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RESUMEN
La cardiomiopatia inducida por estrés (CIE) es un sindrome de naturaleza

transitoria caracterizado por el abombamiento apical del ventriculo izquierdo e
irregularidades en su contraccién que se manifiestan como acinesia, discinesia
e hipocinesia. La fisiopatologia de la CIE no se conoce por completo, pero se
argumenta que es detonada por un evento estresor fisico o emocional, que
resulta en la liberacion masiva de catecolaminas, las cuales generan estrés
oxidante, inflamacion, aumento en la demanda energética, apoptosis y
alteraciones en la homeostasis del Ca?*, contribuyendo con esto, a la

generacion de las alteraciones en los patrones de contraccion y relajacion.

El extracto natural de Rubus idaeus (Ri) posee propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias, y ha mostrado tener efectos cardioprotectores. Sin embargo,
hasta el momento no se ha explorado su posible uso para el tratamiento de la
CIE. En este trabajo evaluamos los efectos del tratamiento profilactico del Ri
sobre las alteraciones en la dindmica del [Ca?*]ique se presentan en un modelo
de CIE inducido por una sobredosis de isoproterenol (67 mg/kg) en ratas. Para
ello, se registraron los cambios transitorios en la concentracion intracelular de
Ca?* (transitorios de Ca?*) generados por la aplicacion de pulsos eléctricos (30
V, 10 ms, 0.5 Hz), en los miocitos apicales aislados de ratas control, ratas con
CIE y ratas con CIE tratadas con Ri. La amplitud y cinética de los transitorios
de Ca?* se determinaron en la fase aguda (1d), postaguda (3d) y el inicio de la
fase de recuperacién (7d) de la CIE. Los datos muestran que la CIE redujo la
amplitud y la velocidad de la fase de ascenso de los transitorios de Ca?*, lo
que se asocidé con una reducciéon en el contenido de Ca?* en el reticulo
sarcoplasmico. Ademas, el tratamiento profilactico con Ri generé un aumento
en la actividad de SERCA2a, una proteina que se encarga de recapturar el
Ca?* del citoplasma para mantener el contenido de Ca?* en el reticulo
sarcoplasmico, y previno las alteraciones en los transitorios de Ca?* generadas
por la CIE. Estos datos sugieren que el Ri puede prevenir las alteraciones en
la dindmica Ca?* al inducir la recuperacion del contenido del Ca?* en el reticulo

sarcoplasmico via el aumento en la activacion de SERCAZ2a, lo que apoya su

viii



potencial uso terapéutico no solo en la CIE, sino también en otras cardiopatias

en donde la actividad de SERCAZ2a esta reducida.



ABSTRACT
Stress-induced cardiomyopathy (SIC) is a transient syndrome characterized by

the apical ballooning of the left ventricle and irregularities in its contraction,
which manifest as akinesia, dyskinesia, and hypokinesia. The pathophysiology
of SIC is not fully understood, but it is believed to be triggered by a physical or
emotional stress event, resulting in the massive release of catecholamines.
These catecholamines generate oxidative stress, inflammation, increased
energy demand, apoptosis, and alterations in Ca?* homeostasis, contributing

to changes in contraction and relaxation patterns.

The natural extract of Rubus idaeus (Ri) has antioxidant and anti-inflammatory
properties and has shown cardioprotective effects. However, its potential use
for treating SIC has not yet been explored. In this study, we evaluated the
effects of prophylactic treatment with Ri on [Ca?*] dynamics alterations in a SIC
model induced by an isoproterenol overdose (67 mg/kg) in rats. We recorded
the transient changes in intracellular Ca?* concentration (Ca?* transients)
generated by applying electrical pulses (30 V, 10 ms, 0.5 Hz) in isolated apical
myocytes from control rats, SIC rats, and SIC rats treated with Ri. The
amplitude and kinetics of the Ca?* transients were determined in the acute
phase (1d), post-acute phase (3d), and the onset of the recovery phase (7d) of
SIC. The data show that SIC reduced the amplitude and the rising phase
velocity of the Ca?* transients, which was associated with a reduction in the
Ca?* content of the sarcoplasmic reticulum. Additionally, prophylactic treatment
with Ri increased SERCAZ2a activity, a protein responsible for recapturing Ca?*
from the cytoplasm to maintain Ca?* content in the sarcoplasmic reticulum, and
prevented the alterations in Ca?* transients caused by SIC. These data suggest
that Ri can prevent alterations in Ca?* dynamics by inducing the recovery of
Ca?* content in the sarcoplasmic reticulum via increased activation of
SERCAZ2a, supporting its potential therapeutic use not only in SIC but also in
other cardiopathies where SERCAZ2a activity is reduced.



1. INTRODUCCION
Desde la antigiedad, el estrés se ha relacionado con la incidencia de
problemas cardiacos. Estudios realizados el siglo pasado, entre las décadas
de los 50 y 60, mostraron que existe una correlacion entre la susceptibilidad a
las enfermedades cardiacas y un ritmo de vida estresante (Friedman, 1959).
Sin embargo, no fue hasta los afios 90s, cuando en Japon se identificé una
cardiopatia caracterizada por un dafio en una seccién especifica del ventriculo
izquierdo, que produce sintomas similares a los que se observan en un infarto
agudo al miocardio o en el sindrome coronario agudo (Sato et al., 1990), pero
gue no estan relacionados con el blogueo de las arterias. Esta cardiopatia se
relaciona directamente con un evento estresor agudo, por lo que recibio el
nombre de cardiomiopatia inducida por estrés (CIE). Actualmente, la etiologia
y fisiopatologia de este sindrome no se conocen por completo, y existe poco
avance en el desarrollo de terapias profilacticas o terapéuticas para su

tratamiento.
2. ANTECEDENTES

2.1. Aspectos generales de lafisiologia cardiaca

El corazén es un 6rgano que forma parte del aparato circulatorio y que tiene
como funcién bombear y darle movimiento a la sangre para que, a través de
los vasos sanguineos, pueda llegar a todos los 6rganos, tejidos y células del
cuerpo y brindarles los nutrientes y el oxigeno necesarios para realizar sus
funciones (Klabunde, 2012).

Las primeras observaciones y disecciones anatomicas precisas del corazén
fueron documentadas por Galeno entre los afios 129-216 a.C. Sus resultados
fueron fundamentales para establecer las bases del entendimiento de la
anatomia y funcién de este 6rgano, y sobre ellas se ha ido desarrollando una
comprension mas profunda de los componentes del corazén y sus respectivas
funciones (Gill et al., 2009).



El corazén se compone de cuatro cavidades: las auriculas derecha e izquierda,
y los ventriculos derecho e izquierdo (Figura 1). La auricula derecha recibe
sangre de las venas cava superior e inferior, las cuales transportan la sangre
que regresa de la circulacién sistémica. La auricula derecha es una cdmara
altamente flexible que puede expandirse facilmente para acomodar el retorno
venoso a baja presion (de 0 a 4 mmHg). Desde la auricula derecha, la sangre
fluye a través de la valvula tricuspide (valvula auriculoventricular derecha)
hacia el ventriculo derecho. La pared libre del ventriculo derecho rodea una
parte del ventriculo izquierdo, que es mas grande y grueso. La arteria
pulmonar es el conducto de salida del ventriculo derecho y esta separada del
ventriculo por la valvula semilunar pulmonar. La sangre retorna al corazon
desde los pulmones a través de cuatro venas pulmonares que ingresan en la
auricula izquierda. Desde ahi, la sangre fluye a través de la valvula mitral
(valvula auriculoventricular izquierda) hacia el ventriculo izquierdo. Este
ventriculo posee una pared muscular gruesa que le permite generar presiones
elevadas durante la contraccion. La expulsion de la sangre desde el ventriculo
izquierdo ocurre a través de la valvula adrtica hacia la aorta. (Klabunde, 2012;
Lilly, 2021; Rosas & Ayala, 2014).

Arteria pulmonar Aorta
AD
%
Al
VD _ B VI
Circulacion
pulmonar

—<=

Circulacion
sistémica

Figura 1. Vision general del sistema cardiovascular. AD, auricula derecha; VD, ventriculo
derecho; Al, auricula izquierda; VI, ventriculo izquierdo. Modificado de Klabunde, 2012.



El ventriculo izquierdo del corazon se subdivide en distintas regiones
anatomicas llamadas porcion basal, medial y apical, que desempefian
funciones especificas en la circulacion sanguinea (Figura 2). La region basal
estad conectada con la vélvula aortica y desempefian un papel crucial en el
inicio de la eyeccion de la sangre oxigenada hacia la circulaciéon sistémica. La
region medial contribuye al mantenimiento de la fuerza contractil y a la
eficiencia del bombeo cardiaco. Y la regién apical, que corresponde a la punta
del ventriculo izquierdo, esta vinculada con la expulsion final de la sangre del
corazon (Klabunde, 2012; Katz, 2006).

LcvC

Base

Mid-ventricular/
medial

Apice/apex

Mid- ventricle

Ventriculo
Ventriculo izquierdo
derecho

Figura 2. Anatomia externa e interna del ventriculo izquierdo. El panel A muestra la vista
externa del corazén y los niveles transversales (10.7A-10.7F) para secciones anatémicas. El
panel B presenta un corte sagital del corazén, destacando las cavidades internas y las
subdivisiones ventriculares. LCVC, vena cava superior izquierda; RCVC, vena cava superior
derecha; Ao, aorta; RV, ventriculo derecho; LV, ventriculo izquierdo. Imagenes modificadas
de Klabunde, 2012 & Treuting et al., 2017.
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2.2. Inervacion autonoma del corazon

La inervacion del corazén por el sistema nervioso autbnomo desempefia un
papel crucial en la regulacion de la funcién cardiaca. El corazén recibe
inervacion de fibras eferentes parasimpaticas (vagales) y simpaticas (Figura
3) (Ellison & Williams, 1969).

Las células ganglionares de los nervios autbnomos simpaticos se distribuyen
tanto fuera (extrinsecas) como dentro (intrinsecas) del corazén. Los nervios
vagales comprenden axones procedentes de diversos nucleos en la médula
espinal. En contraste, los nervios simpaticos extrinsecos se originan en
ganglios paravertebrales, como el ganglio cervical superior, medio,
cervicotorécico y los ganglios toracicos (Kawashima, 2005). Ademas, el tejido
auricular esta inervado por eferentes vagales, principalmente en los nodos
sinoauricular y auriculoventricular y en el sistema de conduccién. Mientras que
el miocardio ventricular cuenta con una inervacion mas limitada por parte de
los eferentes vagales. Las fibras eferentes simpaticas estan presentes en toda
la auricula, asi como en los ventriculos del corazon (Chen etal., 2014;
Klabunde, 2012). La activacion vagal del corazdn provoca una disminucion de
la frecuencia cardiaca (cronotropismo negativo) y una reduccion en la
velocidad de conduccion (dromotropismo negativo). Mientras que la activacion
de los nervios simpéticos resulta en un aumento de la frecuencia cardiaca, la

velocidad de conduccion y la contractilidad auricular y ventricular (Katz, 2006).

2.3. Estimulacién B-adrenérgica en el corazén

En humanos, la estimulacion B-adrenérgica en el corazén es mediada por los
receptores Bi-adrenérgicos y Bz-adrenérgicos. Bajo condiciones normales, los
receptores B-adrenérgicos se encuentran acoplados a la proteina G de tipo
estimulante (Gs) (Figura 4). La proteina Gs consta de tres subunidades: a, B y
y. La subunidad a se activa cuando une GTP, y en esta conformacion estimula
a la enzima adenilato ciclasa para catalizar la conversion de ATP a AMPc. La
subunidad B y y forman un dimero que contribuye a la localizacién de la

subunidad a en la membrana plasmatica y participa en la regulacion de otras



proteinas (Wei & Smrcka, 2022). La sefalizacion B-adrenérgica comienza con
la union del ligando (catecolamina) al receptor B-adrenérgico, generando un
cambio conformacional en el receptor que facilita el intercambio de GDP por
GTP en la subunidad o de la proteina Gs. Esto ultimo promueve la disociacion
de la subunidad a-GTP, del complejo By, lo que permite que la subunidad o
pueda interaccionar con la enzima adenilato ciclasa para producir al segundo
mensajero AMPc. El AMPc se forma mediante la ciclizacion del ATP, al formar
enlaces fosfodiéster entre los grupos fosfato en las posiciones 5’ y 3’ del anillo
del ATP. Una vez formado, el AMPc activa a la Proteina Cinasa A (PKA), que
esta compuesta por cuatro subunidades, dos reguladoras y dos cataliticas. Las
subunidades reguladoras tienen dos sitios de unién para AMPc; cuando el
AMPc se une a estos sitios inducen un cambio conformacional que lleva a la
liberacion de las subunidades cataliticas, las cuales poseen actividad de serina
y treonina cinasa, por lo que pueden fosforilar a proteinas diana para modular
diversas actividades celulares, entre ellas, proteinas clave en el manejo del
[Ca?*]i (Cantley et al., 2014). Las subunidades o pueden apagarse por si
mismas mediante la hidrélisis de GTP a GDP y fosfato inorganico. Esto
provoca un cambio conformacional que disminuye su afinidad por el efector
(guanilato ciclasa) y aumenta su afinidad por el complejo By, promoviendo que
la proteina Gs heterotrimérica inactiva se forme nuevamente (Cantley et al.,
2014).

La estimulacién simpatica de los receptores Bi1 y Bz-adrenérgicos en el
miocardio ventricular se logra a través de dos rutas: la liberacion local de
noradrenalina por las terminaciones nerviosas simpéticas que se conectan
directamente con el miocardio, y la difusion de noradrenalina y adrenalina
circulantes que son liberadas por las glandulas suprarrenales y que llegan al
miocardio a través de la circulacion coronaria (Mendelowitz, 1999; Mori et al.,
1993). En corazones humanos, la densidad de terminaciones nerviosas
simpaticas es aproximadamente un 40% mayor en el miocardio basal que en

el miocardio apical (Kawano et al., 2003).
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Figura 4. Estimulacién B-adrenérgica. Ruta de la estimulacién $-adrenérgica y sus blancos
de activacion y fosforilacion relevantes para el AEC (Bers, 2002). AC, adenilato ciclasa; B-AR,
receptor B-adrenérgico; RyR, receptor de rianodina; lca, canal de Ca?* tipo L; PKA, proteina
cinasa A.

La distribucién de los receptores B-adrenérgicos en el ventriculo izquierdo
presenta un gradiente apical-basal distintivo. Los receptores Bi-adrenérgicos
y B2-adrenérgicos se distribuyen de manera heterogénea en el miocardio
ventricular, con una mayor densidad de receptores B1 en la base del ventriculo
y una mayor densidad de receptores 2 en el apice (Holmgren et al., 1985;
Lyon et al., 2008).

Los receptores PBi1 son predominantemente responsables de mediar la
respuesta a la estimulacion simpética directa, lo que se traduce en efectos
inotropicos positivos, incrementando la contractilidad del miocardio vy
favoreciendo el mantenimiento del gasto cardiaco (Richalet et al., 2008). En
contraste, los receptores (B2 responden principalmente a las catecolaminas
circulantes, como la adrenalina, y pueden activar tanto vias de sefializacion Gs
como Gi. Esta doble capacidad de sefializacion permite que los receptores 32

medien efectos inotrépicos tanto positivos como negativos, dependiendo de



las condiciones fisiologicas y la concentracion de adrenalina (Khalilimeybodi
et al., 2017; Spadari et al., 2018).

La mayor densidad de receptores B2 en el 4pice del ventriculo izquierdo tiene
varias implicaciones fisiologicas y patolégicas. Durante episodios de estrés
intenso, niveles elevados de adrenalina pueden activar los receptores B2 de
forma que cambien su acoplamiento de la proteina Gs a la proteina G,
generando efectos inotrépicos negativos y contribuyendo en la proteccion
contra la apoptosis en los cardiomiocitos. Este mecanismo es crucial en el
contexto de la CIE, donde el ventriculo izquierdo muestra una disfuncion
regional apical severa mientras la base permanece relativamente preservada
(Lyon et al., 2008).

2.4. Acoplamiento excitacién-contraccion cardiaco

Para funcionar como bomba, el corazén debe contraerse y relajarse de forma
ciclica. La contraccion (sistole) y relajacion (diastole) del miocardio ocurren a
nivel subcelular mediante el proceso de acoplamiento excitacién-contraccion
(AEC) (Figura 5). El AEC inicia con el arribo del potencial de accion (PA) al
miocardio ventricular. EI PA se genera en el nodo sinoauricular, estructura que
funciona como un marcapasos natural del corazén, ya que tiene la capacidad
de generar de forma espontdnea PA, que se propagan rapidamente hacia el
miocardio ventricular mediante un sistema especializado de conduccion, el
cual facilita el flujo de corriente entre las células a través de uniones
comunicantes localizadas en los discos intercalares (C. Orchard & Brette,
2008; C. H. Orchard et al., 2009).

Una vez que el PA alcanza al miocardio ventricular, éste es propagado hacia
el interior de los miocitos ventriculares a través de invaginaciones de la
membrana plasmatica llamadas tabulos T. En los tdbulos T, el PA activa a los
canales de Ca?* tipo L (CCL), favoreciendo la entrada de Ca?* en los miocitos.
Este influjo de Ca?* activa a los receptores de rianodina/canales liberadores
de Ca?* de tipo 2 (RyR2) localizados en las cisternas del reticulo sarcoplasmico
(RS), desencadenando con ello, la liberaciébn masiva de Ca?* desde este
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organelo, y produciendo un rapido aumento de la concentraciéon de [Ca?*]i. A
este evento, en el que el Ca?* induce su propia liberacién, se le conoce como
liberacion de Ca?* inducida por Ca?* (LCIC) (Figura 5) (Hobai & O’Rourke,
2001; Sauer et al., 2001).

En el corazon, la LCIC ocurre de forma local a través de la activacion de
unidades de liberaciéon de Ca?* conformadas por agrupaciones de receptores
de RyR2. A esta liberacion local de Ca®* se le conoce como chispa de Ca?,y
durante el PA miles de estas chispas son activadas de forma sincronizada por
la corriente de Ca?* (Ica) mediada por los CCL. La suma espacial y temporal
de las chispas de Ca?* es lo que genera el incremento transitorio de la [Ca?*];
(transitorio de Ca?*) que da inicio a la contraccion ventricular (Cheng &
Lederer, 2008).

Para que ocurra la contraccién, el Ca?* debe unirse a la troponina. Esta
proteina se localiza sobre el filamento delgado de actina y consta de tres
subunidades: troponina T (unién), troponina | (inhibitoria) y troponina C (sensor
de Ca?*). La troponina T ancla a las troponinas | y C a la tropomiosina. La
troponina |, a [Ca?*]i basales, compite con la tropomiosina por un sitio de unién
comun en los miofilamentos de actina, forzando a la tropomiosina a bloquear
estéricamente la union de las cabezas de miosina con la actina (Lehman et al.,
2013; Rao etal.,, 2014). El aumento de la [Ca?*]i generado por la LCIC,
favorece la interaccion de Ca?* con la troponina C, promoviendo cambios
conformacionales que llevan al desplazamiento de la tropomiosina y a la
exposicion de los sitios de unién de la miosina con la actina (Lehman et al.,
2009). Posteriormente, la formacion de puentes cruzados entre actina y
miosina, aunado con la hidrolisis de ATP, proporcionan las condiciones
necesarias para que se genere el deslizamiento de los miofilamentos uno
sobre otro, culminando en la contraccidbn muscular o sistole (Brunello et al.,
2014; Kawai et al., 2006).
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Figura 5. Acoplamiento excitacion-contraccion en los miocitos ventriculares. Tomado
de Bers, 2002. Ica, canal de Ca?* tipo L; NCX, intercambiador Na*/Ca?*; RyR, receptor de
rianodina; PLB, fosfolamban; SR, reticulo sarcoplasmico.

El ATP es crucial no solo para la contraccion sino también para la relajacion
muscular. Después de la contraccion, una nueva molécula de ATP se une a la
cabeza de miosina, lo que favorece su disociacion de la actina, permitiendo
que el musculo vuelva a su estado relajado. Sin ATP, las cabezas de miosina
permanecen firmemente unidas a la actina, resultando en la rigidez muscular,

una condicion conocida como rigor mortis (Alberts, 2017; Hall & Hall, 2020).

Para que ocurra la relajacion o diastole, no es suficiente con la union del ATP
a la miosina, también es necesario que el Ca?* se disocie de la troponina C.
Para esto, la [Ca?*]i debe retornar hacia sus niveles basales, lo que se logra a
través de dos mecanismos principales: 1) la recaptura de Ca?* por medio de la
ATPasa de Ca?' localizada en la membrana del reticulo sarcoplasmico
(SERCAZ2a), y 2) el transporte de Ca?* fuera de los miocitos ventriculares a
través del intercambiador Na*/Ca?* (NCX) ubicado en la membrana plasmaética
(Bers, 2002). La recaptura de Ca?* mediada por SERCA2a favorece la
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acumulacién de Ca?* en el RS, determinando asi la cantidad de Ca?* que

estara disponible para el siguiente ciclo de contraccion-relajacion.

El AEC es esencial para la funcion cardiaca normal y sus alteraciones
desempeiian un papel crucial en el desarrollo y establecimiento de diferentes
cardiopatias. De hecho, el manejo inadecuado de Ca?* durante el AEC es la
causa central de la disfuncién contractil en la insuficiencia cardiaca (IC) y de

la génesis de arritmias ventriculares letales (Pogwizd et al., 2001).

2.5. Regulacion del acoplamiento excitacion-contraccién por la
estimulacion B-adrenérgica
Como se mencion6 en la seccién 2.3, la activacion de los receptores (-
adrenérgicos en los miocitos ventriculares produce un aumento de AMPc que
resulta en la activacion de la PKA. La PKA fosforila a varias proteinas
involucradas en la regulaciéon de la [Ca?']i durante el AEC, entre ellas a los
CCL, los receptores de RyR2 y la proteina represora de SERCAZ2a,
fosfolamban (PLB) (Figura 4). La fosforilacién de los CCL por PKA produce un
incremento en su actividad, que se manifiesta como un aumento en la amplitud
de la Ica. El aumento en la Ica incrementa, a su vez, la probabilidad de que un
mayor nimero de chispas de Ca?* puedan ser activadas por esta corriente
durante el AEC (Freedman & Lefkowitz, 2004). PLB es una proteina que en su
estado basal se encuentra desfosforilada, y en este estado interacciona con
SERCA2a reprimiendo su actividad. La fosforilacion de PLB por PKA favorece
su disociacion de SERCAZ2a, lo que deriva en un aumento en la actividad de
esta ATPasa. Este aumento en la funcion de SERCA2a produce un incremento
en el contenido de Ca?* del RS, que conlleva a un aumento de la cantidad de
Ca?* que puede ser liberado durante el AEC (MacLennan & Kranias, 2003; Xu
et al., 2022). Los efectos de la fosforilacion de los receptores de RyR2 por PKA
son controversiales, y numerosas investigaciones sugieren que la estimulacion
B-adrenérgica ejerce un efecto estimulatorio sobre los receptores de RyR2 al
activar, de forma indirecta, a la cinasa Il activada por el complejo

Ca?*/calmodulina (CaMKIl), la cual fosforila al receptor de RyR2
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incrementando su sensibilidad a Ca?* (Curran et al., 2007; Okuda et al., 2018;
Sadredini et al., 2021).

Considerando lo anterior, el efecto neto de la estimulacion $-adrenérgica en el
AEC es el incremento en la amplitud de la sefial de Ca?* que dispara ala LCIC,
el aumento en la cantidad de Ca?* que puede ser liberado del SR y el aumento
en la sensibilidad de los receptores de RyR2 por Ca?*, lo que en conjunto se
traduce en una mayor liberacion de Ca?*y, por la tanto, en un aumento en la
fuerza de contracciéon. Asimismo, el aumento en la recaptura de Ca?* mediado
por SERCAZ2a es lo que favorece el incremento en el contenido de Ca?* del
RS, y también contribuye en la aceleracién de la relajacion durante la diastole.
Finalmente, la estimulacion B-adrenérgica puede aumentar también la
frecuencia de las chispas de Ca?* durante la diastole como resultado del
incremento en el contenido de Ca?* del RS (Bers, 2002; Cheng & Lederer,
2008).

2.6. Cardiomiopatia inducida por estrés

El estrés se define como un desafio a la homeostasis que se manifiesta a nivel
molecular, celular y del organismo completo. Se relaciona con una diversa
gama de patologias, entre las que se encuentran las enfermedades

cardiovasculares (Folkman, 2013; Osborne et al., 2020).

La CIE, también llamada sindrome de Tako-Tsubo, fue identificada en Japon
en la década de los 90 (Dote et al., 1991). Esta cardiopatia se caracteriza por
el abombamiento apical del ventriculo izquierdo durante la sistole, adoptando
una forma en la que el coraz6n se asemeja a una trampa para pulpos japonesa
(Figura 6); de ahi su nombre como Tako-Tsubo (vasija para pulpo en japonés)
(Tsuchihashi et al., 2001). Los sintomas clinicos comunes del CIE incluyen
dolor toracico, dificultad para respirar, palpitaciones, nauseas y vomitos, que a
veces se acompafian de sintomas neurolégicos (Dote et al., 1991; Kurisu
etal., 2002; Takizawa etal., 2007). Los sintomas del CIE suelen
desencadenarse por situaciones estresantes y varian en intensidad y
presentacion entre individuos. A nivel de corazén, la CIE se manifiesta con la
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presencia de anomalias motoras en las paredes del ventriculo izquierdo, que
pueden dar lugar a acinesia, hipocinesia o discinesia en la region apical. Estas
anomalias son las causantes de generar la forma de Tako-Tsubo, y se pueden
detectar mediante ecocardiografia y resonancia magnética cardiaca (Eitel
et al.,, 2011). A nivel molecular, la CIE provoca cambios significativos en el
manejo de Ca?* asociados con alteraciones en el AEC (Pérez-Trevifio et al.,
2020; Willis et al., 2015).

2.6.1. Clasificacion de la cardiomiopatia inducida por estrés

La CIE se clasifica como primaria o secundaria, en funciébn de su
sintomatologia. En la CIE primaria se presentan sintomas cardiacos agudos
que son diagnosticados, generalmente, a través de servicios médicos de
emergencia, servicios cardiacos agudos o del médico de atencién primaria
(Eitel et al., 2008; Matta & Carrié, 2023). Estos pacientes pueden tener o no
desencadenantes estresantes claramente identificables (a menudo
emocionales, como la pérdida de un familiar o enfrentarse a fobias). Los
pacientes en los que no se detectan desencadenantes emocionales,
generalmente presentan dafios importantes en regiones cerebrales
involucradas en la regulacion del estrés y las emociones como la amigdala,
hipotalamo, hipocampo, corteza prefrontal, insular y el ndcleo accumbens, por
mencionar algunos. En algunos casos, los pacientes pueden presentar
condiciones médicas coexistentes. Sin embargo, éstas fungen como factores

de riesgo y no como la causa principal de la CIE (Lyon et al., 2008, 2016).

La CIE secundaria incluye subpoblaciones de pacientes previamente
diagnosticados con otras condiciones médicas, o que han pasado por
procedimientos quirdrgicos, anestésicos, obstétricos o psiquiatricos. El
desarrollo de CIE en estos pacientes involucra la activacién repentina del
sistema nervioso simpatico, o un aumento de catecolaminas que
desencadenan los sintomas correspondientes a la CIE aguda como una

complicacion secundaria a su diagnostico inicial (Lyon et al., 2008, 2016).
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Figura 6. Forma caracteristica de un Tako-tsubo y sus variantes anatdmicas. Imagenes
tomadas y modificadas de Ghadri et al., 2016 y Pérez Pérez & Sanchez Salado, 2014.

2.6.2. Epidemiologia de la cardiomiopatia inducida por estrés
La CIE es un sindrome dificil de diagnosticar, ya que sus signos pueden
confundirse con otras enfermedades, lo que ha llevado a un subregistro de
casos. Estudios en poblaciones asiaticas y occidentales indican que alrededor
del 1-2% de los pacientes con sospecha de sindrome coronario agudo son
finalmente diagnosticados con CIE (Akashi et al., 2015; Gianni et al., 2006;
Mori etal.,, 1993). Sin embargo, es probable que esta incidencia esté
subestimada. Datos del Nationwide Inpatient Sample (NIS-USA) indican que
puede haber entre 50,000 y 100,000 casos de CIE por afio en los Estados
14



Unidos, cifras que son similares a las que se han estimado en Europa (Brinjikji
et al.,, 2012; Deshmukh et al., 2012). En estos estudios, la mayoria de los
pacientes con CIE son mujeres mayores de 60 afios en periodo
postmenopausico, que ademas presentan otros factores de riesgo como
tabaquismo, abuso de alcohol, trastornos de ansiedad e hiperlipidemia (Akashi
et al., 2015; Matta & Carrié, 2023; Salamanca & Alfonso, 2023)

Durante la pandemia de COVID-19 se observé un aumento inesperado en la
incidencia de casos de CIE, tendencia que algunos informes y estudios han
documentado (Salah & Mehta, 2020; Techasatian et al., 2022). Un estudio
hecho por Zuin y colaboradores (2022) revelé que la incidencia de CIE en
pacientes con COVID-19 fue mas significativa de lo esperado, con un aumento
en el numero de casos que fue 4.5 veces mas alto en la pandemia. Los
estudios indican que las mujeres representan la mayoria de los casos de CIE
en pacientes con COVID-19, presentando un mayor fenotipo apical (John
et al.,, 2021). En estas pacientes, se registraron disminuciones en la fraccion
de eyeccion del ventriculo izquierdo y niveles elevados de biomarcadores
cardiacos e inflamatorios, resultando en una mortalidad general del 36.5% en
comparacion con aquellas sin CIE. También se observo variabilidad en los
criterios de diagnostico de CIE entre los informes de casos y estudios
observacionales (Techasatian et al., 2022).

2.6.3. Diagnostico de la cardiomiopatia inducida por estrés

El diagnéstico de la CIE se realiza mediante técnicas de imagenologia, como
la angiografia, que permite confirmar la ausencia de obstruccion de las arterias
coronarias en pacientes con sintomas similares al sindrome coronario agudo
o infarto agudo al miocardio (Napp etal., 2015). El diagnéstico de esta
patologia incluye estudios adicionales como la ventriculografia, para identificar
si durante la sistole el ventriculo adquiere la forma caracteristica que se
encuentra en un paciente con Tako-Tsubo, y el electrocardiograma, para
detectar alteraciones en la onda T, elevacion del segmento ST o alteraciones

en las ondas Q y el segmento QT (Akashi et al., 2015; Frangieh et al., 2016;
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Patel et al., 2012). También se miden cambios en los niveles de enzimas
cardiacas como la troponina y la creatina cinasa-MB, ya que estas proteinas
tienden a aumentar en pacientes con CIE (Bybee etal., 2004). De forma
adicional, se pueden realizar mediciones complementarias que incluyen a
marcadores de dafio cardiaco, como el péptido natriurético tipo B (BNP) y el
péptido natriurético auricular (ANP), y buscar sefales de respuesta
inmunolégica, como un aumento en el nimero de macréfagos M1 y en
citocinas proinflamatorias, asi como sefales de apoptosis, aunque estos
marcadores de dafio son menos pronunciados en comparacion con un infarto
agudo de miocardio (Ahmed et al., 2012; Kotodzinska et al., 2018).

2.6.4. Fisiopatologia de la cardiomiopatia inducida por estrés

Estudios clinicos demuestran que los pacientes con CIE presentan un
incremento importante en los niveles de adrenalina y noradrenalina en suero,
incluso mas altos que los que se observan en pacientes con infarto agudo de
miocardio IC, y llegan a ser hasta 34 veces mas altos que los que se observan
en condiciones normales (Lyon et al., 2008). Los niveles elevados de
catecolaminas sugieren que la activacion de los receptores 3-adrenérgicos en
el corazon puede tener un papel considerable en la fisiopatologia de la CIE
(Wittstein et al., 2005). En este sentido, evidencia clinica y preclinica sugiere
que la disfuncion ventricular transitoria en la CIE puede ser resultado de los
efectos directos de las catecolaminas en el miocardio ventricular, lo que se ha
llamado aturdimiento miocardico neurogénico o catecolaminérgico. En apoyo
a esto, se ha demostrado que las catecolaminas pueden inducir disfuncion
contractil, arritmias y lesiones celulares irreversibles asociadas con la
aparicién de bandas necroéticas o la activacion de vias apoptoticas, a través de
la sobrecarga de Ca?*, la sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno
(ERO) y la disfuncién mitocondrial, que se dan como resultado de la intensa
activacion de los receptores B-adrenérgicos (Kawano et al., 2003; Lyon et al.,
2008; Mori et al., 1993).
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Los mecanismos que subyacen al excesivo incremento en los niveles de
catecolaminas y sus efectos en el corazén durante la CIE son inciertos; sin
embargo, se han planteado diferentes hipotesis que se complementan entre
si. Algunas de estas hipétesis se refieren a las alteraciones en el eje cerebro-
corazén. En estas teorias se menciona que, alrededor del 50% de los
pacientes con CIE tienen antecedentes de trastornos psiquiatricos o
neuroldgicos y presentan cambios en la conectividad neuronal en regiones del
sistema nervioso central relacionadas con el estrés, como el hipocampo, la
amigdala, la corteza cingulada y el I6bulo de la insula. Estas areas cerebrales
son cruciales en la regulacion de las respuestas emocionales y la funcion del
sistema nervioso autbnomo. Por lo tanto, al verse disminuida la capacidad de
responder adecuadamente a los factores desencadenantes, se genera un
desequilibrio entre el sistema nervioso simpatico y el sistema nervioso

parasimpatico (Fan et al., 2022; Radfar et al., 2021).

En apoyo a lo anterior, se han reportado anomalias tanto en la estructura como
en la actividad de las areas del cerebro relacionadas tanto con el
procesamiento de las emociones como con el sistema nervioso simpatico. En
un estudio reciente en el que se evalud el flujo sanguineo regional en los
cerebros de tres pacientes con CIE durante la fase aguda y en una fase
posterior al sindrome, se observo un aumento en el flujo sanguineo del nacleo
basal, hipocampo y tronco cerebral (Suzuki et al., 2014). Asimismo, en un
estudio en el que se examind la estructura y la conectividad funcional de las
redes simpdticas y parasimpéticas del sistema limbico del cerebro en reposo
de pacientes sobrevivientes de CIE, mediante resonancia magnética funcional
cerebral, se encontré una reduccién en el grosor cortical anteroventral del giro
insular y una disminucion en el volumen de materia gris en la amigdala
(Hiestand et al., 2018).

Por otro lado, se tiene también evidencia de una reduccién en la conectividad
funcional entre las regiones asociadas al sistema parasimpatico y simpatico

en cerebros en estado de reposo de pacientes con CIE (Templin et al., 2019).
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Estudios en los que se midi6é la variabilidad de la frecuencia cardiaca, un
marcador de la actividad simpéatica y del equilibrio simpéaticovagal, mostraron
que ésta estaba alterada, no solo durante la fase aguda de CIE, sino también
varios meses después de la hospitalizacion inicial del paciente (Akashi et al.,
2007). Igualmente, se ha encontrado que los pacientes con CIE presentan
alteraciones en la funcion del sistema nervioso autdbnomo relacionadas con
cambios en la variabilidad del ritmo cardiaco y otros indices autonémicos,
mucho tiempo después de su hospitalizacion inicial y aparente recuperacion
(Almendro-Delia et al., 2018).

Las teorias que convergen en la sobre activacion del sistema nervioso
simpatico, sugieren que el exceso de liberaciébn de noradrenalina en estas
terminales, junto con el desarrollo de estrés oxidante y la liberacién de agentes
vasoconstrictores, como la endotelina, derivan en una disfuncion reversible de
la microvasculatura coronaria, que puede relacionarse con la generacion de
vasoespasmo coronario e isquemia cardiaca en pacientes con CIE (Galiuto
et al., 2010; Rivero et al., 2017).

Una de las hipbtesis mas aceptadas para explicar la fisiopatologia de la CIE
es la que contempla los efectos que tienen la adrenalina y noradrenalina,
liberadas en la circulacion sistémica, sobre el corazén. Segun esta teoria, el
papel de las catecolaminas sistémicas en la CIE se relaciona con dos aspectos
clave de la fisiologia humana. En primer lugar, los centros cognitivos del
cerebro y el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal regulan la liberacion de
adrenalina y noradrenalina por la glandula suprarrenal en respuesta al estrés
(Lucassen etal., 2014). En segundo lugar, la respuesta del sistema
cardiovascular y el sistema nervioso simpatico a la activacion subita de la
respuesta B-adrenérgica mediada por el aumento de las catecolaminas
circulantes. Debido a que un rasgo distintivo de la CIE es la elevacién
significativa de los niveles de catecolaminas en sangre en el momento de la
manifestacion de los sintomas, es posible pensar que existe una hiperactividad

en la respuesta del eje HHA en este sindrome (Abraham et al., 2009; Wittstein
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et al., 2005), y es la hiperactividad de este eje lo que genera la liberacion
excesiva de catecolaminas, acompafiada de una liberacion masiva de cortisol,
desde la médula suprarrenal, que son responsables de desencadenar los
sintomas caracteristicos de la CIE, como la disfuncion reversible del ventriculo
izquierdo y la angina de pecho (Lyon et al., 2016; Merli et al., 2006; Nef et al.,
2010).

Para explicar el aturdimiento miocérdico generado por el exceso de
catecolaminas sistémicas en la CIE, Lyon et al. (2008) propusieron un modelo
que subraya la relevancia de la distribucion de los receptores 3-adrenérgicos
en la musculatura ventricular y su respuesta diferencial a la noradrenalina y la
adrenalina (Figura 7). Este modelo considera que los receptores [i-
adrenérgicos se localizan principalmente en la base del corazén, donde
también existe una mayor densidad de inervacion simpatica. Los receptores
Bi-adrenérgicos tienen una mayor afinidad a la noradrenalina que a la
adrenalina, lo que los hace mejores candidatos para responder a la

noradrenalina liberada por el sistema nervioso simpético.

Por el contrario, los receptores (32-adrenérgicos, que se encuentran en menor
densidad que los Bi-adrenérgicos, se localizan principalmente en el apice del
corazon y tienen una mayor afinidad por la adrenalina. La liberacion de
adrenalina desde la glandula suprarrenal hacia el torrente sanguineo se ve
favorecida en condiciones de estrés, lo que confiere a los receptores [32-
adrenérgicos un papel mas importante en estas circunstancias. Esta
distribucion y afinidad diferencial tienen implicaciones relevantes, ya que los
receptores Bz2-adrenérgicos pueden cambiar su mecanismo transduccional de
Gs a Gij, lo que puede explicar el efecto inotropico negativo observado en la
CIE (Paur et al., 2012).

En el ventriculo izquierdo de todos los mamiferos, la densidad de los
receptores B1y B2 es mas alta en el apice que en la base. En comparacion con
otros mamiferos, las células que componen el miocardio ventricular humano
poseen niveles elevados del receptor B2; y bajo condiciones homeostaticas, la
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proporcién de receptores P12 en las células ventriculares es de
aproximadamente 4:1 (Port & Bristow, 2001). Al mismo tiempo, la inervacién
simpética es mas elevada en el miocardio basal del ventriculo izquierdo y mas
baja en el miocardio apical, lo que sugiere que el miocardio apical podria ser
mas sensible a niveles elevados de catecolaminas circulantes (Kawano et al.,
2003; Lyon et al., 2008; Mori et al., 1993).

|__J ;! Noradrenalina-

sefalizacion B,AR-G,
Positivamente

inotropico

N\
— — —= Nervio simpatico N\ \
. Adrenalina-
- Aditenaling senalizacion B,AR-G,
«p Noradrenalina Negativamente
inotropico

Figura 7. Gradiente de distribucion de los receptores B-adrenérgicos e inervacién
simpatica en el ventriculo izquierdo (Modificado de Lyon et al., 2008).

Las catecolaminas ejercen un efecto inotropico positivo en las células
cardiacas debido al acoplamiento de los receptores Bi1-Gs y B2-Gs. Sin
embargo, como se menciond antes, a niveles elevados, las catecolaminas

ejercen un efecto inotropico negativo debido a un cambio molecular del
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receptor B2 desde la via inotropica positiva Gs hacia la via inotropica negativa
Gi. Este fendmeno es conocido como "stimulus trafficking,” y se refiere a la
capacidad de un receptor para activar diferentes vias de sefializacion
dependiendo del estimulo o ligando que lo activa (Heubach et al., 2004; Lyon
et al., 2008; Wang et al., 2008). Aunque este cambio en el acoplamiento de los
receptores adrenérgicos imita el fenotipo de la CIE, no es el causante Gnico de
esta condicion, pero contribuye a su fisiopatologia al promover un fenotipo no
contractil en el apice y una base contractil, generando la imagen caracteristica

del abombamiento apical.

Los niveles elevados de catecolaminas provocan un aumento en la sobrecarga
de Ca?*, la peroxidaciéon de la membrana lipidica y la oxidacién de proteinas
clave en el manejo de [Ca?']i, como es el caso de SERCA2a, cuya actividad
se ve disminuida promoviendo la sobrecarga de Ca?* en el citosol y la
disminucién del contenido de Ca?* del RS. Estos fenébmenos se pueden
atribuir: 1) al aumento de las ERO generadas por la oxidacién de las
catecolaminas y la produccién de peréxido de hidrogeno (H202) como residuo
de su metabolismo, 2) al aumento en la demanda energética, y 3) la accion
directa de las catecolaminas en los receptores -adrenérgicos. Ademas, el
receptor B2 esta vinculado, a través de la activacion de Gi, a la estimulacion de
la sintasa de 6xido nitrico endotelial, lo que aumenta la produccion de 6xido
nitrico. El 6xido nitrico puede reaccionar con el H202 generado durante la
activacion intensa del receptor 31, generando el radical libre peroxinitrito. Es
posible que el estrés nitrosativo (acumulacion de especies reactivas de
nitrégeno) mediado por el peroxinitrito contribuya a la disminucion de la
contractilidad y aumento de la inflamacion en la CIE (Nguyen et al., 2013;
Surikow et al., 2015).

2.6.5. Estadios de la cardiomiopatia inducida por estrés
Existen 3 fases o estadios del CIE que han sido caracterizadas en humanos.
La fase aguda se manifiesta en las primeras 48 horas desde el ingreso

hospitalario. En este periodo, se observa una depresién de los indices de
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variabilidad de la frecuencia cardiaca, lo que sugiere un predominio del
sistema nervioso simpatico por la respuesta al estrés emocional agudo que
caracteriza a esta condicién. Sin embargo, al avanzar a la fase subaguda o de
inicio de la recuperacion, a los 3 meses, se han observado mejoras en la
modulacién autonomica, indicando un retorno gradual de tono autondémico
normal y una mejora progresiva del patrén de contraccion. Esto sugiere que
hay una adaptacién y recuperacion progresiva de la funcion cardiaca a lo largo
del tiempo. Finalmente, la fase crénica se alcanza aproximadamente a los 3
meses de seguimiento, y se caracteriza por el restablecimiento de los indices
de variabilidad de la frecuencia cardiaca y de la funcién autonémica cardiaca,
que se manifiestan clinicamente a través de la recuperacién sostenida del

sistema cardiovascular (Ortak et al., 2009).

2.6.6. Complicaciones asociadas ala cardiomiopatia inducida por estrés
Por mucho tiempo se consideré que la CIE era un sindrome relativamente
benigno y con una recuperacion rapida de la funcién del ventriculo izquierdo.
Sin embargo, cada vez se acumula méas evidencia que sugiere que su
naturaleza es mas grave, y se manifiesta con una variedad de complicaciones
que afectan aproximadamente al 52% de los pacientes (Citro et al., 2014,
Elsokkari et al., 2013; Redfors et al., 2015).

En estudios recientes se han evaluado las implicaciones prondsticas de las
arritmias supraventriculares y ventriculares en la CIE, y destacan el riesgo
sustancial de complicaciones graves y las tasas de mortalidad considerables
a corto y largo plazo (Jesel etal.,, 2018, 2019; Moller etal.,, 2018). La
complicacion mas comun de la CIE es la IC sistdlica, que se presenta en
alrededor del 12-45% de los casos (Citro et al., 2014; Schneider et al., 2014).
Hay otras complicaciones en la CIE que son menos comunes, pero no por ello,

menos importantes (Tabla 1).
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Tabla 1. Complicaciones frecuentes en la CIE. Las tasas de incidencia varian debido a que
son estudios independientes con cohortes pequeias de diferentes hospitales acompafiadas
de reportes de caso. IC = insuficiencia cardiaca.

episodio agudo

fibrilacion ventricular.

Complicacién Incidencia Observaciones Referencia
Presente en la fase aguda con
e et | o tal, 20t
IC sistdlica 12-45% L - o Schneider et al.,
eyeccion del ventriculo izquierdo
o i 2014
baja, niveles elevados de troponina
y estrés fisico previo.
Obstruccion del tracto Durante la fase aguda, presentan
de salida del ventriculo | 10-25% ondas Q normales e hipotension. Ohba et al., 2006
izquierdo
le disminui i I .
Regurgitacion mitral 14-25% :Jl:]iif')nd:er? I\r/]::trl'e::urlzei(:djie?:oe s: Haghi etal., 2010;
9urg ° q Parodi et al., 2007
recupera.
o Tiene una mortalidad alta c,uando Citro etal, 2014:
Shock cardiogénico 4-20% se presentan ambas patologias del
Schultz et al., 2012
17-30%.
_ Presentes en la fase aguda. Pant etal., 2013;
- o 1 L
Arritmias 4-9% Syed et al., 2011
Presentes en el comienzo de la .
recuperacion, pero mas frecuentes de Gregorio etal.,
Formacion de trombos | 2-8% P P . . 2008; Kurisu et al.,
cuando la funcién ventricular
. . . 2011
izquierda ha vuelto a la normalidad.
Observada en la fase de
Efusién pericardica 43% recuperacion con pequefios | Kim et al., 2013
derrames pericardicos.
Ruptura de la pared <19 Son raras y suelen ocurrir de 2 a 8 | Akashi et al., 2004;
ventricular ° dias del inicio de los sintomas Sakai et al., 2005
Asociada con una edad mas
Afectacion ventricular avanz_a’da, una m(?nor fracqon de Elesber et al.,
18-34% eyeccién del ventriculo izquierdo y
derecha . . ! .~ | 2006
una estancia hospitalaria mas
prolongada.
. La causa principal es el shock | Redfors et al.,
Mortalidad durante un 2-5% cardiogénico refractario o la | 2015; Singh et al.,

2014
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2.6.7. Inflamacion y estrés oxidante en la cardiomiopatia inducida por
estrés

Se ha demostrado que el estrés oxidante es un evento temprano en la
generacion del CIE y que éste puede persistir hasta por 4 meses después del
episodio (Surikow et al., 2015). En este contexto, hay evidencia de que la
liberacion masiva de catecolaminas durante la fase aguda de la CIE es una de
las causas del aumento en los niveles de ERO que derivan en el desarrollo de
estrés oxidante e inflamacién miocardica. Se sabe que durante la liberacion
masiva de catecolaminas, su metabolismo por la monoamino oxidasa (MAO)
contribuye a la generacion de H202 y al estrés mitocondrial provocando un
aumento en las ERO mitocondriales, las cuales promueven la sobrecarga de
[Ca?*]i, inducen apoptosis al activar vias apoptéticas, como la via intrinseca, y
favorecen la oxidacion de proteinas y modificacion en la estructura y funcion
de canales ionicos, alterando la sefializacion celular (Datta & Bhattacharjee,
2020; Shi et al., 2024).

La estimulacibn excesiva de los receptores [B-adrenérgicos,
independientemente de la oxidacién de las catecolaminas, también se ha
seflalado como uno de los mecanismos que contribuye al desarrollo de
hipoxia, lesion por isquemia-reperfusion, sobrecarga de [Ca?*]i y apoptosis de
los miocitos (Mann et al., 1992; Saito et al., 2000; Shin et al., 2014; Yonekawa
etal.,, 1981). La activacion de PKA, en respuesta a la estimulacion B-
adrenérgica, induce la fosforilacién de diferentes proteinas en la mitocondria,
afectando la cadena de transporte de electrones, lo que resulta en la fuga de
electrones y la produccién del aniéon superéxido (O%) (Peoples et al., 2019;
Sandroni et al., 2022). El incremento excesivo de catecolaminas y la sobre
estimulacién de los receptores B-adrenérgicos en la CIE aumentan la demanda
metabdlica y el consumo de oxigeno, incrementando la produccién de ERO

mitocondriales como subproductos del metabolismo celular.

La exposicion de los cardiomiocitos a niveles elevados de ERO modifica la

estructura de diversas biomoléculas y componentes celulares, como el ADN,
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proteinas, fosfolipidos de la membrana celular y otras estructuras esenciales,
lo que lleva a su mal funcionamiento o a la pérdida de su funcion. Las ERO
también promueven rutas de sefializacion. Una de ellas es la del factor nuclear
kappa-B (NF-kB) que es crucial para la regulacion de la respuesta inmune, la
inflamacion, el desarrollo celular y la supervivencia celular, dando lugar a la
produccion sistémica y local de citocinas inflamatorias claves que incluyen al
factor de necrosis tumoral a (TNFa) y la interleucina 6 (IL-6), entre otras
(Mukhopadhyay et al., 2012). En este contexto, hay evidencia de que los
macrofagos y otras células del sistema inmune son reclutados en el miocardio
durante la CIE, donde liberan citocinas proinflamatorias que perpetian la
inflamacion y el dafio celular (Bajic et al., 2024; Liao et al., 2022; Lim et al.,
2023). De hecho, se ha observado un aumento de macréfagos del tipo M1 en
muestras tomadas del corazén de pacientes con CIE (Surikow et al., 2015), y
se han documentado casos de CIE desencadenados por la vacunaciéon contra
la influenza y por el tratamiento de inhibidores de puntos de control
inmunoldgico para el cancer, lo que sugiere la participacion de la activacion
inmunologica y la inflamacién en la generacion de este sindrome (Singh et al.,
2013). Por otro lado, la CIE activa al eje hipotdlamo-hipdfisis-adrenal que
participa considerablemente en la liberacion masiva de catecolaminas
contribuyendo con esto a la inflamacion y la activaciébn inmunolégica como
respuestas secundarias. Estos datos indican que la CIE se acomparfia de una
serie de eventos que guardan una relacién bidireccional y compleja, cuya
secuencia puede variar entre individuos y casos especificos, dependiendo de
factores subyacentes y desencadenantes determinados.

Finalmente, la inflamacion que se genera en la CIE es més significativa cuando
persiste en las fases subaguda y cronica, ya que participa en el desarrollo de
la disfuncion cardiaca a largo plazo y en la generacion de otros sintomas (Neil
et al., 2012; Spinelli et al., 2010). La inflamacion crénica puede causar fibrosis
miocardica reduciendo con ello la capacidad del corazén para contraerse y
relajarse adecuadamente, ya que se liberan citocinas proinflamatorias que

inducen la proliferacion y diferenciacion de fibroblastos en miofibroblastos,
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generando asi grandes cantidades de colageno y otros componentes de la
matriz extracelular (Prabhu & Frangogiannis, 2016). Esto puede derivar en la
disminucion progresiva de la funcion cardiaca y en el desarrollo de IC, cuyos
sintomas incluyen fatiga, disnea (dificultad para respirar), edema (hinchazon)
y palpitaciones (Bing & Dweck, 2019; Liao etal, 2022). Algunas
investigaciones, en las que se ha evaluado el impacto de las catecolaminas en
dosis elevadas en modelos preclinicos de CIE, revelan que existe un curso
temporal de infiltracion de células del sistema inmune en la capa media del
apice del ventriculo izquierdo, que es seguido por la resolucion y recuperacion
de la funcién contractil (Wilson et al., 2018). Sin embargo, si la inflamacion
persiste, el dafio crénico puede impedir la recuperacién completa de la funcion
contractil y predisponer al corazén a arritmias y otras complicaciones

cardiacas a largo plazo.

2.7. Alteraciones en el acoplamiento excitacién-contraccion en la
cardiomiopatia inducida por estrés
Hasta la fecha, existen pocos estudios en los que se han explorado las
alteraciones del AEC durante la CIE y su posible contribucion a la patogenia
de este sindrome. Los estudios que se han realizado hasta el momento indican
que, a nivel mecanico, la disfuncion contractil en la CIE se caracteriza por una
reduccion en la fuerza y la velocidad de contraccion y un enlentecimiento en
la relajacion (Pérez-Trevifio et al., 2020; Willis et al., 2015). Estos cambios
mecanicos estan vinculados con una reduccion en la amplitud y en la velocidad
de la fase de subida, asi como con una prolongacién en la fase de decaimiento
de los transitorios de Ca?*, que se acompafian con un aumento en la
frecuencia de las chispas de Ca?* durante la diastole y una reduccién en el
contenido de Ca?* en el RS (Pérez-Trevifio et al., 2020). La interpretacion de
estos datos es que la disminucion en la contractilidad del miocardio ventricular
es el determinante principal de la hipocinesia en la CIE, y que a nivel subcelular
esta alteracion se asocia con un manejo inadecuado de Ca?* durante el AEC,

lo que resulta en una reduccion en la cantidad de Ca?* que es liberado durante
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la sistole y un enlentecimiento en su remocion durante la diastole (Pérez-
Trevifio et al., 2020; Willis et al., 2015).

Los mecanismos moleculares que subyacen a las alteraciones del manejo de
Ca?* en la CIE se desconocen. Sin embargo, estudios realizados en otras
cardiopatias han demostrado que la exposicion de las células cardiacas a
niveles elevados de ERO produce modificaciones oxidativas
postraduccionales (MOP) en diferentes proteinas implicadas en el AEC,
generando alteraciones en su estructura y funcién que se traducen en la
disfuncion sistélica y diastdlica y en la génesis de arritmias que prevalecen en
la CIE (Kohler et al., 2014; Tsutsui et al., 2011). En el caso particular de los
receptores de RyR2 se ha demostrado que la produccion excesiva de ERO
induce MOP en el canal que resultan en un aumento en su sensibilidad al Ca?*,
lo que se traduce en un aumento en la frecuencia de las chispas de Ca?*
durante la diastole y en la generacion de arritmias ventriculares (Zima et al.,
2004; Zima & Blatter, 2006). Las ERO también pueden aumentar la funcion de
los receptores de RyR2 durante la didstole de forma indirecta al incrementar
la actividad de la CaMKIl y la fosforilacion de los receptores de RyR2 por esta
enzima (Okuda et al., 2018; Sadredini et al., 2021). El exceso de ERO también
modifica el estado de oxidacion de proteinas responsables de la remocion de
Ca?* durante la relajacion muscular, como es el caso de SERCA2a. La
oxidacion de residuos de cisteina en condiciones de estrés oxidante se
relaciona con la generacion de MOP en SERCA2a que reducen su actividad,
disminuyendo la recaptacion de Ca?* en el RS y contribuyendo a la sobrecarga
de Ca?* citosolico (Braz etal.,, 2004). El aumento en la funcién de los
receptores de RyR2 y la reduccion en la actividad de SERCA2a durante la
diastole, como resultado del estrés oxidante, se han descrito como parte de
los eventos moleculares que llevan a la reduccién del contenido de Ca?* del
RSy a la reduccién de la amplitud de los transitorios de Ca?* asociados con la
disfuncion contractil de diversas cardiopatias (Belevych et al., 2013; Benitah
et al., 2021; Zhihao et al., 2020). En el caso de la CIE, no se ha evaluado la

posible contribucion de alteraciones en el estado de oxidacion de proteinas
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clave en la desregulacion del manejo de Ca?* que prevalece en este sindrome.
Sin embargo, en un estudio reciente se reportdé que los cambios en la
regulacién de Ca?* asociadas con la disfuncién sistdlica y diastélica se
relacionan con un aumento en el estrés oxidante mitocondrial (Willis, et al.,
2015).

2.8. Tratamiento farmacold6gico de la cardiomiopatia inducida por
estrés

Actualmente, no existen farmacos especificos para el tratamiento de la CIE.
Por lo que, su enfoque terapéutico se centra en aliviar los sintomas y seguir
practicas estandar de manejo de la IC, como el uso de inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (ECA), blogueadores de los receptores de
angiotensina Il, bloqueadores B y diuréticos (Heidenreich et al., 2022). Sin
embargo, es importante mencionar que estos tratamientos son paliativos; en
realidad, no son farmacos que se enfoquen en resolver o limitar la
fisiopatologia de la CIE, ya que no se conoce en su totalidad. Ademas, la
evidencia solida sobre la eficacia de los inhibidores de ECA o los bloqueadores
de los receptores de angiotensina Il es limitada. Los bloqueadores B pueden
ser benéficos a largo plazo para reducir los efectos de las catecolaminas,
aunque su impacto en la supervivencia a largo plazo o las recurrencias no esta
claro (Bybee et al., 2004). Sin embargo, se debe tener precauciéon al usarlos
en pacientes con intervalos QT prolongados debido al riesgo de arritmias (C.
Madias et al., 2011).

En casos de choque cardiogénico, se recurre a farmacos inotrépicos positivos
o dispositivos mecanicos para mantener la estabilidad hemodindmica
(Almendro-Delia etal.,, 2018; Lyon etal, 2016). Se considera la
anticoagulacion preventiva en casos de posible formacion de coagulos en el
ventriculo izquierdo, pero no se recomienda el uso rutinario de antiagregantes
plaguetarios, a menos que exista enfermedad coronaria concomitante
(D’Ascenzo et al., 2020; Kurisu et al., 2011).
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2.9. Rubus idaeus

El uso de extractos naturales ha experimentado un crecimiento significativo
debido a sus multiples beneficios y al aprovechamiento de los recursos locales,
abriendo asi nuevas perspectivas para su aplicacion en la creacién de
farmacos (Dewick, 2002; Rao, 2012). Un ejemplo destacado es el estudio de
las frambuesas rojas (Rubus idaeus), frutas nativas de Europa, que han sido

objeto de investigacion en diversas industrias.

La frambuesa es un fruto rico en nutrientes esenciales como vitaminas,
minerales, acidos grasos, proteinas, carbohidratos y fibra dietética, y se
considera una alternativa viable para obtener una nutricion saludable. Ademas,
contienen compuestos polifendlicos asociados con la prevencion y el
tratamiento de diversas enfermedades cronicas debido a sus propiedades
antioxidantes y antimicrobianas (Bo’ et al., 2015; Rao & Snyder, 2010).

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios (antocianinas,
flavonoles, elagitaninos, acidos fendlicos, taninos y flavanoles) que estan
presentes en cantidades abundantes en las frambuesas (Rubus idaeus) y
otras plantas del género Rubus y tienen un papel fundamental en la
autoproteccion de las plantas ya que desempefian varias funciones como
antioxidantes, antimicrobianos y reforzadores de la pared celular, en respuesta
a patogenos y estrés, los cuales pueden ser abibticos, por temperatura o
estrés hidrico, salino o luminico, o bidtico, por ataque de patdgenos,
herbivoros, parasitos y competencia con otras plantas. Se ha observado que
las antocianinas y los elagitaninos son los contribuyentes principales del efecto
antioxidante. Estos compuestos fendlicos se dividen en dos grupos principales:
flavonoides y no flavonoides, que a su vez se subdividen en varias subclases,
como antocianinas, flavonoles, taninos, cumarinas, acidos fendlicos, entre
otros (Justino, 2017).

Los compuestos fenolicos en las frambuesas, como las antocianinas y los
elagitaninos, son antioxidantes debido a su capacidad para neutralizar
radicales libres (Dobani et al., 2021). Las antocianinas tienen una actividad
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antioxidante superior a los elagitaninos, ya que pueden neutralizar radicales
por dos vias diferentes, mientras que los elagitaninos solo utilizan una via. Los
elagitaninos siguen una via que implica el acoplamiento oxidativo o reaccién
entre si de grupos galloilos vecinos, comun en taninos hidrolizables (Vogt,
2010). En contraste, las antocianinas pueden acoplar un radical libre
transfiriendo un electron desde grupos hidroxilo en su anillo B y/o desde el ion
oxonio en el anillo C de la antocianina (Hidalgo & Almajano, 2017). Este
compuesto puede ser de gran ayuda en diversas enfermedades cardiacas, ya
que, en la CIE, los metabolitos activos de Rubus idaeus puede mitigar los

efectos de las ERO y la inflamacion aguda.

Las propiedades antioxidantes y antiinflamatorias de Rubus idaeus se deben
en gran medida a la liberacion de metabolitos secundarios producidos durante
el metabolismo de las dos familias mas abundantes del extracto, las
antocianinas y los elagitaninos (Figura 8). Las antocianinas son absorbidas y
metabolizadas principalmente en el colon, mientras que una pequeia cantidad
se absorbe en el estbmago y el intestino delgado en sus formas glucosidicas.
En el colon, las antocianinas interactian con la microbiota y enzimas
produciendo metabolitos secundarios. El metabolismo de las antocianinas por
la microbiota intestinal ocurre en dos etapas: primero, las enzimas [3,D-
glucosidasa, B,D-glucuronidasa y a,L-ramnosidasa separan los aglicones;
luego, la microbiota escinde el heterociclo de antocianidina (J. Chen et al.,
2020). Las antocianinas absorbidas se metabolizan en el epitelio intestinal,
higado y rifiones a derivados de sulfato, glicina, glucurénido y metilato (Y.
Chen et al., 2017).

2.10. Antocianinas

Estudios realizados sobre el metabolismo de Rubus idaeus muestran que
dentro de los derivados de las antocianinas destacan, por sus propiedades,
abundancia y relevancia biologica, la cianidina-3-O-glucosido (C3G),
cianidina-3-rutinosido (C3R) y delfinidina-3-rutindsido (D3R) (Teng et al., 2017;
Tian et al., 2019).
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La C3G ha demostrado diversos efectos beneficiosos para la salud en estudios
experimentales. En ratas espontaneamente hipertensas, la C3G previno la
muerte de cardiomiocitos y la hipertrofia cardiaca inducida por endotelina-1.
También redujo la masa ventricular izquierda y mejoré la funcién diastdlica,
aunqgue no afecto significativamente la presion arterial sistolica (Aloud et al.,
2018). Ademas, la C3G atenuo la hipertrofia cardiaca y la fibrosis inducida por
angiotensina Il al activar la via CTRP3/AMPK (involucrada en la regulacion del
metabolismo energético, la inflamacion, y la homeostasis) y reducir la
respuesta inflamatoria en cardiomiocitos de ratas neonatas (Zhang & Qin,
2023). En otros estudios, la C3G protegiéo al corazon de la peroxidacion
lipidica, mejoré el metabolismo energético en corazones isquémicos Yy
reperfundidos y mostré un efecto protector dependiente de la dosis contra el
dafio oxidativo en eritrocitos humanos (Amorini et al., 2003). Estos hallazgos
indican que la C3G es un potente antioxidante natural con capacidad para
mitigar la hipertrofia cardiaca, la inflamacién y el dafio oxidativo, probando asi
sus efectos cardioprotectores significativos en diversas condiciones

experimentales.

La C3R ha mostrado importantes beneficios para la salud gracias a sus
propiedades antioxidantes. Se ha reportado que la C3R induce apoptosis en
células leucémicas HL-60 mediante la acumulacion de peréxidos y la
activacion de vias de sefializacion dependientes de ERO, sin efectos
citotoxicos en células normales (Feng etal., 2007). Ademas, la C3R ha
mostrado efectos protectores contra la glicacion y oxidacién de proteinas
inducidas por monosacéridos, sugiriendo su utilidad en la prevencion de
complicaciones diabéticas al inhibir la formacion de productos finales de
glicaciéon avanzada y el dafio proteico dependiente de la oxidacién (Thilavech
et al., 2015). En células B pancreaticas, la C3R estimula la secrecion de
insulina a través de la activacion de canales de Ca?* dependientes de voltaje
y la via PLC-IP3, mejorando la hiperglucemia en pacientes diabéticos
(Kongthitilerd et al., 2022). Estos estudios resaltan el papel prometedor de la

C3R como un antioxidante natural.
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Figura 8. Absorcion, metabolismo y mecanismos de los elagitaninos y antocianinas en
el cuerpo humano. (Modificado de Lopez-Corona et al., 2022).

Por otra parte, se ha encontrado que la D3R reduce el estrés oxidativo en
cardiomiocitos y células de la microglia, comparandose en efectividad con la
N-acetilcisteina (Currie et al., 2022). Ademas, la D3R mejora la tolerancia a la
glucosa al aumentar la secrecién de péptido similar al glucagon-1 (GLP-1), lo
gue estimula la secrecién de insulina. Este efecto fue observado en estudios
con ratas y células LGLUTag, sugiriendo que la D3R no se descompone
significativamente en el tracto gastrointestinal y actda principalmente en su
formaintacta (Tani et al., 2017). La D3R también estimula la secrecion de GLP-
1 a través de la via de la CaMKIl, proporcionando una posible via molecular

para la secrecion de GLP-1 en células intestinales L (Kato et al., 2015).
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2.11. Elagitaninos

Los elagitaninos deben metabolizarse en urolitinas para ser absorbidos por el
cuerpo humano. La descomposicion de elagitaninos en urolitinas varia segun
la microbiota del hospedador, lo que genera variabilidad interindividual. Los
individuos se clasifican en tres metabotipos de produccion de urolitinas: el
metabotipo A que produce urolitina-A, el metabotipo B que produce urolitina-
A, isourolitina-A y urolitina-B, y el metabotipo O que no produce urolitinas.
Gordonibacter urolithinfaciens y Gordonibacter pamelaeae, aislados de
muestras fecales de mujeres sanas, pueden producir urolitinas M5, M6 y
urolitina C a partir del acido elagico (Djedjibegovic et al., 2020; Smeriglio et al.,
2017; Sojka et al., 2019).

Los elagitaninos son moléculas estables en el estbmago y se metabolizan en
el colon por la microbiota intestinal y enzimas. En condiciones acidas, el
sanguiin H-6 y el lambertianin C, principales elagitaninos en frambuesas, son
estables (Lipinska etal., 2014). En el colon, los elagitaninos liberan &cido
elagico, que luego interactda con la microbiota intestinal para metabolizarse

en diversos derivados de urolitinas (Garcia-Villalba et al., 2013).

Las urolitinas, derivados del metabolismo de los elagitaninos presentes en
Rubus idaeus, han mostrado diversos efectos beneficiosos para la salud
cardiovascular y sus propiedades antioxidantes. La urolitina A ha demostrado
proteger contra la lesion cardiaca aguda asociada a pancreatitis severa al
regular el metabolismo oxidativo de los acidos grasos en las mitocondrias de
los cardiomiocitos, reduciendo el estrés oxidativo y la apoptosis celular (Yang
et al., 2023). Asimismo, la urolitina B mejora la funcién cardiaca y reduce la
susceptibilidad a arritmias ventriculares después de un infarto de miocardio en
ratas, atenuando la fibrosis y la inflamacion cardiaca mediante la inhibicién de
las vias de sefalizacion JAK2/STAT3 y Smad2/3, que son vias clave en la
induccion de fibrosis (Gao et al., 2020). Ademas, la urolitina A previene la
cardiomiopatia diabética inducida por estreptozotocina en ratas, al activar la

sefalizacion SIRTL, lo que reduce el estrés oxidativo y la inflamacion, y mejora
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la funcion ventricular izquierda (Albasher etal., 2022). En estudios con
modelos de obesidad inducida por dieta, la urolitina A activa la mitofagia,
protegiendo contra la cardiomiopatia metabdlica y mejorando la funcion
diastolica (Huang et al., 2023). Finalmente, urolitina B reduce la predisposicion
a arritmias miocardicas tras la hipoxia mediante la regulacién de la via
Akt/mTOR vy la translocacion nuclear de NF-kB, disminuyendo la apoptosis de

cardiomiocitos y la remodelacién neural (X. Huang, Gao, et al., 2022).

El 4cido elagico, presente en el extracto de Rubus idaeus y derivado del
metabolismo de los elagitaninos, ha mostrado importantes beneficios
cardioprotectores y antioxidantes. Estudios han demostrado que el acido
elagico puede prevenir la cardiotoxicidad inducida por doxorrubicina al reducir
el estrés oxidativo, inflamatorio y apoptotico en el corazén de ratones (Lin &
Yin, 2013). Ademas, en un modelo de isquemia/reperfusion cerebral, el acido
elagico redujo significativamente las arritmias cardiacas y mejoré los
parametros electrocardiogréaficos alterados (Dianat et al., 2019). Otro estudio
encontr6 que el &cido elagico inhibe las arritmias, la hipertrofia y la
hiperlipidemia durante el infarto de miocardio en ratas, restaurando los perfiles
lipidicos y previniendo la necrosis miocardica (Kannan & Quine, 2013).
También se ha demostrado que el 4cido elagico mejora la funcién contractil y
la regulacion del Ca?* en los miocitos ventriculares, atenuando el estrés

oxidativo en la hipertrofia cardiaca patoldgica (Yamasan et al., 2021).

3. JUSTIFICACION

Después de un evento estresante agudo, hay una sobre estimulacion del
sistema nervioso simpatico y del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal, lo que
provoca una liberacion excesiva de catecolaminas que hiperactivan a los
receptores 3 adrenérgicos del corazén, generando un dafio transitorio en la
region apical debido al desarrollo de estrés oxidante. El dafio en el apice
genera un manejo inadecuado del [Ca?*], que se caracteriza por una reduccion
en la amplitud y duracién de los transitorios de Ca?*, asi como en el contenido

de Ca?* del RS. Estas condiciones impactan negativamente la mecénica del

34



corazoén, resultando en una disminucién en la fuerza de contraccion y en la

capacidad de relajacién del musculo cardiaco.

El extracto natural Rubus idaeus posee propiedades antioxidantes y varios de
sus componentes han demostrado tener un efecto cardioprotector, por lo que
es factible considerar que su uso profilactico podria contribuir a reducir el dafio
cardiaco en situaciones de estrés al mejorar el manejo de Ca?* y la funcion
mecanica del corazdn, representando una potencial alternativa para el

tratamiento de la CIE.

4. HIPOTESIS

La administracion profilactica de un extracto de Rubus idaeus en un modelo
de cardiomiopatia inducida por estrés en ratas prevendra la reduccién en el
contenido de Ca?* del RS y en la amplitud de los transitorios de Ca?* en los

miocitos apicales del ventriculo izquierdo.

5. OBJETIVOS
4.1. General

Evaluar el efecto cardioprotector del tratamiento profilactico del extracto de
Rubus idaeus en el AEC de los miocitos del apice del ventriculo izquierdo, en

un modelo de ratas con cardiomiopatia inducida por estrés.

4.2. Especificos

4.2.1. Definir el curso temporal de las alteraciones en el AEC generadas en un
modelo de CIE desarrollado en ratas a partir de una sobredosis de
isoproterenol, mediante el registro y analisis de la amplitud y cinética de los

transitorios de Ca?* y el contenido de Ca?* del RS.

4.2.2. Evaluar los efectos del tratamiento profilactico de Rubus idaeus en el
curso temporal de las alteraciones producidas por la sobredosis de
isoproterenol en la amplitud y cinética de los transitorios de Ca?" y el
contenido de Ca?* del RS.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso corporal de 250 g. Los animales
se alojaron en cajas de plastico y se mantuvieron con temperatura constante
de 22 + 2°C, con una humedad relativa del 50%, con ciclos regulares de luz y
oscuridad de 12 h cada uno. Se les proporciono alimento y agua ad libitum.
Los procedimientos experimentales se realizaron bajo la guia de los
estandares de la NOM-062-Z0O0-1999 y el protocolo fue aprobado por el
Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio
(CICUAL), con el codigo 0383-24.

5.2. Modelo experimental de cardiomiopatia inducida por estrés
El modelo de CIE se generd a través de la aplicacion de una sobredosis Unica
de isoproterenol (67 mg/kg, disuelto en solucién salina estéril (SS), via
subcutanea) (Chagoya de Sanchez et al., 1997; Sachdeva et al., 2014). Los
efectos de la sobredosis de isoproterenol se evaluaron 1, 3y 7 dias después
de su administracion. Es importante mencionar que la sobredosis de
isoproterenol generé una mortalidad animal aproximada del 20% en las

primeras 24 horas.

5.3. Tratamiento profilactico con el extracto de Rubus idaeus
El extracto de Rubus idaeus fue donado por la Dra. Rebeca Garcia Varela, de
la Escuela de Ingenieria y Ciencias del Instituto Tecnoldgico y de Estudios
Superiores de Monterrey, Campus Guadalajara. El extracto liofilizado se

disolvié en PBS y se mantuvo refrigerado a 4°C hasta su uso.

El extracto se administr6 bajo un esquema profilactico. Para esto, se
administr6 en una dosis de 30 mg/kg disuelto en PBS, filtrado, libre de
cualquier contacto con la luz y a 4°C todos los dias a la misma hora durante 2
semanas por via oral, previo a la administracion de la sobredosis de
isoproterenol. La administracion del extracto se continudé posterior a la
aplicacion de isoproterenol, hasta la eutanasia de los animales 1, 3y 7 dias
después de la administracion del isoproterenol.
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5.4. Disefo experimental
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Figura 9. Distribuciéon de grupos experimentales. 1d, 1 dia; 3d, 3 dias; 7d, 7 dias; ISO,
isoproterenol; Ri, Rubus idaeus.

Los animales se distribuyeron de forma aleatoria en los siguientes grupos
experimentales: 1) Grupo control 1 dia con animales que fueron tratados con
PBS (vehiculo de Rubus idaeus) + SS (vehiculo de isoproterenol) y que fueron
eutanizados 1 dia después de la administracion de SS. 2). Grupo control Ri
1 dia con animales que fueron tratados con el extracto de Rubus idaeus (dosis
30 mg/kg/dia) + SS y que fueron eutanizados 1 dia después de la
administracion de SS. 3) Grupo control 7 dias con animales que fueron
tratados con PBS + SS, y que fueron eutanizados 7 dias después de la
administracion de SS. 4) Grupo control Ri 7 dias con animales que fueron
tratados con el extracto de Rubus idaeus (dosis 30 mg/kg/dia) + SS y que
fueron eutanizados 7 dias después de la administracion de SS. Con la
intenciéon de reducir el nUumero de animales, los grupos control solo fueron
evaluados en los dias 1y 7 post-ISO de SS. Los resultados sobre la dinamica

del [Ca?*]i que se obtuvieron de los grupos control fueron similares, por lo que
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se promediaron y se presentaron como grupo al tiempo 0, para representar la
condicion control sin isoproterenol. 5) Grupo ISO 1 dia: con animales que
fueron tratados con PBS por 2 semanas, después se le administro
isoproterenol, y 1 dia después fueron eutanizados. 6) Grupo ISO + Ri 1 dia:
con animales que fueron tratados con el extracto (dosis 30 mg/kg/dia) por 2
semanas, después se le administro isoproterenol, y 1 dia después fueron
eutanizados. 7) Grupo ISO 3 dias: con animales que fueron tratados con PBS,
después se le administro isoproterenol, y 3 dias después fueron eutanizados.
8) Grupo ISO + Ri 3 dias: con animales que fueron tratados con el extracto
(dosis 30 mg/kg/dia) por 2 semanas, después se le administré isoproterenol, y
3 dias después fueron eutanizados. 9) Grupo ISO 7 dias: con animales que
fueron tratados con el vehiculo del extracto por 2 semanas, después se le
administro isoproterenol, y 7 dias después fueron eutanizados. 10) Grupo ISO
+ Ri 7 dias: con animales que fueron tratados con el extracto (dosis 30
mg/kg/dia) por 2 semanas, después se le administré isoproterenol, y 7 dias

después fueron eutanizados.
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Figura 10. Disefio experimental. 1SO, isoproterenol; PBS, buffer de fosfato salino; SS,

solucioén salina.

5.5. Aislamiento de los miocitos cardiacos ventriculares

Una vez concluidos los tiempos post-ISO (1, 3 y 7 dias), los animales fueron
anestesiados con pentobarbital sodico (65 mg/kg, via intraperitoneal) para
extraer el corazén. Una vez extraido, el corazén se coloco en un sistema de
Langendorff en donde fue perfundido de forma retrograda a través de la aorta.
La perfusidon se realizo utilizando una solucién de disociacién suplementada
con colagenasa tipo 2 (2 mg/ml, Worthington), y CaClz (50 yM). El proceso se
llevé a cabo a una temperatura de 37°C, con una duracion aproximada de 10-
15 minutos. La composicién de la solucion de disociacion fue la siguiente (en
mM): NaCl 130, &cido lactico 1, KCI 5.4, acido piravico 3, HEPES 25, MgCl2 1,
NaH2PO4 0.33, glucosa 22, ajustada a un pH de 7.4 disuelta en agua MQ.

Al terminar la digestion, se procedi6 a cortar el apice del corazén y se colocé
en una caja de Petri que contenia la misma solucién de disociacion, pero sin
colagenasa. Posteriormente, se procedio a la disgregacion mecanica del tejido
y los miocitos se obtuvieron por filtracion. La suspension celular resultante fue
transferida a un tubo con solucién de digestion suplementada con 100 mg de
albiminay 0.1 mM de CaClz. Esta suspension fue transferida de forma gradual
a tubos con solucién de disociaciéon suplementada con CaClz a tres
concentraciones crecientes (100 uM, 250 yuM y 500 uM) para obtener miocitos
tolerantes a Ca?*. Finalmente, la suspension se mantuvo en la solucién de
digestion con 500 yM CaClz a temperatura ambiente hasta su uso, dentro de

las siguientes 4-5 horas después de su obtencion.

5.6. Registro de los transitorios de Ca?* con microfluorometria
Los transitorios de Ca?' fueron registrados en los miocitos ventriculares
aislados del apice del corazon. Para este propdsito, los miocitos se incubaron
con el indicador de Ca?* de alta afinidad, Fluo-4/AM (10 puM), durante 30
minutos a temperatura ambiente, en condiciones de oscuridad.

Posteriormente, se depositd una muestra de la suspensién celular en una
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camara de registro previamente tratada con laminina. Esta camara se colocé
sobre la platina de un microscopio equipado con un sistema de
microfluorometria RatioMaster RM-5 de PTI. Una vez que las células se
adhirieron al fondo de la cdmara, se inicio la perfusion con una solucion de
Tyrode que contuvo (en mM): NaCl 140, KCI 6, glucosa 10, MgClz 1, CaCl2
1.8, HEPES 10, ajustada a un pH 7.4 disuelta en agua MQ. Los cambios en la
[Ca?*]i se registraron como cambios en la fluorescencia generados por el Fluo-
4. Para ello, se utilizé una longitud de onda de excitacion de 488 nm vy la luz
de emisién se recolect6é a una longitud de onda > 505 nm, con una frecuencia
de adquisicion de 350 Hz. Los transitorios de Ca?* se evocaron mediante
estimulacién de campo, aplicando un tren de 10-15 pulsos de voltaje de 30 V,
con una duracion de 10 ms y una frecuencia de 0.5 Hz, hasta que se alcanz6
el estado estacionario. Posteriormente, se perfundié a los miocitos con una
solucién de Tyrode modificada (0 Na*/0 Ca?*) y se aplicd un pulso de cafeina
(10 mM, 1 s), un agonista de los receptores de RyR2, para determinar el
contenido de Ca?* en el RS (Reggiani, 2021).

5.7. Andlisis de los transitorios de Ca?*
Las sefiales de fluorescencia se procesaron y analizaron utilizando los
softwares Sigma Plot 15.0 y OriginPro Lab. Los valores de Ca?* se reportan
como la fluorescencia normalizada con la fluorescencia basal (F/Fo). La
fluorescencia basal (Fo) se determiné antes de la estimulacion eléctrica en
regiones donde no ocurrieron cambios en la [Ca?*]i. La amplitud de los
transitorios de Ca?* inducidos por la estimulacién eléctrica se determin6
obteniendo el valor maximo de F/Fo (F/Fo méaxima), este parametro permite
estimar la cantidad de Ca?* liberado del RS durante el AEC. Para evaluar la
cinética de la liberacién de Ca?* durante el AEC, se determiné el tiempo al pico
(Tp) y la velocidad méaxima de la liberacién de Ca?* durante la fase de subida
de los transitorios de Ca?*. Para estimar el valor de la velocidad de liberacién
de Ca?* independientemente de la amplitud de los transitorios, se normalizé a
los transitorios de Ca?* en funcién de su amplitud méaxima, y se obtuvo la

primera derivada de la fase de subida (dRelease/dt). Finalmente, se midi6 la
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constante de decaimiento (kdecaimiento) de la fase de descenso de los transitorios
de Ca?* para evaluar la cinética del proceso de remocién de Ca?* durante la
diastole. En ratas, este proceso depende en un ~92% de SERCA2a (Bassani
et al., 1994), por lo que el valor de la kdecaimiento S€ considerdé como una medida
de la actividad de esta proteina. El contenido de Ca?* en el RS se estim6 a
partir de la amplitud maxima de los transitorios de Ca?* evocados por la rapida

aplicacion de cafeina.

5.8. Analisis estadistico
Los datos se representan como la media * el error estandar de la media. Las
diferencias entre los grupos se obtuvieron realizando un analisis de varianza
de dos vias de medidas repetidas (Two-Way RM ANOVA), seguido de una
prueba post-hoc de Tukey. Se considerd un nivel de significancia con una p <
0.05.

6. RESULTADOS

6.1. Curso temporal de los efectos de la sobredosis de isoproterenol y
del extracto de Rubus idaeus en los transitorios de Ca?*
En la Figura 11 se muestran los trazos representativos de los transitorios de
Ca?* registrados en los miocitos apicales de los diferentes grupos
experimentales para la condicion control y para los dias 1, 3y 7 post-ISO. Se
puede apreciar que, comparado con su respectivo grupo control (registros en
linea negra), la sobredosis de isoproterenol generdé una disminucion en la
amplitud y un enlentecimiento en la fase de ascenso de los transitorios de Ca?*
en los dias 1 y 3 post-ISO, y que estas alteraciones ya no se observan en el
dia 7 post-I1SO (registros en linea roja). Ademas, se observa que el tratamiento
profilactico con Rubus idaeus previno las alteraciones en los transitorios de
Ca?* generadas por el isoproterenol en los dias 1 y 3 post-ISO e hizo mas
rapida la fase de descenso de los transitorios de Ca?* en los 3 grupos post-
ISO (registros en linea azul). Los datos promedio de los diferentes parametros

analizados para cada grupo experimental se presentan a continuacion.
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Figura 11. Trazos representativos de los transitorios de Ca?* obtenidos para los dias 1,
3y 7 post-ISO o solucién salina que recibieron o no el tratamiento profildctico con
Rubus idaeus. Se muestran los trazos obtenidos para los grupos control que recibieron la
dosis Unica de solucién salina (SS) y que no recibieron el tratamiento con Rubus idaeus (Ri)
(trazos negros) y los obtenidos para los grupos control que recibieron la dosis Unica de SS y
el tratamiento con Ri (30 mg/kg/dia) (trazos verdes). También se muestran los trazos obtenidos
para los grupos que recibieron la dosis Unica de isoproterenol (ISO, 67 mg/kg, via subcutanea)
y que no recibieron el tratamiento con Ri (trazos rojos), y los obtenidos para los grupos que
recibieron la dosis Unica de isoproterenol y el tratamiento con Ri (trazos azules).

6.2. Efectos de la sobredosis de isoproterenol y del tratamiento
profilactico con Rubus idaeus en la amplitud de los transitorios de
Ca2+
En la Figura 12 se muestra el curso temporal de los datos promedio obtenidos
para la amplitud de los transitorios de Ca?' en los diferentes grupos
experimentales. En el tiempo 0 se grafican los datos de los grupos control que
no fueron administrados con isoproterenol, y que recibieron (simbolo rojo) o
no (simbolo negro) el tratamiento profilactico con Rubus idaeus. Asimismo, se
grafican los datos obtenidos en los grupos que corresponden a los dias 1, 3y
7 post-1SO (simbolos negros), y los de los grupos 1, 3y 7 post-ISO que fueron
tratados con Rubus idaeus (simbolos rojos). Como se puede ver, comparado
con su respectivo grupo control (tiempo 0), el isoproterenol redujo de forma
significativa la amplitud de los transitorios de Ca?* en los dias 1 y 3 post-I1SO.

Sin embargo, la amplitud de los transitorios de Ca?* se recuper6 en el dia 7
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post-ISO. Debido a que la amplitud de los transitorios de Ca?* nos da una
estimacion de la cantidad de Ca?* liberada del RS durante el AEC, estos datos
indican que el isoproterenol reduce de forma transitoria la liberacién de Ca?*
del RS inducida por el AEC, alcanzando sus efectos maximos en los dias 1y
3 post-1SO.

Al comparar la amplitud de los transitorios de Ca?* en los grupos controles que
recibieron (simbolo rojo, tiempo 0) o no (simbolo negro, tiempo 0) el
tratamiento con Rubus idaeus, se observd que no hay diferencia significativa
entre ellos, lo que indica que el tratamiento con el extracto no tiene un efecto
per se en la amplitud de estos eventos. Sin embargo, al comparar la amplitud
de los transitorios de Ca?* entre los grupos que fueron administrados con
isoproterenol, se observd que el tratamiento con Rubus idaeus previno de
forma significativa la reduccion en la amplitud de estos eventos generada por
el isoproterenol en los dias 1y 3 post-ISO, y no afect6 de forma significativa a
este parametro en el dia 7 post-1ISO. Estos datos sugieren que el tratamiento
profilactico con Rubus idaeus protege al corazén de las alteraciones en el AEC

generadas por el isoproterenol.

6.3. Efectos de la sobredosis de isoproterenol y del tratamiento
profilactico con Rubus idaeus en la velocidad de la liberacion de
Ca2+
La tasa de aumento de la [Ca?*]i durante la fase de ascenso del transitorio de
Ca?* nos da un estimado de la rapidez con la que se esta liberando el Ca?* del
RS, factor que depende de la eficiencia de activacion y reclutamiento de los
receptores de RyR2 durante el AEC. Para determinar la tasa de cambio de la
[Ca?*]i se calculé la primera derivada de la amplitud normalizada de los
transitorios de Ca?* (a su amplitud maxima) en funciéon del tiempo
(dRelease/dt). Este parametro proporciona informacién sobre la rapidez con la
que el Ca?* es liberado del RS independientemente de la amplitud de los

transitorios de Ca?".
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Figura 12. Curso temporal de los efectos de la sobredosis de isoproterenol y del
tratamiento profilactico de Rubus idaeus en la amplitud de los transitorios de Ca?*. Los
simbolos negros muestran el curso temporal de los efectos de la sobredosis de isoproterenol
(ISO) en los dias 1, 3y 7 post-ISO. Los simbolos rojos muestran los efectos del tratamiento
profilactico con Rubus idaeus (dosis 30 mg/kg/dia) en los dias 1, 3y 7 post-ISO (ISO + Ri). En
el tiempo 0 se grafican los datos obtenidos para los grupos controles que recibieron (simbolo
rojo) o no (simbolo negro) el tratamiento con Ri. Los puntos representan la media + el error
estandar de la media, con una n=13-18 células de 3 ratas por grupo. ANOVA de dos vias,
seguida por una prueba post hoc de Tukey. 2p< 0.05 para los grupos ISO vs tiempo 0 sin Ri.
bp< 0.05 para los grupos controles en el tiempo 0, y para los grupos ISO vs ISO + Ri

correspondientes a cada punto temporal.

El curso temporal de los datos promedio obtenidos para la dRelease/dt se
muestra en Figura 13. Se puede ver que, comparado con su respectivo grupo
control, el isoproterenol causo una reduccion significativa en la dRelease/dt en
los dias 1 y 3 post-ISO. Mientras que en el dia 7 post-ISO, la dRelease/dt no
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fue diferente a la del grupo control. Estos datos sugieren que el isoproterenol
hace mas lenta la liberacion de Ca?* del RS durante el AEC, y que este efecto
es solo transitorio, ya que la velocidad de la liberacion de Ca?* se recupera en
el dia 7.

En la Figura 13 también se observa que el tratamiento profilactico con el
extracto de Rubus idaeus evit6 la reduccion en la dRelease/dt generada por el
isoproterenol en los dias 1 y 3 post-ISO, y no afectdé de manera significativa la
dRelease/dt en el dia 7 post-ISO. Estos hallazgos ponen en evidencia que el
Rubus idaeus es capaz de prevenir el enlentecimiento en la liberacién de Ca?*

provocado por el isoproterenol.

Otro parametro que brinda informacion sobre la velocidad de liberacién de Ca?*
es el tiempo al pico, el cual se define como el tiempo en el que se alcanza la
amplitud maxima de los transitorios de Ca?* una vez que estos inician. En la
Figura 14 se puede ver que el isoproterenol (simbolos negros) causé un
incremento significativo en este tiempo en el dia 3 post-ISO, y que el
tratamiento profilactico con el Rubus idaeus (simbolos rojos) previno este
efecto. Estos datos confirman el enlentecimiento en la fase de ascenso de los
transitorios de Ca?* provocado por el isoproterenol y la capacidad del Rubus

idaeus para prevenir esta alteracion.

6.4. Efectos de la sobredosis de isoproterenol y del tratamiento

profilactico con Rubus idaeus en la velocidad de remocién de Ca?*
Para que se lleve a cabo la relajacion celular es necesario que el Ca?* liberado
del RS sea removido del citosol. Este proceso depende de la accion
combinada de SERCA2a y del NCX.

45



»w 01

£ M

‘?i \\ ’-—“—
'-%.. \\ o———‘-—-—

s ®------- +

© -

9 4 a,b a,b

)

x

©

Figura 13. Curso temporal de los efectos de la sobredosis de isoproterenol y del
tratamiento profilactico de Rubus idaeus en la velocidad de ascenso de los transitorios
de Ca?*. Los simbolos negros muestran el curso temporal de los efectos de la sobredosis de
isoproterenol (ISO) en los dias 1, 3y 7 post-ISO. Los simbolos rojos muestran los efectos del
tratamiento profilactico con Rubus idaeus (dosis 30 mg/kg/dia) en los dias 1, 3y 7 post-1SO (1ISO
+ Ri). En el tiempo 0 se grafican los datos obtenidos para los grupos controles que recibieron
(simbolo rojo) o no (simbolo negro) el tratamiento con Ri. Los puntos representan la media
el error estdndar de la media, con una n=13-18 células de 3 ratas por grupo. ANOVA de dos
vias, seguida por una prueba post hoc de Tukey. ?p< 0.05 para los grupos ISO vs tiempo 0 sin
Ri. p< 0.05 para los grupos controles en el tiempo 0, y para los grupos ISO vs ISO + Ri

correspondientes a cada punto temporal.
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Figura 14. Curso temporal de los efectos de la sobredosis de isoproterenol y del
tratamiento profilactico de Rubus idaeus en el tiempo al pico de los transitorios de Ca?*.
Los simbolos negros muestran el curso temporal de los efectos de la sobredosis de
isoproterenol (ISO) en los dias 1, 3y 7 post-ISO. Los simbolos rojos muestran los efectos del
tratamiento profilactico con Rubus idaeus (dosis 30 mg/kg/dia) en los dias 1, 3y 7 post-1SO (1ISO
+ Ri). En el tiempo 0 se grafican los datos obtenidos para los grupos controles que recibieron
(simbolo rojo) o no (simbolo negro) el tratamiento con Ri. Los puntos representan la media +
el error estandar de la media, con una n=13-18 células de 3 ratas por grupo. ANOVA de dos
vias, seguida por una prueba post hoc de Tukey. ?p< 0.05 para los grupos ISO vs tiempo 0 sin
Ri. Pp< 0.05 para los grupos controles en el tiempo 0, y para los grupos ISO vs ISO + Ri
correspondientes a cada punto temporal.

El curso temporal de los efectos del isoproterenol y del tratamiento con Rubus
idaeus sobre la kdecaimiento de los transitorios de Ca?* se muestra en la Figura
15, en donde se puede apreciar que comparado con su respectivo grupo
control (tiempo 0, simbolo negro), el isoproterenol no causé una disminucion

significativa en la kdecaimiento €N NiNgUn punto temporal (1, 3 o 7 dias post-ISO),
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lo que indica que la sobredosis de isoproterenol no afecté la actividad de
SERCA2a. En contraste, el tratamiento profilactico con el Rubus idaeus
incremento de forma significativa la kdecaimiento €N €l grupo control, lo que indica
que el extracto tiene, per se, un efecto estimulante en la actividad de
SERCA2a. Ademas, se puede ver que el incremento en la actividad de
SERCA2a mediado por el tratamiento con Rubus idaeus se mantuvo presente

en los grupos tratados con isoproterenol, en los diferentes puntos temporales.

6.5. Efectos de la sobredosis de isoproterenol y del tratamiento

profilactico con Rubus idaeus en el contenido de Ca?* del RS
La amplitud de los transitorios de Ca?* esta determinada, en gran medida, por
la cantidad de Ca?* que se encuentra almacenado en el RS antes de la sistole.
Una mayor cantidad de Ca?* almacenado en el RS generalmente se traduce
en una mayor amplitud de los transitorios de Ca?*, mientras que una menor
cantidad de Ca?* almacenado en el RS se asocia con una reduccién en la
amplitud de los transitorios de Ca?*. Considerando esto, se evalu6 el contenido
de Ca?" en el RS para determinar su contribuciéon en la reducciéon de la
amplitud de los transitorios de Ca?* provocada por el isoproterenol (ver Figura
12).

El curso temporal de los datos promedios obtenidos para el contenido de Ca?*
en el RS se muestra en la Figura 16, en donde se puede apreciar que,
comparado con su respectivo grupo control, el isoproterenol caus6é una
disminucién significativa en el contenido de Ca?* del RS en los dias 1 y 3 post-
ISO. Mientras que en el dia 7, el contenido de Ca?* en el RS no fue diferente
al del grupo control. Estos datos muestran que el isoproterenol disminuye de
forma transitoria el contenido de Ca?* en el RS, y esto se correlaciona con la
disminucion transitoria que produce en la amplitud de los transitorios de Ca?*.
Por otro lado, el tratamiento profilactico con Rubus idaeus no modificé de
forma significativa el contenido de Ca?* en el RS en el grupo control, pero
previno de forma significativa la reduccion en este parametro en el grupo con

isoproterenol del dia 3 post-ISO. Estos datos refuerzan que el tratamiento
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profilactico con el extracto de Rubus idaeus ejerce un efecto cardioprotector

en las alteraciones de la homeostasis de Ca?* generadas por el isoproterenol.

101

k decaimiento (1/s)

2. ® |SO
m SO + R

Tiempo (dias)

Figura 15. Curso temporal de los efectos de la sobredosis de isoproterenol y del
tratamiento profilactico de Rubus idaeus en la Kgecaimiento d€ l0S transitorios de Ca?*. Los
simbolos negros muestran el curso temporal de los efectos de la sobredosis de isoproterenol
(ISO) en los dias 1, 3y 7 post-ISO. Los simbolos rojos muestran los efectos del tratamiento
profilactico con Rubus idaeus (dosis 30 mg/kg/dia) en los dias 1, 3y 7 post-1ISO (ISO + Ri). En
el tiempo 0 se grafican los datos obtenidos para los grupos controles que recibieron (simbolo
rojo) o no (simbolo negro) el tratamiento con Ri. Los puntos representan la media + el error
estandar de la media, con una n=13-18 células de 3 ratas por grupo. ANOVA de dos vias,
seguida por una prueba post hoc de Tukey. 2p< 0.05 para los grupos ISO vs tiempo 0 sin Ri.
bp< 0.05 para los grupos controles en el tiempo 0, y para los grupos I1SO vs ISO + Ri

correspondientes a cada punto temporal.
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Figura 16. Curso temporal de los efectos de la sobredosis de isoproterenol y del
tratamiento profilactico de Rubus idaeus en el contenido de Ca?* del RS. Los simbolos
negros muestran el curso temporal de los efectos de la sobredosis de isoproterenol (ISO) en
los dias 1, 3y 7 post-1ISO. Los simbolos rojos muestran los efectos del tratamiento profilactico
con Rubus idaeus (dosis 30 mg/kg/dia) en los dias 1, 3y 7 post-ISO (ISO + Ri). En el tiempo 0
se grafican los datos obtenidos para los grupos controles que recibieron (simbolo rojo) o no
(simbolo negro) el tratamiento con Ri. Los puntos representan la media + el error estdndar de
la media, con una n=13-18 células de 3 ratas por grupo. ANOVA de dos vias, seguida por una
prueba post hoc de Tukey. 2p< 0.05 para los grupos 1SO vs tiempo 0 sin Ri. °p< 0.05 para los
grupos controles en el tiempo 0, y para los grupos ISO vs ISO + Ri correspondientes a cada

punto temporal.
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7. DISCUSION

7.1. Cambios en la dindmica intracelular del Ca?* inducidos por

la CIE

La CIE es una cardiopatia aguda que se desencadena por una descarga
masiva de catecolaminas en situaciones de estrés fisico o emocional, y se
caracteriza por una hipocinesia transitoria en el apice del ventriculo izquierdo,
gue se presenta aun cuando la circulacion coronaria es normal (Ghadri et al.,
2018). Esta condicion puede provocar arritmias e IC aguda, y aunque la
mayoria de los pacientes se recuperan, el proceso es lento y existen riesgos
de recurrencia o muerte (Almendro-Delia et al., 2018; Mdller et al., 2018). A
pesar de una investigacion exhaustiva, los mecanismos patoldgicos de la CIE

aun no se comprenden completamente.

Estudios en cardiomiocitos de roedores tratados con una sobredosis de
isoproterenol revelan el desarrollo de una disfuncion contractil, asi como un
enlentecimiento en la contraccién y relajacion. Estos efectos se asocian con
alteraciones en la homeostasis del [Ca?*], que se manifiestan con la presencia
de transitorios de Ca?* de menor amplitud, con tiempos al pico prolongados y
con fases de ascenso y descenso mas lentas. Ademas, también se observa
una reduccién en el contenido de Ca?* en el RS y un aumento en la frecuencia
y duracion de las chispas diastélicas de Ca?* (Pérez-Trevifio et al., 2020; Willis
et al.,, 2015). De manera similar a lo reportado en estos trabajos, nuestro
estudio en cardiomiocitos de ratas tratadas con una sobredosis de
isoproterenol mostré que la administraciébn de este compuesto reduce la
amplitud de los transitorios de Ca?* (Figura 12), enlentece la fase de ascenso
(Figura 13), aumenta el tiempo al pico (Figura 14) y reduce el contenido de
Ca?* en el RS (Figura 16). Sin embargo, estas alteraciones fueron transitorias,
alcanzando sus efectos maximos entre los dias 1y 3, y regresando a su nivel
control en el dia 7 post-ISO del isoproterenol. Estos hallazgos sugieren una

posible adaptacién o recuperacion de la funcién contractil con el tiempo.
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Debido a que la amplitud de los transitorios de Ca?* se relaciona directamente
con la magnitud de la contraccion de los cardiomiocitos (Pérez-Trevifio et al.,
2020), es factible considerar que la reduccion observada en la amplitud de los
transitorios de Ca?* (Figura 12), tenga como resultado contracciones mas
débiles, contribuyendo asi a la disfuncion contractil caracteristica de la CIE. En
este sentido, se ha demostrado que la amplitud de los transitorios de Ca?*
depende de varios factores, entre ellos el contenido de Ca?* en el RS, la
sensibilidad de los receptores de RyR2 a Ca?* y la amplitud de la Ica que
dispara la activacion de los receptores de RyR2 durante el AEC (Gyoérke et al.,
2002; Song etal., 2005; Zima etal., 2014). Nosotros observamos una
disminucién de ~ 30-37% en el contenido de Ca?* del RS (Figura 16), que se
correlaciona con una reduccion de ~ 27-33% en la amplitud de los transitorios
de Ca?*, lo que indica que la reduccién en la cantidad de Ca?* que se libera
del RS durante el AEC es resultado directo de la disminucion en la cantidad

de Ca?* que se encuentra disponible en este organelo antes de la sistole.

Por otro lado, la reduccién en la amplitud de los transitorios de Ca?* se
acompafié también de un enlentecimiento en la liberacién de Ca?*, lo que se
reflej6 como una reduccién en la dRelease/dt (Figura 13) y un incremento en
el tiempo al pico (Figura 14). Estos hallazgos confirman que no solo se esta
liberando menos Ca?* del RS durante el AEC, sino que se esta liberando con
una menor rapidez, lo que puede ser consecuencia de una menor eficiencia
en la activacion y sincronizacion de los receptores de RyR2 (Gydrke et al.,
2002). Al respecto, se ha demostrado que la sensibilidad de los receptores de
RyR2 al Ca?* depende de la concentracion de Ca?* dentro del RS, siendo el
canal menos sensible cuando hay menos Ca?* en este organelo (Song et al.,
2005). Por lo tanto, es posible pensar que el enlentecimiento en la liberacion
de Ca?*, que observamos bajo nuestras condiciones experimentales es, en
parte, consecuencia de la reduccién en el contenido de Ca?* del RS vy, por
tanto, de la sensibilidad de los receptores de RyR2 para ser activados por la

|Ca.

52



Las alteraciones en la respuesta de los receptores de RyR2 a la Ica se han
descrito en modelos experimentales de hipertrofia (Song et al., 2005), IC (Zima
et al., 2014), diabetes (Shao et al., 2007) e hipertiroidismo (Montalvo et al.,
2018), en donde se han observado transitorios de Ca?* con frentes
heterogéneos generados por la falta de sincronizacion o activacion de los
receptores de RyR2. En la mayoria de estos estudios, no se han observado
cambios en la Ica y, en algunos casos se ha reportado que en condiciones de
estrés oxidativo, la Ica puede aumentar en vez de disminuir (Johnstone & Hool,
2014). La informacién sobre la expresion y/o actividad de los CCL en la CIE es
escasa, pero Diaz-Mufioz et al., 2006 informaron que no hay cambios en Ica
después de la administracion de una sobredosis de ISO igual a la que nosotros
utilizamos (67 mg/kg). Estos datos nos permiten sugerir que las alteraciones
que observamos en la velocidad de la liberacién de Ca?* durante el AEC se
deben principalmente a cambios en la funcién de los receptores de RyR2, sin
embargo, para poderlo corroborar es necesario investigar que sucede con la
funcién de los CCL.

La disminuciéon en la expresion de los receptores de RyR2 podria también
tener influencia en la liberacién de Ca?* del RS. Sin embargo, no esta claro si
la expresion de los receptores de RyR2 cambia en la CIE. Por un lado, se ha
reportado que la expresion de los receptores de RyR2 se encuentra disminuida
en modelos animales hechos en ratas Wistar macho y en mono cynomolgus
(Diaz-Mufoz et al., 2006; G. M. Ellison et al., 2007; Izumi et al., 2009), pero no
se han observado cambios en pacientes con CIE (Nef et al., 2009). De igual
manera, Willis et al., 2015 no encontraron cambios en la expresion de los
receptores de RyR2 en ratas tratadas con isoproterenol, aunque el registro se

tomd 2 semanas post-I1SO.

Paradéjicamente, al igual que lo descrito en otras cardiopatias de mayor
cronicidad como IC e hipertrofia ventricular, en la CIE se ha observado que, a
pesar de la baja eficiencia en la activacion y reclutamiento de los receptores

de receptores de RyR2 durante la sistole, la actividad de estos canales se
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encuentra aumentada durante la diastole, lo que se manifiesta como un
incremento en la frecuencia de las chispas de Ca?*, que ocurren incluso
después del pico del transitorio de Ca?*. Este aumento en la frecuencia de las
chispas diastélicas de Ca?* parece ser resultado de la presencia de receptores
de RyR2 “hiperactivos”, y es uno de los mecanismos propuestos para explicar
la reduccion en el contenido de Ca?* del RS (Pérez-Trevifio et al., 2020; Willis
et al., 2015). En este sentido, se ha demostrado que el contenido de Ca?* en
el RS depende del balance entre la recaptura de Ca?* mediada por SERCA2a
y la actividad diastdlica de los receptores de RyR2 (Shannon et al., 2002), por
lo que la reduccidn en la actividad de SERCA2a y/o el aumento en la actividad
diastélica de los receptores de RyR2 generalmente conlleva a una reduccion
en la cantidad de Ca?* almacenada en el RS en estados patolégicos. En el
caso de la CIE, Pérez-Trevifio et al., 2020 y Willis et al., 2015, utilizando el
mismo modelo experimental que nosotros, reportaron que ambos mecanismos

contribuyen a la reduccién en el contenido de Ca?* del RS.

Resulta interesante que, a diferencia de los hallazgos de Pérez-Trevifio et al.,
2020 y Willis et al., 2015, nosotros no observamos una reduccion significativa
en la velocidad de remocién de Ca?* durante la fase de descenso de los
transitorios de Ca?* (Figura 15), aun cuando el valor de la kdecaimiento S€ redujo
en un 17.5 % en el dia 3 post-ISO. Estos datos sugieren que bajo nuestras
condiciones experimentales no ocurre una reduccion en la actividad de
SERCA2a.

Nuestros datos contrastan con la reduccién gradual en la Kdecaimiento que
reportaron Pérez-Trevifio et al., 2020, y que fue del 30% en el dia 3, 36 % en
el dia 5y 45 % en el dia 15 post-ISO, y con los datos reportados por Willis
et al., 2015, quienes encontraron que el tiempo para alcanzar el 50% de la
amplitud de los transitorios de Ca?* durante la fase de descenso se encuentra
reducida en un 58% en la semana 2 post-ISO del isoproterenol. Estos trabajos
han llevado a la conclusion de que la reduccion en la funcion de SERCA2a es
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una alteracion que se presenta de forma temprana en la CIE y que prevalece

de forma tardia en el sindrome.

Los mecanismos que subyacen a la disfuncion de SERCA2a en la CIE no
estan claros. Willis et al., 2015 encontraron que la reduccion en la actividad de
SERCA2a no se debe a cambios en su expresion, ni a cambios en la expresion
de PLB. Sin embargo, en otros modelos de CIE se ha reportado que hay una
disminucién temprana y transitoria en la relacion SERCA2a/PLB (Boluyt et al.,
1995; Izumi et al., 2009; Linck et al., 1998; Nef et al., 2009). En cualquier caso,
independientemente del mecanismo molecular involucrado en la reduccion de
la actividad de SERCA2a que se ha reportado en la CIE, la eliminacion mas
lenta de Ca?* citosodlico, tiene consecuencias importantes en el contenido de
Ca?* en el RS, la fuerza de contraccion y la relajacion de los cardiomiocitos
(Sikkel et al., 2014). Sin embargo, es claro que bajo nuestras condiciones
experimentales, no se presento la reduccion en la actividad de SERCA2a
descrita por otros grupos, por lo que la disminucién del contenido de Ca?* en
el RS debe estar asociado con otro mecanismo, posiblemente un aumento en
la actividad diastélica de los receptores de RyR2, aunque se necesitan otros
estudios como la evaluacion de la fuga de Ca?* diastélico (chispas de Ca?*)
para poder confirmarlo.

Finalmente, en el presente trabajo observamos que todos los parametros que
se alteraron por la administracién de isoproterenol se recuperaron en el dia 7
post-1SO. Este hallazgo sugiere que existen mecanismos compensatorios que
restauran la dindmica normal del Ca?* en nuestro modelo de CIE y, por lo tanto,
la funcién contractil. De manera similar, Willis et al., 2015 reportaron que la
funcién sistolica regresa a niveles basales a las 4 semanas post-1ISO. Sin
embargo, este mismo grupo encontré que a diferencia de la funcion sistolica,
la funcién diastolica no se recupera, y mas bien empeora. Estos resultados
coinciden con lo reportado por Teerlink et al., 1994, quienes observaron, tras
varias semanas de seguimiento, que la cardiomiopatia inducida por una

sobredosis de ISO en ratas no progresoé a IC sistolica, pero si se desarrollo
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una miocardiopatia diastolica leve. Para explicar sus hallazgos, Willis et al.,
2015 propusieron que las alteraciones en el manejo de [Ca?*]i son inducidas,
inicialmente, por el exceso de catecolaminas y el estrés oxidante; sin embargo,
algunas de ellas pueden ser transitorias a medida que el sistema se adapta o

compensa estos desequilibrios iniciales.

7.2. Efectos de Rubus idaeus sobre los transitorios de Ca?*
A pesar de los avances en la comprension de la fisiopatologia de CIE, aun no
se dispone de una terapia especifica para tratar este sindrome. Actualmente,
el manejo de CIE se basa en terapias de apoyo comunes para el tratamiento
de otras enfermedades, como son el uso de B-blogqueadores, inhibidores de la
ECA y asistencia mecanica (Madias, 2021; Topf et al., 2022). Sin embargo,
estas terapias no abordan directamente los mecanismos subyacentes de la
CIE que incluyen la disfuncion mitocondrial y el estrés oxidante. Por lo tanto,
se explord la posibilidad de utilizar un extracto de origen natural (Rubus
idaeus) con propiedades antioxidantes, como una terapia profilactica potencial
para mejorar la funcién mitocondrial y, por ende, la contractilidad y el manejo

del Ca?* en los cardiomiocitos apicales afectados en la CIE.

El uso de antioxidantes naturales como los contenidos en Rubus idaeus se
justifica por sus propiedades como antioxidante y antiinflamatorio (Jung et al.,
2015; Lopez-Corona etal.,, 2022; Teng etal., 2017). Rubus idaeus es el
nombre cientifico de la frambuesa roja (Hummer, 2010), que contiene una alta
concentracion de antocianinas y elagitaninos, conocidos por su capacidad
antioxidante (Lopez-Corona etal.,, 2022). Estos compuestos pueden
neutralizar las ERO y reducir el estrés oxidante. Ademas pueden ayudar a
mitigar la respuesta inflamatoria asociada con la CIE, ofreciendo ser una
terapia alternativa efectiva (Huang, Wu, et al., 2022; Kahkoénen et al., 2012;
Lee et al., 2015). De acuerdo con este planteamiento, diversos estudios han

destacado el poder terapéutico y cardioprotector de Rubus idaeus. Por
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ejemplo, en el contexto de disfuncidon microvascular coronaria (DMC), se ha
demostrado que los polifenoles derivados de las frambuesas pueden modular
vias inflamatorias y de estrés oxidativo como NF-kB, SIRT1 y NRF2 (Najjar
et al., 2021). Ademas, estudios en ratones alimentados con una dieta alta en
grasas y carbohidratos han demostrado que la combinacidén de extractos de
frambuesas y moras puede mejorar significativamente la actividad de las
proteinas redox cardiacas como la CAT, SOD y NOX vy reducir las vias
inflamatorias mediadas por NF-kB y SAPK/JNK (via involucrada en la
regulacion de genes asociados a apoptosis y las respuestas inflamatorias), lo
cual sugiere que estos extractos ejercen un efecto sinérgico en la reducciéon
del estrés oxidativo y la inflamacion que son inducidos por la obesidad (Najjar
et al., 2022).

En modelos de infarto de miocardio inducido por la administracion cronica de
isoproterenol en ratas, se ha observado que el extracto cetdnico de la
frambuesa reduce el estrés oxidativo, la inflamacion y la dislipidemia, en una
forma dosis dependiente, , o que refuerza el potencial de este extracto como
agente cardioprotector (Khan et al., 2018). Asimismo, en ratones diabéticos y
obesos, el consumo de frambuesa se asoci6 con una disminucion de
biomarcadores de remodelacion cardiaca vinculados al estrés oxidativo e
inflamatorio, sugiriendo la capacidad de estas fitomoléculas para prevenir o
retrasar las enfermedades cardiacas a través de la reduccion del estrés
oxidativo y la remodelacion patolégica del corazén que de él se deriva (Noratto
et al., 2016). Por ultimo, investigaciones en ratas con IC han demostrado que
la administracion de una dieta rica en frambuesas puede atenuar la disfuncién
cardiaca y reducir las modificaciones estructurales patolégicas del corazon, lo
que coincide con una disminucion en la sefalizacion del receptor toll-like 4
(TLR4) y una reduccion en el estrés oxidativo, la apoptosis y la remodelacion

cardiaca (Najjar et al., 2024).

A pesar de la evidencia que existe sobre los efectos benéficos que tiene el
extracto de Rubus idaeus en la funcidn cardiaca en diferentes cardiopatias, de
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acuerdo con nuestra investigacion, no hay estudios previos en los que se haya
evaluado su posible papel cardioprotector en la sefializaciéon de Ca?*. Al
administrar de forma profilactica el extracto de Rubus idaeus en ratas que
desarrollaron las alteraciones en la sefializaciéon de Ca?* caracteristicas de la
CIE, tras la administracion de una sobredosis de isoproterenol, observamos
qgue el extracto es capaz de prevenir las alteraciones en la amplitud y en la
velocidad de la fase de ascenso de los transitorios de Ca?*, asi como las
alteraciones en el contenido de Ca?* del RS (Figuras 10, 11, 12, 14 y 15). De
manera notable, ademas de prevenir estas alteraciones en la sefializacion del
Ca?*, el extracto de Rubus idaeus incrementé en ~ 40% la actividad de
SERCA2a (Figura 15), tanto en el grupo control como en los grupos tratados
con la sobredosis de isoproterenol. Lo anterior indica que el extracto per se
tiene un efecto estimulante en la funcién de esta proteina. Este dato es
importante, porque el aumento en la funcion de SERCA2a puede ser el
mecanismo por el cual se recupera el contenido de Ca?* en el RS en la CIE, y
por ende la amplitud y la velocidad de la fase de ascenso de los transitorios de
Ca?* (Figura 15).

Los efectos cardioprotectores del extracto de Rubus idaeus en la dinamica de
Ca?* se pueden atribuir a sus componentes, como son las antocianinas (C3G,
C3R y D3R) Yy los elagitaninos (urolitinas y acido elagico) (Lopez-Corona et al.,
2022; Sojka et al., 2019; Teng et al., 2017; Tian et al., 2019), ya que se ha
reportado que, de manera individual, estos compuestos actlan sobre los
mecanismos que regulan la [Ca®*]c en el corazéon. Al respecto, se ha
demostrado que el extracto de Rubus idaeus, administrado via oral, es
metabolizado dentro del organismo. En primera instancia, los compuestos
fendlicos del extracto (antocianinas y elagitaninos), interactian con la
microbiota intestinal para producir metabolitos secundarios absorbibles y
utilizables por el organismo (Figura 8). Las antocianinas son principalmente
absorbidas y metabolizadas en el colon, ya que solo una pequeia cantidad se
absorbe en el estbmago y el intestino delgado en sus formas glicosidicas (Li
et al., 2019). En el colon, la microbiota intestinal separa las agliconas de las
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antocianinas mediante la accion de las enzimas (,D-glucosidasa, (3,D-
glucuronidasa y a,L-ramnosidasa, y posteriormente rompe el heterociclo de las
antocianidinas, transformandolas en acidos fendlicos como el acido vanilico y
el &cido p-cumérico (Tian etal.,, 2019). Las antocianinas absorbidas se
metabolizan en el epitelio intestinal, en el higado y en los rifiones y son
transformadas en derivados de sulfato, glicina, glucurénido y metilado (Eker
etal., 2020; Ludwig etal., 2015). Por otro lado, los elagitaninos son
transformados en acido elagico antes de interactuar con la microbiota intestinal
en el colon, donde se metabolizan en urolitinas, cuya produccion varia segun
la microbiota del individuo, resultando en tres metabotipos: A, B, y 0 (Garcia-
Villalba et al., 2013; Sojka et al., 2019).

Como mencionamos antes, los efectos que tienen los metabolitos del extracto
de Rubus idaeus en el corazon y en otros érganos se han evaluado de manera
individual. Por ejemplo, la C3G ha demostrado efectos significativos en la
prevencion de la hipertrofia cardiaca mal adaptativa y la disfuncion diastdlica
en modelos de hipertension. Asimismo, la C3G inhibe la muerte y el
agrandamiento de los cardiomiocitos en respuesta a factores estresantes, asi
como la diferenciacién de fibroblastos cardiacos (Aloud et al., 2018). Ademas,
C3G activa la via CTRP3/AMPK, la cual desempefia un papel crucial en la
mitigacion de la hipertrofia cardiaca al inhibir la respuesta inflamatoria (Zhang
& Qin, 2023). Por otra parte, C3R tiene propiedades anti-diabéticas al estimular
la secrecion de insulina a través de la activaciéon de canales de Ca?*
dependientes de voltaje y la via PLC-IP3 en células beta pancreaticas
(Kongthitilerd et al., 2022). D3R incrementa la secrecién de GLP-1 mediante
la activacion de la via de Ca?*/CaMKIl en células L del intestino, sugiriendo un
mecanismo novedoso mediante el cual las antocianinas pueden contribuir al
manejo y tratamiento de la diabetes (Kato et al., 2015). C3G y la D3R, pueden
reducir el estrés oxidativo en lineas celulares de cardiomiocitos y microglia.
Estos compuestos actian como antioxidantes potentes, ya que protegen a las
células del dafo oxidativo y generan efectos neuroprotectores vy
cardioprotectores significativos (Currie et al., 2022).
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Por otra parte, el efecto preventivo que tuvo el extracto de Rubus idaeus en
las alteraciones de la sefializacion de Ca?* generadas en el modelo de CIE, y
su efecto estimulante de la actividad de SERCAZ2a, pueden estar relacionados
con las acciones de los elagitaninos, ya que se ha reportado que los
metabolitos de estas sustancias, como son las urolitinas, afectan el manejo de
[Ca?*]i. Savi et al.,, 2018 mostraron que la urolitina B-glucurénido tiene la
capacidad de revertir los efectos negativos observados en cardiomiocitos
dafados por la administracién de 6xido de trimetilamina (TMAOQO), al mejorar la
contractilidad y la dinamica del [Ca?*]. Ademas, en un modelo animal de
diabetes tipo 1 inducida por estreptozotocina, la administracion de urolitinas A
y B, previno la disfuncién cardiaca mediante la mejora de las propiedades
contractiles de los cardiomiocitos y la dinamica del [Ca?*]i (Savi et al., 2017).
De manera importante, estos efectos estan relacionados con una mejoria en
la expresidon/actividad de SERCA2a, que resulta en un aumento en el
contenido de Ca?* en el RSy, por lo tanto, en la amplitud del transitorio de Ca?*
(Savi et al., 2017, 2018).

El acido elagico ha demostrado tener efectos significativos en los transitorios
de Ca?* en cardiomiocitos, lo que contribuye a su potencial cardioprotector.
Estudios donde se han evaluado los efectos del acido elagico revelan su
capacidad para incrementar la actividad de SERCA2a y modular las vias de
sefializacion relacionadas con el Ca?*. El mecanismo mediante el cual el acido
elagico aumenta la actividad de SERCAZ2a involucra el desplazamiento y la
remocion del efecto represor que ejerce PLB sobre esta proteina (Coll et al.,
1999; Namekata et al., 2013). En un modelo de hipertrofia cardiaca producida
por una sobredosis de ISO (67 mg/kg), se demostro que el acido elagico puede
mejorar la tasa de relajacion de los cardiomiocitos, regular al alza la Ica, reducir
los niveles diastélicos de Ca?*, incrementar la amplitud de los transitorios de
Ca?* y aumentar la eficiencia en el manejo del Ca?*. Ademas, el acido elagico
puede reducir el estrés oxidante al disminuir la expresion de NOX2 (Yamasan
et al.,, 2021). Asimismo, en modelos de diabetes, el acido elagico mostro
efectos benéficos al acelerar la relajacion del miocardio y la tasa de
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decaimiento de los transitorios de Ca?*, a través de un mecanismo que
involucra el aumento en la funcion de SERCA2a (Namekata et al., 2013).
Resulta importante mencionar que en este trabajo los efectos del &cido elagico
sobre SERCA2a se observaron también en los grupos control, lo que coincide

con nuestras observaciones (Figura 15).

Tomando como base lo expuesto, consideramos que la accion combinada v,
posiblemente sinérgica, de los diversos componentes del extracto de Rubus
idaeus, es responsable de los efectos preventivos y protectores que ejerce
este extracto en la dindmica del [Ca?*];; sin descartar el posible incremento en
la capacidad de accion del extracto, derivado de su metabolizacion por parte
de la microbiota intestinal, y que va a depender de cada individuo. De esta
forma, Rubus idaeus emerge como una alternativa natural a los farmacos
convencionales utilizados en la clinica, y su uso profilactico puede ser de gran
ayuda para reducir el dafio cardiaco que se genera no solo en la CIE sino
también en otras cardiopatias, en las cuales el estrés oxidante, la inflamacién,
y las alteraciones en la mecanica del corazén y en la sefializacién de Ca?* se
integran como un todo, y que deben, por lo tanto, ser abarcadas también como

un todo de forma terapéutica.

8. CONCLUSION

La administracion profilactica de un extracto de Rubus idaeus en un modelo
animal de CIE previno la reduccion en el contenido de Ca?* del RS, asi como
en la amplitud y velocidad de los transitorios de Ca?*, y esto sucedi6 a la par
de un aumento en la actividad de SERCAZ2a. Estos datos aportan informacion
sobre los mecanismos celulares y moleculares por medio de los cuales el
extracto de Rubus idaeus ejerce su efecto cardioprotector, y proveen
informacion que confirma su posible uso terapéutico como una alternativa para

mitigar el dafio cardiaco que se produce en la CIE.
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Figura 17. Efectos de Rubus idaeus sobre los cambios en el AEC. 1, aumento de la

amplitud; 2, aumento de la actividad de SERCA2a y del contenido de Ca?* en el RS.

9. PERSPECTIVAS

Evaluar los efectos de Ri sobre las modificaciones postraduccionales
en proteinas involucradas en el manejo de Ca?* como RyR2 vy
SERCAZ2a.

Evaluar los mecanismos por los que Ri aumenta la actividad de
SERCAZ2a.

Evaluar los efectos de Ri sobre la expresion de proteinas involucradas
en el manejo de [Ca?*]icomo RyR2, SERCA2a, CCL y PLB en todos los
puntos temporales (1d, 3d, 7d, 14d y 21d pot-ISO).

Evaluar los efectos de Ri sobre la expresion de genes que codifican
proteinas involucradas en el manejo de [Ca?*]i como RyR2, SERCAZ2a,
CCL y PLB en todos los puntos temporales.

Evaluar los efectos de Ri en la fuga de Ca?* diastdlico mediante el
estudio de chispas de Ca?* en todos los puntos temporales (1d, 3d, 7d,
14d y 21d pot-I1SO).

Evaluar los efectos de Ri sobre la generacion y propagacion de ondas

de Ca?".
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Evaluar los efectos de Ri en los cambios hemodinamicos provocados

por CIE.
Evaluar los efectos de Ri sobre el estrés oxidante en todos los puntos

temporales (1d, 3d, 7d, 14d y 21d pot-ISO).
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