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1. Resumen

La insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccidn preservada (ICFEp) se
caracteriza por la miopatia del musculo esquelético, la cual contribuye al desarrollo
y progreso de este sindrome. El ejercicio es un tratamiento ampliamente utilizado
que ha demostrado mejorar una variedad de trastornos gracias a sus efectos
antioxidantes y antinflamatorios. Hasta el momento, los efectos positivos asociados
con el ejercicio sobre el musculo esquelético en la ICFEp se desconocen. Es por
eso, que el objetivo del presente trabajo fue mostrar el efecto del ejercicio de
intensidad moderada de 4 semanas sobre la fuerza de contraccion muscular, el
estado rédox y la expresion de ARNm de genes implicados en el acoplamiento
excitacidn-contraccion para la liberacion (RYR1) y recaptura de Ca?* (SERCAA1,
NCX3) en el musculo soleo en un modelo de raton con ICFEp establecida después
de 8 semanas de una dieta alta en grasa y L-NAME. Se utilizaron ratones macho
C57BL/6J de 5 semanas de edad, divididos en 4 grupos: Control, Ejercitado, ICFEp,
ICFEp-Ejercitados. Se midié la fuerza de contraccion muscular y el tiempo de
resistencia a la fatiga mediante registros de tension in vitro, marcadores de estrés
oxidativo y la evaluacién de la expresion génica de RYR1, SERCA1 y NCX3
mediante qPCR. Se encontré que los ratones con ICFEp desarrollaron disfuncién
contractil, fatiga temprana, desequilibrio rédox y disminucién en la expresién de
ARNm de SERCA1 y NCX3. Por otro lado, el ejercicio mejor6o la fuerza de
contraccidon muscular y la resistencia a la fatiga, disminuy6 la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ERO), aumenté la actividad de la catalasa y
disminuy6 la expresion de ARNm de RYR1, lo que se vio reflejado en un
mejoramiento de la distancia de carrera. En conclusion, la disfuncion contractil y el
estado rédox alterado en paralelo con la disminucién de la expresion de ARNm de
SERCA1 y NCX3 contribuyen potencialmente al metabolismo anormal y a la
intolerancia al ejercicio en la ICFEp, mientras que el ejercicio aérobico mejoro

parcialmente estos parametros.

Palabras clave: enfermedades cardiacas, fatiga muscular, Ca?*, estrés oxidante,

actividad fisica.



2. Abstract

Heart failure with preserved ejection fraction (HFpEF) is characterized by skeletal
muscle myopathy, which contributes to the development and progression of this
syndrome. Exercise is a widely used treatment that has been shown to improve a
variety of disorders thanks to its antioxidant and anti-inflammatory effects. So far,
the positive effects associated with exercise on skeletal muscle on HFpEF are
unknown. For this reason, the aim of this study was to show the effect of 4-week
moderate-intensity exercise on the force of muscle contraction, the redox state, and
the mRNA expression of genes involved in excitation-contraction coupling for
release (RYR1) and Ca?* (SERCA1, NCX3) reuptake in the soleus muscle in a
mouse model with HFpEF established after 8 weeks of a high-fat diet and L-NAME.
Male C57BL/6J mice of 5 weeks of age were used, divided into 4 groups: Control,
Exercised, HFpEF, and HFpEF-Exercised. Muscle contraction force and fatigue
resistance time were measured using in vitro strain recordings, oxidative stress
markers, and evaluation of RYR1, SERCA1, and NCX3 gene expression by gPCR.
HFpEF mice were found to develop contractile dysfunction, early fatigue, redox
imbalance, and decreased expression of SERCA1 and NCX3 mRNA. On the other
hand, exercise improved muscle contraction strength and resistance to fatigue,
decreased reactive oxygen species (ROS) production, increased catalase activity,
and decreased RYR1 mRNA expression, which was found reflected in an
improvement of the race distance. In conclusion, contractile dysfunction and altered
redox state in parallel with decreased SERCA1 and NCX3 mRNA expression
potentially contribute to abnormal metabolism and exercise intolerance in HFpEF,

whereas aerobic exercise partially ameliorated these parameters.

Keywords: heart disease, muscle fatigue, Ca?* oxidative stress, physical activity.



3. Introduccién

La insuficiencia cardiaca con fraccidon de eyeccion preservada (ICFEp) no es solo
una enfermedad de relajacién cardiaca inadecuada, este sindrome clinico presenta
un fenotipo fisiopatoldgico complejo que contribuye a la disfuncion del musculo
esquelético (Adams et al. 2017; Farris et al. 2017). La miopatia especifica del
musculo esquelético en la ICFEp contribuye al deterioro de la fuerza muscular y la
fatiga temprana, ademas, se ha definido como una de las principales causas de
intolerancia al ejercicio en esta entidad (Gupte y Hamilton, 2016; Weiss et al. 2017;
Tucker et al. 2018; Kelley et al. 2022). A pesar de los conocimientos hasta ahora
descritos, aun existe una disponibilidad limitada de estudios, por eso, se ha
propuesto que las alteraciones en el acoplamiento excitacion-contraccion, como el
aumento del estrés oxidativo y los cambios en la expresidén de genes que mantienen
la homeostasis del Ca?* en la fibra muscular estan relacionados con la disfuncion

del musculo esquelético y por lo tanto con la intolerancia al ejercicio en la ICFEp.

El acoplamiento excitacion-contraccion en el musculo esquelético se inicia
cuando los tubulos T se despolarizan, lo que lleva a la deteccion de cambios en el
potencial de membrana por los receptores de dihidropiridina (DHPR). En el musculo
esquelético, los DHPR estan directamente vinculados al receptor de rianodina
(RyR1), que se encuentra en el reticulo sarcoplasmico (RS). Como consecuencia
ocurre una interaccion alostérica entre DHPR y RyR1. RyR1 se abre y los iones
Ca?* fluyen hacia el mioplasma, iniciando la contraccién. Después de la contraccion,
la ATPasa de Ca?* del reticulo sarcoplasmico (SERCA1) recaptura el Ca?* del
mioplasma a expensas de la hidrolisis de ATP, ademas, se activa el intercambiador
sodio calcio (NCX) en el sarcolema para promover la relajacion muscular al expulsar
Ca?* hacia el espacio extracelular (Michelucci et al. 2021; Bolarios et al. 2022).
Estudios previos han sugerido que los niveles bajos de Ca?* sarcoplasmico y la
disminucién de la tasa de liberacion y recaptacion de Ca?* del RS contribuyen al

aumento de la fatiga en el musculo esquelético en distintas condiciones patologicas



(Reiken et al. 2003; Bueno et al. 2010; Ferreira et al. 2010; Michelucci et al. 2021;
Eshima, 2021).

El ejercicio de intensidad moderada es una terapia segura y eficaz para la
ICFEp que ha demostrado reducir los factores de riesgo asociados como la
hipertension, la diabetes mellitus tipo 2 y la obesidad (Edelmann et al. 2011; Dieberg
et al. 2015; McGarrah et al. 2016; Alpsoy, 2020; Celik y Yildiz, 2021). Ademas, su
impacto en el musculo esquelético es notable al prevenir la atrofia muscular, mejorar
la fuerza muscular y disminuir el estrés oxidativo en distintas condiciones clinicas
(Febbraio et al. 2017; Margaritelis et al. 2020). Se ha demostrado que el
entrenamiento aerdbico mejora el manejo de Ca?* de los musculos esqueléticos que
comprenden diferentes composiciones de fibra al modular la actividad y expresion
de las proteinas RyR1, SERCA1 y NCX que colaboran con una mayor actividad de
contractilidad del musculo esquelético (Inashima et al. 2003; Bueno et al. 2010;
Ferreira et al. 2010).

Sin embargo, hasta la fecha no existe algun estudio que muestre el efecto de
un protocolo de ejercicio de intensidad moderada sobre el manejo de Ca?*y el estrés
oxidativo del musculo esquelético en la ICFEp. El presente estudio se llevé a cabo
para evaluar el efecto del ejercicio de intensidad moderada sobre la fuerza de
contraccion muscular, el estrés oxidante y la expresion génica de RyR1, SERCA1y
NCX3 en el musculo esquelético de ratones con ICFEp. Se probd la hipétesis de
que el ejercicio de intensidad moderada mejoraria la tolerancia al ejercicio, la fuerza
de contraccion muscular, el estrés oxidativo y la expresion génica de RyR1,

SERCA1 y NCX3 en el musculo séleo de ratones con ICFEp.
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4. Antecedentes

4.1 Insuficiencia cardiaca

La insuficiencia cardiaca (IC) es actualmente una de las principales causas de
ingresos hospitalarios y mortalidad en adultos en paises desarrollados con una
incidencia aproximada de 26 millones de personas a nivel mundial, ademas es un
problema sanitario de primer orden por su incidencia, prevalencia y consumo de
recursos (Trullas et al. 2021). La IC no es una patologia unica, por lo que se define
como un sindrome clinico con signos y sintomas caracteristicos resultantes de
cualquier alteraciéon estructural y/o funcional que afecte la capacidad del corazén
para contraerse y/o relajarse, lo que impide lograr una irrigacion adecuada para
suplir las demandas metabdlicas de los tejidos. Este sindrome es corroborado por
criterios diagndsticos, que incluyen niveles elevados de péptidos natriuréticos (= 35
pg/mL de péptido natriurético cerebral (BNP) y 2125 pg/mL de propéptido
natriurético cerebral N-terminal (NT-proBNP)) y por evidencia objetiva de congestion
pulmonar (Fig. 1) (McDonagh et al. 2021; Lin et al. 2021). La funcién miocardica
alterada del ventriculo izquierdo (VI) para llenarse o expulsar sangre conduce a
trastornos hemodinamicos como hipoperfusién y congestién, lo que provoca las
alteraciones neurohormonales antes mencionada en un intento por contrarrestar

sus efectos (Pifia et al. 2003).

La IC presenta sintomas y signos caracteristicos. Su sintoma mas comun es
la intolerancia al ejercicio, que se manifiesta como disnea y fatiga, donde la disnea
por esfuerzo progresivo puede presentarse también en reposo. Por otro lado, los
signos mas comunes son presion venosa yugular elevada, crepitantes pulmonares
y edema periférico; que en conjunto afectan la capacidad funcional y la calidad de
vida de los individuos (Hunt et al. 2005; Philipp et al. 2017).

Otra caracteristica importante de la IC es la presencia de enfermedades
metabdlicas coexistentes, como la obesidad, la diabetes mellitus tipo 2 y la

hipertension arterial, las cuales contribuyen al fenotipo de la IC favoreciendo el
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establecimiento del sindrome (Fig. 1) (Wood et al. 2021). La presencia de estas
enfermedades ha dificultado su diagndstico y tratamiento, disminuyendo la calidad
de vida de los pacientes con IC (Conde-Martel et al. 2016; Philipp et al. 2017).

Sindrome clinico resultante de cualquier alteracién Enfermedades metabélicas coexistentes/
- : Factores de riesgo
estructural o funcional que afecte la capacidad del
corazoén para relajarse o contraerse. "
Alteracion
multisistémica

Alteracion = Sistole Obesidad e
y/o IMC = 30 4 \
Diastole

Diabetes mellitus tipo 2
Insuficiencia cardiaca Glucosa > 200 mg/dL

Criterios diagnosticos Hipertension
PA > 140/90 mmHg
@ Péptidos natriuréticos @ Congestion pulmonar

+>35 pg/mL de BNP
+ 2125 pg/mL de NT-proBPN

Fig. 1. Definicion universal y caracteristicas de la insuficiencia cardiaca. BNP, brain natriuretic
peptide. NT-proBPN, N-terminal probrain natriuretic peptide. IMC, indice de masa corporal. PA,

presion arterial. Elaborada por Martinez, 2023; BioRender.com.

4.1.1 Clasificacion de la insuficiencia cardiaca

Son varios los criterios que existen para clasificar a la IC, los cuales incluyen la clase
funcional segun la New York Heart Association (NYHA), las etapas de la IC y hasta
las categorias de fraccidon de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI). La
clasificacion de la IC por FEVI es crucial por las distintas respuestas a las terapias

y porque numerosos ensayos clinicos la utilizan como criterio de inclusion (Bozkurt
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et al. 2021). En funcién de la medicion de la FEVI, que es el porcentaje de sangre

qgue se expulsa con cada latido, la IC se clasifica en (Fig. 2):

Insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccion preservada (ICFEp):
presenta una FEVI 2 50%, aqui la FEVI se mantiene normal, y se caracteriza
por inflamacion microvascular coronaria debida a comorbilidades
preexistentes que conduce a rigidez e hipertrofia de los cardiomiocitos. Solo
la funcién diastdlica se encuentra alterada, especificamente, se presenta una
relajacion prolongada con una sistole normal (Fig. 2) (McDonagh et al. 2021;
Bozkurt et al. 2021; Gevaert et al. 2022).

Insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccién de rango medio o
levemente reducida (ICFErm): presenta una FEVI del 40-49%, debido a
que la medicion de la FEVI es propensa a errores. La ICFErm actua como
una zona de amortiguamiento para reducir el error de clasificacién entre
ICFEr e ICFEp en la investigacidon y la practica clinica. Estos pacientes
tienen, en promedio, caracteristicas que son mas similares a la ICFEr que a
la ICFEp (Fig. 2) (Bozkurt et al. 2021).

Insuficiencia cardiaca con fracciéon de eyeccion reducida (ICFEr):
presenta una FEVI<39% y se caracteriza por la lesion directa de los
cardiomiocitos debido a toxicidad, infeccién o isquemia resultante de un
infarto al miocardio. Aqui, la funcion diastélica y sistdlica presentan una

reduccion significativa (Fig. 2) (Bozkurt et al. 2021; Gevaert et al. 2022).

Insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccion mejorada (ICFEme): es
una subcategoria mas reciente de la IC que se caracteriza por una FEVI
inicial < 40 %, un aumento de = 10 % desde la FEVI inicial, y una segunda
medicién de FEVI > 40%. Especialmente en pacientes mas jévenes con

poca cicatriz miocardica (miocardiopatia dilatada) en los cuales se observa
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una recuperacion de la ICFEr; esto no se considera ICFEp sino ICFEme
(Halliday et al. 2022).

I T
== W &=

Comorbilidades —» Inflamacién -Isquemia Lesion directa
microvascular -Infeccién —_— de
coronaria -Toxicidad cardiomiocitos

Endotelio "

> TransitoriaC——> Endoteio 1.

Hipertrofia y Rigidez

Cardiomiocitos

Fig. 2. Clasificacion de la insuficiencia cardiaca segin la fraccién de eyeccién del ventriculo
izquierdo. ICFEp, insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccion preservada. ICFErm, insuficiencia
cardiaca con fraccion de eyeccion de rango medio. ICFEr, insuficiencia cardiaca con fraccion de
eyeccion reducida. FEVI, fraccién de eyeccién del ventriculo izquierdo. ERO, especies reactivas de
oxigeno. NO-, 6xido nitrico. Imagen modificada de Gevaert et al. 2022. Elaborada por Martinez, 2023;

BioRender.com.

La ICFEr y la ICFEp son dos entidades diferentes de IC con causas
diferentes, pero con resultados de morbilidad y mortalidad similares. La
diferenciacion entre estos tipos es importante debido a las diferentes
comorbilidades y respuesta a las terapias (Nichols et al. 2015; Seiler et al. 2016).
En la ICFEp se ha observado ausencia de beneficios con el tratamiento

modificador de la enfermedad para la ICFEr tales como los inhibidores de la
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neprisilina y el receptor de angiotensina, inhibidores del sistema renina
angiotensina, bloqueadores beta adrenérgicos, antagonistas de los receptores
de mineralocorticoides e inhibidores del cotransportador de sodio-glucosa tipo 2,
lo que indica que la ICFEp y la ICFEr son entidades con distinto sustrato
fisiopatolégico (Kelley et al. 2022).

4.2 Insuficiencia cardiaca con fraccién de eyeccién preservada

De todos los pacientes con IC, mas del 50% presenta ICFEp, su incidencia ha
aumentado debido al incremento de las comorbilidades asociadas. La ICFEp se
define como un sindrome clinico con sintomas y/o signos causados por anomalias
cardiacas estructurales/funcionales, especificamente, disfuncién diastdlica y
elevacion en la presion de llenado del ventriculo izquierdo con fraccién de eyeccidn
del ventriculo izquierdo (FEVI) = 50 %, y al menos la presencia de uno de los
siguientes: peéptidos natriuréticos elevados; o evidencia objetiva de congestion
pulmonar o sistémica cardiogénica. Una caracteristica importante de este sindrome
es el distinto perfil de comorbilidades, con una mayor prevalencia de obesidad,
diabetes mellitus tipo 2 e hipertension arterial (Pieske et al. 2019; Kittleson et al.
2023).

Esta poblacién generalmente tiene > 60 afos, con predominio del sexo
femenino, presencia de hipertrofia ventricular concéntrica y fibrilacién auricular. El
antecedente de infarto al miocardio es menos frecuente y se ha observado que los
individuos poseen una mejor clase funcional basal y una mejor percepcién de su
propia calidad de vida (Araiza-Garaygordobil et al. 2019). Hasta ahora, la ICFEp ha
sido escasamente caracterizada, debido a su fenotipo fisiopatoldégico complejo,
ademas, la supervivencia con esta condicion no ha mejorado en las ultimas
décadas, por eso, la ICFEp se ha clasificado como “la mayor necesidad no cubierta
en medicina cardiovascular” en base a la prevalencia y la ausencia de tratamientos

disponibles aprobados hasta la fecha (Paulus et al. 2020; Wood et al. 2021).
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La ICFEp se considera la consecuencia final de una serie de mecanismos
inflamatorios presentes en diversas enfermedades crénicas. La multimorbilidad crea
un medio proinflamatorio/metabdlico sistémico que conduce a inflamacién
microvascular coronaria que resulta en remodelacion cardiaca (lacopo et al. 2022;
Saavedra-Alvarez et al. 2022; Pugliese et al. 2022).

La disfuncién diastdlica en la ICFEp promueve cambios en la hemodinamica
cardiaca, de tal manera que el gasto cardiaco normal solo se obtiene aumentando
las presiones de llenado del ventriculo izquierdo (VI) sin dilatacion del VI. El corazén
con disfuncién diastélica mantiene su gasto sistolico a expensas del volumen
diastdlico. Ademas, el aumento de la contribucion de la contraccidon auricular al
llenado ventricular es un importante mecanismo de adaptacion, reduciendo la
presion dentro de la auricula izquierda y en el territorio venocapilar pulmonar,
produciendo finalmente un aumento de la auricula izquierda (Philipp-Rommel et al.
2017; Panneroni et al. 2018; Schiattarella et al. 2021).

Por otro lado, la disfuncién a nivel de musculo cardiaco no es el unico factor
que explica el fenotipo fisiopatologico y el desarrollo de la ICFEp, por ello, se
considera que la fisiopatologia de la ICFEp presenta todavia vertientes que escapan
de una comprension profunda y en los ultimos afos el entendimiento de los
mecanismos fisiopatoldgicos de la ICFEp han pasado de una vision meramente
hemodinamica a un concepto de afectacion sistémica y multifactorial en la que
interaccionan y se concatenan multiples mecanismos, con efectos mas alla del
propio corazon, en 6rganos de vital importancia, un ejemplo claro es el musculo

esquelético (Araiza-Garaygordobil et al. 2019; Wood et al. 2021).

4.2.1 Obesidad e insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccion preservada

La obesidad es un problema de salud publica creciente en México y en todo el
mundo. Para el afo 2030, se prevé que mil millones de personas en todo el mundo,

incluyendo 1 de cada 5 mujeres y 1 de cada 7 hombres viviran con obesidad (IMC
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=30 kg/m?) (Lobstein et al. 2022). Aproximadamente el 29-40% de los pacientes con
IC tienen sobrepeso (IMC 25-29.9 kg/m?) y el 30-49% de los pacientes con IC son
obesos (IMC = 30 kg/m?) (Horwich et al. 2018). La obesidad es significativamente
mas frecuente en pacientes con ICFEp que en pacientes con ICFEr, con mas del
80% de los pacientes con ICFEp que tienen sobrepeso u obesidad (Lewis et al.
2017).

La obesidad es un estado inflamatorio crénico, que se ha definido como una
“‘metainflamacion”, una respuesta inflamatoria crénica de bajo grado inducida por el
metabolismo (Schiattarella et al. 2021). Se ha identificado una especificidad del
fenotipo obeso en la ICFEp donde se ha enfatizado el papel desfavorable que
juegan en este contexto la neprilisina, la leptina y la aldosterona (Obokata, 2017).
Se ha demostrado que la distribucion de la adiposidad tiene un papel critico en el

impacto de la obesidad en la incidencia de ICFEp (Tsujimoto et al. 2017).

La presencia extensa de tejido adiposo visceral y tejido adiposo epicardico
es una caracteristica de la ICFEp, los cuales, podrian interactuar en el curso de la
progresion del sindrome de la ICFEp y probablemente impacten en el tratamiento y
su prevencion (Tsujimoto et al. 2017; Horwich et al. 2018). El tejido adiposo
epicardico tiene un papel especialmente importante como productor en modo
autocrino/paracrino  de mediadores inflamatorios que actuan sobre la
microcirculacién coronaria y las células miocardicas (Obokata et al. 2017; Koepp et
al. 2020). El tejido adiposo también, promueve de modo indirecto otras
comorbilidades como la resistencia a la insulina y la hipertensién. Es
metabdlicamente muy activo, de modo que es capaz de liberar acidos grasos y
adipocinas, que participan en la promocién de un estado proinflamatorio sistémico
(Schiattarella et al. 2021; Clemenza et al. 2022). Por tanto, la ICFEp es un ejemplo
de como las alteraciones metabdlicas e inflamatorias se entrelazan en mecanismos
fisiopatolégicos fundamentales (Schiattarella et aOl. 2021). Hasta ahora, parece ser
que el impacto de la obesidad en la fisiopatologia de la ICFEp abarca mecanismos
hemodinamicos, neurohumorales e inflamatorios (Clemenza et al. 2022). Sin

embargo, estos mecanismos no estan completamente esclarecidos.
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4.2.2 Diabetes mellitus e insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccién

preservada

Existen en el mundo mas de 500 millones de personas con diabetes mellitus (DM)
(Sun et al. 2022). Entre la DM y la IC existe una interrelacion: en pacientes con DM
tipo 1 (DM1), la insuficiencia cardiaca se desarrolla en el contexto de una respuesta
inmune desregulada, mientras que en la mayoria de los pacientes con DM tipo 2
(DM2), se desarrolla en un contexto de sobrepeso/obesidad. La DM2 incluye

aproximadamente al 90% de todos los pacientes con DM (Triposkiadis et al. 2021).

Presentar IC o DM aumenta la probabilidad de desarrollar la otra, alrededor
del 15% de los pacientes con DM desarrollan IC mientras que alrededor del 30% de
los pacientes con IC desarrollan DM (Bouthoorn et al. 2018; Zareini et al. 2019;
Palau et al. 2020). La DM empeora el prondstico de los pacientes con ICFEp, al
aumentar el riesgo de mortalidad y hospitalizacion en un 75% mas que los pacientes

sin diabetes (Lorenzo-Almorods et al. 2022).

La IC asociada a la DM se ha atribuido al efecto téxico directo de la
hiperglucemia y a los efectos metabdlicos sobre el miocardio, asi como la
coexistencia de hipertension arterial, disfuncion microvascular coronaria, nefropatia
diabética y enfermedad del higado graso no alcohdlico (Triposkiadis et al. 2021). En
la DM la hiperglucemia cronica induce un mayor estrés oxidativo, estimula vias
fibrogénicas, aumenta las respuestas neurohormonales, activa factores de
crecimiento, induce la produccion de citocinas proinflamatorias y activa las vias no
oxidativas de la glucosa tales como la via de los polioles, la via de la hexosamina,
los productos finales de la glucosilaciéon avanzada y la proteina cinasa C (PKC), las
cuales, producen efectos adversos sobre las células endoteliales cardiacas y, por
lo tanto, contribuyen a la disfuncion miocardica al promover la rigidez y la hipertrofia,
los cuales son efectos de la ICFEp (Jia et al. 2018; Triposkiadis et al. 2021; Tuleta

y Frangogiannis, 2021; Lorenzo-Almords et al. 2022).

Por otro lado, el desarrollo de DM2 de nueva aparicion en la IC se ha atribuido

a un aumento de la resistencia a la insulina, especialmente en el musculo
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esquelético, el higado y el tejido adiposo, asi como a una respuesta secretora de
insulina disminuida por parte de las células B del pancreas (Triposkiadis et al. 2021).
La IC da lugar a la activacion de 2 sistemas neurohormonales: el sistema renina-
angiotensina-aldosterona (RAA) y el sistema nervioso simpatico. El primero
aumenta la retencién de sodio y agua, mientras que el segundo activa la lipogénesis
y la gluconeogénesis, contribuyendo a la resistencia a la insulina vy
consecuentemente a la diabetes (Dei-Cas et al. 2015; Maack et al. 2018; Lorenzo-
Almoros et al. 2022).

La IC y la DM2 son dos enfermedades afectadas por la atrofia del musculo
esquelético. Sin embargo, si se presentan las dos condiciones al mismo tiempo, se
exacerban los sintomas y los resultados clinicos en comparacién con la IC no
asociada a alteraciones metabdlicas. En la ICFEp se ha propuesto que la DM es
una de las principales condiciones que inducen un mayor fenotipo atréfico y

disfuncién del musculo esquelético (Yano et al. 2020; Wood et al. 2021).

4.2.3 Hipertension e insuficiencia cardiaca con fraccién de eyeccion
preservada

La hipertension arterial tiene una alta incidencia en el mundo, alrededor de 1280
millones de personas la padecen. Siendo el factor de riesgo mas importante que
contribuye al desarrollo y progresion de la IC (Miao et al. 2022). Aproximadamente
1 de cada 3 o 4 adultos desarrollan IC cuando la presion arterial (PA) es superior a
160/100 mmHg. La PA alta ha demostrado aumentar la prevalencia, la
rehospitalizacion y la mortalidad de los pacientes con ICFEp (Di Palo y Barone,
2020; Lin et al. 2021).

La progresion de la hipertension a la IC es compleja y multifacética. Los
cuatro grados de cardiopatia hipertensiva descritos son: (1) disfuncion diastdlica
aislada, se refiere a anomalias en la relajacion del ventriculo izquierdo (V1), aqui, se
ubican los pacientes que muestran anomalias en los parametros diastélicos pero

permanecen asintomaticos; (2) disfuncidén diastolica con hipertrofia del ventriculo
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izquierdo (HVI); (3) ICFEp, una vez que los sintomas de disnea e intolerancia al
ejercicio se desarrollan junto con signos de retencion de liquidos siempre que la
funcion sistolica permanezca normal; (4) ICFEr, la hipertensién también puede
ocasionar dafos isquémicos, ocasionados por infarto al miocardico (Messerli et al.
2017; Sorrentino, 2019; Di Palo y Barone, 2020).

La activacién de sistemas hormonales, como el sistema nervioso adrenérgico
y el sistema renina angiotensina-aldosterona (RAA), pueden promover la HVI, los
cuales se activan por el aumento de la poscarga en el VI, que ocasiona estrés sobre
la pared del VI (Sorrentino, 2019). Ademas, la hipertension promueve la inflamacién
impulsada por la activacidon del sistema RAA, el cual es un factor muy importante
para el desarrollo de la ICFEp (Pugliese et al. 2019; Murray et al. 2021).

4.2.4 Intolerancia al ejercicio en la insuficiencia cardiaca con fraccion de

eyeccion preservada

La intolerancia al ejercicio es el sintoma principal y persistente de la ICFEp, y
determinante importante de la reduccion de la calidad de vida en estos individuos,
por lo que se usa como medida diagndstica para establecer las terapias. A diferencia
de la ICFEr, los mecanismos que contribuyen al desarrollo de la intolerancia en la

ICFEp aun no se comprenden (Gupte y Hamilton, 2016).

Se ha sugerido que el principal contribuyente es la reduccion del gasto
cardiaco, también se propone que la fibrosis extensa y la hipofosforilacion de la titina
generan la rigidez en el VI, lo que contribuye a las limitaciones cardiacas durante el
ejercicio (ver Fig. 3). El aumento de la rigidez diastdlica impide el aumento del
volumen telediastélico del VI que normalmente acompana al ejercicio, por lo que los
individuos con ICFEp tienen una capacidad limitada, segun la ley de Frank-Starling,
a pesar de las mayores presiones de llenado (Little et al. 2000). El aumento de la
velocidad de relajacion no se produce a medida que aumenta la frecuencia cardiaca

durante el ejercicio, por lo tanto, la presion diastélica aumenta, el volumen sistdlico
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no cambia y los pacientes con ICFEp experimentan disnea y fatiga (Little y Borlaug,
2015).

 Rigidez ventricular
en ICFEp
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Fig. 3. Mecanismo propuesto para la reduccién del consumo y suministro de oxigeno en la
ICFEp. La rigidez ventricular conduce a un aumento de la presion de llenado diastdlico del ventriculo
izquierdo y de la presion de enclavamiento capilar pulmonar (PCWP). Esto da como resultado un
aumento del agua pulmonar y edema alveolar que limita la difusion de oxigeno. A su vez, hay una
disminucion del suministro de oxigeno debido a los efectos combinados de la reduccion del gasto
cardiaco y del contenido arterial de oxigeno. Los mecanismos periféricos conducen a una extraccion
deficiente de oxigeno en los lechos del musculo esquelético, lo que resulta en una disminucién de la
capacidad de ejercicio. Imagen modificada de Gupte y Hamilton, 2016. Elaborada por Martinez,
2023; BioRender.com.

En contraste, existe evidencia que indica que la limitacidon del ejercicio en la
ICFEp no se relaciona con el grado de disfuncién cardiaca, lo que sugiere que una
proporcion de los sintomas en los individuos con ICFEp, se debe a deficiencias

periféricas, incluida la miopatia del musculo esquelético (Tucker et al. 2018; Wood
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et al. 2021). En este sentido pacientes con ICFEp muestran una reduccion en el
porcentaje de fibras musculares tipo | (oxidativas) y enzimas oxidativas, ademas,
presencia de respiracion mitocondrial anormal. También, la morfologia y la funcion
anormal del musculo esquelético tienen un impacto en la limitacion de la tolerancia
al ejercicio en pacientes con ICFEp, dado que la mayor parte del oxigeno consumido
durante el ejercicio ocurre en el musculo. Una disminucidon en el tejido
metabdlicamente activo puede limitar la tolerancia al ejercicio, no solo la pérdida de
masa corporal magra, sino también la calidad del musculo. Un claro ejemplo es el
aumento del tejido adiposo intermuscular (Haykowsky et al. 2013; Haykowsky et al.
2014; Tucker et al. 2018). Estas anomalias del musculo esquelético contribuyen al
deterioro del metabolismo oxidativo con un cambio mas temprano hacia el
metabolismo glucolitico durante el ejercicio que esta fuertemente asociado con la

intolerancia al ejercicio.

4.3 Masculo esquelético

El musculo esquelético es un érgano contractil y es el principal componente tisular
del organismo; esta sometido a control voluntario por el sistema nervioso central y
desempeia un papel esencial en numerosas actividades como el mantenimiento de
la postura, el movimiento, el habla y la respiracion (Koeppen y Stanton, 2009). Los
musculos esqueléticos estan constituidos por células alargadas multinucleadas: las
fibras musculares. Cada fibra muscular esta delimitada por el sarcolema y contienen
en el sarcoplasma unas miofibrillas responsables de la contraccion muscular. Las
miofibrillas tienen miofilamentos que confiere al musculo ese aspecto estriado que
se observa al microscopio (Mekrami y Brignol, 2006; Quiroz-Gutiérrez 2012). Los
musculos esqueléticos, ademas, estan irrigados por vasos sanguineos y fibras
nerviosas, los cuales son esenciales para el funcionamiento muscular (Ira-Fox,
2011).
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4.3.1 Fibras musculares

Las fibras musculares tienen una forma alargada poco comun, a pesar de eso,
tienen los mismos organulos que estan presentes en otras células: mitocondrias,
reticulo sarcoplasmico, granulos de glucogeno, entre otros. Su didmetro varia entre
10 y 80 um que se extienden a lo largo de toda la longitud del musculo. Cada fibra
muscular se forma por la unién de varias células multinucleadas, a diferencia de
casi todas las otras células del cuerpo. Esto se debe a que cada fibra muscular es
una estructura sincitial que se forma por la union de varias células de mioblasto

embrionarias (Ira-Fox, 2011; Quiroz-Gutiérrez, 2012).

4.3.1.1 Clasificacion de las fibras musculares

Se han descrito cuatro tipos de fibras basadas en la presencia de la cadena pesada
de miosina y con base en sus propiedades contractiles: I, lIA, y [IB (Gollnick, 1970;
Bolanos et al. 2022). Todos los musculos del cuerpo estan formados por una mezcla
de fibras musculares rapidas y lentas, con otras fibras intermedias entre estos dos

extremos (Guyton y Hall, 2016).

4.3.1.1.1 Fibras de tipo | de contraccién lenta o fibras rojas.

Las fibras de tipo | son de pequefio diametro y estan inervadas por fibras nerviosas
mas pequenas. Tienen un sistema de vascularizacién extenso y contienen grandes
cantidades de mioglobina para aportar cantidades adicionales de oxigeno. La
mioglobina da al musculo lento un aspecto rojizo, de ahi el nombre de fibras rojas.
También tienen numerosas mitocondrias para mantener niveles elevados de
metabolismo oxidativo y poco glucogeno. Estas fibras son resistentes a la fatiga: se
utilizan sobre todo en el mantenimiento de la postura, en ejercicios poco enérgicos

y prolongados (Mekrami y Brignol, 2006; Guyton y Hall, 2016). Las fibras lentas
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satisfacen sus necesidades metabdlicas mediante la fosforilacion oxidativa y, por
eso, estos musculos se fatigan de forma mas lenta, y se utilizan para actividades

mas prolongadas (Koeppen y Stanton, 2009).

4.3.1.1.2 Fibras de tipo lIA

Son fibras intermedias cuyo porcentaje varia segun los musculos del organismo y
el individuo (Mekrami y Brignol, 2006). Estas fibras responden a las exigencias del

metabolismo aerdbico y anaerobico (Gollnick, 1970).

La relacion fibras lentas/rapidas puede evolucionar en funcion del
entrenamiento y el tipo de ejercicio practicado. Numerosas fibras IlA o intermedias
evolucionan hacia el tipo | a consecuencia de ejercicio prolongado y moderado como
el entrenamiento de fuerza. En cambio, los ejercicios breves e intensos de
resistencia, de 30 s a 2 min, provocan la evolucién de las fibras I1A hacia el tipo 11B
(Mekrami y Brignol, 2006).

4.3.1.1.3 Fibras de tipo 1IB de contraccion rapida o fibras blancas

Las fibras rapidas son de mayor diametro para obtener una gran fuerza de
contraccién. Tienen una vascularizacion menos extensa que las lentas, también,
presentan menos mitocondrias que las lentas, porque el metabolismo oxidativo tiene
una importancia secundaria. El déficit de mioglobina en el musculo rapido le da el
nombre de musculo blanco. Contienen mucho glucégeno y grandes cantidades de
enzimas glucoliticas para la liberacion rapida de energia por via de la glucdlisis.
Estas fibras, que son poco resistentes a la fatiga, aunque muy potentes, se utilizan
en los ejercicios breves pero intensos (Mekrami y Brignol, 2006; Guyton y Hall,

2016). Dado que las fibras rapidas dependen del metabolismo glucolitico, se fatigan
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con rapidez. Por ello, solo se utilizan de manera ocasional (Koeppen y Stanton,
2009).

4.4 Control de la actividad muscular esquelética

La contraccion del musculo esquelético se explica por el mecanismo de
deslizamiento de los filamentos que describe el acortamiento del sarcomero
mediante una serie de cambios quimicos y estructurales (MacLlaren y Morton,
2012). Un mensaje viaja desde el sistema nervioso hasta el sistema muscular, y
desencadena distintas reacciones quimicas para la ejecucion de la contraccidon

muscular (Ira-Fox, 2011).

4.4.1 Unidad motora

Se conoce como unidad motora a cada neurona motora somatica, junto con todas
las fibras musculares que inerva (lra-Fox, 2011). Las terminaciones motoras se
ponen en intimo contacto con la fibra muscular a través de sus arborizaciones
terminales amielinicas y se extienden en la placa motora o union neuromuscular, la
cual es la zona de conexién entre el nervio de tipo motor y el musculo (Quiroz-
Gutiérrez, 2012). La neurona motora estimula la fibra muscular y libera acetilcolina
en la placa motora, la unién del neurotransmisor a los receptores nicotinicos de
acetilcolina (AChR) en el sarcolema da origen a potenciales de accion en la fibra

muscular (Koeppen y Stanton, 2009).

4.4.2 Acoplamiento Excitacion-Contraccion

El acoplamiento excitacion contraccion (AEC) describe la comunicacion entre los
eventos eléctricos que ocurren en el sarcolema de las fibras del musculo esquelético
y la liberacion de Ca?* del reticulo sarcoplasmico (RS), lo que inicia la contraccion

muscular (Calderdn et al. 2014).
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La iniciacion y propagacion del potencial de accion a lo largo del sarcolema
se dirige al sistema tubular transversal (tubulos T), donde los cambios en el
potencial de membrana son detectados por los receptores de dihidropiridina (DHPR)
lo que permite la interaccion alostérica entre DHPR y los receptores de rianodina
(RyR1) del reticulo sarcoplasmico (RS). La liberacion de Ca?* del RS y el aumento
transitorio de la concentracion de Ca®* en el sarcoplasma conduce a la interaccién
de la subunidad de troponina C (TnC) en el filamento delgado con el Ca?*; la
interaccidon troponina-Ca?* elimina la inhibicién impuesta por la troponina | y la
tropomiosina sobre la interaccién actina-miosina, permitiendo que los filamentos
delgados se deslicen sobre los gruesos, y estos en presencia de ATP conducen al
acortamiento de las fibras y la generacién de la fuerza. Finalmente, cuando se
detiene la estimulacién de la neurona motora, se interrumpe la reaccion quimica que
provoca la reorganizacion de las proteinas de las fibras musculares (Calderdn et al.
2014; Guyton y Hall, 2016; Bolafios et al. 2022). La disociacion del Ca?* de la TnC,
seguida de la desaparicion del Ca?* del sarcoplasma mediante su recaptacion por
el RS a través de la bomba ATPasa de Ca?* (SERCAA1, por sus siglas en inglés) y
la activacion en conjunto del movimiento de Ca?* a la mitocondria, extrusién por el
intercambiador Na*/Ca?* (NCX) y la maquinaria SOCE (por sus siglas en inglés,
Store-Operated Ca?* Entry), que en condiciones de agotamiento local o global de
las reservas de Ca?* del RS proporciona una fuente adicional de Ca?* que se origina
en el espacio extracelular, conducen al cese de la interaccion entre la actina y los
filamentos de miosina, para la consecuente relajacion muscular (ver Fig. 4)
(Delbono, 2002; Calderdn et al. 2014; Guyton y Hall, 2016; Michelucci et al. 2021;
Bolafos et al. 2022).
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Fig. 4. Modelo del acoplamiento excitacion-contraccién del masculo esquelético en pacientes
sanos. (1) Iniciacion y propagacién de un potencial de accion a lo largo del sarcolema, (2)
propagacion del potencial a través del tubulo T, (3) detecciébn mediada por receptores de
dihidropiridina (DHPR) de cambios en el potencial de membrana, (4) interaccion alostérica entre
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DHPR y RyR1, (5) liberacion de Ca?" del RS a través de RyR1 y aumento transitorio de la
concentracion de Ca?* en el sarcoplasma, (6) activacion del sistema amortiguador del Ca?*
sarcoplasmico y del aparato contractil, (7) desaparicion del Ca?* del sarcoplasma mediada por su
recaptacion al RS a través de SERCA1, y bajo varias condiciones movimiento a las mitocondrias y
extrusion por NCX, (8) SOCE, se activa en respuesta al agotamiento de Ca?* en el RS y funciona
como un guardian del Ca?* total dentro de la fibra muscular al rellenar estas reservas y retrasar la
fatiga, (9) relajacion muscular. RYR1, receptor de rianodina 1. SERCA1, ATPasa de Ca*2. NCX3,
intercambiador sodio calcio. SOCE, entrada de Ca?* operada por almacenamiento, por sus siglas en
inglés, “store-operated Ca?* entry”. RS, reticulo sarcoplasmico. AEC, acoplamiento excitacion

contraccion. Elaborada por Martinez, 2023; BioRender.com.

4.4.3 Receptor de rianodina

El receptor de rianodina (RyR) es un receptor ubicado en el RS con una estructura
de tetramero. Este receptor presenta 3 isoformas: RyR1 se expresa en el musculo
esquelético y en linfocitos B; RyR2 se expresa en el musculo cardiaco, en las células
de Purkinje del cerebelo y la corteza cerebral; mientras que RyR3 se expresa en el

cerebro (Agrawal et al. 2018).

En el musculo esquelético, su funcion al abrirse permite una liberacion rapida,
masiva y altamente regulada de Ca?* desde el RS hacia el sarcoplasma. Ademas,
del DHPR, los reguladores enddgenos de la funcion de liberacién de Ca?* del RyR1,
que acttian desde el lado sarcoplasmico o luminal del RS incluyen: ATP, Ca?* Mg?*,
especies reactivas de oxigeno (ERO), especies reactivas de nitrégeno (ERN),
estado rédox, estado de fosforilacidon/desfosforilacion, calmodulina, S100A1,
proteina de unién a FK 506 12 (FKBP12 o calstabina-1), proteina fosfatasa 1 (PP1),
triadina (Trisk-95 y Trisk-51), junctina, homer-1, calumenina-2 y calsecuestrina
(CASQ) (Genhlert et al. 2015; Bolarios et al. 2022).
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4.4.4 ATPasa de Ca?* del reticulo sarcoplasmico

La ATPasa de Ca?* del reticulo sarcoplasmico (SERCA, por sus siglas en inglés,
sarco/endoplasmic reticulum Ca?*ATPase) es una proteina perteneciente a la
familia de ATPasas de tipo P y se localiza principalmente en la region longitudinal
del RS (Periasamy y Kalyanasundaram, 2007; Watson, 2015; Rathod et al. 2021;
Xu 'y Van Remmen, 2021). La familia de proteinas SERCA esta codificada por tres
genes diferentes: SERCA1, es una isoforma especifica del musculo esquelético que
se expresa predominantemente en los musculos de contraccidn rapida, siendo 1a'y
1b formas adultas y neonatales respectivamente; SERCA2, la isoforma SERCA2a
se expresa principalmente en musculo esquelético de contraccion lenta y musculo
cardiaco, mientras que SERCAZ2b es una isoforma ubicua que aparece en todos los
tipos de células en una abundancia baja;y SERCAS3, se expresa en células
neuronales y células epiteliales a un nivel muy bajo (Periasamy y Kalyanasundaram,
2007; Periasamy et al. 2017).

La funcion principal de SERCA1 en el musculo esquelético es ser regulador
de la homeostasis del Ca?* celular. Utilizando energia derivada de la hidrolisis de
ATP transporta el Ca?* del sarcoplasma de regreso al lumen del RS produciendo la
relajacion muscular y la recuperacion del Ca?* del RS a los niveles necesarios para
los ciclos posteriores del acoplamiento excitacidon-contraccion. Aproximadamente el
90% del aumento de Ca?* durante una sola contraccion se elimina del sarcoplasma
a través de las bombas SERCA (Michelucci et al. 2021; Xu y Van Remmen, 2021;
Bolafios et al. 2022).

Los factores que regulan su expresion y funcion incluyen: Ca?*, pH, hormonas

tiroideas, proteinas fosfolamban y sarcolipina (Bolanos et al. 2022).
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4.4.5 Intercambiador Na*/Ca?*

El intercambiador Na*/Ca?* (NCX) pertenece a la superfamilia de antiportadores de
cationes Ca?*, cuya funcién es controlar el intercambio de un ion Ca?* por cada tres
iones Na* a través de la membrana plasmatica. La direccion de este intercambio
puede ser directa (salida de Ca?* y entrada de Na*) o inversa (entrada de Ca*?y
salida de Na*) dependiendo del gradiente electroquimico a través de la membrana
(Valentim et al. 2022).

El NCX se requiere en el musculo esquelético para actuar como un
modulador del contenido del RS y también, participa en el desarrollo del musculo
esquelético. Se ha propuesto que su principal papel es la extrusion de Ca?* durante
la relajacion muscular y se ha observado que esta mas involucrado en la regulacion
del Ca?* durante las contracciones musculares repetidas cuando el Ca*? es muy alto
(Rincon et al. 2021; Valentim et al. 2022).

En el musculo esquelético se expresan dos isoformas de NCX: NCX1 vy
NCX3, siendo NCX3 la isoforma predominante (Brini y Carafoli, 2011). Se ha
sugerido que NCX es mas importante en el musculo de contraccion lenta, ya que se
contrae cuando se elimina el Na* externo, un efecto ausente en el musculo de
contraccioén rapida, por lo tanto, se podria observar un efecto mas evidente en dicho
tipo de fibra (Bolafios et al. 2022).

4.4.6 Mitocondrias en el mecanismo del acoplamiento excitacién contraccion
del musculo esquelético

Las mitocondrias son denominadas “la central eléctrica de la célula” y “el centro de
sefalizacién de Ca?* celular” debido a que estos organulos de doble membrana son
importantes reguladores de la homeostasis del Ca?* celular, la sefalizacion, el
metabolismo y la produccién de energia en forma de ATP (Szabadkai y Duchen,
2008; Anderson et al. 2019).
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En el musculo esquelético, las mitocondrias ocupan el 10-15 % del volumen
de las fibras y se localizan principalmente en la periferia en grupos subsarcolémicos
o entre miofibrillas en gran parte dentro de las bandas I, que rodean la red del RS.
Las ataduras (estructuras densas en electrones de 10 nm de largo) anclan la
membrana mitocondrial externa a las cisternas terminales del RS (Boncompagni et
al. 2020; Bolanos et al. 2021) lo que facilita una comunicacion bidireccional entre el
RS y las mitocondrias para que la afluencia de Ca?* en la matriz mitocondrial active

la sintesis de ATP y el metabolismo (Rossi et al. 2009).

La entrada de Ca?' desde el sarcoplasma al espacio intermembrana
mitocondrial (EIM) ocurre a través de los canales de aniones dependientes de
voltaje (VDAC) localizados en la membrana mitocondrial externa. Desde el EIM
hasta la matriz mitocondrial, el Ca?* pasa por canales insertados en la membrana
mitocondrial interna: el complejo MCU, el modo rapido (RaM) y el mRyR1 (Kirichok
et al. 2004; Shoshan-Barmatz y De, 2017; Bolafios et al. 2021). Mientras que la
liberacion de Ca?* de la mitocondria estd bajo el control del intercambiador
mitocondrial Na*/Ca?* (mNCX), el antiportador Ca?’H* (mNCH) y el poro de
transicion de permeabilidad mitocondrial (mPTP) (Li et al. 2020; Bernardi et al. 2021,
Garbincius y Elrod, 2022).

4.5 Estrés oxidante

El estrés oxidante es el desequilibrio entre la produccion de ERO y la capacidad de
los tejidos para neutralizar a las ERO, lo que conduce a una acumulacion de
moléculas oxidadas. Las principales enzimas antioxidantes que controlan el
equilibrio rédox en las células son la superéxido dismutasa (SOD), la catalasa y la

glutatién peroxidasa (Breitenbach y Eckl, 2015).

Las ERO se generan en el musculo esquelético activo y la efectividad de la
contraccién muscular es altamente dependiente del incremento moderado en los
niveles de ERO, incluso un incremento muy modesto en la generacion de estos

compuestos puede optimizar la produccion de fuerza maxima. Por el contrario, altas
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cantidades de ERO pueden causar dafio al musculo esquelético, contribuir al
proceso de fatiga y perjudicar su recuperacion. Se ha demostrado que existe una
relacion dosis y tiempo dependiente entre la concentracion de ERO vy la reduccion

de la contractibilidad muscular y la ocurrencia de fatiga (Fernandez et al. 2009).

También, las ERO elevadas pueden promover la atrofia acelerada de las
fibras del musculo esquelético, ya que distintos desencadenantes atréficos estan
vinculados a las ERO, tal es el caso de la activaciéon del sistema ubiquitina-
proteasoma y la sefializacion suprimida de la via IGF1-Akt-mTORC1, que disminuye
la sintesis de proteinas. También, las ERO pueden promover la fuga de Ca?* del RS
al oxidar a proteinas importantes encargadas de controlar la homeostasis de Ca?*

en el acoplamiento excitacion-contraacion (Reiken et al. 2003; Woos et al. 2021).

4.6 Homeostasis del Ca?* alterada en el acoplamiento excitacién-contraccion

del musculo esquelético

La regulacion en la sefializacion del Ca?* y la produccion de ERO es un requisito
previo fundamental para el correcto funcionamiento del musculo esquelético. En
multiples condiciones patologicas en el musculo se ha relacionado a la
desregulacion de la homeostasis del Ca?* y el aumento del estrés oxidativo como
dos de los principales mecanismos que inducen una fuerza muscular reducida,
pérdida de masa muscular y aumento del dafo muscular (Qaisar et al. 2018;
Lemmer et al. 2021; Michieluchi et al. 2021).

El aumento de Ca?* en la fibra muscular se acumula en las mitocondrias, lo
que puede activar la produccion excesiva de ERO mitocondriales que dafian a las
proteinas de la cadena de transporte de electrones y el ADN mitocondrial. También,
se desencadena la apertura descontrolada del mPTP, la pérdida del potencial de
membrana (AWm), lo que afecta la produccion de ATP y finalmente onduce a la

apoptosis celular. Estos mecanismos conducen a la disfuncién mitocondrial, que
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esta relacionada con la disfuncién del musculo esquelético (ver Fig. 5) (Li et al. 2020;
Wood et al. 2021; Bernardi et al. 2021; Bolafos et al. 2022).

EL Ca?* excesivo en la fibra muscular resulta de un desequilibrio en las tasas
de liberacion y recaptacion de Ca?* en el RS. Se ha propuesto que la funcion
alterada de RyR1, SERCA1 y NCX tienen un papel principal en la desregulacion del
Ca’?" en las fisiopatologias musculares (Periasamy y Kalyanasundaram, 2007;
Agrawal et al. 2018; Lemmer et al. 2021).
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Fig. 5. Mecanismos moleculares propuestos para la sefializacion alterada del Ca?* y el
aumento del estrés oxidante para el dafio en la fibra muscular en pacientes enfermos. En
estados patoldgicos, un estrés oxidante alto, (1) conduce a la oxidacion de RyR1, SERCA1 y NCX
lo que resulta en una actividad alterada, (2) lo cual aumenta la concentracion de Ca? en el
sarcoplasma (3) en consecuencia se activa la entrada de Ca?* a través de SOCE dependiente de

STIM1/Orai1 como resultado del agotamiento del RS. 4) También el Ca*? citosolico alto ocasiona la
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captacién mitocondrial de Ca?* a través de MCU, (5) que aumenta la actividad de la cadena de
transporte de electrones y la produccién excesiva de mtERO hacia el citosol que provocan oxidacion
adicional de RyR1, SERCA1 y NCX (6) que es perjudicial para el AEC, (7) lo que se traduce en
pérdida de la produccion de fuerza muscular. Ademas, la acumulacién de Ca?* en el sarcoplasma
junto con el aumento del estrés oxidativo, desencadena una serie de vias de sefalizacion
intracelular, entre ellas (8) la activacion de calpainas, (9) la reduccién de la sintesis de proteinas y el
aumento de la degradacién de proteinas que conducen a: desorden miofibrilar, ruptura del
sarcolema, alteraciones estructurales y dafio mitocondrial. (10) Estas alteraciones, junto con el
aumento de la apoptosis, desencadenada por la sobrecarga mitocondrial de Ca®* a través de la
activacion de la via Bax/Bak/AIF (11) conducen a la atrofia muscular (Michelucci et al. 2021). RYR1,
receptor de rianodina 1. SERCA1, ATPasa de Ca*?. NCX, intercambiador sodio calcio. RS, reticulo
sarcoplasmico. AEC, acoplamiento excitacion contraccion. Elaborada por Martinez, 2023;

BioRender.com.

4.6.1 Alteraciones en RyR1

Los RyR1 son muy susceptibles a las modificaciones rédox debido a la presencia
de residuos hiperactivos de cisteina y serina. Distintos estudios han encontrado que
la remodelacion de RyR1 afecta la sefializacion del Ca?*y la funcion del musculo
esquelético (Reiken et al. 2003 ; Bellinger et al. 2008). La remodelacién del
complejo RyR1 podria ser de varios tipos, incluida la fosforilacion mediada por PKA,
la nitrosilacion de RyR1, el agotamiento de PDE4D3, FKBP12 y calstabin1, también,
la carbonilacién y la glutationilacion (Reiken et al. 2003; Agrawal et al. 2018;
Denniss et al. 2018).

El estrés oxidativo activa vias de senalizacion intracelular que afectan la
funcién de RyR1 provocando fuga de Ca?* del RS. El aumento en la concentracion
de Ca?* sarcoplasmico activa numerosos mecanismos de dafio celular
dependientes de Ca?* que perjudican el AEC del musculo esquelético (Santulli et al.
2018; Lemmer et al. 2021). También, el aumento patogénico del Ca?* sarcoplasmico

conduce a la sobrecarga del Ca?* mitocondrial y la produccién incontrolada de ERO
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que oxida alin mas a RyR1 en un ciclo destructivo de fuga de Ca?* y produccion
exacerbada de ERO (Michelucchi et al. 2021).

4.6.2 Alteraciones en SERCA1

El estrés oxidativo excesivo provoca la oxidacion irreversible de los residuos de
cisteina en SERCA1 lo que reduce su actividad. En el musculo esquelético, los
residuos de cisteina median la regulacion de la actividad de SERCA por oxidacion
reversible a través de la glutationilacién inducida por el peroxinitrito, lo que da como
resultado un aumento de la actividad de SERCA (Dremina et al. 2007; Qaisar et al.
2019; Qaisar et al. 2021).

Se ha demostrado que el aumento del estrés oxidante conduce a una
reduccion de la actividad de SERCA lo cual inactiva su funcion ocasionando un
incremento del Ca?* sarcoplasmico y posteriormente, disminuye la liberacion de
Ca?* después de cada estimulo. La interrupciéon del AEC por la inhibicion de SERCA
compromete las funciones musculares, por ejemplo, la disminucion de la generacién
de fuerza, el tiempo prolongado para alcanzar la fuerza maxima con el aumento de
la mitad del tiempo de relajacion, ademas de contribuir a la atrofia tanto en humanos
como en animales (Agrawal et al. 2018; Qaisar et al. 2018; Qaisar et al. 2019; Xu 'y
Van Remmen, 2021; Qaisar et al. 2021).

4.6.3 Alteraciones en NCX

En el musculo esquelético la ausencia de NCX da lugar a anomalias
electromiograficas y necrosis muscular (Michel et al. 2017). NCX3 tiene un papel
clave en condiciones patoldgicas y de estrés (Michel et al. 2015). En la patogenia
de la distrofia muscular de Duchenne (DMD), se observa una desregulacion de la
homeostasis del Ca?* atribuida a una mejora de la entrada de Ca?* operada por

almacenamiento (SOCE) que desencadena una regulacion positiva de NCX3 (Zhao
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et al. 2012; Michel et al. 2015). También, en un modelo genético de IC inducida por
hiperactividad simpatica se observd debilidad muscular en paralelo de la
disminucién de la expresion de NCX en los musculos soleo y plantaris (Bueno et al.
2010).

4.7 Fatiga muscular

La fatiga muscular es cualquier disminucion en la capacidad para generar fuerza o
potencia maxima independientemente de que pueda ser mantenida o no la
intensidad del esfuerzo (Lopez-Chicharro y Fernandez-Vaquero, 2006). La fatiga
puede producirse en cualquiera de los puntos implicados en la contraccion
muscular, desde el encéfalo hasta las células musculares y, también, en el sistema

cardiovascular y respiratorio (Koeppen y Stanton, 2009).

La alteracion de alguno o varios de los procesos que intervienen desde que
se origina la orden motora a nivel cortical hasta que el estimulo llega al sarcolema
se llama fatiga central. Y si la alteracion se produce por modificaciones en el
funcionamiento del sarcolema o de cualquiera de los procesos que acontecen en el
interior de las fibras musculares entonces la fatiga se clasifica como periférica
(L6pez-Chicharro y Fernandez-Vaquero, 2006). La fatiga implica cambios en la
fuerza isométrica, la velocidad maxima de acortamiento y la curvatura de la relacion
fuerza-velocidad. Estos tres factores tienen diferentes mecanismos subyacentes y

todos afectan la potencia de los musculos fatigados (Allen et al. 2008).

Algunas de las causas importantes para la aparicion de fatiga son: el aumento
de fosfato inorganico (Pi) que disminuye la capacidad para generar fuerza y
perjudica el manejo del Ca?* en el RS, la acumulacion de lactato intracelular e iones
de hidrégeno que causan una funcion deteriorada de las proteinas contractiles, los
cambios idnicos en el potencial de accidon para liberar acetilcolina suficiente, la
liberacion inadecuada de Ca?* del RS por diversos mecanismos, los cambios idnicos

asociados con la bomba de Na*-K* ATPasa, la disminucion de fosfocreatina, el
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oxigeno insuficiente, la disminucion del glucégeno y otros nutrientes, los aumentos
transitorios de ADP vy los efectos de las ERO. Sorprendentemente los niveles de
ATP del musculo fatigado a menudo no son mucho mas bajos que los del musculo
en reposo (Duke y Steele 2000; Lamb, 2002; Tupling, 2004; Tortora y Derrickson,
2006; Allen et al. 2008; Koeppen y Stanton, 2009; Calderén-Vélez y Figueroa-
Gordon, 2009; Calderén et al. 2014).

4.8 Alteraciones del musculo esquelético en la insuficiencia cardiaca con

fraccion de eyeccion preservada

La ICFEp no es una simple enfermedad de relajacion cardiaca inadecuada, la nueva
evidencia respalda que los principales factores de riesgo de ICFEp también
contribuyen a las deficiencias en la fisiologia del musculo esquelético. Ademas, la
miopatia especifica del musculo esquelético se ha definido como una de las
principales causas de intolerancia al ejercicio en la ICFEp (Adams et al. 2017;
Paneroni et al. 2018). Las alteraciones en el musculo esquelético son controladas
por una variedad de mecanismos que incluyen resistencia a la insulina, inflamacion,
disfuncion mitocondrial, lipotoxicidad y alteracién en el estado rédox (Adams et al.
2017; Wood et al. 2021).

Investigaciones recientes han proporcionado informacion sobre las
alteraciones funcionales y estructurales presentes en el musculo esquelético tanto
de pacientes como de modelos animales con ICFEp, las cuales incluyen:
disminucién de fibras de tipo 1, se ha planteado la hipotesis de que una reduccién
en el porcentaje de fibras musculares esqueléticas tipo | podria contribuir a la
disminucién de la capacidad oxidativa en el musculo y a la fatiga temprana
(Paneroni et al. 2018; Farris et al. 2017); infiltracion adiposa, la funcién muscular
puede verse alterada por el aumento del tejido adiposo a través de multiples vias,
incluida la induccién de una respuesta proinflamatoria, la resistencia a la insulina y

las alteraciones del suministro de oxigeno (Farris et al. 2017); disfuncién
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mitocondrial, se ha demostrado una capacidad oxidativa mitocondrial alterada,
reduccion de la densidad mitocondrial y un desorden de las proteinas mitocondriales
(Molina et al. 2016); atrofia de fibras, la atrofia muscular en la ICFEp esta impulsada
principalmente por el sistema ubiquitina-proteasoma, la autofagia y la sefalizacion
mediada por miostatina (Hajouli y Ludhwani, 2020); metabolismo alterado, un
agotamiento temprano, asi como con un retraso en la recuperacion de la
fosfocreatina en el musculo esquelético durante y después del ejercicio (Weiss et
al. 2017) lo que afecta y disminuye la sintesis de ATP en la ICFEp (Wolsk et al.
2019; Saw et al. 2021); disminucion de enzimas antioxidantes, lo que puede sugerir
un papel del estrés oxidativo en el deterioro del musculo esquelético (Bowen et al.
2018; Kelley et al. 2022); densidad capilar reducida y disminucién en la extracciéon

periférica de oxigeno (Bowen et al. 2018; Zamani et al. 2020 Saw et al. 2021).

En conjunto, todos estos mecanismos juegan un papel en la disfuncion del
musculo esquelético en la ICFEp al contribuir al deterioro de la fuerza muscular y la
fatiga temprana (Farris et al. 2017; Adams et al. 2017).

A pesar de los conocimientos hasta ahora descritos sobre las alteraciones a
nivel de musculo esquelético en la ICFEp, aun existe una disponibilidad limitada de
estudios que caracterice la funcidon del musculo esquelético en la ICFEp (Araiza-
Garaygordobil et al. 2019). En distintas condiciones patoldgicas se ha reportado que
el manejo de Ca?* deficiente, la produccion disfuncional de ERO vy las alteraciones
estructurales/funcionales de las proteinas encargadas de la liberacién y recaptura
de Ca?* en el sarcolema, el tibulo T y el reticulo sarcoplasmico tienen un papel
principal en la pérdida de masa muscular, la reduccion de la contractilidad muscular
y el aumento del dafio muscular (Michelucci et al. 2021). Sin embargo, hasta ahora,
ningun estudio ha explorado la relacion de la ICFEp con las alteraciones del manejo
del Ca?*y el estrés oxidante en la ICFEp como posible mecanismo para la disfuncion

del musculo esquelético.
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4.9 Efecto del ejercicio de intensidad moderada en la ICFEp

En la actualidad no existe un tratamiento efectivo que mejore los resultados en la
ICFEp, probablemente debido a una comprension incompleta de este sindrome
heterogéneo. Anteriormente la ICFEp era considerada contraindicacion absoluta o
relativa para el ejercicio fisico debido a la incapacidad de esfuerzos fisicos en esta
entidad, sin embargo, evidencias recientes han revelado que el entrenamiento fisico
es una intervencion terapéutica para tratar la ICFEp debido a que ha demostrado
mejorar los resultados en pacientes con ICFEp al mejorar la funcion cardiaca, la
VOzpico (Mmedida del volumen de oxigeno que el cuerpo puede utilizar durante el
esfuerzo fisico), la capacidad de ejercicio y la calidad de vida (Kitzman et al. 2010;
Edelmann et al. 2011; Dieberg et al. 2015; Saw et al. 2021). Sin embargo, su efecto
sobre la funcion del musculo esquelético es poco conocida, por eso, comprender
los mecanismos por los cuales el entrenamiento fisico puede alterar la funcion del
musculo esquelético podria apuntar hacia el desarrollo de terapias en la ICFEp
(Farris et al. 2017).

Los beneficios de la actividad fisica incluyen la reduccion de la adiposidad, el
aumento de la aptitud cardiorrespiratoria (VO2max), la reduccion de los niveles de
lipidos circulantes y el mantenimiento de la masa muscular. También, se ha
demostrado que durante el ejercicio se liberan miocinas en el musculo esquelético
que se contrae que modifican positivamente los procesos metabdlicos en otros
organos (Whitham y Febbraio, 2017; Febbraio et al. 2017).

El ejercicio de intensidad moderada (VO2max 40-60%) es una alternativa
segura para las personas con ICFEp, ya que integra actividades aerdbicas ligeras y
moderadas (caminata a paso ligero, trotar en una cinta rodante, nadar
tranquilamente) que ejercita las extremidades superiores e inferiores y promueve el
fortalecimiento. Se ha demostrado que el ejercicio aérobico de intensidad moderada
reduce los factores de riesgo asociados con la ICFEp, por ejemplo, ha demostrado
retrasar el desarrollo de la hipertension y reducir la presién arterial de manera

efectiva (Alpsoy, 2020); aumenta la absorcion de glucosa y mejora la sensibilidad a
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la insulina a través de un mayor metabolismo de las reservas de acidos grasos en
el musculo esquelético (Mul et al. 2015; McGarrah et al. 2016); previene el aumento

de peso y promueve la pérdida de peso (Celik y Yildiz, 2021).

Ademas, la adaptacion del musculo esquelético al ejercicio es controlada por
las modificaciones rédox. La homeostasis rédox "mejorada” incluye: 1) aumento de
la expresidn génica, contenido de proteinas y actividad de las enzimas
antioxidantes, 2) niveles mas altos en reposo de antioxidantes, 3) niveles mas bajos
de biomarcadores de estrés oxidativo en reposo, 4) mayor resistencia a las
agresiones oxidativas y 5) mecanismos de reparacién mejorados para proteinas y
ADN modificados oxidativamente (Margaritelis et al. 2020). Estas adaptaciones en
el musculo esquelético no solo aumentan la tolerancia al ejercicio, sino que también
inducen ajustes celulares morfolégicos y funcionales que culminan en fibras
musculares esqueléticas mas fuertes y poderosas (Ferreira et al. 2010). A pesar de
la evidencia del efecto positivo del entrenamiento fisico sobre las propiedades
metabdlicas y de contraccion del musculo esquelético, hasta la fecha no existe algun
estudio que muestre el efecto de un protocolo de ejercicio de intensidad moderada

sobre el manejo del Ca?* y el estrés oxidante del musculo esquelético en la ICFEp.
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5. Justificacion

La ICFEp se caracteriza por disminucién de la tolerancia al ejercicio y debilidad
muscular. La disfuncién muscular en esta entidad no se ha caracterizado por
completo y se ha propuesto que el aumento del estrés oxidativo y los cambios en el
acoplamiento-excitacion-contraccion (AEC) por modificaciones en la expresion de
RyR1, SERCA1 y NCX3, podrian tener un papel principal en la tolerancia al ejercicio
y funcién muscular disminuidas en esta entidad. El ejercicio de intensidad moderada
ha demostrado mejorar el estrés oxidante y el manejo de Ca?* en el musculo
esquelético que comprenden diferentes composiciones de fibras. Sin embargo, los
efectos positivos asociados con el ejercicio aérobico sobre el musculo esquelético

en la ICFEp siguen sin ser claros

6. Hipotesis

El ejercicio de intensidad moderada mejora la fuerza de contraccion muscular, el
estrés oxidante y la expresion de RyR1, SERCA1 y NCX3 en el musculo esquelético

de ratones con ICFEp.

7. Objetivos

7.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del ejercicio de intensidad moderada sobre la fuerza de
contraccion, el estrés oxidante y la expresion de RyR1, SERCA1 y NCX3 en el

musculo esquelético de ratones con ICFEp.
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7.2 Objetivos especificos

= Evaluar el efecto del ejercicio de intensidad moderada sobre la fuerza de
contraccion muscular y el tiempo de resistencia a la fatiga en el musculo

esquelético de ratones con ICFEp.

= Evaluar el efecto del ejercicio de intensidad moderada sobre el estrés

oxidante en el musculo esquelético de ratones con ICFEp.

= Evaluar el efecto del ejercicio de intensidad moderada sobre la expresion de
RyR1, SERCA1 y NCX3 en el musculo esquelético de ratones con ICFEp.

8. Materiales y métodos

8.1 Aprobacién ética

Los protocolos con animales fueron aprobados por el Comité de Bioética y
Seguridad del Instituto de Investigaciones Quimico-Biologicas de la UMSNH vy
fueron realizados siguiendo las recomendaciones de la norma Oficial Mexicana 062-
Z00-1999 sobre las especificaciones técnicas para el cuidado y uso de los animales

de laboratorio.

8. 2 Modelo de ratén para el estudio de la insuficiencia cardiaca con fraccion

de eyeccion preservada

Se indujo ICFEp en ratones macho adultos de la cepa C57BL/6J de 5 semanas de
edad y con un peso de 15-19 g; mediante la administracion de dieta alta en grasa
(60% lipidos) y L-NAME (0.05 g/L) en el agua de beber, como se describi
anteriormente por Schiattarella et al. (2019). Todos los experimentos se realizaron
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después de 8 semanas de tratamiento. Los ratones control de la misma edad se
mantuvieron en condiciones similares, pero recibieron dieta estandar y agua potable

ad libitum.

8.3 Grupos experimentales:

- Control Sedentario (C): Dieta estandar y agua potable ad libitum.

- Ejercitado (E): Dieta estandar y agua potable ad libitum, mas ejercicio de

intensidad moderada.

- Insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccion preservada (ICFEp)
sedentario: Dieta alta en grasa (60% lipidos) y L-NAME (0.5 g/L) en el agua de
bebida ad libitum.

- ICFEpE ejercitados: Dieta alta en grasa (60% lipidos) y L-NAME (0.5 g/L) en el

agua de bebida ad libitum, mas ejercicio de intensidad moderada (ver Fig. 6).

Los animales fueron mantenidos en un ciclo de luz/oscuridad de 12 h /12 h. Al final
de los tratamientos se midieron los niveles de glucosa en ayunas con un glucometro

comercial (Accu-Check Performa®) y el peso en una bascula.
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Fig. 6. Grupos experimentales. IM, intensidad moderada. DAG, dieta al en grasas. L-NAME, Nw-

Nitro-L-arginine methyl ester. Elaborada por Martinez, 2023; Biorender.com.

8.4 Protocolo de ejercicio de intensidad moderada

Para el protocolo de ejercicio, los ratones fueron acondicionados a una velocidad
de 0.5 km/h durante 4 min por 4 dias con una pendiente de 0° en una cinta de correr
especial. Después se aplico el protocolo de ejercicio de intensidad moderada el cual
se definié como el 70% de la capacidad maxima de carrera en ratones anteriormente
reportada, con algunas modificaciones (Martinez-Huenchullan et al. 2018). El
ejercicio se realizo a una velocidad de 1 km/h durante 16 min, 4 veces por semana

por un periodo de 4 semanas (Fig. 7).
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Fig. 7. Protocolo de ejercicio de intensidad moderada. Elaborada por Martinez, 2023;
BioRender.com.

8.5 Prueba de agotamiento por ejercicio

La capacidad de ejercicio, estimada por la distancia total corrida, se correlaciona
con la capacidad de trabajo del musculo esquelético, y es un método utilizado para
detectar la intolerancia al ejercicio en la IC (Bueno et al. 2010). Durante 3 dias se
aclimaté a los grupos sedentarios al ejercicio en cinta rodante (4 min a 0.5 km/h).
Los animales corrieron en la cinta comenzando a una velocidad de calentamiento
de 1 km/h durante 4 min. Cada 2 min posteriores, la velocidad se incrementé en 0.1
km/h hasta que el animal se agot6. El agotamiento se definié como la incapacidad
del animal para volver a correr dentro de los 10 s de contacto directo con una rejilla
que induce estimulos con aire (Fig. 8). Se midié el tiempo (s) de carrera y se calculd

la distancia de carrera, a través de la formula: d = v.t.
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Fig. 8 Prueba de agotamiento por ejercicio. Elaborada por Martinez, 2023; Biorender.com.

8.6 Eutanasia y diseccién muscular

Una vez terminados los tratamientos, los ratones se sacrificaron por dislocacion
cervical, y fueron extraidos y pesados, el corazon y los pulmones como indicadores
de hipertrofia cardiaca y congestion pulmonar respectivamente. Después, se

disecto el musculo soleo de las dos extremidades posteriores.

El musculo séleo disectado de la primera extremidad trasera se conservo en
RNA later y fue llevado a -4 °C durante 24 h, para posteriormente ser almacenado

a -80 °C para las pruebas de qPCR.

El musculo séleo disectado de la segunda extremidad trasera se coloc? vy fijé
con alfileres entomoldgicos en una caja de Petri revestida con fondo de resina
transparente, esta fue previamente llenada con la solucion fisioldgica, formulada
para raton (148 mM NaCl, 4.5 mM KCI, 2 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 0.44 mM
NaH2PO4; pH 7.4) con la adicion de 5.5 mM de glucosa y 12 mM NaHCOs. Se
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suministrd gas carbégeno (95 % de Oz y 5 % COz2) constante (Gomez-Barroso et al.
2020). Con la ayuda de un microscopio estereoscopico se efectud la limpieza del
musculo séleo para retirar el excedente de tejido conectivo y de tejido graso
adherido al musculo al realizar la diseccion, para finalmente obtener el registro de

tension muscular in vitro.

8.7 Registro de tensidn isométrica in vitro

En una camara de registro de tension isométrica el musculo soleo fue montado a
través de sus tendones, uno de los tendones se sujetd a un transductor 6ptico (Word
precision Instruments, USA) y el segundo tendodn se sujetd al fondo de la camara;
una vez montado el musculo se ajusto la tension a 30% de su longitud en reposo,
en todo momento el musculo estuvo inmerso en solucidn fisioldégica con flujo
continuo y suplementacion constante con gas carbégeno. Dentro de la camara de
registro, se colocaron dos electrodos de platino-iridio directamente dentro de la
solucion, donde se encontraba sumergido el musculo, pero sin hacer contacto
directo con el musculo; los cuales se conectaron a una unidad aisladora de
estimulos (Grass, USA) para la estimulaciéon de induccién de fatiga, iniciada 10 min
después de la colocacion del musculo. A su vez, el transductor se conectd a un
amplificador y a una interfaz analdgico digital (Word Precision Instruments, USA)
(ver Fig. 9) lo que permitié adquirir la tension generada por cada musculo en una
computadora, mediante el software MDAC (Word precision Instruments, USA) (ver
Fig. 9).
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Protocolo de fatiga

100V, 300 ms; 45 Hz

Fig. 9. Registro de tensién in vitro. Montaje del musculo séleo para el registro de tension

isométrica. Transductor optico (Word precisién Instruments, USA); electrodos de platino-iridio
conectados a una unidad aisladora de estimulos (Grass, USA); amplificador e interfaz analdgico

digital (Word Precision Instruments, USA). Elaborada por Martinez, 2023; Blender y Biorender.com.

8.8 Protocolo de induccion de la fatiga

La fatiga del musculo séleo fue inducida mediante estimulacion eléctrica repetitiva.
Esta se aplicé con pulsos de 100 V con 300 ms de duracién y una frecuencia de 45
Hz mediante la unidad aisladora de estimulos. El musculo se estimul6 hasta que la
tension disminuyo6 un 60-70 %, aproximadamente respecto a la tension inicial y se

midi6 el tiempo en el que se llegd a la fatiga muscular.
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8.9 Medicién del estrés oxidante

8.9.1 Determinacién de la Produccion de Especies Reactivas de Oxigeno

La presencia de ERO se determind empleando la sonda de fluorescencia 2',7'
diclorodihidrofluoresceina diacetato (H2DCFDA). Se resuspendié 0.025 mg/mL de
proteina de homogeneizados de tejido muscular en 5 pyL de diclorofluorceina y se
completé con Buffer de ERO (HEPES 10 mM, KCI 100 mM, MgCl2 3mM y KH2POq4
3 mM; pH 7,4) (Gobmez-Barroso et al. 2022) para un volumen total de 2000 uL,
posteriormente, se incubaron en frio con agitaciéon durante 15 min. La fluorescencia
basal se registré después de atemperarse, por ultimo, las muestras se llevaron a
agitacion por 60 min para registrar la fluorescencia final. Los cambios en la
fluorescencia se midieron a longitudes de onda de excitacidon/emision de 485
nm/520 nm en un espectrofluorofotdmetro Shimadzu RF-5301PC (Shimadzu, Kyoto,
Japdn). Los datos se expresaron como unidades arbitrarias (UA) por mg de

proteina.

8.9.2 Actividad de la catalasa

La actividad de la catalasa se analizé midiendo la conversion del H202en O2 con un
electrodo de oxigeno tipo Clark conectado a un monitor de oxigeno biologico (5300A
Biological Oxygen Monitor, YSI, Ohio, USA). Se resuspendio 0.025 mg/ml de
proteina de homogeneizados de musculo séleo, en un buffer de fosfato 0,1 M (pH
7,4)a 25 °C y se monitoreo durante 1 min. Luego se afiadié H202 6 mM a la camara,
y la conversion de H202en Oz se midio con el electrodo de oxigeno durante 3 min.
La produccion de O:2 se registré continuamente y la actividad catalitica se expreso
en pmol de Oz producido por minuto. Cada medicién se realiz6 tres veces y el

resultado correspondié al valor medio de la pendiente de la curva utilizada para
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cuantificar la actividad de la catalasa de la muestra. Los resultados obtenidos se

expresaron como umol de O2*mg de proteina.

8.9.3 Determinacion de los niveles de glutatién

Los niveles de glutation presentes en el musculo séleo se determinaron mediante el
método de Rahman et al. (2006) (Fig. 10). El contenido de glutation total (GSH +
GSSG) se determiné en 0.025 mg/mL de proteina. Se realizdé desprotonacion de las
muestras con solucion liberadora (acido sulfosalicilico al 0,6 % y Triton X-100 al 0,1
% en un buffer de fosfato de potasio 0,1 M (pH 7,5)). Esta mezcla se sonico tres
veces durante 3 s y se coloco en hielo durante 3 s entre cada ciclo de sonicacion,
seguido de dos ciclos de congelacién/descongelacion, y se centrifugd a 10,000 rpm
durante 5 min. Luego, el sobrenadante se mezclé con un buffer de fosfato de
potasio, con 0,1 unidades/mL de glutation reductasa y 100 uM de 5,5-ditiobis (acido
2-nitrobenzoico) (DTNB). La reaccion se inicié afiadiendo B-NADPH 50 uM y se
evaluo durante 5 min a 412 nm en un espectrofotometro UV/vis (Shimadzu UV-2550,
Kyoto, Japdn). El incremento de la absorbancia a 412 nm fue convertida a
concentracion de GSH+GSSG usando el coeficiente de extincion molar para el
glutation. Para las determinaciones del glutation oxidado (GSSG), las muestras se
incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con 4-vinilpiridina al 0,2 % para
derivatizar el glutation reducido (GSH). Luego, las muestras se trataron como se
describié anteriormente para las determinaciones de GSH+GSSG. La
concentracion de glutation reducido (GSH) se calculé restando la concentraciéon de
GSSG de la concentracion de GSH+GSSG.
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Fig. 10. El reciclaje enzimatico de glutation reducido (GSH) a partir de glutation oxidado
(GSSG) por la glutation reductasa (GR) en presencia de NADPH. GSH reacciona con DTNB (5,5'-
ditio-bis (acido 2-nitrobenzoico)) para formar TNB (acido 5-tio-2-nitrobenzoico) y GS-TNB (aducto de
glutation de GSH). Luego, GS-TNB se reduce a GSH similar a GSSG por GR y NADPH (reciclado).
El TNB formado se puede cuantificar a 412 nm. Imagen modificada de Rahman et al. 2006,

Elaborada por Martinez, 2023; Biorender.

8.10 Analisis de la expresion génica de las proteinas RyR1, SERCA1y NCX3
por RT-qPCR

El ARN se aislo del tejido muscular congelado utilizando el método de TRIzol
(Invitrogen Life Technologies, Grand Island, USA), y se utilizé 0.5 pg para sintetizar
el ADN complementario (ADNc) mediante el kit de reactivos de transcripcion inversa
(ImProm-Il, Promega, Madison, USA). El analisis de expresion de los genes se
realizé mediante gPCR con el termociclador MXP3000 (Aligent, Santa Clara, USA)
utilizando Sensi Fast SYBR Lo-ROx Mix (Bioline, Londres, Reino Unido) 1 x 100 ng
de ADNc y 300 nM de cebadores. Antes de la amplificacién, el ADNc se
desnaturalizd a 95 °C durante 3 min, y luego se realizé la amplificacion con 40 ciclos
de desnaturalizacion a 95 °C durante 20 s, hibridacion a 60 °C durante 15 s,
extension a 72 °C durante 15 s, seguido de una extension adicional a 72 °C durante

20 s. Se verificaron los productos de amplificacion analizando la curva de
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disociacion de cada muestra. La expresion relativa se midié mediante 2-AACT,

utilizando B-actina como gen endogeno (ver Fig. 11).

Centrifugacion de la muestray Transcripcion inversa de ARN
purificacion del ARN purificado a ADNc Curva de amplificacién
s Transcriptasa
Tejido 05 '
- 2 HE + g
= muscular T Amplificacion
= (1]
Lisar muestra " S
= con TRIzol 8
\ ——————— 7]
% \] \’7 = Limite
" (=] L 1 -
D *Kit ImProm-Il e
— l T
Promega, Madison e
Wi, EE UU =
Ciclos
Amplificacion por qPCR
*Kit SensiFast SYBR Lo-ROx Mix
Extraer ARN -100 ng de ADNc Expresion relativa: 2-AACT
del miocito -300 nM cebadores B-actina - gen enddégeno
lisado Polimerasa \

Fluordforo Q :

Cebadores:

“SERCA1 MXP3000.
-RyR1 -NCX3

-B-actina

Fig.11. Diagrama que muestra los pasos de la RT-qPCR. 1. Aislamiento de ARN del musculo
soéleo. 2. Obtencion de ADNc: proporciona la plantilla para la amplificacion. 3. Cebadores especificos
de secuencia se unen y forman la base de nuevas copias de la regién objetivo; la polimerasa
incorpora bases complementarias en los nuevos amplicones; sonda o fluoréforo: permite la deteccion
de la amplificacion del objetivo; buffer, optimiza las condiciones de reaccién. 4. Método que compara
el valor Ct de un gen objetivo con otro (usando la féormula: 2AACT). RT-qPCR, reaccién en cadena
de la polimerasa de transcripcion inversa cuantitativa. ADNc, ADN complementario. RYR1, receptor
de rianodina 1. SERCA1, ATPasa de Ca*? del reticulo sarcoplasmico. NCX, intercambiador sodio

calcio. Imagen modificada de Biorender.com. Elaborada por Martinez, 2023.
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8.11 Anéalisis estadisticos

Los resultados obtenidos fueron analizados con un analisis de varianza (ANOVA)
de 1 via con prueba post-hoc de Tukey. Las diferencias estadisticamente

significativas se definieron como P<0.05.
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9. Resultados

9.1 Efecto del ejercicio de intensidad moderada sobre la ganancia de peso
corporal en un modelo de ratén con insuficiencia cardiaca con fracciéon de
eyeccion preservada

Al final de las 8 semanas con los tratamientos, se observé una mayor ganancia de
peso corporal en el grupo de ICFEp (16 £ 0.98 g, p<0.0001) en comparacion con el
grupo C (7.66 + 0.35 g) y el grupo E (6.58 £ 0.51 g). Particularmente, el ejercicio de
intensidad moderada mostré una disminucion significativa en la ganancia de peso
en el grupo con ICFEpE (10.08 + 0.66 g, p<0.0001) en comparacién con el grupo
de ICFEp sedentario.
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Fig. 12. Ganancia de peso corporal en los distintos grupos experimentales. .C = Control. E =
Ejercitado. ICFEp = Insuficiencia cardiaca con fraccién de eyeccion preservada. ICFEpE =
Insuficiencia cardiaca con fraccidn de eyeccion preservada + ejercicio. Los datos se presentan como

la media * error estdndar de n=12 (P<0.05, ANOVA de 1 via con prueba post-hoc de Tukey).
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9.2 Efecto del ejercicio de intensidad moderada sobre los niveles de glucosa

en un modelo de ratdon con insuficiencia cardiaca con fraccién de eyeccion
preservada

Con respecto a los niveles de glucosa en sangre en ayuno, se observo un aumento
significativo en el grupo de ICFEp (135 + 4.83 mg/dl, p<0.0001) con respecto al C
(88.1 £ 4.56 mg/dl) y el grupo E (83.3 =+ 3.65 mg/dl). Por otro lado, el ejercicio no
ejercio ningun cambio significativo sobre los niveles de glucosa en los ratones
ICFEpPE (120.5 + 2.74 mg/dl) respecto al grupo de ICFEp sedentario.
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Fig. 13. Glucosa en ayuno en los distintos grupos experimentales. C = Control. E = Ejercitado.
ICFEp = Insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccion preservada. ICFEpE = Insuficiencia
cardiaca con fraccion de eyeccion preservada + Ejercicio. Los datos se presentan como la media +
error estandar de n=6 (P<0.05, ANOVA de 1 via con prueba post-hoc de Tukey).

9.3 Efecto del ejercicio de intensidad moderada sobre la hipertrofia cardiaca
en un modelo de ratén con ICFEp

9.3.1 Peso del musculo cardiaco

Respecto al peso del corazén normalizado a la longitud de la tibia, se observé un

aumento significativo en el peso del corazéon en el grupo de ICFEp (12.6 + 0.48
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mg/mm, p<0.0001) respecto al grupo C (7.6 £ 0.21 mg/mm). En cuanto al ejercicio,
en el grupo E (7.3 £ 0.28 mg/mm), no se observaron cambios significativos en el
peso del corazén, mientras que el ejercicio previno el aumento de peso del corazén
como lo muestra el grupo ICFEpE (9.1 + 0.31 mg/mm, p<0.0001) en comparacién

con el grupo de ICFEp sedentario.
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Fig. 14. Peso del corazén en los distintos grupos experimentales. C = Control. E = Ejercitado.
ICFEp = Insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccion preservada. ICFEpE = Insuficiencia
cardiaca con fraccidn de eyeccion preservada - Ejercitado. Los datos se presentan como la media +
error estandar de n=12 (P<0.05, ANOVA de 1 via con prueba post-hoc de Tukey). PC, peso del

corazon; LT, longitud de la tibia.

9.4 Efecto del ejercicio de intensidad moderada sobre la congestion pulmonar
en un modelo de raton con ICFEp

9.4.1 Peso pulmonar

El peso de los pulmones normalizado a la longitud de la tibia aumentd en el grupo
de ICFEp (10.59 £ 0.41 mg/mm, p<0.0018) con respecto al grupo C (8.82 + 0.30
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mg/mm). Por otro lado, el ejercicio no tiene algun efecto sobre el peso de los
pulmones de los grupos E (8.84 + 0.25 mg/mm) e ICFEpE (10.06 + 0.28 mg/mm).
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Fig. 15. Peso pulmonar en los distintos grupos experimentales. C = Control. E = Ejercitado.
ICFEp = Insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccion preservada. ICFEpE = Insuficiencia
cardiaca con fraccién de eyeccion preservada - Ejercitado. Los datos se presentan como la media +
error estandar de n=12 (P<0.05, ANOVA de 1 via con prueba post-hoc de Tukey). PP, peso del

pulmén; LT, longitud de la tibia.

9.5 Efecto del ejercicio de intensidad moderada sobre la prueba de distancia
de carrera en un modelo de ratén con ICFEp

La distancia de carrera en el grupo de ICFEp (125.68 + 32.27 m) tendié a disminuir
de una manera no significativa respecto al grupo control (189.59 + 21.76 m) después
de realizar la prueba de agotamiento por ejercicio. El ejercicio mejoro la tolerancia
al ejercicio en los grupos ejercitados, al observarse aumento significativo en la
distancia de carrera en el grupo ejercitado (554.60 + 56.11 m, p<0.0001) y el grupo
de ICFEpE (401.79 £ 39.89 m, p<0.0017).
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Fig. 16. Distancia de carrera en los distintos grupos experimentales. C = Control. E = Ejercitado.
ICFEp = Insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccion preservada. ICFEpE = Insuficiencia
cardiaca con fraccién de eyeccion preservada - Ejercitado. Los datos se presentan como la media

error estandar de n=4 (P<0.05, ANOVA de 1 via con prueba post-hoc de Tukey).

9.6 Efecto del ejercicio de intensidad moderada sobre lafuerza de contraccion
del musculo s6leo en un modelo de raton con ICFEp

El musculo sdéleo presentd un decremento significativo en la fuerza de contraccion
muscular sobre la tension maxima en el grupo de ICFEp (105.29 + 9.66 g, p<0.0001)
conrespecto al C (182.63 £ 6.79 g). Por otro lado, con el ejercicio, el grupo E (237.58
+ 8.99 g, p<0.0069) mostré6 un aumento significativo en la tension maxima en
comparacion con el grupo C, mientras que el grupo de ICFEpE (151.22 + 9.92 g,
p<0.0304) también demostré un aumento significativo en la tensién maxima a

comparacion con el grupo ICFEp sedentario.

En cuanto a la tension total, el musculo s6leo mostr6 un decremento
significativo en el grupo con ICFEp (190.86 + 15.37 g, p<0.0001) con respecto al
control (296.41 + 10.06 g). Mientras que el ejercicio parece tener una accién

favorable para el mantenimiento de la contraccion muscular sobre la tensién total,
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tanto en el grupo ejercitado (374.25 + 11.57 g, p<0.0001), como en el grupo con
ICFEpPE (246.97 + 14.86 g, p<0.0057) respecto al grupo ICFEp sedentario.
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Fig. 17. Tensién maximay tension total del musculo so6leo. C = Control. E = Ejercitado. ICFEp =
Insuficiencia cardiaca con fraccidon de eyeccion preservada. ICFEpE = Insuficiencia cardiaca con
fraccion de eyeccion preservada - Ejercitado. Los datos se presentan como la media + error estandar
de n=6 (P<0.05, ANOVA de 1 via con prueba post-hoc de Tukey).

9.7 Efecto del ejercicio de intensidad moderada sobre el tiempo de resistencia
a la fatiga del musculo s6leo en un modelo de ratén con ICFEp

La ICFEp disminuyd el tiempo de resistencia a la fatiga en el musculo séleo a
comparaciéon con el grupo C (315.66 + 17.52 s, p<0.0001 vs. 599.83 + 28.29 s
respectivamente). Por otro lado, el musculo séleo presenté una resistencia a la
fatiga mayor en los grupos ejercitados; en el grupo E (801.33 + 28.53 s, p<0.0001)
el ejercicio logro mejorar este parametro respecto al C, y también en el grupo
ICFEpPE (459.5 + 20.40 s, p<0.0023) en comparacion con el grupo ICFEp sedentario.
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Fig. 18. Tiempo de resistencia a la fatiga del musculo séleo. C = Control. E = Ejercitado. ICFEp
= Insuficiencia cardiaca con fracciéon de eyeccion preservada. ICFEpE = Insuficiencia cardiaca con
fraccion de eyeccion preservada - Ejercitado. Los datos se presentan como la media + error estandar
de n=6 (P<0.05, ANOVA de 1 via con prueba post-hoc de Tukey).

9.8 Efecto del ejercicio de intensidad moderada sobre marcadores de estrés
oxidativo del musculo s6leo en un modelo de raton con ICFEp

9.8.1 Niveles de Especies Reactivas de Oxigeno en el musculo sdéleo

Los niveles de ERO en el musculo séleo fueron significativamente menores en el
grupo C que en el grupo ICFEp (1.92 + 0.16 UA, p<0.0001 vs 6.13 = 0.3 UA,
respectivamente). Hubo disminucién significativa en los niveles de ERO en el grupo
ICFEpE (3.40 £ 0.23 UA, p<0.0001) en comparacioén con el grupo ICFEp sedentario.
Mientras que los niveles de ERO aumentaron de manera moderada en el grupo E
(3.49 £ 0.25 UA, p<0.0013) respecto al C.
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Fig. 19. Especies reactivas de oxigeno en el musculo sé6leo. C = Control. E = Ejercitado. ICFEp
= Insuficiencia cardiaca con fraccidon de eyeccién preservada. ICFEpE = Insuficiencia cardiaca con
fraccion de eyeccion preservada - Ejercitado. N=6. Los datos se presentan como la media * error
estandar de n=6 (P<0.05, ANOVA de 1 via con prueba post-hoc de Tukey). UA, unidades arbitrarias.
DCEF, diclorofluorceina.

9.8.2 Actividad de catalasa en el musculo séleo

La actividad de la catalasa en el musculo séleo aumento en el grupo ICFEp (3.49 £
0.12 uM de O?%mg prot, p<0.0001) en comparacion con el grupo C (2.11 £ 0.16 uM
de O%/mg prot). Se observaron también aumentos significativos en el grupo E (3.08
+ 0.17 uM de O%mg prot, p<0.0024) en comparacién con el C. Se detectd un
incremento significativo en la actividad de catalasa del grupo ICFEpE (4.36 £ 0.19
UM de O?/mg prot, p<0.0.0065) con respecto al grupo de ICEFp sedentario (3.49 +
0.12 uM de O?/mg prot).
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Fig. 20. Actividad de la catalasa en el musculo séleo. C = Control. E = Ejercitado. ICFEp =
Insuficiencia cardiaca con fraccidon de eyeccion preservada. ICFEpE = Insuficiencia cardiaca con
fraccion de eyeccion preservada - Ejercitado. Los datos se presentan como la media + error estandar
de n=6 (P<0.05, ANOVA de 1 via con prueba post-hoc de Tukey).

9.8.3 Niveles de glutation en el musculo séleo

No se observaron diferencias significativas en los niveles de glutation total entre los
grupos C (0.66 + 0.07 uM /mg prot), E (0.66 + 0.05 yM/mg prot), ICFEp (0.76 £ 0.04
MM/mg prot), ICFEpPE (0.74 + 0.05 uM/mg prot). En cuanto a los niveles de glutatién
reducido tampoco se observaron cambios significativos entre los grupos C (0.38 *
0.08 uM/mg prot), E (0.40 + 0.06 pM/mg prot), ICFEp (0.32 £ 0.05 pM/mg prot),
ICFEpPE (0.35 + 0.06 uM/mg prot). En contraste, los niveles de glutation oxidado se
incrementaron en los grupos ICFEp (0.43 + 0.02 yM/mg prot, p < 0.0185) e ICFEpE
(0.38 £ 0.02 pM/mg prot, p<0.0433) en comparacién con los grupos C (0.28 £ 0.01
MM/mg prot) y E (0.25 £ 0.04 uM/mg prot). No se observo ningun cambio significativo
en el glutatién oxidado entre el grupo de ICFEp sedentario y el grupo ejercitado con

ICFEPpE. Por otro lado, el cociente GSH/GSSG tendid a disminuir de una manera no
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significativa en los grupos ICFEp (0.77 = 0.17 yM/mg prot) e ICFEpE (0.94 £ 0.20
MM/mg prot) respecto a los grupos C (1.37 + 0.39 uM/mg prot) y E (1.74 + 0.51
MM/mg prot).
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Fig. 21. Niveles de glutation en el musculo séleo. Panel A. GSH + GSSG. Panel B. GSH. Panel
C. GSSG. Panel D. GSH/GSSG ratio. C = Control. E = Ejercitado. ICFEp = Insuficiencia cardiaca
con fraccién de eyeccion preservada. ICFEpE = Insuficiencia cardiaca con fraccién de eyeccion

preservada - Ejercitado. Los datos se presentan como la media + error estandar de n=4 (P<0.05,
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ANOVA de 1 via con prueba post-hoc de Tukey). GSH + GSSG, glutation total. GSH, glutation
reducido. GSSH, glutatiéon oxidado. Cociente GSH/GSSG.

9.9 Efecto del ejercicio de intensidad moderada sobre la expresién génica de
RyR1, SERCA1y NCX3 en el musculo séleo en un modelo de ratén con ICFEp

No se observaron cambios significativos en los niveles de expresion de RYR1 en el
musculo séleo del grupo ICFEp (0.87 + 0.04) respecto a los grupos C (0.88 £ 0.03)
y E (0.78 £ 0.06). Hubo una disminucién en la expresion de RYR1 en el grupo
ICFEpE (0.57 + 0.04, p<0.0020). La expresibn de SERCA1 disminuyo
significativamente en el musculo séleo de los grupos ICFEp (0.60 + 0.07, p<0.0017)
e ICFEpE (0.57 + 0.07, p<0.0030) respecto al C (1.15 £ 0.07). Por otro lado, el
ejercicio de intensidad moderada de 4 semanas no mostré ningun efecto en los
grupos ejercitados E (1.09 £ 0.12). La expresion de NCX3 en el musculo soleo
disminuyo en el grupo ICFEp (0.68 + 0.04, p<0.0113) y en el grupo ICFEpE (0.55 +
0.02, p<0.0004) con respecto al C (1.01 £ 0.05). El ejercicio de intensidad moderada
de 4 semanas no mostrd algun efecto sobre la expresion de los grupos ejercitados

E (1.01 £ 0.10), ni restablecer la expresion en la ICFEpE.
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Fig. 22. Expresion de proteinas involucradas en la liberacion (RYR1) y receptacion de Ca*
(SERCA1, NCX3) del musculo séleo. Panel A. RyR1. Panel B. SERCA1. Panel C. NCX3. C =
Control. E = Ejercitado. ICFEp = Insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccion preservada. ICFEpE
= Insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccion preservada - Ejercitado. Los datos se presentan
como la media * error estandar de n=6 (P<0.05, ANOVA de 1 via con prueba post-hoc de Tukey).
RyR1, receptor de rianodina 1. SERCA1, ATPasa de Ca?* del reticulo sarcoplasmico. NCX3,

intercambiador Na*/Ca?*
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10. Discusién

La ICFEp presenta una fisiopatologia heterogénea y compleja. Actualmente, siguen
surgiendo nuevos conceptos y clasificaciones en el estudio de este sindrome
(Gevaert et al. 2022). Evidencia reciente indica que la disfuncion del musculo
esquelético desempefa un papel fisiopatoldgico en la ICFEp. La miopatia especifica
del musculo esquelético se ha definido como una de las principales causas de
intolerancia al ejercicio en la ICFEp, el cual es un sintoma clave predictor de
mortalidad en estos pacientes. Por lo tanto, la mejora de la capacidad funcional es
un objetivo importante de investigacion (Kittleson et al. 2023). Las deficiencias en el
metabolismo del musculo esquelético influyen profundamente en la tolerancia al
ejercicio, debido a que el musculo esquelético activo es responsable de la mayoria
del oxigeno consumido en el ejercicio. A pesar de los conocimientos hasta ahora
descritos, la disfuncion del musculo esquelético en individuos con ICFEp no se ha
caracterizado por completo debido a la disponibilidad limitada de estudios (Paneroni
et al. 2018; Saw et al. 2021; Kittleson et al. 2023).

La regulacion en la sefializacion de Ca?* y la produccién de ERO es un
requisito previo fundamental para el correcto funcionamiento del musculo
esquelético. En distintas condiciones patoldgicas musculares la desregulacion de la
homeostasis del Ca?* y el estrés oxidativo contribuyen a la pérdida de la funcién
muscular (Ferreira et al. 2010; Michel et al. 2018; Saw et al. 2021). En esta
investigacién se propuso que los cambios en los niveles de la expresidén de genes
que mantienen la homeostasis del Ca?* y el aumento del estrés oxidativo en la fibra
muscular pueden tener un papel principal en la miopatia del musculo esquelético en
la ICFEp.

Ademas, el entrenamiento con ejercicios aerobicos de intensidad moderada
es una terapia adyuvante para la ICFEp, con un impacto positivo tanto en los
musculos cardiacos como en los esqueléticos. Sin embargo, se sabe muy poco
sobre el mecanismo celular subyacente por el cual el entrenamiento fisico mejora la

contractilidad del musculo esquelético y la tolerancia al ejercicio en la ICFEp (Crisci
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et al. 2022; Edwards et al. 2023). Se ha demostrado que el entrenamiento aerébico
mejora de la funcién del musculo esquelético y aumenta la liberacion del Ca?*
sarcoplasmico en humanos sanos (Munkvik et al. 2009). También, en ratones de
tipo salvaje se demostroé que el entrenamiento con ejercicios aerdbicos reorganizé
la red de proteinas involucradas en el manejo de Ca?* del musculo esquelético, que

culminé en un mayor rendimiento de carrera (Ferreira et al. 2010; Bueno et al. 2010).

En el presente trabajo, mostramos que el ratén con dieta alta en grasas
(DAG) + L-NAME, recapitula distintas caracteristicas clave de la ICFEp (aumento
de peso corporal, glucosa elevada, hipertrofia cardiaca, congestion pulmonar,
intolerancia al ejercicio y disfuncion muscular). El consumo de una DAG durante 8
semanas indujo obesidad y aumentd los niveles de glucosa en ayuno en el grupo
de ICFEp. Esto va acorde con Thomas et al. (2014), donde mostraron que con solo
3 semanas de DAG son suficientes para causar aumentos significativos en la masa
corporal (debido a grandes ganancias en la masa grasa) y resistencia a la insulina
en ratones jévenes en crecimiento. Ademas, se sabe que la obesidad inducida por
DAG provoca resistencia a la insulina en el musculo esquelético a través de la
inflamacion crénica y la acumulacion de lipidos intramiocelulares (Eshima et al.
2021). Por otro lado, el ejercicio mostrd disminuir el peso corporal en el grupo con
ICFEpPE, pero no mostré cambios en los niveles de glucosa en ayuno, sobre esto,
esta bien establecido que la actividad fisica reduce el peso corporal y mejora la
sensibilidad a la insulina, asi como el control glucémico (Dearlove et al. 2020). Sin
embargo, se ha sugerido que la obesidad no es necesaria para desencadenar
resistencia a la insulina, si no que podria estar mas relacionada con el contenido y
distribucion de la grasa, asi como el contenido de la masa muscular, no reflejadas
en la toma de peso corporal. Esto confirma el papel clave del musculo esquelético
en la regulacion del metabolismo sistémico de la glucosa (Oliveros et al. 2014), lo
que podria explicar la nula disminucion en la glucosa en ayuno a pesar de la
disminucién de peso corporal en los ratones con ICFEpE al menos durante las 4

semanas con el ejercicio aérobico (ver Fig.12 y 13).

68



Los ratones con ICFEp presentaron hipertrofia cardiaca, la cual se evalué
determinando el aumento del peso cardiaco (Fig. 14). La inhibicién de la eNOS
(6xido nitrico sintasa endotelial) por L-NAME, la inflamacién local y la generacion de
ERO limita la sefalizacion miocardica de ON-cGMP-PKG lo que influye en la
relajacion y rigidez de las miofibras, y al consecuente aumento de la presion de
llenado diastélico del VI, esta sobrecarga de presién al miocardio activa cascadas
de sefalizacion que estan involucradas en el mecanismo hipertréfico (Paulo y
Tschope, 2013; Schiattarella et al. 2019). Por otro lado, el grupo con ICFEpE mostré
una reduccién significativa en el peso del corazon respecto al grupo con ICFEp
sedentario. Distintos estudios han demostrado que el ejercicio aerdbico reduce la
presion arterial en animales hipertensos, ademas, mejora la funcién cardiaca y la
contractilidad de los cardiomiocitos al retrasar el desarrollo de adaptaciones
estructurales al inducir un menor estrés cronico en la pared arterial (Teles et al.
2022).

El aumento del peso pulmonar es un indicador importante de presencia de
congestion pulmonar, sobre este parametro, observamos un aumento en el grupo
con ICFEp (fig. 15), lo cual se puede atribuir a la hipertrofia del corazén en la ICFEp
gue conduce a presion de llenado del ventriculo izquierdo elevada que precede a
hipertension venosa pulmonar, el cual es el principal mecanismo subyacente en la
congestion pulmonar (Pappasa y Filippatosb, 2011). En modelos animales se ha
demostrado que la congestion pulmonar se desarrolla cuando la presion auricular
izquierda aumenta mas alla de un umbral critico. Ademas, el desarrollo de la
congestiéon pulmonar en la ICFEp se relaciona con aumentos en las presiones
hidrostaticas capilares pulmonares y la hipertension venosa sistémica que se asocia
con deficiencias en el acoplamiento de la arteria pulmonar del ventriculo derecho
(Reddy et al. 2019). Por otro lado, el ejercicio aérobico implementado no mostro

cambios significativos sobre este parametro.

También, se realizd una prueba de agotamiento por ejercicio, se determiné
el tiempo de carrera, y posteriormente se calculo la distancia de carrera, la cual es

un indicador representativo de la capacidad de ejercicio. El grupo de ICFEp mostro
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una reduccion en la distancia de carrera respecto a los demas grupos, sin embargo,
esta no fue significativa (Fig. 16.) Por otro lado, el ejercicio mostr6 mejorar
significativamente la distancia de carrera en los grupos entrenados, en la ICFEpE,
esto va acorde con Leggio et al. 2022 donde encontraron que el ejercicio de
intensidad moderada mejoro significativamente la VO2max, la distancia recorrida y el
umbral ventilatorio en pacientes con ICFEp, en comparacién a otras modalidades
de ejercicio. También esto se podria atribuir a la mejora en la funcion del musculo

esquelético (Tucker et al. 2018).

En cuanto a las mediciones de la funcion del musculo esquelético en este
estudio, primero evaluamos la fuerza de contraccion del musculo séleo, donde se
observd una disminucion significativa sobre la tension maxima y la tension total
(Fig.17), acompanada de una resistencia a la fatiga disminuida en el grupo de ICFEp
(Fig.18). Kelley et al. (2022), utilizando un modelo de rata posmenopausica con
ICFEp observaron disfuncion contractil acompafada de disfuncién mitocondrial y
desequilibrio rédox, los cuales podrian contribuir potencialmente al metabolismo
anormal y a la intolerancia al ejercicio en la ICFEp. Por otro lado, el ejercicio
aerdbico, mostré mejorar la fuerza de contraccién, tanto la tension maxima y la
tension total, asi como el tiempo de resistencia a la fatiga en el musculo séleo en el
grupo de ICFEpE. Estos efectos se podrian atribuir a la disminucién de la grasa
intramuscular, como consecuencia del aumento del metabolismo del musculo

esquelético y a los marcadores de estrés oxidativo reducidos (Martinez et al. 2018).

En cuanto al estado rédox del musculo séleo, los niveles de ERO en el grupo
de ICFEp aumentaron significativamente (Fig. 19), lo que indica que la produccion
exacerbada de ERO afecta negativamente la contractilidad y contribuye al
desarrollo de la fatiga (Allen, 2008; Bouviere et al. 2021). Por otro lado, con el
ejercicio, en el grupo Ejercitado (E) la contractilidad muscular del s6leo mejora
debido al cambio hacia un estado prooxidante mas pronunciado. Se sabe que
aumentos moderados en las concentraciones de ERO inducidas por la actividad
fisica pueden inducir adaptaciones para mejorar la funcidén del musculo esquelético

(Margaritelis et al. 2020). Mientras que, en el grupo con ICFEpE, se observaron
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reducciones significativas en los niveles de ERO respecto al grupo con ICFEp
sedentario; al respecto Powers y Jackson (2008) proponen que la activacién de las
enzimas antioxidantes por la actividad fisica contribuye al efecto benéfico del
ejercicio. Respecto a esto, en nuestro estudio la actividad de la catalasa en el
musculo soleo aumenté en el grupo de ICFEp (Fig. 20), lo que podria ser un
indicador del grado de la ICFEp en el modelo de ratén a las 8 semanas con la dieta
alta en grasas + L-NAME, considerando que en una etapa inicial del desarrollo de
la ICFEp los sistemas antioxidantes aumentan para contrarrestar el dafo patolégico
y en una etapa crénica de la ICFEp, estas enzimas antioxidantes se encuentran
reducidas (Kelley et al. 2022). En cuanto al ejercicio, la actividad de la catalasa
aumento en los grupos ejercitados, lo que va a acorde con Fiuza-Luces et al. (2019)
quienes sugieren que el entrenamiento muscular aumenta la produccion de enzimas
antioxidantes que conducen a la adaptacion y la salud beneficiosa. El ejercicio
puede modular la via Nrf2, la cual contrarresta el estrés oxidante en varias
condiciones patolégicas al aumentar las defensas antioxidantes, inhibir la
inflamacion y mejorar la funcién mitocondrial. Nrf2 es liberado de Keap1, después,
Nrf2 se acumula en el nucleo, donde activa muchos genes diana antioxidantes,
entre ellos la catalasa, y genes diana antiinflamatorios (Kasai et al. 2020; Bouviere
et al. 2021). Respecto a los niveles de glutation en el musculo séleo, se observo un
aumento significativo en el GSSH en el grupo de ICFEp (Fig. 21), sin cambios
significativos en el GSH, el GSH + GSSG y el cociente GSH/GSSG, lo que refleja el
estado rédox alterado que podria participar en la disfuncion contractil en la ICFEp.
Por otro lado, con el ejercicio aérobico de intensidad moderada de 4 semanas solo
se observd una tendencia de aumento en la relacién GSH:GSSG en los grupos
entrenados a comparacion de los grupos sedentarios sin ser estadisticamente
significativos, en otros estudios, se ha reportado que el contenido de GSH vy la
relacion GSH:GSSG aumenta con el ejercicio aérobico, y disminuye el GSSG, sin
embargo, el efecto del entrenamiento fisico sobre el contenido de GSH es
controvertido y se sabe podria variar entre el protocolo de ejercicio, los tejidos y los

modelos animales utilizados (Liu et al. 2000; Elokda y Nielsen, 2007; Ferreira et al.
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2010). Lo que podria explicar la discrepancia de los resultados de nuestro estudio

con ejercicio aérobico de intensidad moderada de 4 semanas.

En cuanto a la expresion ARNm de proteinas encargadas de la homeostasis
de Ca?* en el musculo sdleo, se sabe que el acoplamiento excitacion-contraccion
(AEC) es el proceso que describe la comunicacion entre los eventos eléctricos que
ocurren en el sarcolema de las fibras del musculo esquelético y la liberacion de Ca?*
del reticulo sarcoplasmico (RS), lo que inicia la contraccién muscular. Sobre esto,
RyR1, SERCA1 y NCX3 son las principales proteinas encargadas de controlar la
homeostasis de Ca?" en la fibra muscular. RyR1 incrustado en el reticulo
sarcoplasmico libera Ca?* hacia el citosol lo que inicia la contraccion muscular;
SERCA1 recaptura el Ca?* de nuevo hacia el RS para la relajacion muscular,
mientras que NCX3 puede controlar la salida de Ca?* (modo directo) o la entrada de
Ca?* (modo inverso) en el sarcolema lo que contribuye a mejorar la actividad

muscular (Michelucci et al. 2021; Bolanos et al. 2022).

Los ratones con ICFEp en esta investigacion, mostraron una disminucién
significativa en la expresiéon de ARNm de SERCA1 y NCX3, sin cambios en RyR1
(Fig. 21). Estos datos respaldan en parte la hipotesis de que las disminuciones en
la expresién de ARNm de genes relacionados con la homeostasis de Ca?* podrian
disminuir el manejo de Ca?" en el musculo esquelético y asociarse con debilidad
muscular y fatiga en la ICFEp (Bueno et al. 2010; Munkvik et al. 2010; Eshima,
2021). En tales condiciones, los niveles elevados de ERO pueden inhibir y oxidar a
SERCA y NCX, lo que suprime drasticamente la sensibilidad al Ca?* resultando en

la pérdida de la respuesta funcional del musculo esquelético (Ferreira et al. 2010).

Por otro lado, el ejercicio en el grupo Ejercitado no modificd la expresion de
RyR1, SERCA1 y NCX3, lo que es contrastante con otras investigaciones que han
demostrado que el ejercicio mejora la expresion del gen, el nivel de proteina y la
actividad de RyR1, SERCA o NCX en grupos sanos acompanado de una mejora en
la actividad contractil de los musculos esqueléticos (Ferreira et al. 2010; Bueno et
al. 2010). Respecto al grupo de ICFEpPE, el ejercicio mostrd disminuir la expresion

de ARNm de RyR1, sin cambios significativos en SERCA1 y NCX3, a comparacién
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del grupo de ICFEp sedentario. Estos datos son contrastantes con Bueno et al.
(2010), quienes observaron que el ejercicio aerobico restablecié los niveles de
expresion de estas proteinas a los niveles del grupo control en un modelo de ratén
con ICFEr inducida por hiperactividad simpatica, esta discrepancia podria estar
relacionada con la frecuencia y duraciéon del ejercicio implementado en las dos
investigaciones, asi como también, por el tipo de IC, ya que la ICFEp y la ICFEr,
tienen distintos sustratos fisiopatoldgicos. Incluso, nuestro estudio mostré una
disminucidn en la expresion de ARNm en RyR1 en el grupo ICFEpE, lo que
concuerda con la investigacion de Munkvik, et al. (2010) donde reportaron que la
pierna entrenada de pacientes con IC crénica mostraba un contenido de RyR

disminuido sin cambios asociados de fuga de Ca?* o velocidad de liberacion.

En resumen, nuestros hallazgos proporcionan evidencia de que los ratones
con ICFEp inducidos por dieta alta en grasa + L-NAME muestran disfuncién del
musculo esquelético, fatiga, desequilibrio en la homeostasis rédox y disminucién en
la expresion génica de proteinas encargadas de la recaptacion de Ca?* (SERCA1y
NCX3) en el musculo séleo con predominancia de fibras de tipo I, que contribuyen
potencialmente al metabolismo anormal y a la intolerancia al ejercicio. Ademas, el
ejercicio aerobico de intensidad moderada de 4 semanas mejoro la funcion muscular
y la tolerancia al ejercicio en la ICFEp, sin embargo, no podemos atribuir estos
cambios a la mejora de la expresién de RYR1, SERCA1 o NCX3. Mas bien, podrian
atribuirse a los cambios en el estado rédox mejorado, especialmente la capacidad
antioxidante de catalasa elevada y la disminucion de ERO. También, la disminucion
del peso corporal y la reduccién del peso cardiaco, podrian tener un papel principal

en la mejora del musculo esquelético en la ICFEpE.

11. Conclusién

El ejercicio de intensidad moderada mejora la fuerza de contraccion muscular y el

tiempo de resistencia a la fatiga, acompanado de un estado rédox mejorado, sin
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cambios significativos en la expresion de RyR1, SERCA1 y NCX3 en el musculo

esquelético de ratones con ICFEp.
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