA
hHCN3 CCTGAAACATTGCCCCATGGAA | CTTGGCAGTGGAGACATACAGC
hHCN4 AGCCTCTTACGCCTGTTACG CGTCAGGGAAGTCCTGTAGC
hNCX1 GCCCTGTTATTGAATGAGCTTG | TTCCTCTTTGCTGGTCAGTG
h18s AGTTCCGACCATAAACGATGC | ATCTGTCAATCCTGTCCGTGTC

Tabla Il. Secuencia sentido y antisentido para cada oligonucleétido analizado. Se detallan los cebadores

para las isoformas 1 a 4 de HCN, NCX1 y el gen housekeeping del ARN ribosomal 18s humanos.

Los resultados fueron analizados de acuerdo al método de curva estandar, en el cual, a
partir de una concentracién de cDNA conocida de cada gen obtenida de la purificacién de una
banda del gel de agarosa durante la estandarizacion del cebador, son generadas diluciones
progresivas (aproximadamente 7-8 diluciones) que se correlacionan con el ciclo umbral (Ct),
determinando una ecuacion a partir del ajuste semilog (con coeficiente de correlacion =0.98),
en la cual, es intrapolada la concentracion de cDNA a partir del Ct que se obtiene del ensayo
de gPCR. La abundancia especifica de cDNA (que provenia de RNAm) fue calculada como la
razén de la cantidad de cDNA gen especifico en relacion con la cantidad de cDNA del gen

h18S contenida en cada muestra, determinado en duplicado.
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4.9. Medicion de proteinas de cardiomiocitos auriculares humanos

El tejido proveniente de pabelldn fue homogeneizado utilizando un buffer de lisis
conteniendo 50 mM TRIS, 1 % IGEPAL, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7.4, e inhibidores de
proteasas con el fin de evitar la degradacion de las muestras. La homogeneizacién fue
realizada manualmente, usando aproximadamente 100 mg de tejido, en homogeneizadores de
vidrio, los cuales son sumergidos en una cama de hielo profunda para prevenir de mejor
manera la degradacién proteica. Luego los homogeneizados fueron incubados 1 hora en
agitacion a 4°C. Una vez finalizado el tiempo fueron centrifugados a 13.000 rpm por 10 min a
4°C. Finalmente, los sobrenadantes que contienen los extractos proteicos fueron colectados y

almacenados a -80°C hasta ser usados.

La electroforesis de los extractos proteicos fue realizada con geles 7.5 y 10% bis-
acrilamida, para separar proteinas >50 kDa y <50 kDa, respectivamente, durante
aproximadamente 2 horas y 30 minutos a 110 V. Una vez finalizada la corrida de las muestras,
éstas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad) afin a proteinas, usando
un buffer de transferencia preparado en base a Glicina, TRIS y metanol: la transferencia fue

realizada a 110 V por 1 hora y 10 minutos, en frio.

Una vez finalizado el tiempo y posterior al analisis de la transferencia con 0.1% tincién
rojo Ponceau, la membrana fue cortada en fragmentos segun los pesos de referencia de las
proteinas analizadas: HCN1 100 kDa, HCN2 55 kDa, HCN4 140 kDa, NCX1 2 fragmentos a
110 y 55 kDa y GAPDH 35 kDa. Luego, cada fragmento de membrana fue incubado con buffer
de bloqueo (5% leche o BSA en PBS1X 0.1% Tween-20, Sigma) en agitacion por 2 horas a

temperatura ambiente, para bloquear todos los sitios donde no fueron transferidas proteinas.

Todos los fragmentos de membrana quedaron en incubacion con el anticuerpo
respectivo durante aprox. 16-18 horas (toda la noche y en agitacién suave), preparado en
buffer de bloqueo respectivo: HCN2 (1:500, Alomone), HCN4 (1:500, Alomone), NCX1 (1:400,
Alomone) y GAPDH (1:5000).

Posteriormente las membranas fueron lavadas 5 veces con PBS 1X 0.1% Tween, (cada

lavado tuvo una duracion de 6 minutos y fue realizado en agitacién). Una vez finalizados los
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lavados, los anticuerpos secundarios (anti-conejo o anti-ratdbn conjugado a la enzima
peroxidasa de rabano (HRP)) fueron agregados, los cuales fueron preparados en buffer de
bloqueo, en dilucion 1:2500. Esta incubacién durd 1 hora y fue realizada en agitacion suave y
a temperatura ambiente. Finalizada la incubacion, las membranas fueron lavadas 6 veces con
PBS1X 0.1% Tween, siendo cada lavado de 6 minutos de duracion en agitacién. Finalmente,
cada membrana fue incubada con el reactivo ECL (Thermo), el cual contiene el sustrato para
la enzima HRP: el resultado de la accion enzimatica es una sefal quimioluminiscente que es

detectada por un equipo fotodocumentador.
4.10. Analisis estadistico

El tamano muestral estimado para cada grupo fue de n = 9. La férmula utilizada del

célculo de tamafio muestral para dos medias independientes corresponde a [61]:

 2(z1maj2 + 215) S
_ -

n

Este n fue obtenido a partir de los siguientes supuestos: en un analisis unilateral, con un 95%
de confianza, poder estadistico al 80%, DS ajustada a 0,3 respecto al valor normal, para poder
observar una diferencia de 40% respecto al valor del grupo control y sin pérdidas esperadas.
Las variables son continuas y expresadas como ng/dL (cDNA) y veces de cambio respecto a
RS, para andlisis de mensajero; y relacion proteina de interés/constitutivo y veces de cambio
respecto a RS para el analisis de proteina. Las variables fueron expresadas como media
aritmética +/- DS. Para la comparacion de variables continuas entre 2 grupos fue usada la
prueba t-student asumiendo normalidad de los datos. Para HCN4 y calcium waves los datos
se analizaron de forma cualitativa (presencia o ausencia), construyendo una tabla de
contingencia y utilizando la prueba exacta de Fischer para datos agrupados. Fue asumida
como diferencia estadisticamente significativa un valor p menor al 5% (analisis de dos colas)
(p < 0,05). El analisis de los datos estadisticos y la construccién de los gréaficos fue realizado

con el software GraphPad Prism version 9.0.
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5. RESULTADOS

5.1. Diseio y Eficiencia del Vector Adenoviral HCN2/HCN4 pAD-RFP

La sobre-expresion de las isoformas 2 y 4 del canal HCN humano en cardiomiocitos
auriculares fue lograda mediante la generacion de particulas adenovirales recombinantes, las
que se utilizaron para infectar células cardiacas, en las que fue insertada la secuencia
codificante de estos genes. La secuencia ademas contiene la proteina roja fluorescente (RFP)
lo que facilité la identificacion de aquellas células que fueron infectadas de manera exitosa a
través de la fluorescencia roja observada en el microscopio de fluorescencia de nuestro
laboratorio. La evidencia de cada paso de subclonacion, inicialmente en el vector pAD/RFP y
posteriormente en el sistema AdEasy se aprecia en la FIGURA 2 con el ejemplo de la isoforma

HCNZ2. La técnica empleada es descrita en el protocolo de Luo et al, 2007 [62].
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Figura 2. Generacion del vector adenoviral HCN para la isoforma 2. En la figura (A) es mostrado un gel
agarosa 0,8% en donde puede observarse el resultado de un ensayo de restriccion del plasmido HCN4-pAD/RFP
utilizando la enzima Bglll, cuyos tamanos de fragmentos esperados son 10625, 1401y 771 pb, lo cual concuerda
con el patréon de bandas del carril 1, y en duplicado, en el carril 2. Como control positivo fue cargado en el carril 3
el DNA de HCN4-pcDNAS3.1 (original) con fragmentos esperados de 5772, 2162y 771 pb; y en el carril 4 el vector
pAD/RFP, como control negativo, con un fragmento esperado de 9033 pb. (B) En un gel 0,8% agarosa es
mostrada la presencia del plasmido recombinado con el genoma viral a través del corte con Pacl del DNA obtenido
de las colonias sometidas a electroporacion: carriles 1y 2, es mostrado el corte del DNA obtenido de 2 colonias
diferentes, obteniéndose la banda recombinada como un fragmento de 4500 pb. En (C) es mostrada la sefal
fluorescente (microscopia de fluorescencia) de un cultivo de células HEK AD293 48 horas después de ser
infectadas con la 3era generacién del virus HCN4-pAD/RFP. La senal roja de cada célula indica expresion de

particulas virales, dada la expresion concomitante de la proteina fluorescente roja, RFP.
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Para conseguir lo descrito fue usado un vector de expresion pcDNA3.1 en el cual ya
estaba subclonada la secuencia HCN2 y 4, y el vector comercial pAD/RFP, conteniendo la
secuencia para RFP en un promotor CMV independiente y que permitié, por fluorescencia,
determinar qué células fueron eficientemente infectadas. La secuencia codificante para, ya sea
HCN2 o HCN4, fue subclonada en el vector pAD/RFP con las enzimas Xbal y Hindlll. Luego
de la ligacion del fragmento de HCN2 o 4 al vector pAD/RFP fue realizado un ensayo de
restriccion para confirmar la correcta insercion de la secuencia utilizando las enzimas EcoRV

y Bglll, respectivamente (Fig. 2A)

Utilizando partidores CMV y EBV fue secuenciado un fragmento del plasmido resultante
que contiene nuestro gen de interés (HCN 2 o 4) para confirmar la correcta subclonacién. Una
vez generada la recombinacion homadloga segun el protocolo utilizado en el laboratorio (Fig.
2B), las células HEK AD293 fueron transfectadas para inducir la generacion de las particulas
virales, cuya amplificacién sucesiva fue aumentando los titulos adenovirales, lo que fue
demostrado por la menor cantidad de tiempo (dias) de amplificacion entre una generacién y la

siguiente (4 generaciones adenovirales en total) (Fig. 2C).

Posteriormente se determind los niveles de sobre-expresién que generaba la infeccidn
con particulas adenovirales para HCN2 y HCN4 en cardiomiocitos de rata neonata. Para esto
fueron infectados cardiomiocitos de rata neonata con ambos virus, y un tercer grupo con virus
RFP (control), incubandose por 72 hrs, para luego extraer el RNA total y evaluar los niveles de
expresion a nivel de mensajero para ambos genes, donde observamos que para hCN2 existe
un desplazamiento de la curva de amplificacion de aproximadamente 10 ciclos para
cardiomiocitos infectados con el virus HCN2-RFP, en comparacion con los otros dos grupos
(FIGURA 3A), a diferencia de lo ocurrido con HCN4 donde se observé un desplazamiento a la
izquierda del grupo HCN4-RFP de solo 2 ciclos respecto al grupo control y a HCN2-RFP
(FIGURA 3B). Asi mismo, se realizo extraccion proteica de cardiomiocitos infectados por 72 h
y se evalud su expresién a nivel proteico, evidenciado que existe sobre-expresion proteica de
HCNZ2 solamente en el grupo infectado con el virus HCN2-RFP como se aprecia en la FIGURA

3C, en contraposicion a la expresién proteica de HCN4, en el que no se detectd diferencia.
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Figura 3. Amplificacion RNA total extraido de cardiomiocitos de rata neonata para el gen hHCN2/ hHCN4
y expresion proteica HCN4. En (A) curva de amplificaciéon de PCR semicuantitativa para cardiomiocitos de rata
neonata que sobre-expresan hCHN2 (curva verde), HCN4 (curva azul) o RFP (curva roja). En (B) se evalla la
expresion del gen hHCN4 en los mismos grupos. En la parte inferior se observa la expresion proteica en estos

grupos para la proteina hHCN2 (C) y hHCN4 (D) (de manera cualitativa).

En el caso de HCNZ2, se opté evaluar los niveles de expresion proteica a las 24,48y 72
horas post transduccion adenoviral dada la evidencia a nivel de mensajero de la correcta
eficiencia de infeccién. Para ello fue disefiado un protocolo, en el cual los cardiomiocitos fueron
infectados sucesivamente en diferentes dias (Dia 0, 1 y 2), como se puede observar en la
FIGURA 4. El disefio considerd 3 grupos experimentales, el primero fue el grupo control con
cardiomiocitos no infectados, el segundo cardiomiocito infectados con el vector adenoviral que

sélo contiene RFP, y el tercer grupo con cardiomiocitos infectados con HCN2-RFP.
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Figura 4. Protocolo de eficiencia de infeccion con vector adenoviral HCN2/HCN4 pADREF. El dia O se realiza
la extraccién de cardiomiocitos de rata neonata para generar 6 placas de cultivos (3 placas por grupo, Grupo 1
es control sin infeccion, Grupo 2 se infectd con vector adenoviral RFP y Grupo 3 con vector que contiene
secuencia para HCN2-RFP) y de manera simultanea se infecto la primera placa para cada grupo (que estara 72
horas expresando el gen de interés), al dia siguiente se infecta la segunda placa (48 horas de expresion del gen),
posteriormente el dia 2 se infecta la ultima placa (expresando 24 horas el gen de interés). Finalmente, el tercer

dia se extrae proteinas para ensayo Inmunoblot. Created with BioRender.com

Al tercer dia fue realizada la extraccién proteica de los cardiomiocitos y luego, mediante
ensayos de inmunoblot, fueron evaluados los niveles de expresién de proteina HCN2 a lo largo

de 3 dias de incubacidn, lo cual se observa en la FIGURA 5.
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Figura 5. Evolucion de los niveles de expresion proteica de hHCN2 en cardiomiocitos de rata neonata posterior a incubacién con adenovirus
HCN2/RFP. En (A) una membrana representativa del n =2 de ensayos realizados, a la izquierda se muestran las bandas correspondientes a cardiomiocitos
infectados con el adenovirus que contiene RFP exclusivamente, y a la derecha, aquellos infectados con hHCN2/RFP. Cada grupo tiene 3 carriles que de
izquierda a derecha corresponde a 24, 48 y 72 horas de incubacion, respectivamente. En la figura inferior, graficos de barras (media +-SEM) en los que
se muestra los cambios en los niveles de expresion de HCN2 (B) y RFP (C) normalizados por Tubulina, y la variacion de HCN2 respecto a la expresién
de la proteina RFP (D).
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5.2. Imagenes de Calcio

Con el objetivo de evaluar si la sobre-expresion de la isoforma HCN2 impacta en el
manejo de Ca?* intracelular, se evaluaron los transitorios de Ca?* asociados al proceso de

excitacion-contraccion.

Para ello fueron utilizados cardiomiocitos de rata neonata con los que se generaron dos
grupos, el primero fue infectado con el vector adenoviral que contenia la secuencia para RFP,
y el segundo, con la secuencia para HCN2-RFP (FIGURA 6). Previamente ya habia sido
demostrada la eficiencia de infeccion y la sobre-expresion de la isoforma 2 de HCN. Estos
grupos fueron mantenidos en incubacion por 48 horas dado que alcanzaban niveles de

expresion de HCN2 mayores respecto al control posterior a este intervalo post-transduccion.

Cardiomiocitos
Extraccion,

cardiomiocitos

+ RFP

2 grupos
Desarrollo de \
vector adenoviral
I Cardiomiocitos
sobre-
expresando
HCN2 + RFP

Figura 6. Generacién de dos grupos experimentales para evaluacion de dinamica de Ca?*. Posterior a la
generacion del vector adenoviral y la extraccion de cardiomiocitos de rata neonata se infectan dos grupos de
cardiomiocitos: un primer grupo con vector adenoviral que contiene RFP (condicién control) y otro con HCN2-
RFP.

37



El dia del experimento se procedié a cargar cada grupo con Fluo-4 AM (sonda afin a
Ca?*). Posterior a 1 hora de carga con la sonda, los cubres conteniendo los cardiomiocitos
fueron montados en el microscopio de fluorescencia y se estimularon a través de un generador
de campo eléctrico (dador de pulso) a una frecuencia de 0,2 Hz (1 pulso cada 5 seg) a un
potencial de 10 mV. Una vez sincronizados los cardiomiocitos con la estimulacién de campo
se procedié a realizar un registro segun un protocolo disefiado para evaluar los cambios de
transitorios de Ca?*, modificando las soluciones a través de un sistema de perfusion continua,
de la siguiente forma: al comienzo los cardiomiocitos fueron mantenidos en solucion isotdnica
(solucion de Hank) con 2 mM Ca?* para observar transitorios de Ca?* en condicién control
durante 2 minutos. Luego, fue agregada 10 uM Ivabradina durante 2 minutos, posteriormente
la solucion con lvabradina fue lavada y reemplazada con solucion de Hank, pero sin Ca?*y
conteniendo 5 (mM) de EGTA (como quelante de Ca?*) por 1 minuto, para finalmente aplicar
10 mM cafeina, con el propdsito de evaluar el tiempo de decaimiento de Ca?*, el que se
correlaciona con la velocidad de extrusion de este cation por el intercambiador NCX1. No fue
posible evaluar la cantidad total de Ca?* intrareticular al ser Fluo-4 AM una sonda no

racionométrica. Este procedimiento fue repetido para cada uno de los grupos.

En la FIGURA 7A y 7B se presenta un ejemplo del protocolo experimental aplicado al
grupo RFP y al grupo sobre-expresando HCNZ2, respectivamente. Ademas, se muestra un
aumento a la imagen en el periodo inicial del experimento y posterior a la adicion de Ivabradina
para observar la morfologia de los transitorios de Ca?*. Cada transitorio corresponde a un
conjunto de fotos adquiridas cada 80 ms. Posteriormente son comparadas las principales
caracteristicas de los transitorios de Ca?* (n = 6 para cada grupo) en la condicién control para
el grupo RFP y HCN2 de forma no pareada, éstas son la amplitud del transitorio (RFP 0.31 vs
HCN2 0.145, p = 0.036) (FIGURA 8A) , el Ca?* diastdlico (RFP 1.092 vs HCN2 1.10, p = 0.91)
(FIGURA 8B) y el tiempo de decaimiento de Ca?* o tau (FIGURA 8C) (RFP 1497 ms vs HCN2
2056 ms, p = 0.539). A su vez, estas mismas caracteristicas fueron comparadas posterior a la
adicion del bloqueador selectivo Ivabradina de manera pareada, sin encontrar diferencias en
ningun caso. Después se aplicé cafeina como ultima maniobra del protocolo, siendo
determinado el tiempo caracteristico (tau) para la fase de liberacion total de Ca?* desde el
intrareticular (FIGURA 8D), la relacion tau cafeina/tau transitorio como indice de actividad de
NCX con respecto SERCA para comparar las velocidades relativas de estos intercambiadores

en las condiciones control y sobre-expresado HCNZ2, y finalmente se calcul6 el area bajo la
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curva para determinar la cantidad total de Ca?* (FIGURA 8E), encontrando diferencia en cuanto
al tiempo de liberacion de Ca?* al extracelular a través de NCX (RFP 5355 ms vs HCN2 11862

ms, p = 0.03), sin encontrar diferencia en las otras caracteristicas mencionadas.

Finalmente se realizaron registros aleatorios de cardiomiocitos control e infectados con
HCNZ2 para evaluar la presencia de calcium waves entre ambos grupos (FIGURA 9). Se realiz6
un recuento de n=45 para el grupo control y n=60 para el grupo infectado, observando que en
el primer grupo se encontraron 2 de 45 células (4,44%) que presentaban ondas de Ca?* versus
33/60 (55%) en el grupo infectado con HCN2 (p < 0.0001). Dado que se atribuye la presencia
de hHCN2 sobre-expresado en los cardiomiocitos de rata neonata, se co-incubo las células
infectadas en conjunto con el inhibidor selectivo para HCN Ivabradina durante las 72 hrs, lo
que generdo un descenso de la presencia de calcium waves en los cardiomiocitos,
contabilizandose 60 células de las cuales s6lo 8 (13,33%) presentaban eventos de liberacion

espontanea de Ca?* (p < 0.0001).
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Figura 7. Transitorios de
Ca? en cardiomiocitos de
rata neonata infectados con
RFP y HCN2/RFP. En (A) se
observa un trazo
representativo del registro de
Ca?* del protocolo aplicado
sobre cardiomiocitos
infectados con virus RFP
durante 48-72 horas, cargados
con la sonda fluorescente
Fluo-4 AM y estimulados a 0.2
Hz con un pulso de campo
externo. Se incluye en la parte
inferior una ampliacion de
segmentos del trazado en
ausencia y presencia de 10
puM de lvabradina, cada punto
individual representa la sefal
de una foto independiente,
cada una en un intervalo de
tiempo de 80 (ms) entre cada

foto.
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Figura 8. Analisis de las variables del transitorio de Ca?* en cardiomiocitos de rata neonatal. Graficos de
barras (promedio + SEM) de las distintas variables obtenidas a partir de los trazados de los transitorios al
comparar la condicién control entre cardiomiocitos de rata neonata RFP vs HCNZ2, y la condicion pareada pre y
post adicion de Ivabradina para el promedio de amplitud maxima (A), Ca?* diastélico minimo (B) y la constante de
tiempo de decaimiento de la sefial de Ca?* o tau en los transitorios (C). En (D) se compara tau posterior a la
aplicacion de cafeina entre ambos grupos, en (E) la razdn entre tau del transitorio y tau al aplicar cafeina. En (F)
se muestra la cantidad total de Ca?* obtenido a partir del area bajo la curva de la sefial obtenida post aplicacion

de cafeina. *p<0.05, ns = no significativo



Figura 9. Efecto de la sobre-expresion de Cuantificacién de eventos

HCN2 en la generacién de calcium waves en de liberacion espontanea de calcio
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5.3. Caracteristicas clinicas de los pacientes seleccionados

Los dieciocho pacientes que cumplian con los criterios de inclusion mencionados
anteriormente fueron sometidos a cirugia cardiaca a través de esternotomia con utilizaciéon de
Circulacion Extracorporea (CEC) fueron analizados mediante una aproximacion bioquimica y
molecular. Para ello, se utilizaron las nueve muestras de auricula izquierda (orejuela izquierda)
de los pacientes pertenecientes a cada grupo (RS y FA) en el momento de comenzar el periodo
de CEC durante la cirugia segun las indicaciones del cirujano. Una vez obtenida cada una de
las muestras, de inmediato fueron depositadas en un tubo eppendorf de 2 ml al interior de un
termo que contenia nitrégeno liquido (si la muestra iba a utilizarse dias posteriores), o en
solucion de conservacion de 6rganos (SPS-1) de procesarse en el laboratorio de Fisiopatologia

Cardiovascular Molecular posterior al traslado.

La informacion de las caracteristicas clinicas de los pacientes fue obtenida a partir de
sus fichas clinicas al momento de la cirugia. En la TABLA Ill se presenta el resumen de las
caracteristicas de los pacientes de cada grupo en cuanto a su edad, sexo, comorbilidades y
terapia farmacoldgica utilizada al momento de la cirugia. Se compara cada caracteristica por
grupo a través de la prueba t-student, determinando si existe diferencia con p < 0,05 (*). El
detalle especifico de cada uno de los pacientes reclutados en este estudio se presenta en la
TABLA SUPLEMENTARIA 1.
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Ritmo sinusal Fibrilacién Auricular
Total muestra

Caracteristicas [n = 18] (con_trol) (ca_so) p-value
[n=9] [n=9]

Demograficas
Edad promedio — (afios + DE) 55,44+ 7,89 55,11 + 5,82 55,78 + 9,91 0,86
Hombres — N° (%) 10 (55,6) 8 (88,9) 2 (28,6) 0,023*

Comorbilidades
Hipertension — N° (%) 12 (66,7) 7 (77,8) 5 (55,6) 0,34
Diabetes — N° (%) 6 (33,3) 6 (66,7) 0 (0) 0,001*
Tabaquismo — N° (%) 7 (38,9) 5 (55,6) 2(22,2) 0,16
Obesidad — N° (%) 4 (22,2) 1(11,1) 3(33,3) 0,28
Insuficiencia cardiaca — N° (%) 6 (33,3) 1(11,1) 5 (55,6) 0,048*
Dislipidemia — N° (%) 5(27,8) 5 (55,6) 0 (0) 0,006*

Terapia farmacolégica
IECA/ARAII — N° (%) 8 (44,4) 5 (55,6) 3(33,3) 0,37
Betabloqueadores — N° (%) 11 (61,1) 4 (44 ,4) 7 (77,8) 0,16
Diureticos — N° (%) 7 (38,9) 1(11,1) 6 (66,7) 0,013*
Isosorbide — N° (%) 2(11,1) 1(11,1) 1(11,1) 0,99
Calcioantagonistas — N° (%) 2(11,1) 1(11,1) 1(11,1) 0,99
Antidiabéticos — N° (%) 5 (27,8) 5 (55,6) 0 (0) 0,006*
Antiagregantes — N° (%) 6 (33,3) 5 (55,6) 1(11,1) 0,048*
Anticoagulantes — N° (%) 8 (44,4) 0 (0) 8 (88,9) < 0,0001*
Estatinas — N° (%) 4 (22,2) 3(33,3) 1(11,1) 0,28

Tabla Ill. Resumen de las caracteristicas clinicas de los pacientes analizados en el estudio. DS: desviacion estandar, IECA: inhibidor de la enzima

convertidora de angiotensina, ARAIl: antagonista del receptor de angiotensina Il. *p < 0.05.
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5.4. Caracteristicas ecocardiograficas de los pacientes reclutados

A partir de los datos provenientes de la ficha de los pacientes fueron obtenidas las
caracteristicas ecocardiograficas de los pacientes estudiados. Para los fines de este trabajo
fueron considerados la fraccion de eyeccion (FE) y el volumen indexado de auricula izquierda
(Al). En promedio, el valor de FE fue de 58,5 + XX% para el grupo control comparado con el
grupo caso que fue de 57,4 £ 9,8%, sin diferencias entre ambos grupos (p = 0,77) (FIGURA
10A). Por el contrario, al comparar el volumen indexado de Al se obtuvo un valor de 32,7 +
5,12 ml/m? para el grupo control, versus 107,9 + 61,16 ml/m? para el grupo caso, por lo que los
pacientes en FA presentan dilatacién auricular severa comparada con los pacientes en ritmo
sinusal (p = 0,0021) (FIGURA 10B).

A Fraccién de Eyeccién VI B Volumen Auricula Izquierda
*
250 - | |
80 -
"E 200 .
60 - = [ P
S 3 150 -
S 40+ <
L s 100 -
- 20 5
9 50 —
0- 0-
RS FA RS FA
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9)

Figura 10. Caracteristicas ecocardiograficas de los pacientes incluidos en el estudio. Graficos de barras
(promedio + SEM) que muestra la fraccion de eyeccién (A) o el volumen de la auricula izquierda (B) en pacientes
del grupo control o del grupo con FA permanente. FEVI = Fraccion Eyeccién Ventriculo Izquierdo, Al/SC = Auricula

Izquierda/Superficie Corporal, RS = Ritmo sinusal, FA = Fibrilaciéon Auricular. ns = no significativo, * p < 0,05.
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5.5. Expresion génica de pacientes en RS versus pacientes en FA

La expresion génica de las isoformas del canal hHCN (1-4) y del cotransportador hANCX1
fue analizada usando el cDNA obtenido, a partir del RNAm generado con un protocolo de
transcripcion reversa, de las muestras de orejuela izquierda de los pacientes de cardiocirugia.
Cada uno de los cebadores fue estandarizado en términos de temperatura de fusién (Tm) y
concentracion de Mg?* apropiada al inicio de los experimentos (FIGURA 11), con ese resultado,
ademas, fue generado el amplicon utilizado para la construccién de la curva estandar en donde
fue interpolada la concentracion de cDNA (en ng/uL) para cada uno de los genes (FIGURA
12).

Ademas, se realizé un protocolo de qPCR para determinar los cambios en y en veces
de cambio, de aquellos genes analizados en los pacientes en FA respecto a aquellos en RS.
En este protocolo fue utilizado el fluoréforo SYBR Green, el cual se asocia a la molécula de
DNA y emite fluorescencia en presencia de doble hebra. Como gen constitutivo fue utilizado
h18s, el cual corresponde a ARN estructural ribosomal en células eucariéticas, y, por ende, un

componente basico en estas células.

Fue asumido como ausencia de expresion (niveles de transcritos muy bajos) a todas
aquellas reacciones no interpolables en la curva estandar. Los gréaficos de la FIGURA 13
corresponden al total de pacientes reclutados para este estudio (n = 9 por cada rama) para
pacientes en ritmos sinusal y para pacientes en FA, en los que se observo que, en las muestras
de tejido cardiaco humano auricular, es detectada la expresion de los genes hHCN1, hHCN2
y hHCN4, lo cual no ocurre para hHCN3. A su vez, también fue posible observar la expresion
del gen del intercambiador hNCX1. En cuanto a la abundancia relativa entre grupos, no fue
observada una diferencia en la expresion de los genes encontrados entre pacientes en FA
permanente comparado con pacientes en ritmo sinusal. Sélo fue observada expresion de

hHCN4 en algunas de las muestras evaluadas.
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Figura 11. Estandarizacion de partidores para qPCR. En la imagen se observa las curvas de disociacion y
geles asociados como productos de gPCR obtenidos a diferentes concentraciones de Mg?* para los partidores

utilizados en esta tesis (y que son descritos en la Tabla Il) que corresponden a (A) h18S como gen de expresién
constitutiva, (B) hHCN1, (C) hHCNZ2, (D) hHCN3, (E) hHCN4, (F) hNCX1.
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Figura 12. Curvas estandar de partidores de genes estandarizados. En la figura se muestra la curva estandar
construida a partir de una concentracion conocida de cDNA amplificado para cada gen estudiado y de la cual fue
interpolada la concentracion de cDNA para cada gen proveniente de las muestras de orejuela izquierda de los
diferentes controles y casos. Estos corresponden a h18S (A), hHHCN1 (B), hHCN2 (C), hHCN3 (D), hHCN4 (E), y
el intercambiador Na*/Ca?* (hNCX1) (F),
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Figura 13. Evaluacion del cambio en la expresiéon génica en muestras de cDNA de orejuela izquierda de
pacientes en RS y FA. (A) Grafico de barras (promedio+SEM) de la expresion semicuantitativa por gPCR de los
genes de las isoformas HCN1-4 provenientes del RNAm extraido de pacientes controles (n=9) (rojo) y casos (n=9)
(verde). (B) Curvas de amplificaciéon representativas.
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5.6. Expresion proteica de pacientes en RS versus pacientes en FA

Con el objetivo de evaluar la expresion proteica de los genes de interés antes
mencionados fue evaluada la presencia de HCN2, HCN4 y NCX1 en las muestras de pacientes
ya descritas, mediante la técnica Inmunoblot (Western blot). El punto de inicio consistio en la
estandarizacién de los anticuerpos utilizados, y para ello usamos distintas diluciones de los
anticuerpos, diferentes soluciones de bloqueo, asi como el patron de bandeo de cada proteina,
(FIGURA 14). De la estandarizacién de los anticuerpos notamos que, en el caso de anti-HCN2,
se detectd una proteina de, aproximadamente 55kDa en muestra de orejuela izquierda, pero
cuando fue transfectado el cDNA de HCN2 en células HEK y posteriormente se obtuvieron
extractos de las proteinas provenientes de esta muestra para realizar un Inmunoblot, una
banda fue detectada en la posicion esperada, esto es, a los 100 kDa, tal como se puede
observar en la FIGURA 14A; esto sugiere que, en tejido nativo, HCN2 sufre modificaciones
postraduccionales como es reportado en la literatura [63]. En el caso de HCN1, fueron
detectadas varias bandas inespecificas, pero una serie de publicaciones reportan, de forma
consistente, que esta proteina tiene una masa que varia entre 100-110 kDa, como se marca
en la FIGURA 14D [26].

Una vez obtenidos los extractos proteicos fue medida la concentracion de estos, a través
del método BCA (acido bicinconinico), para estandarizar la carga de proteinas a utilizar en los
geles de Bis-acrilamida. De esta forma fueron obtenidas las FIGURA 15 y 16 para el total de
la muestra del estudio clinico. Para determinar la abundancia relativa de proteinas, se obtuvo
una serie de fotos a través de un fotodocumentador, esta serie de fotos permite determinar
diferentes puntos de exposicion de la membrana de nitrocelulosa a través del tiempo, logrando
construir una curva hasta la saturacién. Posteriormente, a través del programa ImageJ, se
selecciond las bandas de interés y se calculd la densidad de pixeles (area seleccionada x
promedio de numero de pixeles), restando la densidad de pixeles del fondo. Posteriormente
se graficd el numero de foto y la densidad de pixeles obtenidas, lo que permitié construir una
curva cuyo limite superior corresponde al punto de saturacién. Finalmente se calcula la
pendiente de la recta obtenida, asegurandose que corresponda a la region lineal de la
fotodocumentacién. De esta manera se utiliza la relacion proteina de interés/proteina

housekeeping para determinar la abundancia relativa de cada una de las proteinas.
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Figura 14. Estandarizacion de anticuerpos. Se observa el control técnico realizado a los anticuerpos utilizados
en esta tesis. Dentro de estas se estandarizé (A) Anti-HCN2 (1:500, Alomone), (B) Anti-HCN4 (1:500, Alomone),

(C) Anti-NCX1 (1:400, Alomone) y (D) Anti-HCN1 (1:1000, Abcam)
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Los resultados de la FIGURA 15 muestran que no existe diferencia en la expresion de
ninguna isoforma de HCN estudiada entre pacientes en FA respecto a los que se encontraban
en RS. Respecto a la proteina HCN4, ésta esta expresada en algunos pacientes de cada
grupo, pero sin ser capaces de detectar diferencias entre grupos. En cuanto a NCX1 (FIGURA
16), el resultado muestra dos bandas, una a los 120 kDa y otra a los 55 kDa. La banda de
menor tamano corresponde a un procesamiento postraduccional que se ha descrito como
marcador de mayor actividad del intercambiador NCX1 al aumentar su presencia en pacientes
con insuficiencia cardiaca [64]. No identificamos diferencias en la cantidad total de proteina, ni
en el % proteolizado respecto a la proteina total del intercambiador entre los grupos en ritmo

sinusal y en FA permanente.
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Figura 15. Evaluacion de la expresion proteica de las isoformas hHCN1, hHCN2 y hHCN4 en muestras de
orejuela izquierda de pacientes en RS y FA. (A) Graficos de barras resumen (promedio + SEM) mostrando los
niveles de expresion proteica de HCN1 y HCN4 normalizado por los niveles de expresion de GAPDH de pacientes
en RS (n=9) (rojo) y pacientes en FA (n=9) (verde). Para HCN4 se realizé analisis cualitativo (presencia o ausencia
de isoforma) y se analizé con prueba exacta de Fischer para tablas de contingencia. A la derecha se muestra un
western blot representativo para cada isoforma.
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Figura 16. Evaluacion de la expresién proteica de NCX1 en la totalidad de muestras de orejuela izquierda
de pacientes en RS y FA. (A) Western blot representativo de la proteina NCX1. (B) Grafico de barras (promedio
+ SEM) de los niveles de expresion de NCX1 total normalizado por los niveles de expresiéon de GAPDH de
pacientes en RS (n=9) (rojo) y pacientes en FA (n=9) (verde). En (C) se muestran los niveles normalizados con
el control (RS), y en (D) el grafico de barras del promedio de porcentaje proteolizado respecto a la proteina en su
forma completa para cada grupo de pacientes.
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6. DISCUSION

La Fibrilacion Auricular es una alteracion del sistema excito-conductor cardiaco, en la
cual hay una pérdida del ritmo sinusal, que permite una contraccién organizada auricular, y en
cuya etapa final la FA permanente, no existe posibilidad de retorno a éste, con el arsenal
terapéutico existentes en la actualidad [65]. La mayoria de los farmacos antiarritmicos
disponibles han sido disenados para modificar el funcionamiento de los diferentes canales
idnicos que componen el potencial de accion de los cardiomiocitos especializados que se
encuentran a nivel del sistema eléctrico cardiaco [66]. En la actualidad, se desconoce el
mecanismo de generacion y progresion de la FA, pero varios estudios existentes en modelos
animales y humanos han conducido a hipotetizar que la arritmia cardiaca mas frecuente a nivel
poblacional en el mundo estaria mediada por el canal HCN [3], [56], [67], ya que es el
encargado del inicio del impulso eléctrico de manera espontanea, y que su expresion ectdpica
al nodo sinusal (en las regiones de auricula izquierda y alrededor de las venas pulmonares)
generaria sitios de descarga del impulso eléctrico de manera asincronica al ritmo del nodo
sinusal, factor esencial en la génesis de la FA, y demostrado a nivel de estudios
electrofisioldgicos en humanos [30]. Inclusive, se ha demostrado la disminucidn de la expresion
de todas las isoformas del canal HCN a lo largo del desarrollo cardiaco, lo que sugiere la
necesidad de su autorregulacion para evitar generar sustratos arritmogénicos [68]. De la
misma forma, ha sido reportado que pacientes con FA paroxistica mostraban alteraciones del
manejo de Ca?* a nivel intracelular, lo que sumado al aumento de eventos de liberacion
espontanea de Ca?* en los cardiomiocitos predisponian a la aparicion de eventos arritmicos

en células cardiacas humanas [32].

En esta tesis decidimos poner a prueba esta hipétesis, ya que todos los estudios
realizados a nivel humano muestran un sesgo en cuanto a la seleccion de sus pacientes debido
a la comparacion de poblaciones que tenian caracteristicas disimiles en cuanto a la funcién
contractil de base, ya que comparaban pacientes con fraccion de eyeccion reducida o
moderadamente reducida, versus fraccién de eyeccidn preservada [69]; o sus caracteristicas
demograficas, al evaluar sélo sujetos adultos mayores [70]. Estos factores se pueden entender
como reflejo de la dificultad de reclutamiento de pacientes dada la complejidad de los disefios
metodoldgicos de estos trabajos. Por un lado, existe baja disponibilidad de pacientes con

caracteristicas especificas que deben ser sometidos a cardiocirugias, y también a la ausencia
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de controles sin comorbilidades, ya que los pacientes “sanos” no son sometidos a
procedimientos que involucren toracotomia. A su vez, existe dificultad de coordinacion entre
los equipos cardioquirurgicos y los cientificos, que deben trabajar en conjunto para poder

obtener las muestras necesarias. Todo lo anterior fue intentado subsanar en este trabajo.

Nos propusimos generar un estudio que permitiera demostrar las modificaciones a nivel
de la dinamica del Ca?* intracelular con un modelo de sobre-expresion de HCN, y en particular
sus isoformas 2 y 4, en el cardiomiocito aislado, ya que estudios previos mostraban que estas
dos eran menos selectivas al nodo sinusal (a diferencia de la isoforma 1, y dada la ausencia
de la isoforma 3 que es exclusiva del sistema nervioso) [26] y se encontraban sobre-
expresadas en FA fuera del nodo sinusal [69], [71]. De la misma forma, la extraccion de
cardiomiocitos desde modelos animales transgénicos, hacian susceptible a la célula cardiaca
de verse afectada por el componente B-adrenérgico y toda su cadena de fosforilacion de
proteinas claves involucradas en los cambios del potencial de membrana o en la dinamica del
Ca?*. Posteriormente, disefiamos un estudio clinico, en el cual evaluamos las isoformas del
canal HCN y al intercambiador NCX dado su rol en la dinamica de Ca?* intracelular, y a su

asociacion a la génesis de la FA [32]

Diseno del vector adenoviral HCN2/HCN4 y evaluacion de su eficiencia

Inicialmente generamos un vector adenoviral mediante el subclonamiento del plasmidio
original con las secuencias para HCN2 y HCN4 humano en un vector comercial que contenia
la secuencia para una proteina fluorescente roja (RFP) como marcador de la correcta
transduccion celular tal como es observado en la FIGURA 2. Con la amplificacion hasta la 4ta
generacion adenoviral ya habiamos establecido previamente en nuestro laboratorio que los
titulos virales eran adecuados para proceder a los experimentos [60], pero a pesar de ello,
decidimos demostrar que la eficiencia de infeccidn era adecuada a través de la evaluacion de
la expresion a nivel de mensajero (FIGURA 3Ay B) y de proteina (FIGURA 3C). Con lo anterior
observamos que habia un aumento de la expresion de mensajero y proteina para la isoforma
2, no asi para la isoforma 4. El motivo por el cual no fue posible aumentar los niveles de
expresion de HCN4 no son claros, pero existen reportes previos que muestran que HCN4

presenta dependencia en cuanto a expresién y funcionamiento con respecto a HCN2 [27], [63].
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Es por esto que decidimos continuar los experimentos celulares solo para la proteina HCN2,
dado que, en primer lugar, HCN puede desplegar su funcionamiento como un canal homo o
heterotetramérico y, en segundo lugar, la sobre-expresién de la isoforma 2 o 4, de forma
independiente, habia sido reportada en modelos animales o humanos arritmogénicos [72]—
[74].

La eficiencia de sobre-expresion de la proteina humana HCN2 desde las 24 a las 72
horas, fue evaluada para elegir el mejor momento para realizar los experimentos de dinamica
de Ca?* posteriores. Para ello disefiamos el protocolo de la FIGURA 4 y determinamos que a
partir de las 48 horas de infeccién se producia un aumento de la expresion de HCN2 en los

cardiomiocitos de ratas neonatas, tal como se muestra en la FIGURA 5.

Evaluacion de la dinamica de Ca?* intracelular en células de ratas neonatas

Estudios previos han observado que pacientes con FA presentan modificaciones en la
dinamica de Ca?*, particularmente disfuncién de RyRz producto de un estado hiperfosforilado
provocando mayor frecuencia de eventos de liberacion espontanea de Ca?* desde el reticulo
sarcoplasmico [75]. Esto, a su vez, provoca mayor frecuencia de post-potenciales tardios a
través de la activacion en su modo forward del intercambiador NCX, con aumento de eventos

arritmogénicos en células cardiacas humanas [32][76].

Mediante el aislamiento de cardiomiocitos de rata neonata, y a través de una sonda
fluorescente de Ca?* (Fluo-4 AM), se evalud la cinética del transitorio de Ca?* en un grupo
control y en otro que sobre-expresa hHCN2 a partir de la infeccion con el vector adenoviral
disefiado en el objetivo previo (FIGURA 7). El transitorio se evalu6 a través de un pulso de
campo eléctrico constante, en presencia o ausencia de un inhibidor selectivo de HCN,
Ivabradina, en concentraciones de 10 uM [77] y finalmente con la liberacion total de Ca?*
intrareticular con 10 mM cafeina que ocasiona una apertura total de los canales de RyR> [78].
Al analizar la amplitud de los transitorios, encontramos diferencias entre el grupo control y
HCN2, esto sugiere que es necesario evaluar la abundancia o funcionalidad de RyR:z con la
sobre-expresion de HCN2, a través de su expresion génica y proteica, o la determinacion de

modificaciones postraduccionales como fosforilacion en residuos especificos [75] 0 a través de
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bicapas lipidicas [79] de manera dirigida, y es interesante que la sola expresién aumentada de
HCN2 a nivel celular generara estas modificaciones, independientes de mecanismos
reconocidos dependientes de proteinas activadas por PKA proveniente de la cascada del
sistema B-adrenérgico en estudios de modelos de FA en animales o humanos [80]. Lo anterior
también podria asociarse a corrientes de Canales de Ca?* tipo L disminuidas con activacion
disminuida de RyR2, otro de los mecanismos observados en FA [81]. No encontramos
diferencias en los niveles de Ca?* diastolico en ambos grupos como se observa en la FIGURA
8A y 8B, a diferencia de lo descrito por Yampolsky et al, 2019 para HCN4. En este trabajo, la
sobre-expresion de HCN4 a partir de ratones transgénicos inducibles tejido-especificos,
generaba una alteracion en la cantidad de Ca?* diastodlico, y en la amplitud del transitorio, que
se lograba revertir con el bloqueo farmacoldgico de NCX, lo que sugiere a los investigadores
que HCN4 sobre-expresado provocaria cambios en la homeostasis del Ca?* con NCX como
efector principal [72]. Curiosamente, en nuestro modelo de célula aislada de rata neonata,
también conseguimos replicar fenédmenos arritmogénicos y alteracion del manejo del Ca?* a
pesar de la baja actividad del intercambiador segun lo descrito por Morales et al, 2017 [82]. En
nuestro modelo, los resultados sugieren que el tiempo de recaptura del Ca?* no tendria
diferencia en los transitorios al inicio del protocolo entre ambos grupos (FIGURA 8C). Es
fundamental recalcar en nuestro trabajo que al ser un modelo de célula aislada en
contraposicidon a la expresion en modelo transgénico in vivo, los cardiomiocitos no se ven
expuestos a la influencia del control nervioso autondmico, lo que podria prevenir en nuestro
caso, por ejemplo, modificaciones a otras proteinas que regulan la dinamica de Ca?*, como
sucede en la respuesta beta-adrenérgica, y las fosforilaciones multiples a través de PKA [80],
[83], pero aun asi vemos modificaciones que podrian explicarse por modificaciones de las

proteinas involucradas en el transitorio de Ca?*.

De manera interesante, el bloqueo irreversible de forma aguda de los canales HCN2
con lvabradina, no determind que existieran modificaciones en ninguna de las variables
evaluadas del transitorio de Ca?* (FIGURA 7D-7E). Por lo que la sobre-expresion de HCN2 en
el tiempo podria generar modificaciones en la estructura y funcion del cardiomiocito que no es
reversible con el efecto agudo de un inhibidor selectivo para este canal, de esta forma se puede
plantear evaluar el efecto de la sobre-expresion de HCN2 en conjunto con la administracion de
Ivabradina para determinar si estas modificaciones se previenen al bloquear HCN2 desde el
momento inicial de sobre-expresiéon. Esto ultimo, podria reforzar la idea de que la FA es una
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enfermedad progresiva e irreversible debido a los cambios crénicos que se generan a nivel

celular de no mediar terapia precozmente.

Al aplicar cafeina promoviendo la liberacion total de Ca?* intrareticular, fuimos capaces
de identificar cambios en el comportamiento de tau, lo que en este punto se traduce
principalmente en la extrusion del Ca?* intracelular por parte del intercambiador NCX, entre los
grupos control y el grupo con sobre-expresion de HCN2 como se puede observar en la FIGURA
8D. Esto va en linea con articulos de otros grupos, en el que la sobre-expresion de HCN4
generaria una disminucion en la actividad de NCX [72]. Para confirmar la diferencia de
actividad entre los dos mecanismos responsables de disminuir el Ca?* durante los transitorios
(SERCA y NCX) se realizo la razon de las velocidades donde no encontramos diferencias entre
los cardiomiocitos control y los sobre-expresados para HCN2. Como ultimo punto es
destacable que tampoco encontramos diferencias en la cantidad de Ca?* total, a diferencia de
trabajos previos [72], [74], por lo que es importante aumentar el tamafio de muestra de nuestro
trabajo para poder otorgarle mayor poder al estudio, pero a su vez, podria reflejar cambios aun
agudos que requieren mayor tiempo para desestabilizar los sistemas de control de la dinamica
de Ca?".

De la misma forma, hicimos registros aislados de cardiomiocitos de ambos grupos en
condicion control, logrando determinar la presencia de calcium waves (FIGURA 9A). Estas
ondas de calcio corresponden a fendmenos sumatorios de sparks de Ca?* que se magnifican
en tiempo y espacio a nivel celular [84] y clasicamente se han asociado a sustratos
arritmogénicos en diferentes arritmias dentro de su mecanismo fisiopatolégicos [85], y
principalmente como base de FA en sus distintos estadios [76]. A su vez, antiarritmicos como
la flecainida, logra modificar algunas proteinas involucradas en la dinamica de Ca?*
promoviendo la diminucién de estos eventos de liberacidén espontanea de Ca?* [86] En nuestro
trabajo experimental logramos observar que en el grupo de cardiomiocitos infectados con
HCN2-RFP presentaban una proporcion muy marcada de células con calcium waves
comparado con el grupo control. Por tanto, la sobre-expresién de HCN2 de manera aislada,
sin el efecto B-adrenérgico que es un mecanismo hiperactivado en FA y que permite generar
cambios en las proteinas asociadas con la dinamica intracelular de Ca?* [87], [88], se encuentra
involucrada en el sustrato arritmogénico en cardiomiocitos de rata neonata aisladas, alterando
el manejo de la dinamica de Ca?* como se describid previamente.
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Finalmente, en el modelo celular, para evidenciar que los cambios desencadenados por
HCN2 son efectuados de manera cronica dada su sobre-expresion, demostramos ademas que
al co-incubar el cardiomiocito infectado con HCN2 e Ivabradina, su inhibidor selectivo, durante
todo el periodo previo al registro (72 horas), las ondas de Ca?' también se revertian,
suprimiendo de manera significativa el sustrato arritmogénico que se observaba en las células
infectadas con HCN2 sin Ivabradina (FIGURA 9B).

Estos resultados en conjunto nos sugieren que los efectos de la sobre-expresion de
HCN2 podrian estar mediados por cambios en la amplitud del transitorio de Ca?*, a través de
su principal proteina involucrada que es RyR2 o sus proteinas estabilizadoras [89] y que sus
modificaciones ademas, se han visto implicada en procesos arritmogénicos [90] en un
mecanismo de respuesta a FA denominado Ca?* signalling silencing [91], de la misma forma
con el intercambiador Na*/Ca?* [32]. Otra posibilidad podria corresponder a cambios de
expresion o funcidn de canales de Ca?* de tipo L [92] que frente a una menor corriente de Ca?*
no logran desencadenar un estimulo para liberacion de Ca?* total desde el intrarreticular en
CICR. Todos estos cambios logran desencadenar eventos de liberacion espontanea de Ca?*
sin requerir las modificaciones originadas por la accion del sistema simpatico, como ocurre a
nivel sistémico, y es revertido al utilizar de forma crénica un inhibidor selectivo del canal HCN

demostrando las alteraciones crénicas que genera la sobre-expresion de este canal.

A partir de los experimentos realizados durante esta parte de la tesis, pudimos
demostrar que la sobre-expresiéon de hHCN2 en cardiomiocitos de rata neonata durante 72
horas genera un efecto que es suficiente para conformarse como sustrato desencadenador

de efecto arritmico a nivel celular.

Modificaciones en la expresion de las isoformas del HCN en pacientes con

FA permanente y fraccidn de eyeccidén preservada

Posterior a demostrar que la sobre-expresién de HCN2 podria generar alteraciones en
el manejo del Ca?* intracelular en el modelo celular, decidimos evaluar su comportamiento en

muestras de auricula izquierda (el segundo sitio mas frecuente de eventos de despolarizacion
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ectdpica al nodo sinusal en FA [30]) de pacientes con FA persistente, de edad media (no
adultos mayores) y con fraccién de eyeccidn preservada, todos aquellas caracteristicas que
presentaban sesgos en estudios humanos que mostraron la importancia de HCN 2y 4 en la
patogénesis de la FA [69], [93].

De esta forma se reclutaron pacientes en ritmo sinusal y en FA permanente de 55 afios
como edad promedio y fraccidén de eyeccion media de 58% (preservada) como se observa en
la TABLA lll y en la FIGURA 10A. En concordancia con trabajos anteriores [94], como se
observa en la FIGURA 10B, los sujetos en FA ademas mostraban una auricula izquierda
totalmente remodelada, lo que se traducia en un volumen auricular indexado (volumen auricula
izquierda/superficie corporal) mayor a 3 veces al de los pacientes en ritmo sinusal, esto denota
mayor remodelacién eléctrica y estructural [95], [96], asociandose con episodios de FA
recurrentes y recaidas en pérdida de ritmo sinusal post ablacién de foco de impulso eléctrico

ectopicos [97].

En cuanto a la expresién génica de HCN pudimos comprobar que las isoformas
presentes en las muestras de auricula de pacientes corresponden a HCN1, HCN2 y HCN4,
con ausencia de la isoforma 3 tal como se observd en estudios previos [26]. Pero de manera
interesante, no encontramos un aumento en la expresién de ninguna de ellas, a diferencia de
lo que se ha reportado anteriormente [69], [93] como se observa en la FIGURA 13. De la misma
forma, cuando se evalud la presencia de las proteinas codificadas por estos genes, tampoco
se encontré diferencias en su expresion entre el grupo de pacientes en ritmo sinusal y aquellos
pacientes en FA permanente (FIGURA 15). Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que
HCN podria no ser parte del mecanismo central de remodelacion eléctrica en FA permanente,
en particular, en el subgrupo de pacientes con FA de origen valvular, por lo que los cambios
que se habian encontrado previamente, podrian estar asociados a la poblacion reclutada para
esos estudios (afiosos, con insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccion reducida o
muestras provenientes de regiones no habitualmente asociadas a focos ectépicos de impulso
eléctrico espontaneo) tal como se proponia en los estudios con muestras de pacientes
previamente citados. Lo anterior, podria suponer que las diferentes etiologias de FA podrian
tener un origen fisiopatoldgico diferente, con composicion en cuanto a canales idnicos que dan
origen y mantienen la enfermedad distinta entre los diferentes grupos. Esto es de particular

importancia, ya que se hace necesario un estudio exploratorio que permita evaluar esta
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hipotesis, y en consecuencia, disefiar estrategias especificas a la medida de cada paciente,
por lo menos, para las causas mas frecuentes de FA, evitando su progresién hacia la

remodelacion eléctrica y estructural.

Sin embargo, y tal como hemos evidenciado a nivel celular, la sobre-expresion de HCN2
se configura como sustrato para la generacion de arritmias, ya que el sélo hecho de aumentar
su expresion es suficiente para desencadenar modificaciones en el transitorio de Ca?*, y por
lo tanto, este podria ser un mecanismo asociado a otros (como modificaciones al resto de
canales implicados en el impulso eléctrico, los canales de Ca?* Tipo Ty Tipo L [76], [98]-[101],

que en conjunto podrian estar a la base de la aparicion o mantencion de la FA.

De la misma manera, en la FIGURA 16 evaluamos las modificaciones a nivel de
transcrito y proteina del intercambiador NCX, el principal mecanismo de extrusion del Ca?*
intracelular posterior a la contraccion miocardica, y asociada a la generacion de FA. Reportes
anteriores en modelos animales [102], [103] y en humanos [32], mostraban que una mayor
expresion del intercambiador, con una actividad de intercambio aumentada, tendria un efecto
pro-arritmogénico. La interpretacion respecto al nivel de actividad de NCX se desprendia de la
cantidad de NCX proteolizado respecto a la proteina total en este tejido, con una mayor
proporcion de la primera en relacion con la segunda [104]. En nuestra muestra de pacientes
no logramos encontrar una mayor cantidad de expresién de mensajero o proteina, ni tampoco
mayor proporcion de canal proteolizado con relacion al contenido de canal total, lo que sugiere
que no hay mayor nivel de actividad de este ultimo. Este resultado va en linea con nuestro
hallazgo respecto a la actividad del intercambiador en cardiomiocitos sobre-expresando el
canal hHCN2, en los que inclusive encontramos una menor actividad de NCX en el periodo de

extrusion de Ca?* al extracelular, posterior al empleo de cafeina.

Esto apunta a que HCN no es indispensable para la generacion de FA, pero si suficiente,
porque la sobre-expresion de HCN2 genera alteraciones de la dinamica de Ca?* en los
cardiomiocitos de rata neonata y calcium-waves a través de esta técnica. Por lo tanto, podemos
plantear que la expresién aumentada de hHCN2 podria determinar cambios en el potencial de
reposo de los cardiomiocitos de ratas neonatas [72], [105], haciéndolo menos negativo, lo que
desencadenaria el funcionamiento en modo reverso del transportador NCX favoreciendo el
ingreso de Ca?* al intracelular [106]-[108], conduciendo a una sobrecarga de Ca?*, lo que de
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forma sostenida en el tiempo, alteraria el manejo de Ca?* conduciendo a modificaciones en
RyR2 o LTCC asociado a la disminucién de actividad de NCX, tal como se observa en otras
patologias como la insuficiencia cardiaca [109], [110], determinando la aparicion de fenémenos

arritmicos.

Los resultados en su conjunto proponen un cambio respecto a la hipétesis tradicional
de generacion y mantencion de los mecanismos asociados a la arritmogénesis en el modelo
celular, y a la generacion y progresion de la FA a nivel clinico. Nuestras observaciones pueden
dar cuenta del fracaso de estrategias farmacolégicas asociadas al tratamiento de la FA en
estudio clinicos, como ha sucedido con lvabradina, un inhibidor selectivo irreversible de HCN,
el que ha tenido resultados dispares en pacientes con FA para promover el retorno a ritmo
sinusal en este grupo, inclusive promoviendo episodios de FA [111], [112], siendo actualmente
aprobado por la FDA sélo para pacientes con insuficiencia cardiaca que no logran el objetivo
de reduccion de frecuencia cardiaca bajo las metas esperadas durante su seguimiento, o sea,
por su efecto cronétropo negativo [11], [15]. De esta manera, este trabajo abre nuevas
perspectivas respecto a los mecanismos moleculares que podrian estar implicados en FA, en
el sentido de entender que la fisiopatologia que subyace a la FA puede tener un
comportamiento dispar dependiendo de su etiologia, apuntando a la necesidad de ir hacia
medicina personalizada, en la cual, si somos capaces de conocer las poblaciones de canales
implicados en la generacion y progresién de cada subgrupo, podemos orientar una terapia
individual para cada uno de ellos, modificando el paradigma tradicional del uso antiarritmico
en nuestros dias, donde habitualmente utilizamos Amiodarona, un inhibidor de canales de

potasio como terapia farmacoldgica principal en FA.

Desde otro punto de vista, si bien las alteraciones en FA observadas en esta tesis
podrian no estar asociado al numero de canales HCN, si pudiesen éstos sufrir modificaciones
de su actividad mediante regulaciones postraduccionales asociadas [113], [114]. De la misma
manera, otras proteinas implicadas en el potencial de accion de los cardiomiocitos automaticos
como los canales de Ca?* [53], [100], [115] o K* [116] podrian mostrar variaciones en estos
pacientes, o tener un rol arritmogénico en el modelo a nivel celular y que no fueron evaluados

en este trabajo.
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Por lo tanto, a partir de este estudio clinico, en el subgrupo de pacientes cuya FA es de
etiologia valvular el canal HCN no es necesario para la generacion y mantencion de la
enfermedad, lo que no limita a que grupos de pacientes cuya etiologia sea diferente a la

valvular puedan tener como mecanismo de generacion a este canal.

Fortalezas y limitaciones de la tesis

Este trabajo logra reportar los cambios a nivel de la dindmica de Ca?* respecto a la
sobre-expresion de HCN2 mediante un modelo adenoviral, lo que permite comprender el
impacto en las diferentes proteinas involucradas en el manejo del Ca?* intracelular, dado que
previamente se habia reportado lo que sucedia con los cambios en el potencial de membrana
a través de esta misma estrategia [73]. También, permite evidenciar el efecto especifico de
hHCNZ2 sin la presencia de la respuesta f-adrenérgica derivada de la estrategia de induccion

de expresién de HCN2 en el modelo animal, como se ha realizado en estudios previos.

A su vez, esta tesis consigue obtener una muestra que corresponde a la tercera mas
grande de pacientes con FA permanente (la mas grande logré reclutar el triple de pacientes a
la nuestra [93]. Pero indiscutiblemente, posee la muestra mejor seleccionada respecto a todos
los estudios antes realizados, ya que logra superar el sesgo por edad, comorbilidades y
fraccidon de eyeccion que se impone al analisis de las isoformas de HCN y del intercambiador
NCX en la totalidad de los estudios previamente citados. Este hecho, permitira en el futuro,
evaluar otros canales implicados en la posible patogénesis de la arritmia mas frecuente en la

poblacion a nivel mundial.

Dentro de las limitaciones de este trabajo destaca el modelo donde se realizaron los
experimentos a nivel celular, ya que inicialmente planteamos la posibilidad de realizarlo en
cultivos de cardiomiocitos humanos, pero debido a dificultades en la técnica de digestién de
las muestras de auricula izquierda, a la disponibilidad de pacientes para poder obtener muestra
y la compleja red de coordinacion para la recoleccion de la misma, debimos finalizar los
experimentos en cardiomiocitos de ratas neonatas, que ya se encontraba estandarizado en
nuestro laboratorio. De la misma forma, no logramos conseguir una infeccion adenoviral

efectiva con el virus de HCN4 humano para evaluar el comportamiento de la dinamica de Ca?*
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al sobre-expresar esta isoforma, que algunos estudios muestran como importante en los
fendmenos arritmicos en modelos celulares y en pacientes. Previamente se ha sugerido que
HCN4 pudiera requerir de la sobre-expresion de HCN2 de manera simultanea para su correcto
funcionamiento, como lo ha reportado Ye et al [63], esto podria ser una explicacién alternativa

a no conseguir sobre-expresar HCN4 con nuestra estrategia.

En cuanto al estudio clinico es deseable poder extender el nimero de sujetos reclutados
para otorgar mayor potencia al estudio, aunque dada la dificultad de obtencion de las muestras
por su naturaleza (deben provenir de pacientes candidatos a cirugia cardiaca) y por lo estricto
de los criterios de inclusion y exclusion, se hace dificil conseguirlo. Esta es una de las razones
por la cual los estudios previos generaban sus muestras con criterios mas laxos, y asi obtener
mayor cantidad de sujetos. Finalmente, en relacion con las moléculas evaluadas, se hace
necesario determinar como cambian otras proteinas involucradas en el manejo del Ca?*
intracelular, dada la alteracion que observamos en el modelo celular y no solamente lo que

ocurre con NCX en la muestra de pacientes.

Perspectivas del estudio

Con estos resultados se hace necesario determinar los cambios en otras proteinas
asociadas al potencial de accion de los cardiomiocitos marcapaso, como ocurre con aquellas
de la fase 2 y 3 (Ca?* y K*) debido a que existe evidencia que su alteracion podria estar
implicada en la patogenia de la FA y, por tanto, podrian convertirse en un mecanismo
alternativo en esta patologia, o bien, pudiesen expresarse de manera diversa en los diferentes
grupos etiologicos de FA. Lo anterior puede considerarse dado que tenemos una muestra de
pacientes muy seleccionada, con criterios estrictos y que podria evaluarse de mejor forma,
dado el sistema de inclusion y recolecciéon de muestras que ya tenemos en funcionamiento, si
logramos aumentas la cantidad de pacientes involucrados. Este modelo disefiado por nuestro
grupo abre la puerta para generar colaboraciones con otros grupos de estudio para la
obtencién de material cardiaco humano. Todo lo anterior es relevante, ya que hoy en dia la
seleccién de anti-arritmicos en FA se realiza a partir de las condiciones ecocardiograficas y de
comorbilidades del paciente (en vista a los posibles efectos adversos de cada terapia), no asi

por un mecanismo fisiopatoldgico de base que apunte a una terapia especifica para cada uno
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de estos pacientes, y que dados los resultados de esta tesis, hacen hipotetizar que cada
subgrupo se comporta de una manera distinta en cuanto a los mecanismos de generacién y

mantencion de FA.

Queda pendiente ademas continuar perfeccionando el método de extraccion de
cardiomiocitos humanos que habiamos logrado desarrollar inicialmente para esta tesis y que
dada la baja muestra de pacientes no logramos continuar realizando para los experimentos en
modelo celular. Perfeccionar esta técnica es factible y nos permitiria realizar experimentos en

el mejor modelo celular disponible para esta y otras patologias humanas.
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7. CONCLUSION

A nivel celular, la sobre-expresién de la isoforma HCN2 humana en un modelo de rata
neonata produce una alteracion en la dinamica de Ca?* que se caracteriza por el la disminucion
de la amplitud del transitorio de Ca?* que podria asociarse a cambios en RyR2 o LTCC, y
enlentecimiento de la actividad de NCX, lo que promoveria el potencial arritmogénico. A su
vez, la expresion de HCN2 en células aisladas de rata neonata provee de manera suficiente

un sustrato arritmogénico como son calcium waves.

A nivel clinico, sin embargo, no se detectan cambios en la expresidn génica o proteica
de las isoformas de HCN al comparar pacientes adultos con fraccién de eyeccion conservada
en FA permanente de origen valvular mitral respecto a un grupo en ritmo sinusal de similares
caracteristicas. Siendo este estudio el primero en determinar los cambios de las isoformas del
canal HCN en tejido auricular humano en una poblacién seleccionada bajo criterios estrictos
de inclusion, eliminando los sesgos de todos los estudios previamente realizados. De la misma
forma, no existen diferencias en cuanto a la expresion ni la actividad del intercambiador NCX1
humano en esta muestra de pacientes. Por tanto, HCN no seria necesario para determinar la

generacion y mantencion de FA, al menos, en este grupo de pacientes.

Nuestro trabajo sugiere que la hipétesis actualmente aceptada de inicio y progresion de
FA, al menos en pacientes con enfermedad valvular mitral, debe ser reevaluada, lo que permite
explicar los resultados clinicos dispares en esta enfermedad, ya que distintos subgrupos de
pacientes con FA podrian tener como mecanismo fisiopatoldégico subyacente diferente
composicion de canales iénico. Esto abre una nueva oportunidad de explorar otras proteinas
involucradas en el mecanismo de acoplamiento excitacion-contraccidon como potenciales
blancos terapéuticos en esta enfermedad apuntando a determinar el patrén especifico para

cada subgrupo y asi orientar la terapia de una manera mas personalizada.
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ANEXOS

TABLA SUPLEMENTARIA 1

Grupo/ Edad Sexo Diagnéstico principal Diagnéstico Comorbilidades Farmacos en uso FE (%) Vol. Al
N° (afios) (M/F) EF (ml/m?)
paciente (Ritmo)
Losartan
Amlodipino
SCA SDST DM2 NIR
Atorvastatina
Control 1 61 M Enfermedad severa de Ritmo sinusal HTA AAS 66.9 32.7
3 vasos Fistula perianal
Metformina

Glibenclamida

Angina inestable

DM2 IR
Control 2 54 M Enfermedad severa de Ritmo sinusal Insulina NPH 56 28
Tabaquismo
2 vasos y TCI
DM2 NIR Losartan
SCA SDST
HTA Bisoprolol
Control 3 45 M Enfermedad severa de Ritmo sinusal 76.9 48
Tabaquismo Clopidogrel
3 vasos
Dislipidemia AAS
AAS, Losartan, Bisoprolol,
SCA SDST DM2 IR Isosorbide, Atorvastatina,
Control 4 56 F Enfermedad severa de Ritmo sinusal HTA Insulina, Pentoxifilina, 495 30
3 vasos Dislipidemia Melatonina, Omeprazol,

Pregabalina
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Control 5

Control 6

Control 7

Control 8

Control 9

Caso 1

53

61

50

63

53

32

SCA SDST
Enfermedad severa de
2 vasos
Angina estable
Enfermedad severa de
3 vasosy TClI
SCA SDST
Enfermedad severa 3
vasos y TCI
SCA SDST
Enfermedad severa de

2 vasos

SCC
Enfermedad severa de

3 vasos

Insuficiencia mitral
severa + Estenosis

mitral leve

Ritmo sinusal
BCRD

Ritmo sinusal

Ritmo sinusal

Ritmo sinusal

Ritmo sinusal

FA reciente

diagndstico

Linfoma no
Hodgkin
Tabaquismo
DM2 NIR
HTA

Dislipidemia

HTA

Tabaquismo

HTA

Tabaquismo

HTA
DM2 IR
Dislipidemia
Obesidad

ICFEp
HTA

Metformina,
Glibenclamida, Atenolol,
AAS, Atorvastatina

Losartan, Hidroclorotiazida

Enalapril, Metformina,
AAS, Atenolol, Carvedilol,

Insulina

Enalapril
AAS

Carvedilol

50

51

50

62

50

34

34

34

24.5

43
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Estenosis mitral
severa + Insuficiencia
Caso 2 60 F tricuspidea severa +
Estenosis aodrtica

moderada

Estenosis +
Caso 3 63 F Insuficiencia mitral

severa

Enfermedad bivalvular
reumatica
Estenosis mitral
Caso 4 57 M severa + Insuficiencia
moderada +
Insuficiencia Adrtica

moderada

Estenosis +
Caso 5 57 F Insuficiencia mitral

severa

ICFEp

Cancer rectal

FA/Flutter
Etapa IV
permanente .
Tabaquismo
Obesidad
FA ICFEp
permanente HTA
HTA
FA Trombo
permanente intracavitario
Tabaquismo
Esclerodermia
Enfermedad
FA _
Celiaca
permanente _ N
Hipertension
pulmonar

Paracetamol
Pregabalina
Ciclobenzaprina

Dalteparina

Carvedilol
Furosemida
Atorvastatina
Digoxina
Espironolactona

Acenocumarol

Acenocumarol, Losartan,

Amlodipino

Acenocumarol,

Furosemida, Atenolol

63

61

54

200

182

85

52
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Acenocumarol, Carvedilol,

Estenosis mitral FA
Caso 6 65 F ICFEp Furosemida, Losartan, 66 73
severa permanente
Isosorbide; Zopiclona
Acenocumarol, Bisoprolol,
Estenosis mitral FA Espironolactona,
Caso 7 51 F Hipotiroidismo 55 178
severa permanente Levotiroxina, Pregabalina,

Escitalopram

HTA
o Obesidad Carvedilol, Digoxina,
Estenosis mitral
S FA EPOC Furosemida, Loratadina,
Caso 8 55 F severa + Insuficiencia 60 41
permanente Artrosis Paracetamol, Bromuro de
mitral moderada ) _ . .
Nodulo mamario Ipatropio, Budesonida

Rinitis alérgica

HTA
Atenolol, Hidroclorotiazida,
Avrtritis
Insuficiencia Mitral + FA Triamtereno, Levotiroxina,
Caso 9 62 F o reumatoide . 54 69
Adrtica severa permanente _ Leflunomida, Metorexato,
Obesidad

o Acenocumarol
Hipotiroidismo
Tabla S1. Caracteristicas clinicas de los pacientes reclutados. M: Masculino, F: Femenino, HTA: hipertension arterial, SCA: sindrome coronario agudo,
SDST: supradesnivel del sefgmento ST, TCI: tronco cornario izquierdo, BCRD: bloqueo completo de rama derecha, DM2: diabetes mellitus tipo 2, NIR: no

insulino requiriente, AAS: acido acetil salicilico, FA = fibrilacién auricular. FE= fraccién de eyeccion; Vol Al= volumen auricula izquierda.
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ANEXO 2

Extraccion de cardiomiocitos auriculares humanos

A partir del protocolo descrito por Voigt et al (2013) fue realizada la digestion enzimatica,
usando colagenasa tipo | y Proteasa tipo XXIV, del tejido auricular de los pacientes. La
obtencidén de los cardiomiocitos auriculares requiri6 montar un sistema compuesto por: vaso
doble capa de vidrio con chaqueta sobre un agitador magnético, un bano termorregulado para
mantener la temperatura a 37°C, bomba peristéltica unida por sistema de mangueras, ademas
de un colador con filtro de 200 um de tamafio de poro, como es mostrado en la FIGURA S2AA.
Al finalizar los sucesivos pasos, y en un proceso de extraccion y posterior tolerancia a Ca?*
exitoso puede observarse por microscopia, la FIGURA S2B, con cardiomiocitos auriculares
adultos preparados para ser cultivados en placa con cubre-objetos de vidrio previamente

tratada con laminina y asi proceder con experimentos de imagenes de Ca?*.

Figura S1. Extraccion de cardiomiocitos auriculares humanos. Las muestras de orejuela izquierda

transportadas desde el pabelléon de cardiocirugia fueron procesadas en el sistema montado en (A) que esta
formado por un vaso precipitado de doble capa sobre un agitador magnético, permitiendo mantener a 37°C el
sistema durante todo el proceso a través del bafio termorregulado y con la ayuda del movimiento constante de la
bomba peristaltica (al fondo). En (B) es observado un grupo de cardiomiocitos humanos a la microscopia 6ptica

obtenido a partir de la digestion enzimatica del tejido de pacientes, realizado en el sistema mostrado en (A).
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ANEXO 3

Aprobacion protocolos comité de Etica

VID: CICUA

Vicerractoris de Investigacidn y Desarroto COMITE INSTITUCIONAL DE
4] UNIVERSIDAD DE CHILE CUIDADOY USODE ANIMALES

Santiago,a29demarzo de2018
Certificado n°: 18122-MED-UCH

CERTIFICADO

El Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile, certifica
que en el protocolo nimero 0996-MED-UCH del Proyecto de Investigacion titulado “Papel de las
isoformas 2y 4 del canal HCN en el manejo del calcio intracelular en células auriculares derata
adultacomo mecanismo asociado a lageneracién de Fibrilacién Auricular”, del Investigador Sr.
Alfredo Parra Lucares, Estudiante de Doctorado en Ciencias Médicas y Especialidad y cuyo
Patrocinador- Responsable es el Dr. Diego Varela Lekanda, del Programa Disciplinario de
Fisiologia y Biofisica, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile, no se plantean acciones
en sus procedimientos que contravengan las normas de Bioética de manejo y cuidado de
animales, asi mismo la metodologia experimental planteada satisface lo estipulado en el
Programalnstitucionalde Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de Chile.

Los investigadores se han comprometido a mantener los procedimientos experimentales
planteados enel Protocolodetrabajoyanorealizarmodificacién algunasin previanotificaciény
posterior aprobacion por parte de este Comité.

Seotorgalapresente certificacion paraelusode 32ratas Rattus norvegicus(cepa Sprague Dawley),
provenientes del Bioterio Central de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, durante 36
meses a partir de esta fecha, tiempo estimado de ejecucion del estudio, el cual sera financiado por
FONDECYT 1160900, Proyecto SAVAL 2017 y financiamiento personal del investigador principal.

El CICUA de la Universidad de Chile, forma parte de la Vicerrectoria de Investigacion y Desarrollo, y estd
constituido por 43 miembros: 5 médicos veterinarios, 39 académicos (12 de ellos médicos veterinarios), y 9
miembros no asociados alaacademiao investigacion, y que cuentan conexperienciaenbioéticarelacionada
amantenciony usode animales. El certificado que emite el Comité procede de la aprobacion del “Protocolo
de Manejoy Cuidado de Animales”después de un estudio acucioso y de la acogida de los investigadores de

las observaciones exigidas por el Comité.
quidado

P
~
8 &7
* g i ¥ Dr. Efnilio Herrera Videla
rsidad 9
Director Presidente
CICUA-VID CICUA -VID
Universidad de Chile Universidad deChile

Comité Institucional de Cuidadoy Usode Animales (CICUA)
Vicerrectoriade Investigaciony Desarrollo (VID)-Universidad de Chile
www.uchile/cicua.cl  email: coordinador.cicua@uchile.cl




e UNIVERSIDAD DE CHILE - FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES

ACTA DE APROBACION DE PROYECTO

{Documento en versidn 2 corregida 28.05.2018)

Con fecha 10 de Diclembre 2019, el Comité de Etica de Investigacin en Seres Humanos de
la Facultad de Medicina, Universidad de Chile, integrado por los siguientes miembros:

Dr. Manuel Oyarzun G., Médico Neumdlogo, Presidente

Dra. Lucia Cifuentes O., Médico Genetista, Vicepresidente Subrogante
Sra. Claudia Marshall F., Educadora, Representante de la comunidad.
Dra. Gricel Orellana, Médico Neuropsiquiatra

Prof. Julieta Gonzalez B., Bidloga Celular

Dra. Maria Angela Delucchi Bicocchi, Médico Pediatra Nefrélogo.

Dr. Miguel C'Ryan, Médico Infectdlogo

Prof.@ Maria Luz Bascufian Psicéloga PhD, Prof. Asociado

Sra. Karima Yarmuch G., Abogada

Srta. Javiera Cobo R., Nutricionista, Secretaria Ejecutiva

Ha revisado el Proyecto de Investigacion titulado: “"PAPEL DE LAS SUBUNIDADES 2 Y 4
DEL CANAL HCN EN EL MANEJO DEL CA2+ INTRACELULAR COMO MECANISMO
ASOCIADO A LA GENERACION DE FIBRILACION AURICULAR” Cuyo investigador f
responsable es el Dr. Alfredo Parra Lucares, quien desempefia funciones em el Departamento |
de Medicina Interna, Hospital Clinico de la Universidad de Chile. '

El Comité reviso los siguientes documentos del estudio:

Proyecto de Tesis para optar al grado de Doctorado en Ciencias Medicas

Cv del Investigador y tutor que desempefia labores en el Programa de Fisiopatologia y
Biofisica, Facultad de Medicina, Universidad de Chile

Consentimiento Informado

Carta Compromiso del investigador para comunicar los resultados del estudio una vez
finalizado este

Ef proyecto y los documentos sefialados en el parrafo precedente han sido analizados a la luz
de los postulados de la Declaracion de Helsinki, de las Pautas Eticas Internacionales para la
Investigacion Biomédica en Seres Humanos CIOMS 2016, y de las Guias de Buena Practica
Clinica de ICH 1996.

Teléfono: 29789536 - Email: comiteceish@med.uchile.cl
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PALYLTAD DY MEOIINA

UNIVERSIDAD DE CHILE - FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES

Sobre la base de esta informacion el Comité de Etica de Investigacion en Seres Humanos de
la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile se ha pronunciado de la siguiente manera
sobre los aspectos del proyecto que a continuacion se sefialan:

a) Carécter de la poblacién a estudiar (cautivo/no cautiva; investigacién terapéutico/no
terapéutica: Cautiva

b) Utilidad del praoyecto: Generacion de nuevo conocimiento

c) Riesgos y beneficios: La toma de muestra se harda en pacientes que su médico
tratante ha recomendado la cirugia

d) Proteccion de los participantes (asegurada por el Consentimiento Informado): La
proteccion del paciente sera realizada por el equipo de cirugia y su médico tratante

e) Notificacion oportuna de reacciones adversas: Las reacciones adversas seran
responsabilidad del grupo que participa en la cirugia, no del investigador responsable
de este proyecto

f) Compromiso del investigador responsable en la notificacion de los resultados del
estudio al finalizar el proyecto: Si

g) Requiere seguimiento Visita en terreno: Si No__ X Tiempo estimado:
N© de vistas: no aplica

Por lo tanto, el comité estima que el estudio propuesto esta bien justificado y que no
significa para los sujetos involucrados riesgos fisicos, psiquicos o sociales mayores que
minimos.

Este comité también analizd y aprobd los correspondientes documentos de
Consentimiento Informado en su versién modificada recibida el 09 de Diciembre 2019, que
se adjunta firmado, fechado y timbrado por este CEISH.

Sin perjuicio de lo anterior, segtn lo establecido en el articulo 10 bis del D.S N° 114
de 2011, de!l Ministerio de Salud que aprueba el reglamento de la ley N°® 20.120; es preciso
recordar que toda investigacion cientifica en seres humanos debera contar con [a autorizacion
expresa del o de los directores de los establecimientos dentro de los cuales se efectue, la que
deberé ser evacuada dentro del plazo de 20 dias habiles contados desde la evaluacion
conforme del CEISH, siendo de responsabilidad del investigador enviar a este Comité una
copia de la misma dentro del plazo sefialado.

Teléfono: 29789536 - Email: comiteceish@med.uchile.cl -
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FALOLTAD OF MDA

RCETEC UNIVERSIDAD DE CHILE - FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETI s Y

En virtud de las consideraciones anteriores el Comité otorga la aprobacion ética para
la realizacion del estudio propuesto, dentro de las especificaciones del protocolo.

Se extiende este documento por el periodo de _2 afios a contar desde la fecha de
aprobacion prorrogable segun informe de avance y seguimiento bioético.

Santiago, 10 de Diciembre de 2019.

Proyecto: N° 164-2019
Archivo acta: N° 157

Teléfono: 29789536 - Email: comiteceish@med.uchile.cl

GRINERSIVA D (e

COMITE DE ETICA
SARA INVES TIGACIONES
Ev SERES MURRANGE

89



= COMITE ETICO CIENTIFICO
\ V4 Y HOSPITAL SAN JUAN DE DIOS
Hospltal San Ju an de Dios - COT
Asistaacin D‘uum

ACTA DE REVISION PROTOCOLO DE INVESTIGACION
N° 110, Version 2

De : Comité Etico Cientifico del Hospital San Juan de Dios

Para : Alfredo Andrés Parra Lucares, Rubén Aguayo Nayle, Diego Ernst

Varela Lekanda.

Protocolo : Papel de las subunidades 2 y 4 del canal HCN en el manejo del Ca2+
intracelular en células auriculares de raton adulto como mecanismo asociado

a la generacion de Fibrilacion Auricular
Fecha de revision : 04 de agosto de 2022

Fecha emision : 06 agosto de 2022

Estimado Investigador Responsable, Rubén Aguayo Nayle:

Informamos a usted que el Comité Etico Cientifico del Hospital San Juan de Dios acreditado por la
autoridad sanitaria, Resolucion Exenta N° 024667, de fecha 30 de octubre de 2019, ha efectuado
la revision de su Protocolo de Investigacion denominado “Papel de las subunidades 2 y 4 del canal
HCN en el manejo del Ca2+ intracelular en células auriculares de ratéon adulto como mecanismo
asociado a la generacion de Fibrilacion Auricular”, en sesion centésima trigésima, la que se realizo
en modalidad presencial.

La resolucion del Comité Etico Cientifico realizado en base a los documentos presentados ha
resuelto: APROBAR SU INVESTIGACION - La presente acta reemplaza el acta N°110, version 1
emitida con fecha 20 de mayo de 2022, dejando esta ultima sin efecto. Se analizo y aprobo el

proyecto en base a los siguientes documentos:

1) Formulario B: Presentacion de estudios cientificos que no son de la industria farmacéutica

ni cuentan con patrocinio-financiamiento.

2) Protocolo de Investigacion denominado: Papel de las subunidades 2 y 4 del canal HCN en
el manejo del Ca2+ intracelular en células auriculares de raton adulto como mecanismo
asociado a la generacion de Fibrilacion Auricular

3) Resumen Ejecutivo Direccion Hospital San Juan de Dios.

4) Carta de intencion de directora Hospital San Juan de Dios 18 octubre 2019.
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5) Carta de Prorroga hasta el 10 de agosto 2022 de Comité de ética de investigacion en seres
humanos, Facultad de Medicina - Universidad de Chile.

6) Consentimiento informado.

7) Carta de compromiso del Investigador: Rubén Aguayo Nayle

8) Factibilidad de Jefatura: Rodrigo Castillo

9) Curriculum Vitae Investigador Principal: Alfredo Parra Lucares
10) Curriculum Vitae Investigador Responsable: Rubén Aguayo Nayle

11)Curriculum Vitae Co — Investigadores: Diego Varela Lekanda

12)Nombre de Ministro de Fe: Paulina Lecaros Casas.

Los documentos entregados por el investigador responsable para la presente resolucion han sido
analizados en relacion a los postulados de la Declaracion de Helsinki, Guia Internacional de Etica
para la Investigacion Biomédica que Involucra Sujetos Humanos CIOMS 2016 y de las Guias de

Buenas Practicas Clinicas de ICH 1996.

Esta aprobacion es valida por un plazo de 12 meses a contar de la fecha establecida en la presente

carta. En caso de requerir mayor tiempo al establecido, se debera solicitar extension del mismo.

Dada la presente aprobacion, el Comité Etico Cientifico solicita al Investigador Responsable:

- Notificar a este Comité cualquier evento adverso ocurrido en un plazo no mayor a 72 horas.

- Presentar un informe semestral sobre el progreso del estudio y un informe final con las

principales conclusiones de su investigacion

- En caso de publicacion y/o exposicion del protocolo individualizado en algun congreso,
revista, libro y/u otro medio que usted estime conveniente, indicar de forma explicita que el
protocolo fue aprobado por nuestro Comité Etico Cientifico, e informarmos mediante correo
electronico.

- Notificar a este Comité cualquier cambio y/o modificacion en el protocolo de investigacion

presentado para la presente aprobacion
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Se incorpora némina de los integrantes permanentes del Comité Etico Cientifico del Hospital San
Juan de Dios:

- Carolina Méndez Benavente, Presidenta CEC-HSJD — Médico

- Felipe Rosales Lillo, Vicepresidente CEC-HSJD - Fonoaudiologo

- Ivan Olea Silva, Secretario Ejecutivo CEC-HSJD — Quimico Farmacéutico

- José Tomas Doria, Integrante CEC-HSJD - Abogado

- Monica Acevedo Leyton, Integrante CEC-HSJD — Miembro de la comunidad

- Pedro Rojas Roman, Integrante CEC-HSJD - Psicélogo

- Tamara Pulgar Varas, Integrante CEC-HSJD - Enfermera

- Walter Avendafio Jara, Integrante CEC-HSJD — Ingeniero Biomédico

Le saluda atentamente,

Dra. Carolina !Vléndez B
Presidenta Comité Etico Cientifico
Hospital San Juan de Dios

Comité Etico Cientifico — CEC
Hospital San Juan de Dios - HSJD —
Santiago Huérfanos 3255 — 10° piso
Fono: (+56)226086777 — correo: cec.hsjd@redsalud.gov.cl
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